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DESCRIPCION

Biocatalizadores de transaminasa
CAMPO TECNICO

[0001] La presente divulgacion se refiere a biocatalizadores de transaminasa y a procedimientos de utilizacion de
biocatalizadores.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Tras la ingestidon de un alimento, se liberan un grupo de hormonas denominadas incretinas, que incluyen
glucagén como péptido — 1 (GLP — 1) y péptido insulinotropico — dependiente de glucosa (GIP). Las incretinas
estimulan la liberacion de insulina y reprimen la liberacion de glucagén de manera dependiente, retrasa el vaciado
gastrico y aumenta la saciedad. Las incretinas se degradan rapidamente 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
actividad inhibitoria de la DPP — 4 y, por tanto, el retraso de la inactivacion de creatinas parece mejorar la funcion
insular incrementando la reactividad de las células alfa y beta a la glucosa, dando como resultado una secrecion de
glucosa — dependiente de insulina mejorada y una secrecién reducida de glucagén inapropiado. Debido a sus
efectos anti hiperglicémicos, la Sitagliptina ha sido aprobada para su uso en el tratamiento de diabetes Tipo 2 en
numerosos paises.

[0004] El proceso actual de fabricacion de la Sitagliptina presenta hidrogenacién asimétrica de una amida enamina
desprotegida (patente US N° 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 °C y 250 psi
presenta Sitaglipina como base libre en un 97 % e.e. La mejora de la cristalizacién de la base libre produce
Sitagliptina con > 99,5 % e.e. Y un 84 % de rendimiento, y la subsecuente reaccion con acido fosférico 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 mas referencias sobre el enfoque de resolucion quimica para sintetizar Sitagliptina véanse Dooseop et
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 residefio de la especifidad del sustrato de una
enzima mediante efectos acumulativos de las mutaciones de residuos en sitio no activo.

[0007] Se aconsejan otras mejoras en el proceso de fabricacion de Sitagliptina.
RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La presente invencion 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 — a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] = 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — amina, en la que el polipéptido de transaminasa
comprende una secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, €l 80 % a la SEC ID N° 4 y en la que la
secuencia aminoacida incluye, al menos, las siguientes caracteristicas: (1) el residuo correspondiente a X223 de la
SEC ID N° es P; (2) el residuo correspondiente a X69 dela SEC ID N° 2 es G, C, T, Ao Sy / o el residuo
correspondiente a X284 de la SEC ID N° 2 es G; y (3) el residuo correspondiente a X122 de la SECIDN°2es M, |,
Vo H.

[0009] La invencion también presenta un polinucleétido que codifica un polipéptido de la invencion.

[0010] La invencion también presenta una célula huésped que comprende un vector de expresion que incluye un
polinucleétido de la invencion.

[0011] La invencion también presenta un proceso de preparacion de un compuesto cuya formula estructural (1) es:

NH, O

RV * Z
U]
que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso

enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiomero opuesto, en el que
Z es OR? o NR’R?;
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R es C1_8 alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1- alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R y R son hidrégenos independientes, C1_g alquilo, arilo o arilo — C4_; alquilo; o

R? y R® junto al atomo de nitrégeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_4 alcoxi y C1_4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltor; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, S 'y
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fltor, C4_ alquilo, C1 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una
cetona proquiral de féormula estructural (I1):

o] 0]

(n

con un polipéptido de transaminasa de la invencion en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente
organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas, en las que, opcionalmente:

i) R' 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 fldor, trifluorometil y trifluorometoxi; o
ii) Z es NR’R?, por ejemplo un heteromclo de formula estructural (I11):

AN

en la que R* es hidrogeno o C1_4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor.

[0012] La invencion también presenta una composicion que comprende el polipéptido de transaminasa segun la
invencion y:

(a) Un compuesto de férmula estructural (1):

NH, O

RV * Z
m

que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; en el que:

Z es OR? 0 NR?R®:

R es C1_8 alquilo, arllo heteroarilo, arilo — C1-; alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R y R son hidrégenos independientes, C1_g alquilo, arilo o arilo — C4_; alquilo; o

R? y R® junto al atomo de nitrégeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4—- a 7— que
contiene un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC,_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo
heterociclico por uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi,
halégeno, C14 alcoxi y C1_4 alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos
de fluor; y fusionando el sistema del anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o
saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6
miembros o a un sistema de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene
de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, S y NCo_4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de
anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre hidroxi, amino, flior, C1_ alquilo, Cy4
alcoxi y trifluorometil;

(b) Un compuesto de férmula estructural (1):
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NH, O
Ar.
e N/\l‘&N\
k/N‘{N
()] R4

que tiene la configuracion — (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
formado por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R* es hidrogeno o C1_4 alquilo sustituido, o no por uno a cinco atomos de fluor;

(c) El compuesto de férmula estructural (1a):
F

(d) Un compuesto de féormula estructural (II)

(1)
que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *, en el que:

Z es OR? o NR’R?;

R' es Cig alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1-; alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R? y R® son hidrogenos independientes, C4_g alquilo, arilo o arilo — C1—, alquilo; o

R? y R® junto al atomo de nitrégeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que
contiene un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo
heterociclico por uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno,
C1-4 alcoxi y Cq_4 alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fldor; y
fusionando el sistema del anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5
a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un
sistema de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos
heteroatomos seleccionados entre O, S y NCy_4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por
uno o dos sustituyentes seleccionados entre hidroxi, amino, fltor, C1_4 alquilo, C1_4 alcoxi y trifluorometil;

N’\/‘k)'l\
N/\lﬁN\N
K/N\/(
R4
(e) Un compuesto de férmula estructural (2):
en el que:
Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo
formado por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y

R* es hidrogeno o C1_4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fldor; o

(f) El compuesto de féormula estructural (2a)
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F
F
0 0o
N /N\N
F K/N Y
(2a) CFy_

RESUMEN DE LA DIVULGACION

[0013] La presente divulgacion se refiere a polipéptidos, polinucledtidos que codifican los polipéptidos y métodos
de utilizacion de los polipéptidos para la conversion biocatalitica de 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro
[1, 2, 4] triazol [4, 3 — q] 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 — a] 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 aprobacién comercial en
numerosos paises para el tratamiento de la diabetes Tipo 2.

[0014] Ya que las transaminasas naturales medidas por los inventores no actuaban notablemente en el sustrato de
cetoamida, las transaminasas modificadas de la presente divulgacion son capaces de llevar a cabo facilmente la
conversion del sustrato de cetoamida en el producto. Por tanto, por un lado, la presente divulgacion se refiere a
transaminasas mejoradas capaces de convertir 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 —
a] 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 — a] 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 analisis técnico,
como la absorcion UV — HPLC.

[0015] En algunas realizaciones, las transaminasas mejoradas de la divulgacion son capaces de llevar a cabo la
conversion del sustrato de cetoamida en el producto con una actividad superior o igual a la actividad del polipéptido
de la SEC ID N° 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 % o0 mas.

[0016] En algunas realizaciones, las transaminasas mejoradas son capaces de llevar a cabo la conversion 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 mas de 2000 veces la actividad del polipéptido de la SEC ID N° 4 en
condiciones de reaccién definidas. En algunas realizaciones, las condiciones de reaccion comprenden una
temperatura de 45 °C y un pH de 8,5.

[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 — a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] - 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — amina en presencia de un dador del
grupo amino con una actividad mejorada respecto a la actividad de la transaminasa de la SEC ID N° 2 y comprende
una secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas a la secuencia de referencia de las SEC ID N° 4, 68, 70, 72, 74,
76, 78, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 o 102.

[0018] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada puede comprender una secuencia
aminoacida que contiene una o mas diferencias residuales en comparacion a la secuencia de la SEC ID N° 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,
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 aminoacidos que pueden presentarse en las posiciones residuales
especificadas se presentan en la siguiente descripcion detallada.

[0019] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada mejorada comprende una secuencia
aminoacida correspondiente a la secuencia de la SEC ID N° 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.

[0020] Por otro lado, la presente divulgacion se refiere a polinucledtidos que codifican los polipéptidos de
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transaminasa modificada mejorada. En algunas realizaciones, los polinucleétidos pueden formar parte de un vector
de expresién que tiene una o mas secuencias de control para la expresion del polipéptido de transaminasa. En
algunas realizaciones, el polinucleétido puede comprender una secuencia correspondiente a la secuencia de la SEC
IDN°: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, 163,
165, 0 167.

[0021] Por otro lado, la presente divulgacién se refiere a células huésped que comprenden polinucleétidos que
codifican las transaminasas modificadas o vectores de expresion capaces de expresar las transaminasas
modificadas. En algunas realizaciones, la célula huésped pueden ser células huésped bacterianas, como E. coli. Las
células huésped pueden utilizarse para la expresion y el aislamiento de las enzimas transaminasa modificada
descritas en la presente, 0, de manera alternativa, para convertir directamente el sustrato de cetoamida en el
producto.

[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 combinaciéon de
diferentes transaminasas modificadas.

[0023] Por otro lado, los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada descritos en la presente pueden
utilizarse en un proceso de transaminacion 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 preparacion de un compuesto de formula estructural (1):

NH, O

R * Z
0]

que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiomero opuesto, en el que

Z es OR? o NR’R?;

R' es Cig alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1- alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R? y R® son hidrogenos independientes, C4_g alquilo, arilo o arilo — C1—, alquilo; o

R? y R3junto al atomo de nitrogeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_4 alcoxi y Ci1_4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltior; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, Sy
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fluor, C4_ alquilo, C4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una

cetona proquiral de féormula estructural (I1):
R1MZ

(an

con un polipéptido transaminasa de la invencion en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente
organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de formula (1) en el
compuesto de férmula (1).

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

NH, O

Af\/‘\)‘\ N
o N/\f

LT

(§)) \‘ig‘
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que tiene la configuracion — (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al
menos, el 70 % respecto al enantidmero que tiene la configuracion — (S) opuesta, en la que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado
por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y

R* es hidrégeno o C1_4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor, en el que el proceso comprende la
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de formula estructural (2):

(,T\(“:

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un
disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de
férmula (2) en el compuesto de férmula (1). En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la formula (2) es 2, 5 —
difluorofenilo o 2, 4, 5 — trifluorofenilo, y R* es trifluorometilo. En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la
formula (2) es 2, 4, 5 — trifluorofenilo.

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

NH, O

N(:EN‘N
N/

A

(1a)

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

(2a) CFy_

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un
disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de
férmula (2a) en el compuesto de férmula (1a).

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

[0028] En algunas realizaciones de los procesos anteriores en los que la eleccion del dador del grupo amino es
resultado de un subproducto carbonilo que tiene una presién de vapor mayor que el agua (por ejemplo, un co—
producto de bajo punto de ebullicion como un compuesto carbonilo organico volatil), el proceso puede llevarse a
cabo de manera que el subproducto se elimine inyectando a la solucidn de la reaccion un gas no reactivo (por
ejemplo, nitrégeno) o aplicando un vacio para bajar la presion de la reaccion y eliminando asi el subproducto
carbonilo presente en la fase gaseosa.

[0029] Los polipéptidos de transaminasa modificada mejorada Utiles para los procesos anteriores pueden
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comprender una secuencia aminoacida seleccionada de la SEC ID N° 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.

[0030] Por otro lado, la presente divulgacion se refiere a procesos de preparacion de (2R) —4 —oxo — 4 — [3 —
(trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — ona en presencia de un dador del grupo
amino con un polipéptido de transaminasa modificada descrito en la presente en condiciones de reaccién 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 — a] 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)
— 5, 6 —dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — amina con, al
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 — a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —
ill—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 reaccién de pH 8,5y 45 °C 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 reaccion precedente
comprende una secuencia aminoacida correspondiente a la SEC ID N° 80, 86, 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.

DESCRIPCION DETALLADA

[0034] La presente divulgacion se refiere a biocatalizadores altamente esteroselectivos y eficientes capaces de
mediar transformaciones que conllevan la transaminacion de ciertos aceptores de grupos amino, por ejemplo, la
sintesis de Sitagliptina. Los biocatalizadores son polipéptidos de transaminasa modificada que pueden convertir el
sustrato de formula (2a) 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] pirazin — 7 (8H) —il]
-1 -(2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — ona (el “sustrato de cetoamida”) en el producto de férmula (1a) (2R) — 4 —
0x0 — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 férmula (3):

F

o o "
N/YN\ + ril\
F k/“\{N R e
CFy
(2a) 3)
l Transaminasa
F

o]
N /N\ W J]\
K/I(N R! R?
(1a) )

[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,
normalmente una cetona proquiral (véanse, por ejemplo, lwasaki et al., 2006, Appl. Microbiol. Biotechnol. 69 : 499 —
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505; y la patente US 7.169.592). La actividad de transaminacion 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 N° 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 —
ona. La transaminasa de la SEC ID N° 2 difiere de la enzima natural de Arthrobacter sp KNK168 en que tiene una
sustitucion de isoleuquina (l) en la posicién residual X306 con valina (V). Para superar estos defectos, la
transaminasa de la SEC ID N° 2 se ha modificado para mediar la conversién eficiente del sustrato de cetoamida de
férmula (2a) en el producto de formula (1a) en presencia de un dador del grupo amino, como la isopropilamina. La
conversion puede llevarse a cabo en condiciones bajas con un porcentaje alto de conversion y estereoselectivdad,
haciendo el proceso aplicable a la produccién en gran volumen de Sitagliptina.

6.1 Abreviaturas y definiciones

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

Aminoacido Abreviatura de tres letras Abreviatura de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspartato Asp D
Cisteina Cys C
Glutamato Glu E
Glatumina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleuquina lle I
Leuquina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

[0037] Cuando se utilizan las abreviaturas de tres letras, salvo cuando esta especificamente precedida de una “L”
o una “D” o el contexto en el que se utiliza es claro, el aminoacido puede estar en configuracion —-Lo—-Denel a —
carbono (Ca). Por ejemplo, cuando “Ala” designa alanina sin especificar la configuracién en el a — carbono, “D — Ala”
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y “L — Ala” designan D — alanina y L — alanina, respectivamente. Cuando se utilizan las abreviaturas de una letra, las
letras mayusculas designan aminoacidos en configuracion — L en el a — carbono y las letras minusculas designan
aminoacidos en configuracion — D en el a — carbono. Por ejemplo, “A” designa L — alanina y “a” designa D — alanina.
Cuando las secuencias peptidicas se presentan como una sucesion de abreviaturas de una o tres letras (o una

combinacién de ambas), las secuencias se presentan en direccion N — C segun la convencion.

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

[0039] “Aminotransferasa” y “transaminasa” se utilizan en la presente de manera intercambiable para referirse a
polipéptidos que tienen una capacidad enzimatica de transferir un grupo aminoacido (NHz) y un atomo de hidrégeno
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):

NH, 0 0 NH,
I S
R R? R R4 R? R? R3 R4
3) (2) ()] m

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

[0041] “Proteina”, “polipéptido” y “péptido” se utilizan en la presente de manera intercambiable para denotar un
polimero de, al menos, dos aminoacidos convalentemente unidos por un enlace amida, con independencia de la
longitud o la modificacion post—translacional (por ejemplo, glucosilacion, fosforilacion, lipidacidn, miristilacion,
ubiquitinacion, etc.). Se incluyen en esta definicion los aminoacidos D — y L — y combinaciones de los mismos.

[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 reaccién mediada por una transaminasa. En el contexto
de la presente divulgacion, el sustrato para la transaminasa incluye, entre otros, el compuesto de férmula (11), el
compuesto de formula (2) y el compuesto de formula (2a), como se describe a continuacion. Un “sustrato de
cetoamida” se refiere especificamente al compuesto de formula (2a), 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro
[1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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), convirtiéendose asi en un subproducto carbonilo. Los
dadores de grupos amino son moléculas de férmula general (3),

NH,

PN

3

R R?

en el que R y R?, cuando se toman independientemente, son un un alquilo, un grupo alquilarilo o un grupo arilo que
se sustituye, o no, por uno o mas grupos enzimaticamente no inhibidores. R' puede ser igual o diferente a R? en
estructura o quiralidad. Los grupos R’ 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 tipicos que pueden utilizarse en la invencién incluyen
aminoacidos quirales y aquirales, y aminas quirales y aquirales.

[0044] “Amina quiral” se refiere a aminas de formula general R' — CH (NH,) — R? en la que R' y R? son diferentes y
se emplea en la presente en su sentido mas amplio, incluyendo una extensa variedad de compuestos alifaticos y
aliciclicos de diferentes, y combinados, tipos funcionales, caracterizados por la presencia de un primer grupo amino
unido a un segundo atomo de carbono que, ademas de un atomo de hidrogeno, lleva (i) un grupo divalente que
forma una estructura ciclica quiral o (ii) dos sustituyentes (diferentes del hidrégeno) diferentes entre si en estructura
y quiralidad. Los grupos divalentes que forman estructuras ciclicas quirales incluyen, por ejemplo, 2 — metilbutano —
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 atomo de carbono (los anteriores R' y R?) 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., asi como
alquilo, aralquilo o arilo sustituidos por los precedentes.

10
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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 reaccion de transaminacion.
El subproducto carbonilo tiene la siguiente estructura general de férmula (4):

0]

A

(C))

R1 R2

en la que R y R? se definen anteriormente por el dador del grupo amino.

[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 actia como coenzima en reacciones de transaminasa. En algunas
realizaciones, el piridoxal fosfato se define por la estructura acido 1 — (4' — formil — 3' — hidroxi — 2' — metil — 5' —
piridil) metoxifosfénico, nimero CAS [54 — 47 — 7]. El 5' — fosfato de piridoxal se produce in vivo por fosforilacion y
oxidacion de piridoxol (también conocido como piridoxina o Vitamina B6). En reacciones de transaminacion 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 reaccidon 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
coenzima. El 5' — fosfato de piridoxal de la actual invencion puede reemplazarse por otro miembro de la familia de la
vitamina Be, 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 acido nucleico (por ejemplo, un gen) que codifica una
secuencia aminoacida de una proteina.

[0048] “Natural’ o “de tipo salvaje” se refiere a la forma encontrada en la naturaleza. Por ejemplo, un polipéptido o
una secuencia polinucledtida 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 manipulacion humana.

[0049] “Recombinante”, cuando se emplea en referencia a, por ejemplo, una célula, un acido 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 existiria en la naturaleza, o es idéntica a esta pero es producida o derivada a
partir de materiales sintéticos y / o por manipulacion utilizando técnicas recombinantes. Algunos ejemplos incluyen,
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 polinucledtidas o secuencias polpeptidicas, y se
determinan comparando dos secuencias alineadas correctamente en una ventana de comparacion, en la que la
parte de la secuencia polinucleétida o polipeptidica de la ventana de comparacién 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 numero de posiciones a las que la base de acido nucleico o el
residuo aminoacido idéntico tiene lugar en ambas secuencias o una base de acido nucleico o un residuo aminoacido
se alinean con un hueco para proporcionar el numero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de
posiciones emparejadas por el numero total de posiciones en la ventana de comparacién y multiplicando el resultado
por 100 para proporcionar el porcentaje de secuencia de identidad. La determinacién 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
software para llevar a cabo analisis con BLAST esta disponible publicamente en la pagina web del National Center
for Biotechnology Information.

[0051] En resumen, los analisis con BLAST suponen, primero, la identificacién por pares de alta puntuacion
(HSPs) mediante la identificacion de palabras cortas de longitud W en la secuencia consultada, que coincide o
cumple una puntuacién 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 puntuacion umbral de la palabra vecina (Altschul et al., supra). Esta
coincidencia inicial de palabras vecinas actia como una semilla para iniciar las busquedas para encontrar HSPs mas
largas que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada
secuencia hasta donde la puntuaciéon de alineamiento acumulada pueda incrementarse. Las puntuaciones
acumuladas se calculan usando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M (puntuacién de recompensa
para un par de residuos que se corresponde; siempre >0) y N (puntuacion de penalizacién para residuos que no se
corresponden; siempre <0). Para secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacion para calcular la
puntuacién acumulada. La extensiéon de las coincidencias de palabra en cada direccién se paran cuando la
puntuacion acumulada de alineamiento disminuye en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulada llega a cero o por debajo, debido a la acumulacion de uno o mas alineamientos de residuos de
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puntuacion negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X
determinan la sensibilidad y velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) usa
por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, un valor de corte de 100, M= 5, N= -4y
una comparacion de ambas hebras. Para secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa por defecto una
longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUM62 (B) (véase, Henikoff y
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
comparacion puede ser dirigido, por ejemplo mediante el algoritmo de alineamiento local de secuencias de Smith y
Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2 : 482, mediante el algoritmo de alineamiento de homdlogos de Needleman y
Wunsch, 1970, J. Mol. Biol 48: 443, mediante el método de busqueda 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 inspeccion visual (véanse, Current Protocols
in Molecular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, a joint venture between Greene Publishing
Associates, Inc y John Wiley & Sons, Inc., (suplemento de 1995) (Ausubel)). Ademas, la determinacion 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 parametros establecidos por
defecto.

[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 polipeptidica. Generalmente, una secuencia de referencia es de,
al menos, 20 residuos nucleétidos o aminoacidos de longitud, al menos 25 residuos de longitud, al menos 50
residuos de longitud o la longitud completa del acido nucleico o el polipéptido. Ya que dos polinucledtidos o
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 mas) polinucleétidos o polipéptidos se llevan a cabo, normalmente, comparando las
secuencias de dos polinucledtidos en una ventana de comparacion para identificar y comparar regiones locales de
similitud de secuencia.

[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 aminoacida modificada o alterada previamente. Por ejemplo, una “secuencia de referencia basada en
la SEC ID N° 2 con residuo glicina en la posicion X284” se refiere a una secuencia de referencia correspondiente a la
SEC ID N° 2 con un residuo glicina en X284 (la version no alterada de la SEC ID N° tiene alanina en X284).

[0055] “Ventada de comparacion” se refiere a un segmento conceptual de, al menos, 20 posiciones nucleodtidas o
residuos aminoacidos contiguos en los que una secuencia puede compararse a la secuencia de referencia de, al
menos, 20 nucledtidos o aminoacidos contiguos y en la que la parte de la secuencia en la ventana de comparacién
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 comparacion puede ser superior a 20 residuos contiguos, e incluye, opcionalmente, ventanas de 30,
40, 50, 100 o mas.

[0056] “ldentidad sustancial” se refiere a una secuencia polinucleotida o polipeptidica 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 comparacion con la secuencia de referencia en una ventana de comparacion de, al
menos, 20 posiciones residuales, con frecuencia, en una ventana de, al menos, 30 — 50 residuos, en los que el
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 comparacion. En
realizaciones especificas aplicadas a polipéptidos, el término “identidad sustancial” significa que dos secuencias
polipeptidicas, cuando esta 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,
preferiblemente al menos 89 por ciento de identidad de secuencia, al menos 95 por ciento de identidad de secuencia
o mas (por ejemplo, 99 por ciento de identidad de secuencia). Preferiblemente, las posiciones residuales que no son
idénticas difieren en las sustituciones aminoacidas conservativas.

[0057] “Correspondiente a”, “en referencia a” o “respecto a”, cuando se utilizan en el contexto de la numeracion de
una secuencia aminoacida o polinucleétida dada, se refieren a la numeracién de residuos de una secuencia de
referencia especificada cuando la secuencia aminoacida o polinucleétida se compara a la secuencia de referencia.
En otras palabras, el nimero de residuos o la posicion de los residuos de un polimero dado se designa respecto a la
secuencia de referencia mas que por la posicién numérica real del residuo en la secuencia aminoacida o
polinucledtida dada. Por ejemplo, una secuencia aminoacida dada, como la de la transaminasa modificada, puede
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 estan presentes, la numeracion del residuo de la secuencia
aminoacida o polinucleétida dada se hace respecto a la secuencia de referencia a la que ha sido alineada.

[0058] “Estereoselectivdad” se refiere a la formacion preferente en una reaccion quimica o enzimatica de un
estereoisdmero respecto a otro. La estereoselectividad puede ser parcial, cuando la formacién de un estereoisémero
es preferida respecto al otro, o puede ser completa solo cuando se forma un estereoisémero. Cuando los
estereoisémeros son enantiémeros, la estereoselectividad se denomina enantioselectividad, la fracciéon
(normalmente dada como porcentaje) de un enantiémero en la suma de ambos. Es comun en la disciplina informar
(normalmente como porcentaje) de exceso enantiomérico (e.e.) calculado segun la formula [enantiomero mayor —
enantiomero menor] / [enantidmero mayor — enantidmero menor]. Cuando los estereoisdmeros son
diastereoisdmeros, la estereoselectividad se denomina diastereoselectivdad, las fraccion (normalmente dada como
porcentaje) de un diasteredmero en una mezcla de dos diasteredmeros, comunmente denominado exceso
diastereomérico (d.e.). Exceso enantiomérico y exceso diastomérico son tipos de exceso estereomérico.

[0059] “Altamente estereoselectivo” se refiere a la reaccidon quimica o enzimatica capaz de convertir un sustrato
(por ejemplo, de formula (2a)) en su producto correspondiente (por ejemplo, de férmula (1a)) con, al menos, un 85 %
de exceso estereoisomeérico.

[0060] “Propiedad enzimatica mejorada” se refiere a una propiedad enzimatica mejor realizada o mas deseable
para un proposito particular en comparacién a la propiedad encontrada en una enzima de referencia. Para los
polipéptidos de transaminasa modificada descritos en la presente, la comparacién 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 enzimaticas para las que pueden hacerse mejoras incluyen,
de manera no limitante, la actividad enzimatica (que puede expresarse en términos de porcentaje de conversion del
sustrato en un periodo de tiempo), estabilidad térmica, estabilidad del disolvente, perfil de actividad del pH,
requisitos de la coenzima, resistencia a inhibidores (por ejemplo, inhibicién de produccion), estereoespecifidad y
estereoselectivdad (incluyendo enantioselectividad).

[0061] “Actividad enzimatica aumentada” o “actividad aumentada” se refiere a una propiedad mejorada de una
enzima modificada, que puede representarse por un incremento en una actividad especifica (por ejemplo, producto
producido / tiempo / peso de la proteina) o un incremento en porcentaje de conversion del sustrato al producto (por
ejemplo, porcentaje de conversion de cantidad inicial de sustrato a producto en un periodo de tiempo especificado
utilizando una cantidad especificada de transaminasa) en comparacion 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
enzimatica puede verse afectada, incluyendo las propiedades enzimaticas clasicas de K, Vmax 0 kcat, cambios que
pueden permitir el incremento de la actividad enzimatica. Las mejoras en la actividad enzimatica pueden ser de 1,5
veces la actividad enzimatica de la correspondiente enzima modificada o de tipo salvaje a 2, 5, 10, 20, 25, 50, 75,
100 o mas veces la actividad enzimatica 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 especificas, las enzimas de transaminasa modificadas de la presente divulgacion mostraron actividad
enzimatica en un rango de 1,5 a 500 veces, 1,5 a 100 veces o mas que la enzima transaminasa progenitora (es
decir, la transaminasa modificada o de tipo salvaje de la que se derivan). Cabe sefialar que los expertos
comprenderan que la actividad de cualquier enzima es de difusién limitada, al igual que el flujo de volumen catalitico
no puede exceder la velocidad de difusion del sustrato, incluyendo cualquier coenzima requerida. El limite de
difusién maximo tedrico es de 10% a 10° (M™" s™"). Por consiguiente, cualquier mejora de la actividad enzimatica de la
transaminasa tendra un limite maximo relacionado con la velocidad de difusion de los sustratos que actian en la
enzima transaminasa. La actividad de la transaminasa puede medirse mediante cualquiera de los ensayos
estandares utilizados para medir transaminasas, como el cambio de concentracion del sustrato o el producto o el
cambio en la concentracion 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 mas
sustratos definidos, como se describe a continuacién en la presente. Generalmente, cuando se comparan enzimas
en lisados celulares, se determinan el nimero de células y la cantidad de proteina testada, ademas de los sistemas
de expresion idénticos y las células huésped para minimizar las variaciones en la cantidad de enzima producida por
las células huésped presentes en los lisados.

[0062] “Conversion” se refiere a la transformacion enzimatica de un sustrato en el producto correspondiente.
“Porcentaje de conversion” se refiere al porcentaje del sustrato que se ha convertido en el producto en un periodo de
tiempo en condiciones especificas. Por tanto, por ejemplo, la “actividad enzimatica” o “actividad” de un polipéptido de
transaminasa puede expresarse como “porcentaje de conversion” del sustrato al producto.

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

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

[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 bas6 la modificacion. Por ejemplo, la enzima transaminasa
modificada de la SEC ID N° 4 se obtuvo mutando la transaminasa de la SEC ID N° 2. Por lo tanto, esta enzima
transaminasa modificada de la SEC ID N° 4 “deriva del” polipéptido de la SEC ID N° 2.

[0068] “Aminoacido” o “residuo” utilizados en el contexto de los polipéptidos descritos en la presente, se refieren al
monomero especifico en una posicion de la secuencia (por ejemplo, P8 indica que el “aminoacido” o “residuo” en la
posicion 8 de la SEC ID N° 2 es una prolina).

[0069] “Aminoacido o residuo hidrofilico” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral que
muestra una hidrofobicidad inferior a cero segun la escala de hidrofobicidad estandar de Eisenberg et al., 1984, J.
Mol. Biol. 179: 125 — 142. Los aminoacidos hidrofilicos genéticamente codificados incluyen L — Thr (T), L — Ser (S), L
— His (H), L—Glu (E), L—Asn (N), L-GIn (Q), L—Asp (D), L — Lys (K) y L — Arg (R).

[0070] “Aminoacido o residuo acido” se refiere a un aminoacido o residuo hidrofilico que tiene una cadena lateral
que muestra un valor pK menor de 6 cuando el aminoacido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoacidos
acidos tienen, normalmente, cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiolégico debido a la pérdida de un
ion hidrégeno. Los aminoacidos acidos genéticamente codificados incluyen L — Glu (E) y L — Asp (D).

[0071] “Aminoacido o residuo basico” se refiere a un aminoacido o residuo hidrofilico que tiene una cadena lateral
que muestra un valor pK mayor de 6 cuando el aminoacido se incluye en un péptido o polipéptido. Los aminoacidos
basicos tienen, normalmente, cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisioldgico debido a la asociaciéon con
un ién hidronio. Los aminoacidos basicos genéticamente codificados incluyen L — Arg (R) y L — Lys (K).

[0072] “Aminoacido o residuo polar” se refiere a un aminoacido o residuo hidrofilico que tiene una cadena lateral
sin carga a pH fisiolégico, pero que tiene, al menos, un enlace en el que el par de electrones compartidos en comun
por dos atomos esta sujeto mas proximo por uno de los atomos. Los aminoacidos polares genéticamente codificados
incluyen L — Asn (N), L—GIn (Q), L —Ser (S) y L — Thr (T).

[0073] “Aminoacido o residuo hidrofébico” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral que
muestra una hidrofobicidad superior a cero segun la escala de hidrofobicidad estandar de Eisenberg et al., 1984, J.
Mol. Biol. 179: 125 — 142. Los aminoacidos hidrofébicos genéticamente codificados incluyen L — Pro (P), L —lle (1), L
—Phe (F), L-Val (V), L-Leu (L), L— Trp (W), L — Met (M), L — Ala (A) y L — Tyr (Y).

[0074] “Aminoacido o residuo aromatico” se refiere a un aminoacido o residuo hidrofilico o hidrofébico que tiene
una cadena lateral que incluye, al menos, un anillo aromatico o heteroaromatico. Las aminoacidos aromaticos
genéticamente modificados incluyen L — Phe (F), L — Tyr (Y) y L — Trp (W). Aunque al tener el pKa de su atomo de
nitrégeno heteroaromatico L — His (H) se clasifica, a veces, como residuo basico, o como un residuo aromatico que
en su cadena lateral incluye un anillo heteroaromatico, la presente histidina se clasifica como un residuo hidrofilico o
como un “residuo forzado” (véase a continuacion).

[0075] “Aminoacido o residuo forzado” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene geometria forzada. En la
presente, los residuos forzados incluyen L — Pro (P) y L — His (H). La histidina tiene geometria forzada porque tiene
un anillo de imidazol relativamente pequefo. La prolina tiene geometria forzada porque tiene un anillo de cinco
miembros.

[0076] “Aminoacido o residuo no polar’ se refiere a un aminoacido o residuo hidrofébico que tiene una cadena
lateral sin carga a pH fisiologico y que tiene enlaces en los que la pareja de electrones compartidos en comun por
dos atomos esta sujeta de manera equitativa por ambos atomos (es decir, la cadena lateral no es polar). Los
aminoacidos no polares genéticamente codificados incluyen L — Gly (G), L — Leu (L), L — Val (V), L —lle (l), L — Met
(M)yL—Ala (A).

[0077] “Aminoacido o residuo alifatico” se refiere a un aminoacido o residuo hidrofébico que tiene una cadena
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lateral de hidrocarbono alifatico. Los aminoacidos alifaticos genéticamente codificados incluyen L — Ala (A), L — Val
(V),L—Leu (L) yL—1lle ().

[0078] “Cisteina” o L — Cys (C) es inusual ya que puede formar puentes disulfuro con otros aminoacidos L — Cys
(C) u otros aminoacidos con sulfanilo o sulfhidrilo. Los “residuos de tipo cisteina” incluyen cisteina y otros
aminoacidos que contienen partes sulfhidrilo disponibles para la formacion de puentes disulfuro. La habilidad de L —
Cys (C) (y otros aminoacidos 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 caracter hidrofébico o
hidrofilico neto a un péptido. Mientras L — Cys (C) muestra una hidrofobicidad de 0,29 segun la escala estandar de
Eisenberg (Eisenberg et al., 1984, supra), cabe destacar que para los objetivos de la presente divulgacion, L — Cys
(C) esta categorizada en un grupo Unico propio.

[0079] “Aminoacido o residuo pequeio” se refiere a un aminoacido o residuo que tiene una cadena lateral
compuesta total de tres carbonos y / o heteroatomos o menos (excluyendo el a — carbono y los hidrogenos). Los
aminoacidos o residuos pequefios pueden categorizarse como alifaticos, no polares, polares o acidos, segun las
definiciones anteriormente descritas. Los aminoacidos pequefios 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] “Aminoacido o residuo con hidroxil” se refiere a un aminoacido que contiene un resto de hidroxil (- OH). Los
aminoacidos que contienen hidroxil genéticamente codificados incluyen L — Ser (S) L — Thr (T) y L — Tyr (Y).

[0081] “Diferencia aminoacida” o “diferencia residual” se refiere a un cambio en el residuo en una posicion
especifica de una secuencia polipeptidica cuando se compara a la secuencia de referencia. Por ejemplo, una
diferencia residual en la posicién X8, en la que la secuencia de referencia tiene una serina, se refiere a un cambio
del residuo en posicion X8 a cualquier residuo diferente a la serina. Como se describe en la presente, una enzima
puede incluir una o mas diferencias residuales respecto a una secuencia de referencia, en la que se indican las
multiples diferencias residuales mediante una lista con las posiciones especificas en las que han tenido lugar los
cambios respecto a la secuencia de referencia (por ejemplo, “una o mas diferencias residuales en comparacion a la
SEC ID N° 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;
X230; X252; X269; X273; X282; X292; X297; X306; X321; y X329").

[0082] Sustituciones o mutaciones aminoacidas “conservativas” se refiere a la intercambiabilidad de residuos que
tiene cadenas laterales similares y, por lo tanto, que supone la sustitucion del aminoacido en el polipéptido con
aminoacidos de la misma clase definida de aminoacidos, o similar. Sin embargo, como se utiliza en la presente, en
alguna realizaciones, las mutaciones conservativas no incluyen sustituciones de un residuo hidrofilico a hidrofilico,
hidrofébico a hidrofébico, con hidroxil a con hidroxil, o pequefio a pequeiio, si la mutaciéon conservativa puede ser
una sustitucion de un alifatico a un alifatico, de no polar a no polar, de polar a polar, de acido a acido, de basico a
bascio, de aromatico a aromatico o de restringido a restringido. Ademas, como se utiliza en la presente, A, V, Lo |
pueden mutarse conservativamente a otro residuo alifatico o a otro residuo no polar. La siguiente tabla muestra
ejemplos de sustituciones conservativas.

[0083]

Tabla 1

Residuo Posibles mutaciones conservativas

AL V,I Otro alifatico (A, L, V, 1)
Otro no polar (A, L, V, I, G, M)

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

K, R Otro basico (K, R)

P, H Otro restringido (P, H)

N, Q, S, T |Otro polar
Y,W, F Otro aromatico (Y, W, F)
C Ninguno

[0084] “Sustitucion no conservativa” se refiere a la sustituciéon o mutacién de un aminoacido en el polipéptido con
un aminoacido cuya cadena lateral tiene propiedades significativamente diferentes. Las sustituciones no
conservativas pueden utilizar aminoacidos entre, mas que dentro de, los grupos definidos en la lista anterior. En una
realizacion, una mutacién no conservativa afecta (a) a la estructura del segmento principal del péptido en el area de
la sustitucion (por ejemplo, prolina por glicina) (b) a la carga o hidrofobicidad, o (c) a la mayoria de la cadena lateral.
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[0085] “Supresion” se refiere a la modificacion del polipéptido mediante la eliminaciéon de uno o mas aminoacidos
del polipéptido de referencia. Las supresiones pueden comprender la eliminaciéon de 1 o mas aminoacidos, 2 o0 mas
aminoacidos, 5 o mas aminoacidos, 10 o mas aminoacidos, 15 o mas aminoacidos o 20 o mas aminoacidos, hasta el
10 % del numero total de aminoacidos, hasta el 20 % del nimero total de aminoacidos o hasta el 30 % del nUmero
total de aminoacidos que forman el polipéptido mientras conserve la actividad enzimatica y / o las propiedades
mejoradas de una enzima transaminasa modificada. En diversas realizaciones, la supresion puede comprender un
segmento continuo o discontinuo.

[0086] “Insercidon” se refiere a la modificacion del polipéptido mediante la adicion de uno o mas aminoacidos al
polipéptido de referencia. En algunas realizaciones, las enzimas transaminasa mejorada modificada comprenden
inserciones de uno o mas aminoacidos en el polipéptido de transaminasa natural, asi como inserciones de uno o
mas aminoacidos a otros polipéptidos de transaminasa mejorada. Las inserciones pueden realizarse en partes
internas del polipéptido, o en los extremos carboxi 0 amino. Las inserciones aqui utilizadas incluyen proteinas de
fusion ya conocidas en la disciplina. La inserciéon puede ser un segmento contiguo de aminoacidos o estar separada
por uno o mas aminoacidos en el polipéptido natural.

[0087] “Fragmento” como se utiliza en la presente se refiere a un polipéptido que tiene una supresioén en el
extremo amino — terminal y / o carboxi — terminal, pero en el que la secuencia aminoacida restante es idéntica a la
posiciones correspondientes en la secuencia. Los fragmentos pueden ser de, al menos, 14 aminoacidos de largo,
de, al menos, 20 aminoacidos de largo, de, al menos, 50 aminoacidos 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
N° 4.

[0088] “Polipéptido aislado” se refiere a un polipéptido que esta sustancialmente separado de otros contaminantes
que lo acompafian de manera natural, por ejemplo, proteinas, lipidos y polinucleétidos. El término abarca los
polipéptidos que han sido eliminados o purificados de de su medio o sistema de expresion natural (por ejemplo,
célula huésped o sintesis 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.

[0089] “Polipéptido sustancialmente puro” se refiere a una composicion en la que la especie de polipéptido es la
especie predominante presente (es decir, en una base molar o de peso es mas abundante que cualquier otra
especie macromolecular individual en la composicién), y es generalmente una composicién sustancialmente
purificada cuando la especie en cuestién comprende, al menos, un 50 % de la especie macromolecular presente en
moles o en % en peso. Generalmente, una composicion de transaminasa sustancialmente pura comprende un 60 %
o mas, un 70 % o mas, un 80 % o mas, un 90 % o mas, un 95 % o mas y un 98 % o mas de todas las especies
moleculares en moles o en % en peso presente en la composicion. En algunas realizaciones, la especie en cuestion
se purifica a homogeneidad esencial (es decir, la especie contaminante no puede detectarse en la composicion
mediante métodos de deteccion convencionales) en la que la composicidon consiste esencialmente en una Unica
especie macromolecular. Las especies disolventes, las moléculas pequefias (< 500 Daltons) y las especies
elementales de i6n no se consideran especies moleculares. En algunas realizaciones, el polipéptido de
transaminasa mejorada aislada es una composicion polipeptidica sustancialmente pura.

[0090] “Hibridacion severa” como se utiliza en la presente se refiere a las condiciones bajo las cuales los hibridos
de acido nucleico son estables. Como ya conocen los expertos en la disciplina, la estabilidad de los hibridos se
refleja en la temperatura de fusion (T,) de los hibridos. En general, la estabilidad de un hibrido es una funcién de la
fuerza de ion, la temperatura, el contenido GC y la presencia de agentes caotropicos. Los valores de T, para los
polinucleétidos puede calcularse utilizando métodos para predecir temperaturas de fusion (véanse, por ejemplo,
Baldino et al., Methods Enzymology 168: 761 — 777; Bolton et al., Proc Natl. Acad. Sci. USA 48: 1390; Bresslauer et
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.), pags 683 — 693, Academic Press; y Wetmur, 1991, Crit Rev Biochem Mol Biol
26: 227 — 259). En algunas realizaciones, el polinucledtido codifica el polipéptido descrito en la presente y se
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 divulgacion.

[0091] “Severidad de hibridacién” se refiere a las condiciones de hibridaciéon, como las condiciones de lavado, en
la hibridacién de acidos nucleicos. Generalmente, las reacciones de hibridacién se llevan a cabo en condiciones de
baja severidad, seguidas de lavados de severidad variable pero mas elevada. El término “hibridacion
moderadamente severa” se refiere a las condiciones que permiten al ADN diana unirse a un acido nucleico
complementario que tiene un 60 % de identidad, preferiblemente un 75 % de identidad, un 85 % de identidad con el
ADN diana; con mas del 90 % de identidad con el polinucleétido diana. Las condiciones moderadamente severas
ejemplares son condiciones equivalentes a la hibridacion en 50 % de formamida, 5 x de solucién Denhart, 5 x SSPE,
0,2 SDS a 42 °C, seguida de un lavado en 0,2 x SSPE, 0,2 SDS a 42 °C. “Hibridacién altamente severa” se refiere,
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en general, a las condiciones que estan a 10 °C o menos de la temperatura de fusién T, como se determina en
condiciones de solucion para una secuencia nuclettida definida. En algunas realizaciones, una condicion de
severidad alta se refiere a condiciones que permiten la hibridacién de solo algunas secuencias de acido nucleico que
forman hibridos estable en NaCl 0,018 M a 65 °C. (es decir, si un hibrido no es estable en NaCl 0,018 M a 65 °C, no
sera estable en condiciones de severidad alta, como se contempla en la presente). Las condiciones de severidad
alta puede presentarse, por ejemplo, por hibridaciéon en condiciones equivalente a 50 % de formamida, 5 x solucion
Denhart, 5 x SSPE, 0,2 % SDS a 42 °C, seguida de lavado en 0,1 X SSPE y 0,1 % SDS a 65 °C. Otras condiciones
de severidad alta son la hibridacion en condiciones equivalentes a hibridacion en 5 x SSC con 0,1 % (p:v) SDS a 65
°C y lavado con 0,1 % SDS a 65 °C. Otras condiciones de severidad de hibridacién, asi como condiciones
moderadamente severas, se describen las referencias citadas anteriormente.

[0092] Polinucledtido “heterdlogo” se refiere a cualquier polinucleétido que se introduce en una célula huésped
mediante técnicas de laboratorio, e incluye polinucleétidos que se eliminan de una célula huésped, se someten a
manipulacion en laboratorio y se introducen en una célula huésped.

[0093] “Codon optimizado” se refiere a los cambios en los codones del polinucleétido que codifica una proteina por
aquellos preferentemente empleados en un organismo particular de manera que la proteina codificada se expresa
eficientemente en el organismo de interés. Aunque el codigo genético esta degenerado en el sentido de que la
mayoria de aminoacidos estan representados por varios codones, llamados codones “equivalentes” o “sinénimos”,
es de destacar que el uso de codones por organismos particulares no es aleatorio y tiene preferencia hacia tripletes
de codones particulares. Esta preferencia de utilizacion de codén puede ser superior en referencia a un gen dado,
genes de funcidon comudn u origen ancestral, proteinas altamente expresadas contra proteinas de bajo nimero de
copias y regiones que codifican proteinas agregadas del genoma de un organismo. En algunas realizaciones, los
polinucleétidos que codifican las enzimas transaminasas pueden estar optimizadas por un codén para la correcta
produccion a partir de organismo huésped seleccionado para la expresion.

[0094] “Preferencia de utilizacién de codones altos, preferidos y apropiados” se refiere de manera intercambiable a
codones que se utilizan a frecuencia mas alta en las regiones que codifican proteinas que otros codones que
codifican el mismo aminoacido. Los codones preferidos pueden determinarse en relacién al uso de codones en un
Unico gen, un conjunto de genes de funcion u origen comun, genes altamente expresados, la frecuencia del codén
en las regiones que codifican la proteina agregada del organismo completo, la frecuencia de codon en las regiones
que codifican la proteina agregada de organismos relacionados o combinaciones de los mismos. Los codones cuya
frecuencia incrementa con el nivel de expresién génica son, normalmente, codones apropiados para la expresion. Se
conocen numerosos métodos para determinar la frecuencia de coddn (por ejemplo, uso del codon, el uso de
codones) y preferencia de codén en organismos especificos, incluyendo analisis multivariado, por ejemplo, utilizando
analisis de conglomerados o analisis de correspondencia, y el niumero efectivo de codones utilizados en un gen
(véanse GCG CodonPreference, Genetics Computer Group Wisconsin Package; CodonW, John Peden, Universidad
de Nottingham; Mclnerney, 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 estan disponibles para numerosos
organismos (véanse, por ejemplo, Wada et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 2111 — 2118; Nakamura et al., 2000,
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., pags 2047 — 2066. La fuente de los datos para obtener el uso
de codones puede depender de la secuencia nucledtida disponible capaz de codificar una proteina. Este conjunto de
datos incluye secuencias de acido nucleico ya conocidas para codificar proteinas expresadas (por ejemplo,
secuencias codificadoras de proteinas completas — CDS), marcadores de secuencia expresada (EST) o regiones
codificadoras predichas de secuencia genémicas (véanse, por ejemplo, Mount, D., Bioinformatics: Sequence and
Genome Analysis, Capitulo 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
para la expresion de un polinucleétido y / o polipéptido de la presente divulgacion. Cada secuencia de control puede
ser nativa o foranea al polinucledétido de interés. Dichas secuencias de control incluyen, de manera no limitante, un
lider, una secuencia de poliadenilacién, una secuencia propeptidica, un activador, una secuencia de sefial peptidica
y un terminador de transcripcion.

[0096] “Unido operablemente” se define en la presente como una configuracion en la que una secuencia de control
se encuentra situada apropiadamente (es decir, en una relaciéon funcional) en una posicién cercana a un
polinucleétido de interés de manera que la secuencia de control dirige o regula la expresion del polinucleétido y / o
polipéptido de interés.

[0097] “Secuencia activadora” es una secuencia de acido nucleico que se reconoce por una célula huésped para
la expresion de un polinucleétido 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 expresion de un polinucleétido de interés. El activador puede ser cualquier
secuencia de acido nucleico que muestra actividad transcripcional en la célula huésped elegida, incluyendo
mutados, truncados y activadores hibridos, y puede obtenerse de los genes que codifican polipéptidos extracelulares

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

o intracelulares, ya sean homadlogos o heteroélogos a la célula huésped.
6.2 Descripcion detallada de las realizaciones

[0098] En las presentes realizaciones, las transaminasas modificadas se mejoran en su capacidad de convertir
estereoselectivamente el sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3
— a] 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 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 —
amina en comparacioén con la transaminasa de la SEC ID N° 2. Las transaminasas, incluyendo las descritas
anteriormente, contienen normalmente una coenzima, fosfato de piridoxal (PLP), que participa en la reaccion de
transaminacioén. El PLP puede obtenerse de la célula huésped en la que el polipéptido se ha sintetizado, o
afiadiendo PLP a una solucion del polipéptido. Puesto que la transaminasa se describe respecto a la secuencia
aminoacida, los expertos en la disciplina comprenderan que el polipéptido activo contiene PLP o un analogo
apropiado como coenzima.

[0099] En algunas realizaciones, la mejora de la actividad enzimatica es respecto a otra transaminasa modificada,
como el polipéptido de la SEC ID N° 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 conversién) 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 formacién del producto resultante en un incremento en la
conversion del sustrato de cetoamida en el producto en un periodo de tiempo definido en una condiciones definidas.
El incremento en la actividad (por ejemplo, porcentaje de conversién incrementado y / o velocidad de conversion)
también puede estar caracterizado por la conversion 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, separacion
de la mezcla de reaccién (por ejemplo, mediante cromatografia) y deteccion del producto separado por absorcién UV
0 espectrometria de masas en tandem (MS / MS) (véase, por ejemplo, el Ejemplo 4). Un método ejemplar de
deteccién 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 limite de deteccion de Sitagliptina de 5 pug / ml. La deteccién de producto por UV, normalmente,
sigue a la separacion de la mezcla por cromatografia, particularmente HPLC en un medio de cromatografia de fase
inversa, por ejemplo una columna Agilent Eclipse XDB — C8 (4,6 x 150 mm, 5 ym), utilizando un eluyente de 45: 55
10 mM NHsAc / MeCN a una velocidad de flujo de 1,5 ml / mon y una temperatura de columna de 40 °C. En algunas
realizaciones, la deteccién por UV utiliza una longitud de onda incidente de 268 nm, que tiene un limite de deteccion
similar al limite de deteccion a 210 nm.

[0100] En algunas realizaciones, la mejora en la actividad de la enzima es superior o igual a la actividad del
polipéptido de la SEC ID N° 4 en condiciones de reaccion definidas, como se presentan en los Ejemplos 6 0 7. Una
condicién de reaccion definida ejemplar para comparar la actividad de la SECIDN°2o0laSECIDN°4es2g/lde
sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 °C, pH de 7,5, 5 % DMSO, 100 uM PLP y 20 mg / ml de polipéptido
de transaminasa, como se da posteriormente en la descripcion de las condiciones de reaccion para las transaminsas
enumeradas en la Tabla 2. Las condiciones de reaccién definidas para la comparaciéon de ciertas transaminasas
modificas también se presentan en la descripcion 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 o0 mas de 2000 veces la actividad del polipéptido de la SEC ID N° 4 en las condiciones de reaccion definidas.
Dado que la enzima transaminasa de la SEC ID N° 2 no actia notablemente en el sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4
— [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan —
2 — ona, una transaminasa modificada con actividad superior o igual a la SEC ID N° 4 para cnvertir el sustrato de
cetoamida en el producto correspondiente se mejora respecto a la enzima representada por la SEC ID N° 2.

[0101] En algunas realizaciones, la actividad enzimatica mejorada también se asocia a otras mejoras de las
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 °C o mas.

[0102] En algunas realizaciones, la actividad enzimatica mejorada también se asocia a mejoras en la estabilidad
del disolvente, como del 25 al 40 % o del 25 al 50 % de dimetilsulféxido (DMSO). En algunas realizaciones, la
transaminasa mejorada es resistente a la inactivacion mediante un componente de la reaccion, 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
sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 — a] 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 %, 0 99 % o mas de exceso enantiomérico (e.e.).

[0104] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada de la presente divulgaciéon 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 —
a] pirazin — 7 (8H) —il] = 1 — (2, 4, 5 — ftrifluorofenil) butan — 2 — ona en el producto (2R) — 4 — oxo — 4 — [3 —
(trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 N° 4 en presencia de un dador
del grupo amino, particularmente isopropilamina, y comprende una secuencia aminoacida que es idéntica en, al
menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
mas a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 4.

[0105] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada de la presente divulgacion son
capaces de convertir el sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 —
a] 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 — a] 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 N° 4 en presencia de un dador
del grupo amino, particularmente isopropilamina, y comprende una secuencia aminoacida que es idéntica en, al
menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
mas a la secuencia de referencia enumerada en la Tabla 2, por ejemplo, la SEC ID N°: 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80, 82,
84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98, 100 o0 102, como se describe a continuacion.

[0106] En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa modificada comprende una secuencia
aminoacida que tiene una o mas diferencias residuales en comparacion a la secuencia transaminasa de referencia.
Las diferencias residuales pueden ser sustituciones no conservativas, sustituciones conservativas o una
combinacion 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 aminoacida de la transaminasa natural de Arthrobacter sp KNK168 o la transaminasa de la
SEC ID N° 2, o una transaminasa modificada, como el polipéptido de la SEC ID N° 4. Para las presentes
descripciones, la posicion del residuo aminoacido 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 posicion 1), aunque los
expertos en la disciplina entenderan que este residuo inicial de metionina puede ser eliminado mediante procesos
biolégicos, como en una célula huésped o en un sistema de traduccion in vitro, para generar una proteina madura
que carece del residuo inicial de metionina.

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

[0108] Una mutacion de sustitucion especifica, que es un reemplazamiento del residuo especifico en una
secuencia de referencia con un residuo diferente especifico puede denominarse segun la nomenclatura
convencional “X (numero) Y”, donde X es la Unica letra para identificar el residuo en la secuencia de referencia,
“numero” es la posicion del residuo en la secuencia de referencia, e Y es la Unica para identificar la sustitucion del
residuo en la secuencia modificada.

[0109] En algunas realizaciones, las diferencias residuales pueden tener lugar en una o mas 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;
X230; X252; X269; X273; X282; X284; X292; X297; X302; X306; X321; y X329. En algunas realizaciones, las
diferencias residuales o combinaciones de las mismas estan 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, 01— 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales aminoacidas. En
algunas realizaciones, las diferencias residuales en otras posiciones residuales comprenden sustituciones con
residuos aminoacidos conservativos.

[0110] En las presentes realizaciones, las diferencias residuales en comparacién a la SEC ID N° 2 en las
posiciones residuales que afectan al sustrato que se une a la transaminasa permiten la colocacion del sustrato de
cetoamida de férmula estructural (1), descrita a continuacion, en particular el sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4 — [3 —
(trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 —
ona. Sin ser limitados por la teoria, al menos dos regiones, una primera regiéon de unién al sustrato y una segunda
region de union al sustrato, interactian con diferentes elementos estructurales del sustrato de cetoamida. La primera
region de unién comprende posiciones residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, y X282,
mientras que la segunda region de unién comprende posiciones residuales X69, X122 y X284. En consecuencia, los
polipéptidos de transaminasa de la presente tiene una o mas 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 mas, tres 0 mas, cuatro o
mas, cinco o mas o seis o mas diferencias residuales en las posiciones residuales especificas asociadas al sustrato
de union.
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[0111] En algunas realizaciones, las diferencias residuales en comparacion a la SEC ID N° 2 estan en una o mas
posiciones residuales que forman un primera region de unién 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 aminoacida que incluye, al menos, una diferencia residual en
comparacion a la SEC ID N° 2 en las posiciones residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225,
y X282.

[0112] En algunas realizaciones, las diferencias residuales en comparacion a la SEC ID N° 2 estan en una o mas
posiciones residuales que forman una segunda regién de unién al sustrato que incluye las posiciones residuales
X69, X122 y X284. En consecuencia, en algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una
secuencia aminoacida que incluye, al menos, una diferencia residual en comparacion a la SEC ID N° 2 en las
posiciones residuales X69, X122 y X284.

[0113] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una secuencia aminoacida que incluye
diferencias residuales en la primera region de unién en combinacion con diferencias residuales en la segunda region
de unién. En consecuencia, en algunas realizaciones, la transaminasa modificada comprende una secuencia
aminoacida en que incluye uno o mas diferencias residuales en comparacion a la SEC ID N° 2 en las posiciones
residuales X62, X136, X137, X195, X199, X208, X209, X223, X225, y X282 en combinaciéon con una o mas
diferencias residuales en comparacion a la SEC ID N° 2 en las posiciones residuales X69, X122 y X284.

[0114] En algunas realizaciones de las transaminasas modificadas de la divulgacion, los residuos aminoacidos en
una posicion residual puede definirse en términos de “caracteristicas” aminoacidas (por ejemplo, tipo o propiedad de
aminoacidos) que pueden aparecer en esa posicion. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los residuos
aminoacidos en las posiciones especificadas anteriormente pueden seleccionarse de las siguientes caracteristicas:
X4 es un residuo aromatico; X5 es un residuo basico, X8 es un residuo restringido, X18 es una cisteina (C) o un
residuo alifatico; X25 es un residuo polar, X26 es un residuo aromatico 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, acido, alifatico o no polar; X49 es un residuo polar; X50 es un residuo alifatico;
X54 es un residuo restringido; X55 es un residuo alifatico; X60 es un residuo aromatico; X61 es un residuo
aromatico; X62 es un residuo aromatico o polar; X65 es un residuo alifatico; X69 es una cisteina (C) o un residuo no
polar, polar o alifatico; X81 es un residuo no polar; X94 es un residuo alifatico; X96 es un residuo alifatico; X102 es
un residuo alifatico o basico; X117 es un residuo no polar, X120 es un residuo aromatico, X122 es un residuo
restringido, no polar o alifatico; X124 es un residuo polar o restringido; X126 es un residuo polar; X136 es un residuo
aromatico; X137 es un residuo polar o alifatico; X138 es un residuo basico o restringido; X146 es un residuo basico;
X148 es un residuo alifatico o aromatico; X150 es un residuo aromatico, restringido o polar; X152 es una cisteina (C)
o un residuo polar, no polar o alifatico; X155 es un residuo polar o no polar; X156 es un residuo polar; X160 es un
residuo alifatico; X163 es un residuo alifatico o restringido; X164 es un residuo alifatico o restringido; X169 es un
residuo alifatico; X174 es un residuo alifatico, X178 es residuo polar; X195 es un residuo aromatico o polar; X199 es
un residuo alifatico o aromatico; X204 es un residuo alifatico; X208 es una cisteina (C) o un residuo restringido,
polar, no polar, aromatico o basico; X209 es un residuo alifatico; X211 es un residuo alifatico; X215 es una cisteina
(C); X217 es un residuo polar; X223 es un residuo restringido; X225 es un residuo aromatico; X230 es un residuo
alifatico; X252 es un residuo aromatico o alifatico; X269 es un residuo restringido; X273 es un residuo aromatico;
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 alifatico; X306 es un residuo alifatico; X321 es un residuo restringido y X329 es un residuo restringido o
aromatico. En algunas realizaciones, en las que el residuo aminoacido en la correspondiente posicion residual de la
secuencia de referencia (por ejemplo, la SEC ID N° 2) estan incluidas en la categoria de aminoacidos descrita para
la posicion especificada, puede utilizarse un aminoacido diferente dentro de esa categoria aminoacida teniendo en
cuenta las directrices descritas en la presente.

[0115] En algunas realizaciones, el residuo aminoacido en las posiciones residuales especificadas anteriormente
puede seleccionarse de las siguientes caracteristicas: X4 es Y, F, o W, particularmente Y; X5 es Ko R,
particularmente K; X8 es H o P, particularmente P; X18 es C, A, V, o |, particularmente Co 1; X25es N, Q, S, 0 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; X30es N, Q, S, T, G, M, A, V, L o |, particularmente Qo M; X41es P, H, N, Q, S, o0 T,
particularmente H 0 S; X42 es G, M, A, V, L o |, particularmente G; X48es N, Q, S, T,D,E, G, M, A, V, L, o/,
particularmente Q, D, V, G, 0 A; X49 es N, Q, o T, particularmente T; X50 es A, V, L o |, particularmente L; X54 es P
o H; X55es A, V, oL, particularmente V; X60 es F o W, particularmente F; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62
esS, T,N,Q, Y, F, oW, particularmente T, Y o F; X65 es A, L o |, particularmente A; X69es C, G, M, A,L, S, T, N
0 Q, particularmente G, C, T, A, 0 S; X81es G, M, A, V, L, |, particularmente G; X94 es A, V, L o |, particularmente |
oL; X96 es A, VoL, particularmente L; X102 es A, V, L, |, Ko R, particularmente Lo K; X117 es G, M, A, V, Lo |,
particularmente G; X120 es Y, W, o F, particularmente Y; X122 es G, M, A, V, |, L, P o H, particularmente M, |, 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 Yo F; X137 es S, T, N, Q, A, V, L o |, particularmente T o |; X138 es K, P o H, particularmente K o P;
X146 es Ko R, particularmente R; X148 es A, V, L I, W, o F, particularmente Ao F; X150 es F, W,H, P, S, T, N, 0 Q,
particularmente F, H, or S; X152 es C, G, M, A, L, |, S, T, N, 0 Q, particularmente G, I, L, So C; X155es N, S, T, G,
M, A, V, L ol, particularmente M, Vo T; X156 es N, Q, S, o T, particularmente Q; X160 es A, V, L o |, particularmente
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L; X163 es P, H, A, V, o L, particularmente Ho V; X164 es A, V, L, |, P o H, particularmente Vo P; X169 es V, Lo |,
particularmente L; X174 es A, V, L o |, particularmente A; X178 es S, N, o Q, particularmente S; X195 es F, Y, W, S,
T, N o Q, particularmente F 0 Q; X199 es A, L, |, Y, F, W, particularmente W o |; X204 es A, V, L, o |, particularmente
A; X208 es H, C, G, K, N, Y, Do S; X209 es V, L o |, particularmente L; X211 es A, V, o |, particularmente |; 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;
X230 es A, V, o L, particularmente V; X252 es A, V, |, 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 |,
particularmente G; X292 es T, N, o Q, particularmente T; X297 es S, T, N o Q, particularmente S; X302 es A, L, o |,
particularmente A; X306 es A, L o |, particularmente L; X321 es H o P, particularmente P; y X329 es H, P, Y, F, o W,
particularmente H.

[0116] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoacida
que incluye, al menos, las siguientes caracteristicas: X69 es C, G, M, A, L, |, S, T, N o Q, particularmente G, C, T, A,
0S; X122es G, M, A, V, L, |, P o H, particularmente M, I, V, L, o H; y X223 es H o P, particularmente P.

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

[0118] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoacida
que incluye, al menos, las siguientes caracteristicas: X69 es C, G, M, A, L, I, S, T, N o Q, particularmente G, C, T, A,
0S;X122es G, M, A, V, L, I,PoH,, particularmente M, |, V, L, o H; X223 es H o P, particularmente P; y X284 es G,
M, A, V, L o |, particularmente G.

[0119] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada comprende una secuencia aminoacida
que incluye, al menos, las siguientes caracteristicas: X69 es Co T; X122 es M o |; X223 es P; y X284 es G.

[0120] En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada con una o mas de las caracteristicas
especificadas o combinaciones de caracteristicas en las posiciones residuales X69, X122, X223, y X284, pueden
tener, adicionalmente, una o mas diferencias residuales en comparacién a la SEC ID N° 2 en las siguientes
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. Ademas de las posiciones residuales X69, X122, X223, y
X284, estas otras posiciones residuales se asocian con efectos en varias propiedades del polipéptido de
transaminasa y, por tanto, puede haber diferencias residuales en comparacion a la SEC ID N° 2 para provocar
cambios deseables en las propiedades de la proteina.

[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, estan asociadas con la unién del
sustrato a la enzima y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener diferencias residuales en estas
posiciones en comparacién a la SEC ID N° 2 para provocar cambios deseables en las propiedades de la proteina.

[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
incrementos adicionales de la actividad de la enzima, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener
diferencias residuales en estas posiciones en comparacion a la SEC ID N° 2 para provocar cambios deseables en la
actividad de la enzima, por ejemplo, un incremento en la eficiencia de conversion en condiciones de carga alta de
sustrato.

[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 DMSQO, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede
tener diferencias residuales en estas posiciones en comparacién a la SEC ID N° 2 para provocar cambios deseables
en la termoestabilidad y / o estabilidad de disolvente.

[0124] Las posiciones residuales X61, X94, X215 también se asocian con la habilidad de soportar la reaccion a
altas concentraciones del dador del amino isopropilamina, y, por tanto, el polipéptido de transaminasa puede tener
diferencias residuales en estas posiciones en comparacion a la SEC ID N° 2 para provocar el incremento en la
eficiencia de la conversion a alta (por ejemplo, 1 — 2 M) concentraciones de isopropilamina.

[0125] Cabe sefalar que las diferencias residuales de la SEC ID N° 2 en las posiciones residuales asociadas a las
diferentes propiedades de las enzimas pueden utilizarse en diversas combinaciones para formar polipéptidos de
transaminasa con caracteristicas enzimaticas deseables, por ejemplo, combinacion del incremento de la actividad
enzimatica, estabilidad de disolvente y temperatura y utilizacion de un dador amino.

Se describen en la presente combinaciones ejemplares.
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[0126] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes
caracteristicas adicionales: X26 es P, H, F, o W, particularmente H, y/o X62es S, T, N, Q, Y, F, o W, particularmente
T o F; X65 es A, L o |, particularmente A; X136 es Y, F o W, particularmente Y o F; X199 es A, L, I, Y, F, o W,
particularmente W o I; y X209 es V, L o |, particularmente L.

[0127] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes
caracteristicas adicionales: X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62es S, T, N, Q, Y, F, o W, particularmente T o F;
X65 es A, L o |, particularmente A; X94 es A, V, L o |, particularmente | o L; X136 es Y, F, o W, particularmente Y o
F; X199es A, L, I, Y, F, oW, particularmente W o |; X209 es V, L o |, particularmente L; X215 es C;y X282 es S, No
Q, particularmente S.

[0128] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes
caracteristicas adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62es S, T, N Q,
Y, F, o W, particularmente T o F; X65 es A, L o |, particularmente A; X81 es G, M, A, V, L o |, particularmente G; X94
es A, V, Lol particularmente l o L; X136 es Y, F, o W, particularmente Y o F; X199 es A, L, I, Y, F, o W,
particularmente W o |; X209 es V, L o |, particularmente L; X215 es C; X217 es S, T, N, o Q, particularmente N; X269
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 caracteristicas en una o mas posiciones
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes
caracteristicas adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X61 es Y, F, o W, particularmente Y; X62es Y, F, W, S,
T, N o Q, particularmente T o F; X65 es A, L o |, particularmente A; X81 es G, M, A, V, L o |, particularmente G; X94
es A, V, Lol particularmente | o L; X96 es A, V o L, particularmente L; X124 es P, H, T, N, o Q, particularmente T, H
oN; 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 |,
particularmente L; X215 es C; X217 es S, T, N o0 Q, particularmente N; X269 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.

[0130] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales X69, X122, X223, y X284 como se ha descrito anteriormente, incluye, al menos, las siguientes
caracteristicas adicionales: X8 es H o P, particularmente P; X60 es F o W, particularmente F; X61 es Y, F, o W,
particularmente Y; X62es Y, F, W, S, T, N o Q, particularmente T o F; X65 es A, L o |, particularmente A; X81 es G,
M, A, V, L o |, particularmente G; X94 es A, V, L o |, particularmente | 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, 0 S; X152 es C, G, M, A, L, |, S, T, N,
0 Q, particularmente G, I, L, So C; X169 es V, L, o |, particularmente L; X 199 es Y, F, W, A, L o |, particularmente W
o0 1; X209 es V, L o |, 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, No Q,
particularmente S; y X321 es H o P, particularmente P.

[0131] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales: X122 es un residuo restringido, no polar o alifatico, 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 nimero 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, 0 60
diferencias residuales en las otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa
modificada puede comprender una secuencia aminoacida 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 aminodacida de referencia basada
en la SEC ID N° 2 que tiene las caracteristicas descritas para las posiciones residuales especificadas anteriormente
(es decir, X122; X223; y X284) (por ejemplo, la SEC ID N° 8 o 10), con la condicién de que el polipéptido de
transaminasa modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoacida que incluya, al menos, las
caracteristicas descritas para los residuos especificados.

[0132] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales: X69 es C o un residuo no polar, alifatico o polar, particularmente G, C, T, A 0 S; X122 es un residuo
restringido, no polar o alifatico, particularmente M, |, 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, 01— 60 diferencias residuales en
otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, el niumero 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
aminoacida 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 aminoacida de referencia basada en la SEC ID N° 2 que tiene las
caracteristicas descritas para las posiciones residuales especificadas anteriormente (es decir, X69; X122; X223; y
X284) (por ejemplo, la SEC ID N° 4), con la condicién de que el polipéptido de transaminasa modificada con
polipéptidos comprenda una secuencia aminoacida que incluya, al menos, las caracteristicas descritas para los
residuos especificados.

[0133] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales: X65 es un residuo alifatico, particularmente A; X69 es C o un residuo no polar, alifatico o polar,
particularmente G, C, T, A o S; X122 es un residuo restringido, no polar o alifatico, 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—
8,1-91-10,1-11,1-12,1-14,1-15,1-16,1-18,1-20,1-22,1-24,1-26,1-30,1-35,1-40, 1
- 45,1 -50, 1 - 55, 0 1 — 60 diferencias residuales en otras posiciones residuales. En algunas realizaciones, €l
numero 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 aminoacida 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 aminoacida de
referencia basada en la SEC ID N° 2 que tiene las caracteristicas descritas para las posiciones residuales
especificadas anteriormente (es decir, la SEC ID N° 6), con la condicién de que el polipéptido de transaminasa
modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoacida que incluya, al menos, las caracteristicas
descritas para los residuos especificados. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa modificada
puede comprender una secuencia aminoacida 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 N° 6.

[0134] En algunas realizaciones, la transaminasa modificada que tiene las caracteristicas en una o mas posiciones
residuales: X122 es un residuo restringido, no polar o alifatico, particularmente M, I, L, V, o H; X174 es un residuo
alifatico, particularmente A; 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 —
3,1-4,1-51-6,1-7,1-8,1-9,1-10,1-11,1-12,1-14,1-15,1-16,1-18,1-20,1-22,1-24,1
-26,1-30,1-35,1-40,1-45,1-50,1-55, 0 1-60 diferencias residuales en otras posiciones residuales. En
algunas realizaciones, el numero 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 aminoacida 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 aminoacida de referencia basada en la SEC ID N° 2 que tiene las caracteristicas descritas para las
posiciones residuales especificadas anteriormente (es decir, la SEC ID N° 12), con la condicién de que el polipéptido
de transaminasa modificada con polipéptidos comprenda una secuencia aminoacida que incluya, al menos, las
caracteristicas descritas para los residuos especificados. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa
modificada puede comprender una secuencia aminoacida 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 N°
12.

[0135] La Tabla 2 que se presenta a continuacion presenta un ejemplo de polipéptido de transaminasa modificada,
con dos numeros de SEC ID en cada fila, el nimero impar se refiere a la secuencia nucleétida que codifica la
secuencia aminoacida presentada por el niUmero par. Las diferencias residuales estan basadas en la comparacion a
la secuencia de referencia de la SEC ID N° 2, una transaminasa derivada de Arthrobacter sp KNK168 y difiere de la
enzima natural en que tiene una sustitucion de isoleucina (I) en la posicién residual X306 con valina (V). En la
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 N° 4 (condiciones
del ensayo: 2 g/ | de sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 °C, pH 7,5, 5 % DMSO, 100 uM PLP); “++”
indica de 50 a 100 veces superior a la actividad de la SEC ID N° 4 (condiciones del ensayo: 2 g / | de sustrato de
cetoamida, isopropilamina 0,5 M, 22 °C, pH 7,5, 5 % MeOH, 100 uM PLP); “+++” indica de 1,1 a 5 veces superior a
la actividad de la SEC ID N° 22 (condiciones del ensayo: 5 — 10 g / | de sustrato de cetoamida, isopropilamina 0,5 — 1
M, 22 - 30 °C, pH 7,5, 5 % MeOH, 100 uM PLP); “++++" indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID
N° 48 (condiciones del ensayo: 10 — 40 g/ | de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 30 — 45 °C, pH 8,5, 10 %
MeOH, 100 uM PLP); “+++++” indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID N° 58 (condiciones del
ensayo: 40 — 100 g / | de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 45 °C, pH 8,5, 10 % MeOH - 25 % DMSO, 250
UM PLP); “++++++” indica de 1,1 a 5 veces superior a la actividad de la SEC ID N° 104 (condiciones del ensayo: 40
— 100 g /| de sustrato de cetoamida, isopropilamina 1 M, 45 °C, pH 8,5, 50 % DMSO, 1000 uM PLP). Se describen
en los Ejemplos 6 a 11 condiciones de ensayo ejemplares para medir la actividad utilizando metanol y DMSO.

[0136]

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

Tabla 2
SEC ID N° Diferencias residuales respecto ala SEC ID N° 2 N° 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 F122l; 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; F122l; T178S; V199W; 11 ++
S223P; F225Y; T282S; A284G
17/18 Y26H; H62F; V65A; V69G; F122V; G136Y; V199I; 12 ++
A209L; S223P; F225Y; T282S; A284G
19/20 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122V; G136Y; E137T; 12 ++
V199I; A209L; S223P; T282S; A284G
21122 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137I; 12 ++
V199I; A209L; S223P; T282S; A284G
23124 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137T; 13 ++
V199I; A209L; S223P; F225Y; T282S; A284G
251726 Y26H; V65A; V69G; F122V; G136Y; E1371; S174A; 12 ++
V199I; A209L; S223P; 1230V; A284G
27128 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122H; G136Y; E137I; 12 +++
V199I; A209L; S223P; T282S; A284G
29/30 Y26H; H62T; V65A; V69T; F122I; G136Y; E1371; V199, 12 +++
A209L; S223P; T282S; A284G
31/32 Y26H; H62T; V65A; V69C; F122I; G136Y; E1371; V199, 12 +++
A209L; S223P; T282S; A284G
33/34 Y26H; H62T; V65A; V69A; F1221; G136Y; E1371; V199I; 12 +++
A209L; S223P; T282S; A284G
35/36 Y26H; L61Y; H62T; V65A; V69G; F1221; G136Y; E137I; 13 +++
V199I; A209L; S223P; T282S; A284G
37 /38 Y26H; H62Y; V65A; V69G; F122I; G136Y; E137I; 12 +++
V199I; A209L; S223P; T282S; A284G
39/40 Y26H; H62T; V65A; V69G; F122l; G136F; E1371; V199, 12 +++

A209L; S223P; T282S; A284G
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41 /42

S4Y; Y26H; H62T; V65A; V69G; M94l; F122I; G136Y;
E137T; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

15

+++

43/ 44

H62T; VB5A; V69G; M94l; F122I; G136Y; E1371; V199,
A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13

+++

45/ 46

H62T; V65A; V69G; M94l; F122I; G136Y; E137T;
V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13

+++

47 /48

H62T; V65A; V69C; M94l; F122I; G136Y; E137T;
V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13

+++

49 /50

S8P; H62T; V65A; V69C; M94l; F1221; G136Y; E137T;
V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14

++++

51/52

L61Y; H62T; V65A; V69S; M94l; F122I; G136F; E137T
V152I; V199I; A209L; G213C; S223P; T282S; A284G

15

++++

53 /54

L61Y; H62T; V65A; V69C; M94l; F122V; G136F;
E137T; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14

++++

55/ 56

L61Y; H62T; V65A; V69T; M94l; F122V; G136F; E137T;
V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14

++++

57 /58

L61Y; H62T; V65A; V69T; M94l; F1221; G136F; V199I;
A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

13

++++

59760

L61Y; H62T; V65A; V69T; M94l; F122H; G136F; V199;
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; F122l; G136Y;
E137T; A169L; V199I; A209L; G215C; S223P; T282S;
A284G; V306L

16

++++

65 /66

L61Y; H62T; V65A; V69C; M94l; Q102L; F1221; G136F;
Y150F; V152I; V199l; A209L; G215C; S223P; T282S;
A284G

16

++++

67 /68

S8P; P48A; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94l,
196L; Q102K; F122I; G 136F; 1163V; V199I; A209L;
L2111; G215C; G217N; S223P; L252F; L273Y; T282S;
A284G; S321P

24

+++++

69/70

S8P; P48A; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94l,
F1221; G136F; A169L; V199l; A209L; G215C; G217N;
S223P; L269P; T282S; A284G; P297S; S321P

21

+++++

71772

S8P; L61Y; H62T; V65A; V69T; M94l; F122I; G136F;
V199I; A209L; G215C; S223P; T282S; A284G

14

+++++

25




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

73174

S8P; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94L; 196L;
F1221; G136F; T178S; V199l; A209L; G215C; S223P;
L269P; T282S; A284G; P297S; S321P

20

+++++

75176

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; F122I; G136F; V152L; T178S; V199I; A209L;
G215C; G217N; S223P; L252F; L269P; L273Y; T282S;
A284G; P297S;S321P

25

+++++

77178

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94L,;
196L; F122I; GI36F; AI69L; T178S; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; T282S; A284G; S292T;
P297S; S321P

24

+++++

79/80

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; F1221; G136F; A169L; V199l; A209L; G215C;
G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S;
S321P

23

+++++

80 /82

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94L,;
196L; F122I; G136F; A169L; T178S; V199I; A209L;
G215C; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S;
S321P

23

+++++

83/84

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; F122l; S124H; G136F; A169L; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G;
P297S; S321P

24

+++++

87 /88

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; F122l; S124N; G136F; A169L; V199l; A209L;
G215 C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S;
A284G; P297S; S321P

24

+++++

89/90

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G;M94l;
196L; F122l; G136F; Y150H; A169L; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G;
P297S; S321P

24

+++++

91/92

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94l,
196L; F122M; S124H; G136F; Y150H; V152S; A169L;
V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y;
T2828S; A284G; P297S; S321P

26

+++++
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93/94

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; F122I; S124T; G136F; Y150S; V152C; A169L;
V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y;
T2828S; A284G; P297S;S321P

26

+++++

95/ 96

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; 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; M94l;
196L; F122l; S124H; G136F; A169L; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G;
P297S; S321P

24

+++++

99/100

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94l,
196L; F122M; S124N; G136F; A169L; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G;
P297S; S321P

24

+++++

101/102

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; F122M; S124N; G136F; A169L; V199l; A209L;
G215C; G217N; S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G;
P297S; S321P; Q329H

25

+++++

103/104

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
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; M94l;
196L; 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; M94l,
196L; F122M; S124T; G136F; R138P; Q146R; Y150S;
V152S; A169L; V1991; A209L; G215C; G217N; S223P;
L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

+++++

109/110

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C; 1163H;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

++++++
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113/ 114

S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; 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; M94l;
196L; 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; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; 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; M94l,
196L; 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;
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

++++++

131/132

S8P; L18I; YB0F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G;
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

28

27

++++++
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133/134

S8P; D25Q; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G;
MO4l; 196L; 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;
MO4l; 196L; 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;
M94l; 196L; 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;
MO4l; 196L; 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;
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

++++++

143/ 144

S8P; 141H; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G;
MO4l; 196L; 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;
MO4l; 196L; 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;
MO4l; 196L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

++++++

149/ 150

S8P; L18C; 155V; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T,
D81G; M94l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V
152C; A169L; V199l; A209L; G215C; G217N; S223P;
L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

28

++++++

151/152

S8P; P48G; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G;
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

27

++++++
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153/154 | S8P; P48V; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; 27 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V 1991; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

155/156 |S8P; 141S; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 27 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

157 /158 |S8P; E27T; YB0F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 27 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

159/160 |S8P; S54P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; 27 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; G 136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

161/162 |S8P; P48Q; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; 27 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; G136F; Y150S; V152C;
A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P; L269P;
L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

163/164 |AS5K; S8P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 28 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; S126T; G136F; Y150S;
V152C; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N; S223P;
L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

165/166 |S8P; S49T; YBOF; L61Y; H62T; V65A; V69T; D81G; 30 e+
M94l; 196L; E117G; F122M; S124T; S126T G136F;
Y1508S; V152S; A169L; V199I; A209L; G215C; G217N;
S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; V302A,
S321P

167 /168 |S8P; S54P; Y60F; L61Y; H62T; V65A; V69T, D81G; 29 e+
MO4l; 196L; F122M; S124T; S126T; G136F; Y150S;
V152S; A169L; V1991; D204A; A209L; G215C; G217N;
S223P; L269P; L273Y; T282S; A284G; P297S; S321P

[0137] Como se ha visto anteriormente, en algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada incluye
una secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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. En algunas
realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada pueden tener1-2,1-3,1-4,1-5,1-6,1-7,1-8,1
-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, 0 1 — 60 diferencias residuales en comparacién a la transaminasa representada por la SEC ID N° 2,
En algunas realizaciones, el numero de diferencias residuales puede serde 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, 0 60 en comparacién con la SEC ID N° 2.
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[0138] Como se ha visto anteriormente, en algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa mejorada incluye
una secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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, con la condicion de
que la secuencia aminoacida de transaminasa mejorada comprenda cualquiera de las diferencias residuales
contenidas en cualquiera de las secuencias polipeptidicas enumeradas en la Tabla 2 en comparacién con la SEC ID
N° 2. En algunas realizaciones, los polipéptidos de transaminasa mejorada pueden tener1-2,1-3,1-4,1-5,1
-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, 01— 60 diferencias residuales en comparacién a la transaminasa representada
por la SEC ID N° 2. En algunas realizaciones, el nimero de diferencias residuales puede serde 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 aminoacidos conservativos.

[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 — q] 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 —a] pirazin — 7 (8H) —il] — 1 — (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — amina en presencia de un dador del grupo
amino con niveles de producto detectables mediante HPLC — UV a 210 nm comprende una secuencia aminoacida
correspondiente a la SEC ID N° 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.

[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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 4 comprende una
secuencia aminoacida correspondiente a la SEC ID N° 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.

[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 0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 22 comprende una
secuencia aminoacida correspondiente a la SEC ID N° 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.

[0142] 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 0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 48 comprende una
secuencia aminoacida correspondiente a la SEC ID N° 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.

[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 o0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 58. 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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 58 comprende una
secuencia aminoacida correspondiente a la SEC ID N° 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.

[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 — a] 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 — a] 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 %, 0 99 % o
mas de exceso enantiomérico. Algunos ejemplos de polipéptidos de transaminasa con los niveles especificados de
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enantioselectividad pueden comprender una secuencia aminoacida correspondiente a la SED ID N° 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.

[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 divulgacion, las supresiones pueden comprender la
eliminacién de 1 o mas aminoacidos, 2 o mas aminoacidos, 5 0 mas aminoacidos, 10 o mas aminoacidos, 15 o mas
aminoacidos o 20 o mas aminoacidos, hasta el 10 % del nimero total de aminoacidos, hasta el 20 % del niumero
total de aminoacidos o hasta el 30 % del nimero total de aminoacidos que forman el polipéptido mientras conserve
la actividad funcional de la actividad transaminasa. En algunas realizaciones, las supresiones pueden comprender 1
-2,1-3,1-41-51-6,1-7,1-8,1-9,1-10,1-11,1-12,1-14,1-15,1-16,1-18,1-20, 1 - 22,
1-24,1-26,1-30,1-351-40,1-45,1-50,1- 55,01 - 60 aminoacidos residuales. En algunas
realizaciones, el nimero de supresiones puede serde 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 aminoacidos. 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 aminoacidos residuales.

[0146] Como se ha descrito anteriormente, los polipéptidos de transaminasa de la presente divulgacion pueden
estar en forma de polipéptidos de fusién en los que los polipéptidos de transaminasa se fusionan a otros
polipéptidos, como, por citar algun ejemplo no limitante, marcadores de anticuerpos (por ejemplo, epitopo myc),
secuencias de purificacion (por ejemplo, marcadores de His para la uniéon a metales) y sefiales de localizacion de
células (por ejemplo, sefiales de secrecion). Por lo tanto, los polipéptidos de transaminasa pueden utilizarse con o
sin fusiones a otros polipéptidos.

[0147] Los polipéptidos descritos en la presente no son restrictivos a los aminoacidos genéticamente codificados.
Ademas de los aminoacidos genéticamente modificados, los polipéptidos descritos en la presente pueden
comprender, ya sea total o parcialmente, aminoacidos naturales y / o sintéticos no codificados. Ciertos aminoacidos
no codificados hallados normalmente pueden incluir los polipéptidos descritos en la presente, pero no de manera
limitante: los estereocisémeros — D de los aminoacidos genéticamente modificados; acido 2, 3 — diaminopropiénico
(Dpr); acido a — aminoisobutirico (Aib); acido € — aminohexanoico (Aha); acido & — aminovalérico (Ava); N —
metilglicina o sarcosina (MeGly o Sar); ornitina (Orn); citrulina (Cit); t — butilalanina (Bua); t — butilglicina (Bug); N —
metilisoleucina (Melle); 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 —
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 (Oftf); 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 —
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);
homotriptéfano (hTrp); pentafluorofenilalanina (5ff); estirilcalanina (sAla); autrialanina (aAla); 3, 3 — difenilalanina
(Dfa); acido 3 — amino — 5 — fenipentanoico (Afp); penicillamina (Pen); acido 1, 2, 3, 4 — tetrahidroisoquinolina — 3 —
carboxilico (Tic); B — 2 — tienialanina (Thi); metionina sulfoxido (Mso); N(w) — nitroarginina (nArg); homolisine (hLys);
fosfonometilfenialanina (pmPhe); fosfoserina (pSer); fosfotreonina (pThr); acido homoaspartico (hAsp); acido
homoglutamico (hGlu); acido 1 — aminociclopent — (2 o 3) — ano — 4 carboxilico; acido pipecdlico (PA), acetidina — 3 —
acido carboxilico (ACA); acido 1 — ami — nociclopentano — 3 — carboxilico; allilglicina (aOly); propargilglicina (pgGly);
homoalanina (hAla); norvalina (nVal); homoleucina (hLeu), homovalina (hVal); homoisoleucina (hlle); homoarginina
(hArg); N — acetil lisina (AcLys); acido 2, 4 — diaminobutirico (Dbu); acido 2, 3 — diaminobutirico (Dab); N —
metilvalina (MeVal); homocisteina (hCys); homoserina (hSer); hidroxiprolina (Hyp) y homoprolina (hPro). Resultaran
evidentes para los expertos en la disciplina otros aminoacidos no codificados que pueden comprender los
polipéptidos descritos en la presente (véanse, por ejemplo, los aminoacidos presentado en Fasman, 1989, CRC
Practical Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, CRC Press, Boca Raton, FL, pags 3 — 70 y las
referencias citadas en la presente). Estos aminoacidos pueden tener configuracion L —o D —.

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

[0149] Los aminoacidos no codificadores que son forzados conformacionalmente de los que pueden componerse
los polipéptidos descritos en la presente incluyen, de manera no limitante, aminoacidos N — metil (en configuracién
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L- ), acido 1 — aminociclopent — (2 0 ) - ene — 4 — carboxilico, acido pipecdlico, acido acetidina — 3 — carboxilico,
homoprolina (hPro) y acido 1 — aminociclopentano — 3 — carboxilico.

[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 especifica de la enzima.

[0151] Por otra parte, la presente divulgacién se refiere a polinucleétidos que codifican los polipéptidos de
transaminasa mejorada. Los polinucleétidos pueden estar unidos operativamente a una o mas secuencias
reguladoras heterdlogas que controlan la expresion génica para crear un polinucleétido recombinante capaz de
expresar el polipéptido de transaminasa. Los constructos de expresion que contienen un polinucleétido heterdlogo
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 aminoacidos, la disponibilidad de
una secuencia proteica presenta una descripcion de todos los polinucleétidos capaces de codificar al sujeto. La
degradacion del codigo genético, en la que los mismos aminoacidos se codifican por codones alternativos o
sindnimos permite hacer un gran numero de acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de transaminasa
mejorada presentados en este documento. Por lo tanto, habiendo identificado una secuencia aminoacida particular,
los expertos en la disciplina podrian hacer cualquier nUimero de acidos nucleicos diferentes simplemente
modificando la secuencia de uno o mas codones de manera que no cambia la secuencia aminoacida de la proteina.
En este aspecto, la presente divulgacion contempla especificamente cada una de las posibles variaciones de
polinucledtidos que podrian hacerse seleccionando combinaciones basadas en posibles elecciones de codones, y
todas estas variaciones se consideran especificamente descritas para cualquier polipéptido descrito en la presente,
incluyendo las secuencias aminoacidas de la Tabla 2.

[0153] En algunas realizaciones, los polinucleétidos se pueden seleccionar y / o modificar para comprender
codones que se seleccionan preferiblemente para unirse a la célula huésped en la que la proteina esta 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 expresion en levaduras; y los codones preferidos
utilizados en mamiferos se utilizan para la expresién en células de mamiferos. Ya que no todos los codones
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 aminoacidos), los polinucleétidos de codones optimizados que codifican los polipéptidos de
transaminasa pueden contener codones preferibles de 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, o mas del 90% de posiciones de
codon de region codificadora de longitud completa.

[0154] En algunas realizaciones, el polinucleétido codifica un polipéptido de transaminasa que comprende una
secuencia aminoacida que es, al menos, idéntica en un 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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 — q]
pirazin — 7 (8H) — il] - 1 — (2, 4, 5 — ftrifluorofenil) butan — 2 — ona en el producto (2R) — 4 — oxo — 4 — [3 —
(trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 comparacion a la actividad de la
transaminasa de la SEC ID N° 2 derivada de Arthrobacter sp KNK168.

[0155] En algunas realizaciones, el polinucleétido codifica un polipéptido de transaminasa que comprende una
secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, el 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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 mas propiedades mejoradas para
convertir el sustrato de cetoamida 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — a] 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 — a] 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 N° 4.

[0156] En algunas realizaciones, el polipéptido que codifica un polipéptido de transaminasa comprende una
secuencia aminodcida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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 0 168.

[0157] En algunas realizaciones, el polipéptido que codifica un polipéptido de transaminasa comprende una

secuencia aminoacida que es idéntica en, al menos, el 80 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a la secuencia de referencia de la SEC ID N° 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 condicion de
que la secuencia aminoacida transaminasa comprende cualquiera de las diferencias residuales comprendidas en
cualquiera de las secuencias polipeptidicas enumeradas en la Tabla 2 en comparacion a la SEC ID N° 2.

[0158] En algunas realizaciones, los polinucleétidos que codifican los polipéptidos de transaminasa mejorada se
seleccionan de la SEC ID N° 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, 163, 165, o 167.

[0159] En algunas realizaciones, los polinucleétidos son capaces de hibridizarse en condiciones altamente severas
a un polinucleétido que comprende la SEC ID N° 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, 163, 165, o 167 o a un complemento de los mismos, en el que los
polinucleétidos 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 — a] 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 — a] pirazin — 7
(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 N° 4.

[0160] En algunas realizaciones, los polinucleétidos codifican los polipéptidos descritos en la presente, pero tienen
una identidad de secuencia del 80 % o mas, del 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 0 99% o mas en el nivel nucledtido a un polinucleétido de referencia que codifica la transaminasa
modificada descrita en la presente. En algunas realizaciones, el polinucleétido de referencia se selecciona de las
SECIDN°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,
163, 165, 0 167.

[0161] Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido de transaminasa mejorada puede manipularse de
diversas maneras para proporcionar la expresion del polipéptido. En algunas realizaciones, los polinucleétidos que
codifican los polipéptidos de transaminasa modificada pueden presentarse como vectores de expresion en los que
una o mas secuencias de control regulan la expresion de los polinucleotidos. La manipulaciéon del polinucleétido
aislado antes de su insercién en un vector puede ser deseable o necesario dependiendo del vector de expresion.
Las técnicas de modificacidén de polinucleétidos y secuencias de acido nucleico utilizando métodos de ADN
recombinante ya se conocen en la disciplina. Se proporciona una guia en Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, 32 Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press; y Current Protocols en Molecular Biology,
Ausubel, F, Ed.., Greene Pub. Associates, 1998, actualizado en 2006.

[0162] En algunas realizaciones, las secuencias de control incluyen, entre otros, activadores, secuencia lider,
secuencia de poliadenilacién, secuencia propeptidica, secuencia de péptido sefial y terminador de transcripcion.
Para células huésped bacterianas, los activadores adecuados para dirigir la transcripcion de los constructos de acido
nucleico para la presente divulgacion, incluyen los activadores obtenidos del operon lac de E. coli, el operdn trp de
E. coli, bacteriéfago A, 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 xyIB y gen beta — lactamasa procariético de Bacillus subtilis (Villa — Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75: 3727 — 3731), asi como el activador tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl Acad. Sci. USA 80: 21 — 25).

[0163] Para las células huésped fungicas filamentosas, los activadores adecuados para dirigir la transcripcion de
los constructos de acido nucleico para la presente divulgacion, incluyen los activadores obtenidos de genes de
amilasa de Aspergillus oryzae TAKA, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa — amilasa de Aspergillus
niger, acido 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), asi como el activador NA2 — tpi (un hibrido 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 hibridos
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 /
gliceraldehido — 3 - fosfato deshidrogenasa (ADH2 / GAP) de Saccharomyces cerevisiae y quinasa 3 —
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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 terminacion de transcripcion adecuada, una
secuencia reconocida por una célula huésped para terminar la transcripcion. La secuencia de terminaciéon se une
operablemente al extremo 3' terminal de la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido. Cualquier
terminador funcional en la célula huésped elegida puede utilizarse en la presente invencion.

[0166] Por ejemplo, los terminadores de transcripcidon ejemplares para células huésped fungicas filamentosas
pueden obtenerse de genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato
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, citocromo C (CYC1) de Saccharomyces cerevisiae vy gliceraldehido - 3 -
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 lider adecuada, una regién no traducida de un
ARNm importante para la traduccién por la célula huésped. La secuencia lider esta unida operativamente al extremo
5' terminal de la secuencia de nucledétidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia lider funcional en la célula
huésped elegida puede utilizarse en la presente invencion. Los lideres preferidos para células huésped fungicas
filamentosas se obtienen de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de
Aspergillus nidulans. Los lideres 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
alfa de Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa / gliceraldehido — 3 — fosfato deshidrogenasa (ADH2 /
GAP) de Saccharomyces cerevisiae.

[0169] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilacién, una secuencia unida
operativamente al extremo 3' terminal de la secuencia de nucleétidos y que, cuando esta transcrita, es reconocida
por la célula huésped como una sefial para afiadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier
secuencia de poliadenilacion funcional en la célula huésped elegida se puede utilizar en la presente invencion. Las
secuencias de poliadenilacion preferidas para células huésped fungicas 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
describen secuencias de poliadenilacion 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 regién codificadora de un péptido sefial que codifica una
secuencia aminoacida enlazada al extremo amino terminal de un polipéptido y dirige el polipéptido codificado a la via
secretora de la célula. El extremo 5' terminal de la secuencia codificadora de la secuencia de nucleétidos puede
contener de manera inherente una region codificadora de un péptido sefial unido de manera natural en el marco de
lectura de traduccion al segmento de la region codificadora que codifica el polipéptido secretado. Alternativamente,
el extremo 5' terminar de la secuencia codificadora puede contener una region codificadora de un péptido sefal que
es extranjera a la secuencia codificadora. La region codificadora de un péptido sefial extranjera puede requerirse
donde la secuencia codificadora no contiene una region codificadora de un péptido sefial de forma natural.

[0171] Las regiones codificadoras de péptidos sefal eficaces para células huésped bacterianas son las regiones
codificadoras de un péptido sefial 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
licheniformis, proteasas neutrales (nprT, nprS, nprM) de Bacillus stearothermophilus, y Bacillus subtilis prsA. Se
describen mas péptidos sefial en Simonen y Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109 — 137.

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

[0173] Los péptidos sefial 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
codificadoras de péptidos sefial adecuados en Romanos et al., 1992, supra.

[0174] La secuencia de control también puede ser una region codificadora de propéptido que codifica para una
secuencia de aminoacidos situada en el amino terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como
una proenzima o un propolipéptido (o un zimégeno en algunos casos). Un propéptido es generalmente inactivo y se
puede convertir en un polipéptido maduro activo por escision autocatalitica o catalitica del propéptido del
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propolipéptido. La region de codificacion 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 aspartica de Rhizomucor miehei, y lacasa de Myceliophthora thermophila (véase, por ejemplo, la patente
WO 95/ 33836).

[0175] Cuando tanto el péptido sefial como las regiones de propéptido estan presentes en el amino terminal de un
polipéptido, la region de propéptido esta situada junto al amino terminal de un polipéptido y la regién de péptido
sefial esta situada junto al amino terminal de la region de propéptido.

[0176] También puede ser deseable afadir secuencias reguladoras, que permitan la regulacion de la expresion del
polipéptido respecto al crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son los que causan que
la expresion del gen se active o desactive como respuesta a un estimulo fisico o quimico, incluyendo la presencia de
un compuesto regulador. En las células huésped procaridticas, 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
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 amplificacién del gen. En sistemas
eucaridticos, estos incluyen el gen de dihidrofolato — reductasa, que se amplifica en presencia de metotrexato, y los
genes de metalotioneina, que se amplifican con metales pesados. En estos casos, la secuencia nucleétida que
codifica el polipéptido de transaminasa de la invencion se uniria operativamente a la secuencia reguladora.

[0178] Por lo tanto, en otra realizacion la presente divulgaciéon también se dirige a un vector de expresion
recombinante que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de transaminasa modificada o una
variante de este, y una o mas regiones reguladoras de expresion como un activador y un terminador, un origen de
replicacion, etc. dependiendo del tipo de huésped en el que se van a introducir. Las secuencias de acido nucleico y
de control descritas anteriormente pueden unirse entre ellas para producir un vector de expresiéon recombinante que
puede incluir uno o mas sitios de restriccion convenientes para permitir la insercion o sustitucién de la secuencia de
acido nucleico que codifica el polipéptido en dichos sitios. De manera alternativa, la secuencia de acido nucleico de
la presente divulgacion puede expresarse insertando la secuencia de acido nucleico o un constructo de acido
nucleico que comprenda la secuencia en un vector adecuado para la expresion. Creando el vector de expresion, 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 expresion.

[0179] El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o un virus) que
pueda someterse convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y que pueda provocar la expresion de
la secuencia de polinucledétidos. La eleccion del vector dependera de la compatibilidad del vector con la célula
huésped en la que se introducira el vector. Los vectores pueden ser plasmidos circulares cerrados o lineales.

[0180] El vector de expresion puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir; un vector que existe como
una entidad extracromosémica cuya replicacion es independiente de la replicaciéon cromosoémica, por ejemplo, un
plasmido, un elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener
medios para asegurar la autorreplicacion. 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. Ademas,
puede utilizarse un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que contienen el ADN total que va a
ser introducido en el genoma de la célula huésped, o un transposoén.

[0181] EI vector de expresion de la presente invencién contiene preferiblemente uno o mas marcadores
seleccionables que permiten una facil seleccion de las células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen
cuyo producto proporciona resistencia biocida o virica, resistencia a metales pesados, prototrofia a auxétrofos y
similares. Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes del de Bacillus subtilis o Bacillus
licheniformis o marcadores que confieren resistencia antibiética 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 URAS.

[0182] Los marcadores selccionables para el uso en un células huésped fungica 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), asi como equivalentes de los mismos. Las realizaciones para la
utilizacion 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 expresion para expresar transaminasas pueden contener un(os) elemento(s) que

permite(n) la integracion del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion autdénoma del vector en la
célula independiente del genoma. Para la integracion del genoma en la célula huésped, el vector puede depender de
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la secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido o de cualquier elemento del vector para la integracion del
vector en el genoma por recombinacién homdéloga o no homaloga.

[0184] Alternativamente, el vector de expresion puede contener secuencias de nucledtidos adicionales para dirigir
la integracion por recombinacion homadloga en el genoma de la célula huésped. Las secuencias de acidos nucleicos
adicionales permiten al vector integrarse en el genoma de la célula huésped en una(s) ubicacion(es) precisa(s) en
el(los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién en una ubicacion precisa, los elementos
integracionales deberian contener, preferiblemente, un numero suficiente de acidos nucleicos, tal como de 100 a
10.000 pares de bases, preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases, y mas preferiblemente de 800 a 10.000
pares de bases con un alto grado de identidad con la secuencia sometida correspondiente para mejorar la
probabilidad de recombinacién homéloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea
homdloga a la secuencia diana en el genoma de la célula huésped. Ademas, los elementos integracionales pueden
ser secuencias nucleétidas codificadoras o no codificadoras. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma
de la célula huésped por recombinacion no homaloga.

[0185] Para la replicacion auténoma, el vector puede comprender, ademas, un origen de replicacion que permite al
vector replicar de manera autdbnoma en la célula huésped en cuestidén. Ejemplos de origenes bacterianos de
replicacion son P15A ori, o los origenes de replicacion de plasmidos pBR322, pUC19, pACYC177 (tiene el plasmido
P15A ori), o pACYC184, que permite replicacion en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060, o pAMR1, que permite
replicacion en Bacillus. Ejemplos de origenes de replicacion para su utilizacion en una célula huésped de levadura
son los origenes de replicacion de 2 micrones, ARS1, ARS4, la combinacion de ARS1 y CEN3, y la combinaciéon de
ARS4 y CENSG. El origen de replicacion puede ser cualquiera que tenga una mutacién que haga su funcionamiento
sensible a la temperatura en la célula huésped (véase, por ejemplo, Ehrlich, 1978, Proc Natl Acad Sci. USA 75:
1433).

[0186] Puede insertarse mas de una copia de una secuencia de acido nucleico de la presente invencion en una
célula huésped para incrementar la produccion del producto genético. Puede obtenerse un aumento en el nimero de
copias de la secuencia de acido 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 acido nucleico
donde las células que contienen copias amplificadas del gen marcador seleccionable y, por tanto, pueden
seleccionarse copias adicionales de la secuencia de acido nucleico para cultivar las células en presencia del agente
seleccionable apropiado.

[0187] Muchos de los vectores de expresion para su utilizacion en la presente invencién estan disponibles
comercialmente. Los vectores de expresion comerciales adecuados incluyen vectores de expresion p3xFLAGTMTM
de Sigma — Aldrich Chemicals, St. Louis MO., un activador de CMV y el sitio de poliadenilacién de hGH para la
expresion en células huésped de mamiferos y un origen de replicacion de pBR322 y marcadores de resistencia a la
ampicilina para la amplificacion en E. coli. Otros vectores de expresion adecuados son pBluescriptll SK (=) y pBK —
CMV, disponibles comercialmente en Stratagene, La Jolla CA, y los plasmidos que se derivan de pBR322 (Gibco
BRL), pUC (Gibco BRL), pREP4, pCEP4 (Invitrogen) o pPoly (Lathe et al ., 1987, Gene 57: 2193-201).

[0188] En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a una célula huésped que comprende un polinucleétido
que codifica un polipéptido de transaminasa mejorada de la presente divulgacion, el polinucleétido esta unido
operativamente a una o mas secuencias de control para la expresion de la enzima transaminasa en la célula
huésped. Las células huésped para su utilizacién en la expresion de los polipéptidos de transaminasa codificada por
los vectores de expresion de la presente invencion 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
fungicas como células de levadura (por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (N ° 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 medios
de cultivo apropiados y las condiciones de crecimiento para las células huésped descritas anteriormente.

[0189] Los polinucledtidos para la expresion de la transaminasa pueden introducirse en las células mediante
diversos procedimientos conocidos en la disciplina. Las técnicas incluyen, entre otras, electroporacion, bombardeo
de particulas biolisticas, transfeccion mediada por liposomas, transfeccion con cloruro de calcio y fusion de
piroclastos. Seran evidentes para los expertos en la disciplina diversos procedimientos para la introduccién de
polinucledtidos en células.

[0190] Un ejemplo de célula huésped es Escherichia coli W3110. El vector de expresién se cred por la union
operativa de un polinucleétido que codifica una transaminasa mejorada al plasmido pCK110900 unido
operativamente al activador lac en control del represor lacl. El vector de expresion contiene también el origen de
replicacion de P15a y el gen de resistencia al cloranfenicol. Las células que contienen el polinucleétido objeto en
Escherichia coliW3110 se aislaron por someter las células a la seleccidon de cloranfenicol.

[0191] Las transaminasas mejoradas y los polinucleétidos que codifican dichos polinucledtidos pueden prepararse
utilizando métodos empleados cominmente por los expertos en la disciplina. Como se ha sefialado anteriormente, la
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secuencia de aminoacidos natural y su correspondiente polinucleétido que codifica a la enzima transaminasa de tipo
salvaje de Arthrobacter sp KNK168 de la que se deriva la secuencia progenitora SEC ID N° 2, se encuentra
disponible en la patente US N° 7.169.592. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos progenitora es
un codoén optimizado para incrementar la expresién de la transaminasa en una célula huésped especificada. La
secuencia de polinucledtidos designada como SEC ID N° 1 fue la secuencia progenitora utilizada como punto de
partida para la mayoria de los experimentos y la construccion de bibliotecas de transaminasa modificada.

[0192] Las transaminasas modificada pueden obtenerse sometiendo el polinucleétido que codifica la transaminasa
de origen natural a mutagénesis y / o métodos de evolucion dirigida. Un ejemplo de técnica de evolucion dirigida es
la mutagénesis y / o el barajado de ADN como se describe en Stemmer, 1994, Proc Natl Acad Sci y en las patentes
USA 91: 10747 — 10751; WO 95/22625, WO 97/0078, WO 97/35966, WO 98/27230, WO 00/42651 y US N°
6.537.746.

[0193] Otros procedimientos de evolucién dirigida que pueden utilizarse incluyen, entre otros, el proceso de
ampliacién escalonada por recombinacion in vitro (StEP) (Zhao et al., 1998, Nat. Biotechnol. 16: 258 — 261),
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 evolucion dirigida utiles
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 —
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
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,
Crameri et al., 1996, “Improved green fluorescent protein by molecular evolution using DNA shufiling”, 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 medicion de la actividad de la enzima
transaminasa de las bibliotecas de expresion puede realizarse utilizando técnicas estandar como la separacion del
producto (por ejemplo, por HPLC), la deteccién del producto mediante la medicion de la absorcion de la luz
ultravioleta del sustrato y de los productos separados y / o la deteccion utilizando la espectrometria de masas en
tandem (por ejemplo MS/MS). A continuacion, 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 (enzimatica) del polipéptido de
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 enzimatica puede medirse tras someter las
preparaciones enzimaticas a una temperatura definida y medir la cantidad de la actividad enzimatica restante tras los
tratamientos de calor. Los clones contienen un polinucleétido que codifica las transaminasas deseadas aisladas y
secuenciadas posteriormente para identificar los cambios en la secuencia de los nucleétidos (si los hubiese) y
utilizadas para expresar la enzima en una célula huésped.

[0195] Cuando se conoce la secuencia del polipéptido modificada, los polinucleétidos que codifican la enzima
pueden prepararse por métodos en fase sdlida segun los procedimientos sintéticos conocidos. En algunas
realizaciones, los fragmentos de aproximadamente 100 bases pueden sintetizarse individualmente para luego unirse
(por ejemplo, por procedimientos de ligadura quimica o enzimatica o procedimientos mediados por polimerasa)
formando cualquier secuencia continua deseada. Por ejemplo, los polinucleétidos y los oligonucleoétidos de la
presente invencion pueden prepararse por sintesis quimica 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. Segun el método de la
fosforamidita, se sintetizan los oligonucleétidos por ejemplo, en un sintetizador automatico de ADN y se purifican, se
hibridan, se ligan y se clonan en vectores adecuados. Ademas, cualquier acido 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.

[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 purificacion de proteinas,
incluyendo, entre otros, el tratamiento con lisozima, la utilizacién de ultrasonidos, la filtracion, precipitacion por
salado, ultracentrifugacion y cromatografia. Las soluciones adecuadas para la lisis y la alta extraccion de eficiencia
de las proteinas a partir de bacterias como E. coli, estan disponibles comercialmente con la marca comercial
CelLytic BTM de Sigma — Aldrich de St Louis MO.
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[0197] Las técnicas cromatograficas para aislar el polipéptido de transaminasa incluyen, entre otras, la
cromatografia de fase inversa, la cromatografia liquida de alta resolucion, la cromatografia ionica, la electroforesis
en gel y la cromatografia de afinidad. Las condiciones para purificar una enzima particular dependeran, en parte, de
factores como la carga neta, la hidrofobicidad, la hidrofilicidad, el peso molecular, la forma molecular, etc, y seran
evidentes para los expertos en la materia. En algunas realizaciones, las transaminasas modificadas pueden
expresarse como proteinas de fusiéon con marcas de purificacién 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 epitopo
de myc.

[0198] En algunas realizaciones, las técnicas de afinidad pueden utilizarse para aislar las enzimas transaminasas
mejoradas. Para la purificacion por cromatografia de afinidad puede utilizarse cualquier anticuerpo que se una al
polipéptido de transaminasa. Para la produccion de anticuerpos, diversos animales huésped que incluyen de manera
no limitante a conejos, ratones, ratas, etc, pueden inmunizarse con una inyeccion de un polipéptido modificado. El
polipéptido puede unirse a un vehiculo 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
respuesta inmunolégica dependiendo de las especies huésped, incluyendo de manera no limitante el adyuvante de
Freund (completo e incompleto), geles minerales como el hidroxido de aluminio, sustancias de superficie activa
como la lisolecitina, los polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite, hemocianina de lapa
californiana, dinitrofenol y adyuvantes humanos potencialmente Gtiles como el BCG (bacilo de Calmette — Guérin) y
Corynebacterium parvum

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

[0200] “Alquilo” pretende incluir a los grupos alquilo de la longitud designada en una configuracion 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 estan sustituidos o no sustituidos entre uno y tres
grupos seleccionados independientemente de los grupos formados por halégeno, hidroxi, carboxi, aminocarbonil,
amino, C1_salcoxiy C 1_4 alquiltio.

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

[0202] “Halégeno” pretende incluir los atomos de halégeno, fltor, cloro, bromo y yodo.

[0203] “Arilo” se refiere a un grupo aromatico, incluyendo fenil y naftil. “Arilo” es sustituido o no sustituido entre uno
y cinco sustituyentes seleccionados independientemente entre fltor, hidroxi, trifuorometil, amino, C 1 _s alquily C 1_4
alcoxi.

[0204] “Heteroarilo” se refiere a un heterociclo aromatico con 5 o 6 miembros que contiene al menos un
heteroatomo de anillo selccionado de O, S y N. Los heteroarilos también incluyen heteroarilos fusionados con otras
clases de anillos no aromaticos 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 —
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” esta sustituido o no sustituido entre uno y cinco sustituyentes seleccionados independientemente entre
fldor, hidroxi, trifuorometil, amino, C1_4alquil yC1_4 alcoxi.

[0205] En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un proceso de preparacion de un
compuesto de férmula estructural (1):

NH, O

RV * Z
m

que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiomero opuesto, en el que

Z es OR? o NR’R?;
R'es Cig alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1- alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;
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R? y R® son hidrogenos independientes, C4_g alquilo, arilo o arilo — C1—, alquilo; o

R? y R3junto al atomo de nitrogeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_4 alcoxi y Cq1_4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltor; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, S 'y
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fluor, C4_ alquilo, C4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una

cetona proquiral de férmula estructural (I1):
R1MZ

(n

con un polipéptido transaminasa de la invencion en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente
organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de formula (I1) en el
compuesto de férmula (1).

[0206] En algunas realizaciones del proceso, R' de la formula (Il) es bencilo, en el que el grupo fenilo esta
sustituido o no sustituido entre uno y tres sustituyentes seleccionados del grupo de fldor, trifluorometil y
trifluorometoxi.

[0207] En algunas realizaciones del proceso, Z de la formula (I1) es NR*R®.

AN

[0208] En algunas realizaciones del proceso, el NR?R® de formula (1l) es heterociclo de formula estructural (111):
en la que R* es hidrogeno o C1_4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor.

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

NH, O
Ar.
e N/\[&N\
k/N‘{N
()] R4

que tiene la configuracién — (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al
menos, el 70 % respecto al enantidmero que tiene la configuracion — (S) opuesta, en la que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado
por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y

R* es hidrégeno o C1-4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor, en el que el proceso comprende la
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de formula estructural (2):

N\/‘k)'l\
N/\lﬁN\N
K/N\/(
4
@ R
con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un
disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de

férmula (2) en el compuesto de formula (1).

[0210] En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la formula (2) es 2, 5 — difluorofenilo o 2, 4, 5 — trifluorofenilo,
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y R* es trifluorometilo.
[0211] En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la formula (2) es 2, 4, 5 — trifluorofenilo.
[0212] En algunas realizaciones, las transaminasas pueden utilizarse en un proceso de preparacion de un

compuesto de formula (1a), (2R) — 4 — oxo — 4 — [3 — (trifluorometil) — 5, 6 — dihidro [1, 2, 4] triazol [4, 3 — q] pirazin —
7 (8H) —il]—1 - (2, 4, 5 — trifluorofenil) butan — 2 — amina con un exceso enantiomérico:

.
F NH, O
”/ﬁﬁ”‘u
F (la) k/ N{
CFs

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

F
F
0o o]
N /N\
F N/
(2a) CFy_

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un
disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de
férmula (2a) en el compuesto de férmula (1a).

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

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

[0216] En algunas realizaciones del proceso, las transaminasas mejoradas son seleccionadas entre la SEC ID N°:
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.

[0217] Se describen junto con sus sintesis, entre otras, las patentes US N° 7.326.708 y 7.468.459, el compuesto
de la férmula (I1), el compuesto de la formula (2) y el compuesto de la formula (2a).

[0218] Como ya se ha sefialado 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
analogos de PLP o los precursores de PLP pueden afiadirse al medio de las células huésped durante la expresion
del polipéptido de transaminasa. En algunas realizaciones de los procesos, el PLP o los analogos de PLP pueden
afadirse a la reaccién para proporcionar la coenzima necesaria para la actividad enzimatica. La cantidad de PLP
requerida para la actividad enzimatica 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 —

ox0 — 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
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reaccion 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 conversion entre 50 y 100 veces o mayor que la de la SEC ID N° 4. Ejemplos de polipéptidos
comprenden una secuencia de aminoacidos correspondientes a las SEC ID N°: 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.

[0220] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 —
ox0 — 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
reaccion 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 conversion entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID N° 22. Ejemplos de polipéptidos
comprenden una secuencia de aminoacidos correspondientes a las SEC ID N°: 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.

[0221] En algunas realizaciones, el proceso comprende poner en contacto o incubar el sustrato de cetoamida 4 —
ox0 — 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
reaccion 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 conversién entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID N° 48. Ejemplos de polipéptidos
comprenden una secuencia de aminoacidos correspondientes a la SEC ID N°: 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 —
ox0 — 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
reaccion 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 conversién entre 1,1 y 5 veces o mayor que la de la SEC ID N° 58. Ejemplos de polipéptidos
comprenden una secuencia de aminoacidos correspondientes a la SEC ID N°: 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 condicion de reaccion para llevar a cabo el proceso
puede comprender un pH entre 7,0 y 9,0. En algunas realizaciones, la condiciéon de reaccién para el proceso es un
pH de 8,5.

[0224] En algunas realizaciones, la condicién de reaccion para llevar a cabo el proceso puede comprender una
temperatura que oscila entre 25 °C y 50 °C. En algunas realizaciones, la condicidén de reaccion es una temperatura
de 45 °C.

[0225] En algunas realizaciones, la condicion de reaccién es un pH de 8,5 y una temperatura de 45 °C.

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

[0227] En algunas realizaciones, el disolvente organico 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 estéa presente en el 30 % (v/v), en el 35 % (v/v), en el 40 %
(v/v)oenel 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
reaccion con un estereoisomero especifico, por lo que requiere menos del dador del grupo amino. Pueden utilizarse
diversos dadors del grupo amino adecuados, incluyendo, a modo de ejemplo y no de limitacion, la isopropilamina
(también denominada como 2 — aminopropano), L, D, DL alanina, fenilalanina, glutamato, glutamina, leucina (o
cualquier otro a — aminoacido adecuado), 3 — acido aminobutirico ( o cualquier otro B — aminoacido) 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, a — feniletanaminay (R) — 1 —
feniletanamina, 2 — amino — 4 — fenilbutano, glicina, acido L — glutamico, L — glutamato, glutamato monosédico, acido
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L — aspartico, L — lisina, L — ornitina, B — alanina, taurina, n — pctilamina, ciclohexilamina, 1,4 — butanodiamina, 1,6 —
hexanodiamina, 6 — acido aminohexanoico, 4 — acido aminobutirico, 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,
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 isémeros
unicos (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 ademas la eliminacién del carbonilo por un producto formado del dador del grupo amino cuando se
transfiera el grupo amino al aceptor del grupo amino. Dicha eliminacién in situ puede reducir la velocidad de la
reaccion inversa de manera que prevalece la reaccion hacia adelante y a continuacion, se convierte mas sustrato en
producto.

[0230] La eliminacion del carbonilo por un producto puede realizarse de diferentes maneras. Cuando el dador del
grupo amino es un aminoacido como la alanina, el subproducto carbonilo, un acido ceto, puede eliminarse por
reaccion con un peroxido (véase, por ejemplo, la patente US 2008/0213845). Los peroxidos que pueden utilizarse
incluyen, entre otros, peroxido de hidrégeno, peroxiacidos (peracidos) como el acido peracético (CH3CO3H), acido
trifluoroperacético y acido metacloroperoxibenzoico; peréxido organicos como el perdxido de t — butilo ((CH3);COOH
u otros oxidantes selectivos como perrutenato de tetrapropilamonio, MnO,, KMnOQ., tetroxido de rutenio y
compuestos relacionados. Alternativamente, la eliminacion del piruvato puede lograrse a través de su reduccién a
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 eliminacion del piruvato puede también
lograrse a través de su descarboxilacion a diéxido de carbono y acetaldehido empleando piruvato descarboxilasa
(véase, por ejemplo, Hohne et al., al, 2008, Chem BioChem 9: 363 — 365).

[0231] En algunas realizaciones, cuando se elige el dador del grupo amino da lugar a un subproducto carbonilo
que tiene una presion de vapor mayor que el agua (por ejemplo, un coproducto de baja ebullicidn como un
compuesto de carbonilo organico volatil), el subproducto carbonilo puede eliminarse por inyeccion de la solucion de
reaccion con un gas no reactivo o aplicando un vacio para disminuir la presion de reaccion 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
reaccion. Diversos gases no reactivos incluyen nitrdgeno y gases nobles (por ejemplo, gases inertes). En algunas
realizaciones, el gas no reactivo es el gas nitrégeno.

[0232] En algunas realizaciones, el dador del aminoacido 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
eliminarse por inyeccion con gas nitrégeno o aplicando un vacio a la solucién de reaccion y eliminando la acetona de
la fase de gas por una trampa de acetona, como un condensador o cualquier otra trampa de frio. Alternativamente,
la acetona puede eliminarse por reduccién a isopropanol utilizando una cetorreductasa.

[0233] En algunas realizaciones de los procesos anteriormente descritos donde se elimina el subproducto
carbonilo, el correspondiente dador del grupo amino puede afiadirse durante la reaccién de transaminacion para
completar el dador del grupo amino y / o mantener el pH de la reaccion. La adicién del dador del grupo amino
también desplaza el equilibrio hacia la formacién del producto, incrementado de este modo la conversién 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 afiadirse a la solucién para completar el dador del
grupo amino perdido durante la eliminacion de la acetona y mantener el pH de la reaccion (por ejemplo, 8,5).
Alternativamente, en realizaciones en las que se utilizan los aminoacidos como dador del grupo de amino, el
subproducto cetoacido carbonilo puede volver a reciclarse en el aminoacido por reaccion con amoniaco y NADH
utilizando una enzima deshidrogenasa adecuada del aminoacido, afiadiendo asi el dador del grupo amino.

[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
1y 20 g/L de una transaminasa descrita anteriormente en condiciones de reaccion del pH entre 7,5 y 9,0 y una
temperatura que oscila entre 30 °C y 50 °C en presencia de una isopropilamina de entre 1 My 2 M, en el que al
menos el 80 %, el 85 %, el 90 %, el 92 %, el 94 %, el 96 % o el 98 % o mas del sustrato de cetoamida se convierte
en producto en 24 horas. En algunas realizaciones, el polipéptido de transaminasa capaz de realizar la reaccion
anterior comprende una secuencia de aminoacidos correspondiente a las SEC ID N: 80, 86, 96, 98, 100, 102, 110 o
166.
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[0235] En algunas realizaciones, los procesos descritos anteriormente pueden ademas comprender la etapa de
aislar el compuesto de la férmula estructural (l), el compuesto de la férmula estructural (1) o el compuesto de la
férmula estructural (1a) del disolvente de reaccion.

[0236] En algunas realizaciones, los procesos descritos anteriormente pueden ademas comprender una etapa de
convertir el compuesto de la férmula estructural (1) o el compuesto de la férmula estructural (1a) en una sal
farmacéuticamente aceptable poniendo en contacto el componente con un acido farmacéuticamente aceptable en un
disolvente de reaccion adecuado. En algunas realizaciones, el acido farmacéuticamente aceptable es un acido
fosférico y una sal farmacéuticamente aceptable es una sal de dihidrogeno — 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 -
trifluorofenil) butan — 2 —amina es una sal de monohidrato de fosfato que tiene la siguiente formula quimica:

F
2 NH, O
N/\Iﬁﬂ\
F HyPO, k/"\{ﬂ
"H,0 CF;

[0237] En algunas realizaciones, en un proceso para la preparacion 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 conversion del compuesto de la formula (1a) al
compuesto de la formula (2a) con un polipéptido de transaminasa de la divulgacién en presencia de un dador del
grupo amino en un disolvente organico adecuado en condiciones de reaccion adecuadas en el que el compuesto de
la féormula (1a) es:

F
F
NH, O
N/\Iﬁﬂ\ﬂ
N
(la) l\/ {
CF4
y el compuesto de la formula (2a) es:
F
F
(o] O
N
(2a) CF,

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

[0239] Los procedimientos para preparar diversas sales se describen en las patentes US N° 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 ademas comprender una etapa de cristalizacion de una sal
farmacéuticamente aceptable del disolvente de reaccion.

[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 férmula (I), el
compuesto de la formula (1) o el compuesto de la formula (1a) y una transaminasa mejorada de la divulgacion.
Cualquiera de las transaminasas modificadas pueden formar parte de la composicién.
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[0242] En algunas realizaciones, la composicion puede comprender el compuesto de la férmula (Il), el compuesto
de la férmula (2) o el compuesto de la férmula (2a) y una transaminasa mejorada descrita en el presente documento.

[0243] En algunas realizaciones, las composiciones pueden ademas comprender un dador del grupo amino, por
ejemplo, de la férmula (3). En algunas realizaciones de las composiciones, el dador del grupo amino puede
comprender isopropilamina, alanina, 3 — acido aminobutirico o metilbencilamina. En algunas realizaciones de las
composiciones, el dador del grupo amino es una isopropilamina.

EJEMPLOS

[0244] En los siguientes ejemplos representativos, se ilustran diferentes caracteristicas y realizaciones de la
divulgacion con caracter ilustrativo y no limitantes.

Ejemplo 1:Adquisicion de genes transaminasa de tipo salvaje y construccion de vectores de expresion.

[0245] La transaminasa (TA) que codifica a los genes disefiados para la expresion en E. coli basado en la
secuencia de aminoacidos citada de la transaminasa y un algoritmo de optimizacion de codén se describe en el
Ejemplo 1 de la Solicitud de la publicacién de la patente de US 20080248539. Los genes se sintetizaron utilizando
oligonucleotidos compuestos normalmente por 42 nucleétidos y el gen clonado en el vector de expresion
pCK110700 (representado como Fig. 1 en la Solicitud de publicacion de la patente de US 20050153417) o
pCK110900 (representado como Fig. 3 en la Solicitud de publicacién de la patente de US 20060195947) bajo control
de un activador lac. Este vector de expresién contiene también el origen de replicacion de P15a y un gen de
resistencia al cloranfenicol. Los plasmidos resultantes se transformaron en E. coli W3110 utilizando procedimientos
estandar. Los genes optimizados del codon y los polipéptidos codificados se enumeran en la Tabla 2 y sus
secuencias se presentan como SEC ID N°: 1y 2.

[0246] Del mismo modo, los genes que codifican las transaminasas modificada de la presente divulgacion
enumeradas en la Tabla 2 (SEC ID N°: 3 — 168) se clonaron en el vector pCK110700 o en el pCK110900 para la
expresion en E. coliW3110.

Ejemplo 2: Produccion de polvos de transaminasa — procedimiento del matraz oscilante.

[0247] Una unica colonia microbiana de E. coli contiene un plasmido que codifica una transaminasa de interés
inoculada en 50 mL de caldo de Luria Bertani que contiene 30 pg/ mL de cloranfenicol y un 1 % de glucosa. Las
células se cultivaron durante la noche (al menos 16 horas) en un incubador a 30 °C con agitacion a 250 rpm. El
cultivo se diluyé 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
monohidrégeno fosfato disédico, 3,0 g/L dihidrégeno de fosfato de potasio, 2,0 g/L de extracto de levadura de
Tastona — 154, 1 L/L de agua desionizada) que contiene 30 ug/ mL de cloranfenicol y 100 yM de piridoxina en un
matraz de 1 L con una densidad dptica de 0,2 a 600 nm (DOsno) Y se dejé crecer a 30 °C. La expresion del gen
transaminasa se indujo por adicion del isopropil — § — D — 1 tiogalactésido (IPTG) a una concentracion final de 1mM
cuando la DOggo del cultivo sea entre 0,6 y 0,8 y la incubacién continué durante la noche (al menos 16 horas). Las
células se extrajeron por centrifugacion (5.000 rpm, 15 min, 4 °C) y se descarto el sobrenadante. El pellet celular se
resuspendié con un mismo volumen de frio (4 °C) en un tampén de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH de 7,5
que contiene 100 o 500 yM 5 - fosfato de piridoxal (PLP) y se extrajo por centrifugacion como se ha dicho
anteriormente. Las células lavadas se resuspendieron en dos volimenes de tampon de trietanolamina fria (cloruro)
que contiene PLP y se pasaron a través de una prensa francesa dos veces a 12.000 psi mientras que se mantuvo a
4 °C. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion (9.000 rpm, 45 min, 4 °C). El sobrenadante del lisado
claro se recogio y se conservo a 20 °C. La liofilizacion del lisado claro congelado proporcioné un polvo seco de una
enzima transaminasa cruda. Alternativamente, el pellet celular (antes o después del lavado) puede conservarse
entre 4 °C y 80 °C.

Ejemplo 3: Produccion de transaminasa — procedimiento de fermentacion

[0248] Una unica colonia microbiana de E. coli contiene un plasmido con un gen transaminasa de interés
inoculado en 2 mL de caldo MOYE (1,0 g/L cloruro de amonio, 0,5 g/L de cloruro de sodio, 6,0 g/L de monohidrégeno
fosfato disodico, 3,0 g/L dihidrogeno de fosfato de potasio, 2,0 g/L de extracto de levadura de Tastona — 154, 1 L/L
de agua desionizada) que contiene 30 pug/ mL de cloranfenicol y un 1 % de glucosa. Las células se cultivaron
durante la noche (al menos 12 horas) en un incubador a 37 °C con agitacion a 250 rpm. Tras el cultivo durante la
noche, 0,5 mL de dicho cultivo se diluyé en 250 mL de caldo MOYE que contiene 30 pug/ mL de cloranfenicol y un 1
% de glucosa en un matraz de 1 L y se dejo crecer a 37 °C con una agitacién de 250 rpm. Cuando la DOgqo) del
cultivo oscile entre 0,5y 1,0, se eliminan las células del incubador y a continuacion bien se utilizan inmediatamente,
bien se conservan a 4 °C.

[0249] Las fermentaciones de escala experimental se llevaron a cabo a 30 °C 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
/ L de tihidrato de hidrégeno de fosfato de dipotasio, 6,25 g / L dihidrogeno 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 solucion 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 esterilizé a 121 °C y 15 PSI durante 30
minutos, después de la esterilizacion se afadié 100 uM de piridoxina. El fermentador se inoculé en un cultivo
exponencial tardio de E. coliW3110 que contiene un plasmido que codifica el gen transaminasa de interés (cultivado
en un matraz oscilante descrito anteriormente para iniciar la ODgg entre 0,5 y 1,0. El fermentador se agité entre 250
— 1250 rpm y se suministroé aire al recipiente de fermentacion entre 0,6 — 25 L / min para mantener un nivel de
saturacion de oxigeno disuelto del 50 % o mayor. El pH del cultivo se mantuvo a 7,0 afiadiendo el 20 % v / v de
hidréxido de amonio. El crecimiento del cultivo se mantuvo afiadiendo una solucién de alimentacién que contiene
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 alcanzé una ODeyo de 70 + — 10, la expresion de la transaminasa se indujo por adicién de isopropil
— B — D — 1 tiogalactdsido (IPTG) a una concentracion final de 1 mM y la fermentacién continué durante otras 18
horas. El cultivo se enfrié hasta los 4 °C y se mantuvo a esa temperatura hasta la extraccién. Las células se
recogieron por centrifugacion a 5.000 G durante 40 minutos en una centrifugadora Sorval RC12BP a 4 °C. Las
células extraidas se utilizaron directamente en el siguiente proceso de recuperacién de aguas abajo o pueden
conservarse a 4 °C o incluso congelarse a — 80 °C hasta dicha utilizacion.

[0250] El pellet celular se resuspendié en 2 volimenes de tampén de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH
de 7,5 que contiene 100 o 500 uM de 5 — fosfato de piridoxal (PLP) a 4 °C en cada volumen de pasta celular
humeda. La transaminasa intracelular se liberé de las células pasando por la suspensién a través de un
homogeneizador dotado con un conjunto de valvulas de homogeneizacion de dos etapas utilizando una presion de
12.000 psig. EI homogenado celular se enfrio a — 20 °C inmediatamente después de la alteracion. Una solucion del
11 % p / v de polietileneimina con pH 7,2 se afadi6 al lisado a una concentracién final del 0,5 % p / v. Una solucion
de Na;SO4 1 M se anadio al lisado a una concentracion final de 100 mM. A continuacion , el lisado se agité durante
30 minutos. La suspension resultante se aclaré por centrifugacién a 5.000 G en una centrifugadora de Sorval
RC12BP a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante claro se decanté y se concentré 10 veces utilizando una
membrana de ultrafiltracion de celulosa con un peso molecular cortado de 30 kD. El concentrado final se distribuyo
en recipientes poco profundos, se congel6 a — 20 °C y se liofilizo a polvo. El polvo de transaminasa se conservoé a —
80 °C.

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 conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina:

La conversién enzimatica del sustrato de cetoamida (preparada como se describe en la patente de US N° 7.326.708)
en Sitagliptina se determiné utilizando una HPLC Agilent 1200 equipada con una columna de Agilent Eclipse XDB —
C8 (4,6 x 150 mm, 5 ym), 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 °C. Tiempo de retencion: para el sustrato de cetoamida, 1,7 min, para
la Sitagliptina 1,4 min. El sustrato de cetoamida y el producto en el eluyente se determinaron como area pico a 210
nm o 286 nm con una longitud de trayectoria de 1 cm. Utilizando estas condiciones, el limite de deteccion de la
Sitagliptina fue de 5 yg/mL. Normalmente, se utilizé 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 N° 4.

[0252] Método por HPLC quiral para determinar la estereopureza de la Sitagliptina: La pureza estereocisomérica de
la Sitagliptina se determind utilizando una HPLC Agilent 1200 equipada con una columna de Daicel Chiralpak AD —
H (4,6 x 150 mm, 5 ym) 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 °C. Tiempo de retencion: para el sustrato de
cetoamida 6,3 min; para el enantidmero — (S) 8,4 min y para la Sitagliptina 10,8 min. El sustrato de cetoamida y el
producto se determinaron como area pico a 210 nm o 286 nm con una longitud de trayectoria de 1 cm.

[0253] Cromatografia liguida — espectrometria de masas (LC/MS) método para detectar la conversion de bajo nivel
del sustrato de cetoamida en Sitagliptina: La conversién enzimatica de bajo nivel del sustrato de cetoamida en
Sitagliptina se determiné utilizando un método de LC/MS/MS. Cinco microlitros de muestra se cargaron en una
columna HPLC Eclipse XDB — C8 (4,6 x 150 mm) y se eluyeron isocraticamente con una fase movil de 40: 60 con
0,2 % de formiato de amonio y metanol en 1,0 mL / min. El tiempo de retencion de la Sitagliptina fue de 1,5 min a 35
°C. La espectrometria de masas se utilizé para detectar en un triple cuadrupolo Quattro de Waters. Se establecié Q1
para pasar el ion M + H a 408,1 y Q3 se establecié para pasar el i6n hija a 235,1. La celda de colision (Q2) tuvo una
energia de colision de 17,0 y el flujo de gas argén fue de 0,3 mL / min. La ionizacién fue por APCI con una descarga
de corona de 5 pA, la temperatura de la fuente fue de 130 °C y la temperatura de la sonda de 600 °C. El flujo de gas
de la desolvatacion fue de 100 L / min y el gas de cono se establecié en 50 L / min. Utilizando estas condiciones, el
limite de deteccion de la Sitagliptina fue de 71 pg / mL.

Ejemplo 5: Cribado de alto rendimiento para identificar variantes de la transaminasa Arthrobacter sp. KNK168 capaz
de convertir estereoselectivamente un sustrato de cetoamida en Sitagliptina.

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

[0254] EIl gen que codifica la transaminasa, construido como se describe en el Ejemplo 1, se mutagenizé utilizando
métodos descritos anteriormente y la poblacion de moléculas de ADN alteradas se utilizaron para transformar una
cepa huésped de E. coli adecuada. Se seleccionaron trasnformantes resistentes a los antibiticos y se procesaron
para identificar aquellos que expresan una transaminasa con una capacidad mejorada para transaminar el sustrato
de cetoamida estereoselectivamente en Sitagliptina en presencia de un dador del grupo amino adecuado (es decir;
isopropilamina). La seleccion celular, el cultivo, la expresion inducida de las enzimas variantes transaminasa y la
coleccion de los pellets celulares se describen a continuacion.

[0255] Las colonias de E. coli recombiante que llevan un gen que codifica la transaminasa se recogieron utilizando
un robot seleccionador de colonias Q — Bot® (Genetix USA, Inc., Boston, Ma) en placas de microtitulos de 96
pocillos poco profundos que contienen en cada pocillo 180 pL de caldo de LB, un 1 % de glucosa y 30 ug / mL de
cloranfenicol (CAM). Las células se cultivaron toda la noche a 30 °C con agitacion a 200 rpm. Una alicuota de 10 pL
de este cultivo se transfirié luego a placas de 96 pocillos profundos que contienen 390 pL de caldo de MOYE, 100 M
de piridoxina y 30 pug / mL de CAM. Tras la incubacion de las placas de pocillo profundas a 30 °C con agitacion a 250
rpom durante 2 — 3 horas, la expresion del gen recombinante en las células cultivadas se indujeron por adicion de
IPTG a una concentracion final de 1 nM. Las placas se incubaron a 30 °C con agitacién a 250 rpm durante 18 horas.

[0256] Las células se paletizaron por centrifugacion (4.000 rpm, 10 min, 4 °C), se resuspendieron en un tampoén de
lisis de 200 pL y se lisaron por agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. El tampodn de lisis contenia un
tampon de 100 mM de trietanolamina (cloruro), un pH 7,5 0 8,5, 1 mg/mL de lisozima, 500 ug / mL de sulfato de
polimixina B (PMBS) y entre 100 y 400 uM 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 agité fuertemente durante 2 horas a
temperatura ambiente. Los restos celulares se paletizaron por centrifugacién (4.000 rpm, 10 min, 4 °C) y el
sobrenadante claro se analizé directamente o se conservo a 4 °C hasta su utilizacion.

[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 alicuota de 10 pL de una solucion de sustrato de cetoamida (40 mg / mL)
en metanol o DMSO se afiadieron a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar®, seguido tras la
adicion de 90 uL de hidrocloruro de isopropilamina 1,1 M utilizando un instrumento robdético de Biomek NXp
(Beckrnan Coulter, Fullerton, CA). A este le siguio la adicién de 100 pL del sobrenadante de lisado recuperado,
también se realiz6 utilizando el Biomek NXp para proporcionar una reaccion 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
0 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 °C durante 2,5 segundos y se agité durante la noche (al
menos 16 horas) a 30 °C. Las reacciones se enfriaron mediante la adicion de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot
manipulador de liquidos 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 alicuota de
200 uL de la mezcla de reaccién aclarada se transfirié a una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo
(Costar # 3365), se sello y se analizé como se describe en el Ejemplo 4.

[0258] Para el cribado en el 25 % de DMSO con un pH de 8,5 con transaminasas la modificadas en ultima fase (es
decir, " envolventes" de Ultima etapa), se afiadié una alicuota de 50 pL de una solucion de sustrato de cetoamida
(400 mg / mL) en dimetilsulféxido (DMSQ) a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar® tras la
adicion de 50 pL de hidrocloruro de isopropilamina 4 Mutilizando un instrumento robético de Biomek NX ( Beckrnan
Coulter, Fullerton, CA). A continuacion se afiadié 100 pL del sobrenadante de lisado recuperado, también se realizo
utilizando el Biomek NX para proporcionar una reaccion que comprende 100 mg / ml de sustrato de cetoamida,
hidrocloruro de amina isopropilo 1 M, 50 mM de trietanolamina, un pH de 8,5y 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 °C durante 2,5 segundos y luego se agitdé durante la noche (al menos 16 horas) a 30 °C.
Las reacciones se enfriaron mediante la adicién de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot manipulador de liquidos
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 alicuota de 10 yL de la mezcla de
reaccion aclarada se transfirié a una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo (Costar # 3365) que
contiene 190 pL de acetonitrilo, se selld y se analizé como se describe en el Ejemplo 4.

[0259] Para el cribado en el 50 % de DMSO con un pH de 8,5 con transaminasas modificadas en ultima fase (es
decir, " envolventes" de Ultima etapa), se afiadié una alicuota de 100 pL de una solucién de sustrato de cetoamida
(100 mg / mL) en dimetilsulféxido (DMSQ) a cada pocillo de una placa de pocillos profundos de Costar® tras la
adicion de 50 pL de hidrocloruro de isopropilamina 4 M utilizando un instrumento robético de Biomek NX ( Beckrnan
Coulter, Fullerton, CA). A continuacion se afiadio 50 pL del sobrenadante de lisado recuperado, también se realizd
utilizando el Biomek NX para proporcionar una reaccion 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 °C durante 2,5 segundos y luego se agité durante la noche (al menos 16 horas) a 30 °C.
Las reacciones se enfriaron mediante la adicién de 1 ml de acetonitrilo utilizando un robot manipulador de liquidos
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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 alicuota de 10 pL de la mezcla de reaccion aclarada se transfirio a
una nueva placa de polipropileno de pocillo poco profundo (Costar # 3365) que contiene 190 uL de acetonitrilo, se
sellé y se analizé como se describe en el Ejemplo 4.

[0260] La transaminasa de la SEC ID N° 2 expresada en los Ejemplos 1 y 2 no exhibié actividad detectable sobre
el sustrato de cetoamida utilizando los métodos de deteccion 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 mas aislados mejorados de una ronda se utilizaron como material de partida para las siguientes
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:Transaminacion estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas
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 continuacion en una escala experimental en DMSO. Una solucion de 500
pL de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampoén de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con
250 uM de 5 — fosfato de piridoxal se afiadié a un vial de reaccion de 5 mL equipado con una barra de agitacion
magnética. Posteriormente se afiadid a la soluciéon de transaminasa 450 uL de hidrocloruro de isopropilamina 1,1 M,
seguido de 50 pL de solucion de sustrato de cetoamida (40 mg / mL) en DMSO. La reaccion se mezclé a 22 °C y se
controlé mediante un analisis por HPLC de las muestras tomadas periédicamente de la mezcla de reaccion (véase el
Ejemplo 4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes
transaminasas designadas como “+”, el niumero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 4.

[0262] Para algunas de las transaminasas modificadas, la conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina
puede también lograrse utilizando dadors del grupo amino como la D — alanina, 3 — acido aminobutirico o a —
metilbencilamina en una concentracion adecuada.

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

[0263] Las transaminasas mejoradas designadas como “++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes Arthrobacter
sp. KNK168 se analizaron a continuacién en una escala experimental. Una soluciéon de 500 yL de variante
transaminasa (20 mg / mL) en un tampdn de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con 250 uM de 5 —
fosfato de piridoxal se afiadi6 a un vial de reaccion de 5 mL equipado con una barra de agitacion magnética.
Posteriormente se afiadio a la solucion de transaminasa 450 pL de idrocloruro de isopropilamina 1,1 M, seguido de
50 pL de solucion de sustrato de cetoamida (40 mg / mL) en metanol. La reaccién se mezclé a 22 °C y se controld
mediante un analisis por HPLC de las muestas tomadas periédicamente de la mezcla de reaccién (véase el Ejemplo
4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes transaminasas
designadas como “++”, el nimero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 4.

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

[0264] Las transaminasas mejoradas designadas como “+++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes Arthrobacter
sp. KNK168 se analizaron a continuacion en una escala experimental en metanol. Una soluciéon de 500 pL de
variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampoén de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 7,5 con 250
MM de 5 — fosfato de piridoxal se afiadié a un vial de reaccion de 5 mL equipado con una barra de agitacion
magnética. Posteriormente se afiadid a la solucion de transaminasa 450 uL de hidrocloruro de isopropilamina 2,2 M,
seguido de 50 pL de solucion de sustrato de cetoamida (100 o 200 mg / mL) en metanol. La reaccion se mezclé a 30
°C y se control6 mediante un analisis por HPLC de las muestras tomadas periédicamente de la mezcla de reaccion
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes
transaminasas designadas como “+++”, el nimero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 22.

Ejemplo 9: Transaminacién estereoselectiva en metanol del sustrato de cetoamida por transaminasas modificadas
designadas como “++++” en la Tabla 2 derivadas de Arthrobacter sp. KNK168.
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[0265] Las transaminasas mejoradas designadas como “++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuaciéon en una escala experimental en metanol. Una solucién de 500
ML de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampon de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con
250 uM de 5 — fosfato de piridoxal se afiadié a un vial de reaccion de 5 mL equipado con una barra de agitacion
magnética. Posteriormente se afiadid a la soluciéon de transaminasa 400 uL de hidrocloruro de isopropilamina 2,5 M,
seguido de 100 pL de solucién de sustrato de cetoamida (200 mg / mL) en metanol. La reaccion se mezclé a 45 °Cy
se control6 mediante un analisis por HPLC de las muestas tomadas periddicamente de la mezcla de reaccion (véase
el Ejemplo 4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes
transaminasas designadas como “++++”, el numero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 48.

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

[0266] Las transaminasas mejoradas designadas como “+++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuacion en una escala experimental en DMSO. Una solucion de 250
ML de variante transaminasa (20 mg / mL) en un tampon de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con
250 uM de 5 — fosfato de piridoxal se afiadié a un vial de reaccion de 5 mL equipado con una barra de agitacion
magnética. Posteriormente se afiadié a la solucion de transaminasa 500 pL de hidrocloruro de isopropilamina 2 M,
seguido de 250 pL de solucion de sustrato de cetoamida (200 mg / mL) en DMSO. La reaccién se mezclé a45°Cy
se control6 mediante un analisis por HPLC de las muestras tomadas periédicamente de la mezcla de reaccion
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes
transaminasas designadas como “+++++”, el numero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 58.

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

[0267] Las transaminasas mejoradas designadas como “++++++” en la Tabla 2 derivadas de las variantes
Arthrobacter sp. KNK168 se analizaron a continuacion en una escala experimental en DMSO. Una solucién de 250
ML de variante transaminasa (8 mg / mL) en un tampon de 100 mM de cloruro de trietanolamina con pH de 8,5 con
4000 uM de 5 — fosfato de piridoxal se afiadié a un vial de reaccién de 5 mL equipado con una barra de agitacion
magnética. Posteriormente se afiadié a la solucion de transaminasa 250 pL de hidrocloruro de isopropilamina 4 M,
seguido de 500 pL de solucion de sustrato de cetoamida (100 mg / mL) en DMSO. La reaccion se mezclé a 45°C y
se control6 mediante un analisis por HPLC de las muestras tomadas periédicamente de la mezcla de reaccion
(véase el Ejemplo 4 para condiciones analiticas). La Tabla 2 presenta la SEC ID N° correspondiente a las variantes
transaminasas designadas como “++++++”, el nUmero de diferencias en los residuos de aminoacidos 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 aminoacidos de la SEC ID N° 104.

Ejemplo 12: Proceso | para la conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0268] El siguiente ejemplo ilustra un proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversion del sustrato 4

— 0x0 — 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 inyeccion mediante nitrégeno

para eliminar el coproducto de acetona e incrementa la conversion del sustrato en el producto. La adicién de
isopropilamina en agua ayuda a mantener constante el volumen y mantiene el pH de la reaccion.

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

Sustrato de cetoamida: 20 g (98 %) (48,2 nmoal)
Isopropilamina — HCL: 18,44 g (193 nmol)
Fosfato de piridoxal (PLP) 200 mg (98 %) (0,79 nmol)

Transaminasa (SEC ID N° 86): | 2,29
Trietanolamina 0,1 M pH 8,5: 140 mL
DMSO: 20mL +40 mL
4 M iPr amina (base libre): 38,5 mL

[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 inyecciéon mediante nitrégeno y una aguja de vacio, se
afiadio 18,25 g de hidrocloruro de isopropilamina (4 equiv.) seguido de 200 mg de 5 — fosfato de piridoxal (vitamina
B6). Esto se disolvié en 140 mL de pH 8,5, con agua tamponada de trietanolamina 0,1 M. Se afiadié DMSO (20 ml)
seguido por 2 g de polvo de enzima transaminasa (SEC ID N° 86). Se aument6 la temperatura de la solucién hasta
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alcanzar 45 °C y el pH se ajustd de nuevo a 8,5 con isopropilamina 4 M acuosa. Una vez estabilizada (~ 5 min) se
afadi6 una solucion de 20 g de sustrato disuelto en 40 mL de DMSO durante 3 horas. Durante la adicion, y a lo largo
de la reaccion, el pH se redujo de manera constante. El pH se controlé por la adicién continua de isopropilamina 4 M
acuosa cuando el pH disminuye mas de 0,1 unidades. Ademas, el nitrdgeno se inyectd en la reaccion entre 2 horas
y 12 horas. Tras 21 horas, la conversion era del 93 %. Un total de 38,5 mL de isopropilamina 4 M (3,056 equiv) se
anadié a la reaccién 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
retencion de 4,1 min en condiciones de separacion descritas a continuacion) se destruyo por la acidificacion de la
mezcla en un pH 2,0 con 10,5 mL de HCI 6 N seguido de agitacion durante 1 hora a 45 °C. Posteriormente, se
afnadieron 6 g de Celite, se agitd otra hora y a continuacion se filtr6 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 HCI 6 N). Los analisis muestran un rendimiento del 91 % de Sitagliptina y un 7 % de sustrato de
cetoamida.

[0272] El producto ademas se proceso6 afadiendo 200 mL de acetato de isopropilo (IPAC) seguido de 32 mL de
NaOH 5 N y se agit6 hasta que el pH fuera ~ 11. Se separaron las capas (35 min sedimentando con emulsioén en
capa organica) y se extrajo la capa acuosa con otros 200 mL de acetato de isopropilo. Se llevo a cabo una
extraccion final con 100 mL adicionales de acetato de isopropilo. Se combinaron las tres capas de acetato de
isopropilo, se dejaron sedimentar durante 30 min y se drend el agua residual. A continuacion se lavo el producto en
la capa organica con 150 mL de salmuera (sedimenta en < 1h), se separ6 y se sec6 con Na;SO, y luego se filtro. El
disolvente se cambié a isopropanol (66,29 g de soluciéon de isopropanol (IPA). El analisis del producto final muestra
lo siguiente:

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:

Columna: Zorbax Eclipse Plus C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 um

Gradiente: min H20 (0,1 % de H3PO4) / CH3CN
0 90/10
5 5/95
6 5/95
6,01 90/10
8 stop
Flujo: 1,5mL/ min

Temperatura de columna: 25 °C
Volumen de lamuestra: 5 L
Detector: UV @ 210 nm

[0274] Las muestras para los analisis por HPLC se prepararon en 0,2 mg / mL en 1/1 H2O (0,1 % de H3POs) /
CH3CN. El tiempo de retencion en condiciones cromatograficas anteriores fueron las siguientes:

Sitagliptina: 2,2 min
Sustrato de cetoamida: 3,2 min
Sustrato de cetoamida (enol): 3,9 min

Sustrato — producto de enamina: 4,1 min

[0275] La depuracién con gas nitrégeno elimina la acetona, el producto de la reaccion de transaminacion desplaza
de este modo el equilibrio de la reaccion catalizada de la transaminasa hacia la formacién del producto y por lo tanto,
hay un mayor porcentaje de conversion del sustrato en el producto. Ademas, la adicién continua de isopropilamina
no soélo permite mantener el pH de la condicion de reaccién sino que rellena el dador del grupo amino perdido en la
reaccion de transaminacion. Aunque el polipéptido de la transaminasa que tiene la SEC ID N° 86 se utilizoé en este
proceso, se entiende que este proceso puede emplear cualquiera de las transaminasas modificadas posteriores
descritas en el presente documento.

Ejemplo 13: Proceso Il para incrementar la conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina
[0276] El siguiente ejemplo ilustra un segundo proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversion 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 —
a) pirazina — 7 (8H) — il] — 1 — (2,4,5 — trifluorofenil) butan — 2 —amina. En este proceso se utiliza un vacio para
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eliminar el producto de acetona e incrementar la conversion del sustrato en el producto. Al igual que en el ejemplo
anterior, la adicion de isopropilamina en agua ayuda a mantener constante el volumen y mantiene el pH de la
reaccion.

[0277] Materiales

Componente de reaccion Cantidad Equivalencia en moles
Sustrato de cetoamida: 1000 g (96 %) (2,36 mol) | 1,0
Isopropilamina — HCI: 903 g (9,45 mol) 4,0
Fosfato de piridoxal (PLP) 10 g (98 %) (0,04 mol) 0,017
Transaminasa (SEC ID N° 102): 50,0 g
Trietanolamina: 104 g
DMSO: 15L+2L
isopropilamina 4 M acuosa (base libre) | 157 mL

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

[0279] Proceso: A un matraz redondo de tres bocas (RB) de 22 mL se agité mecanicamente y se fijé a una sonda
Reactor a una linea de alimentacién de base conectada al depdsito de isopropilamina 4 M acuosa, a una linea de
alimentacion de cetoamida conectada a un deposito de sustrato de cetoamida, a una sonda de pH y a un sistema de
vacio para una unidad de control y una trampa. El matraz se cargé con 900 g de hidrocloruro de isopropilamina
seguido por adicion de 6,4 L de agua desionizada, 93 mL de trietanolamina (2 m / s de velocidad periférica) y se
afiadié 10 g de 5 — fosfato de piridoxal (pH 8,4). A continuacién se cargd el matraz con 50 g de polipéptido de
transaminasa disuelto que tiene la SEC ID N° 102. Tras 10 min de mezcla a temperatura ambiente, se afadi6 1,5 L
de DMSO durante 30 min y el reactor se calenté a 40 °C. Una vez estabilizada la temperatura, la sonda de pH se
cambid por una sonda de temperatura y el pH se mantuvo con un pH de 8,5 con un controlador de pH y una solucién
de isopropilamina de 4 M. El sustrato de cetoamida (1 Kg) se disolvio en 2 L de DMSO y se colocé en un embudo de
adicién de 5 L. El vacio (~ 500 torr al inicio, después fueron 375 durante la noche tras la adicion) se aplico al
recipiente de reaccion y la solucidon de cetoamida se afiadio al reactor durante 4 horas (667 mL / h). Un total de 1,45
equiv de isopropilamina se afiadi6 tras 25 horas. Se produjo una conversion de sustrato al producto del 94 %.

[0280] Tras dejar la reaccion actuar durante 1 dia, se afiadieron 580 mL de HCI 5 N a la solucion de reaccion
hasta un pH de 2 y la solucién se agit6é durante 2 horas a 45 °C. La solucién se filir6 en un embudo de Buchner de
amplio diametro utilizando dos capas de tejido de algodén dando como resultado 12,3 kg de filtrado. El residuo
filtrado se agité en un 55 de DMSO en HCI 0,01 N y a continuacion se aclaré con 3 x 2 L adicionales de 5 % de
DMSO en HCI 86,6 kg 0,01 N en total). El residuo se situ6 en una solucién acida acuosa, se lavo (~ 18 L en total) en
un extractor y después se colocé en 9 L de acetato de isopropilo. El pH se ajusté a 10 con NaOH 5 N (1,4 L), la
solucién se agité a 165 rpm en un recipiente de ChemGlass de 50 L, se dejoé sedimentar las capas durante 10
minutos y se separo el acetato de isopropilo. La solucion se volvié a extraer con 9 L de acetato de isopropilo y dichas
capas de acetato de isopropilo extraidas 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 solucion de IPAc se analizé y contenia 861 g de
Sitagliptina. El disolvente se cambié de IPAC (861 g en 19 L de IPAC, rendimiento de analisis del 90 %) a IPA en un
evaporador rotatorio de vacio durante 1 hora a 30 °C concentrando el 50 % del volumen En este momento la base
libre de Sitagliptina se precipité fuera de la solucion. Se afiadié 2 L de un 1% de agua en IPA para disolver el
precipitado. Se afiadié 8 L de un 1 % de agua en IPA durante 1 hora con una temperatura de bafio entre 35 — 40 °C.
Una vez que se forman los precipitados adicionales, se afiade 400 mL adicionales de agua para disolver el
precipitado. La solucién se deja sedimentar en un evaporador rotatorio de vacio durante la noche y después se
traslada a otro matraz redondo con 2 L adicionales de un 1 % de agua en IPA. La concentracion dio 2,5746 kg de
una solucion de IPA / agua de Sitagliptina.

Ejemplo 14: Preparacion de fosfato de Sitagliptina monohidratado

[0281] Se ilustra a continuacion la preparacion del fosfato de Sitagliptina monohidratado:

£ F
F NH; O v NH; ©
“/\r”" 45%HPO, u’\|====N
E k./” N IPA/H,0O P K/” N
: <., . e s ¥

(Fosfato de Sitagliptina monohidratado)
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[0282] Los materiales para la preparacion de la sal de fosfato monohidratado de Sitagliptina son los siguientes:
Componente de reaccion 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+0,177+05+05+1,65L
Semilla 1,4L 0,005
88/12 isopropanol / agua
[0283] Proceso. A una solucién que contiene 757 g de crudo 3 en 1630 mL de isopropanol y 347 mL de agua se

afnadi6 1,36 L de isopropanol seguido de 491 mL de agua desionizada. La solucion se transfirié a un recipiente de
agitacion de 20 L y a continuacion se carg6 con 411 g con un 45 % p / p de H3POy (Fisher 85 %) y 172 mL de IPA.
La solucidn se calento6 entre 72 y 80 °C para disolver la sal inicial de fosfato y se cargé con 100 mL adicionales de
agua y 500 mL de isopropanol para disolver completamente la sal de fosfato. La solucion se enfrié entre 62y 66 °C y
se sembro con 5 g de fosfato de Sitagliptina puro. La reaccion se dejé sedimentar 3 horas a 60 — 65 °C, a
continuacion se enfrié a 20 — 25 °C durante 5 horas y posteriormente durante la noche. La reaccion se cargé con
2,65 L de isopropanol durante 2 horas (la solucién es ~ 6:1 isopropanol / agua), se dejé reposar 1 hora a
temperatura ambiente y 2 horas a 2 °C. El material se filtré humedeciéndolo con 88/12 de isopropanol / agua. La
torta resultante se lavé con un total de 1,4 L de 88/ 12 isopropanol / agua y se sec6 en atmésfera durante 3 horas,
después se transfirié a una bandeja para secarla a ~ 40 °C en un horno de vacio con barrido con nitrégeno (200 torr)
durante 3 dias produciendo 966 g de fosfato hidratado de Sitagliptina. El material satisfizo (o excedid) 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).

Ejemplo 15: Proceso Il para incrementar la conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina

[0284] El siguiente ejemplo ilustra un tercer proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversion 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 —
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 concentracion de DMSO vy sustrato.

[0285] Proceso: La reaccion se realiz6é en un recipiente equipado con un agitador mecanico, una sonda de
temperatura, una sonda de pH y un sistema de adiciéon de base. El sistema de adicién de base se utilizé para
controlar el pH entre 8,6 y 8,4 utilizando una base libre de isopropilamina 4 M en agua. Al recipiente se le afiadio
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
solucion de isopropilamina 4 M. El pH se ajusté a 8,5 utilizando Hcl 12 N (424 mL). El reactor se cargd 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 N° 110 y
la mezcla se disolvié cuidadosamente con una agitacion suave. El recipiente se colocé en el bloque del reactor con
la sonda de temperatura, el sistema de adicion de base, la sonda de pH y se ajusté a 400 rpm (nota: el lazo de
control de pH se encuentra apagado en este momento). A continuacion, se afiade 2,22 L de DMSO a la solucion en
agitacion y el reactor se calienta a 45 °C. 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
agitacion a 600 rpm, aunque la velocidad periférica se mantiene por debajo de los 2 m / s para evitar la agitacion
excéntrica (vortex). A continuacion, se disolvio 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 solucion de DMSO / cetoamida se afiadié al reactor durante 2 — 3 horas. El reactor se agité a 45 °C con
el pH mantenido entre 8,6 — 8,4 durante otras 13 horas siendo llevada a cabo la eliminacién de acetona con 300 torr
de vacio y 2 fps de barrido con nitrégeno. Tras ~ 15 horas de tiempo de reaccion totales (1,3 — 2,0 equiv de
absorcion de isopropilamina), la reaccion tuvo una conversion del 90 — 95 % segun los analisis por HPLC de fase
inversa.

[0286] Como se describe a continuacion, puede utilizarse una filtracion o un procedimiento de tratamiento final de
extraccion directa para preparar el producto para el proceso aguas abajo.

[0287] Tratamiento final de filtracion: El lazo de control de pH se apagé y se afadieron 13 g de Solka — floc al
recipiente seguido de HCI 12 M hasta un pH de 2 — 3. La reaccién se dejé madurar aproximadamente durante 1 — 2
horas a 45 °C y a 1000 rpm. La suspension se filtr6 (por ejemplo, en un plastico 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
filtro se enjuagd con 1 L de 0,01 N HCI. A este filtrado de acido acuoso se le afiadié 3 L de IPAC y el pH de la fase
acuosa se ajustoé a un pH de 11 con NaOH 19 N. Las capas se agitaron, mas tarde se dejaron sedimentar y se
separaron (con leve calor o un vacio que acelera la separacion de la fase). Esto se repitié dos veces mas con 3 L de
IPAC y los organicos combinados se lavaron con 3 L de salmuera (pH 11). La solucion resultante de IPAC de base
libre de Sitagliptina se analiz6 para determinar (rendimiento del analisis entre el 88 — 92 %; 882 —922 g) y el
disolvente se cambid a IPA por mediante aguas abajo para producir el fosfato monohidratado de Sitagliptina.
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[0288] Tratamiento final de extraccion directa: El lazo de control de pH se apaga y se afiadiéo HCI 12 M hasta
conseguir un pH de 2 — 3. La reaccion se dejo madurar durante 1 — 2 horas a 45 °C y a 1000 rpm. La mezcla se
enfrié a temperatura ambiente y se afiadid a continuacion 3 L de IPA, seguido de 3 L de IPAC. El pH de la capa
acuosa se ajustoé a 11 con NaOH 19 N. La mezcla se agit6 entre 20 — 45 °C (el calor puede utilizarse para romper la
emulsion), se dejo sedimentar y se separod. La capa IPAc/IPA se apartd 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 solucién
resultante de IPAc / IPA de la base libre de Sitagliptina se analizé para determinar (rendimiento del analisis entre el
87 — 90 %; 872 -902 g) y el disolvente se cambio a IPA mediante aguas abajo paroducir el fosfato monohidratado de
Sitagliptina.

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

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

[0290] Se prepar6 una solucién tampon combinada 0,59 L solucion de isopropilamina 4 M, 0,67 L de agua y 39 mL
de trietanolamina entre 0 — 35 °C. El pH del tampén se ajusto entre 8,4 — 9,2 a 20 — 25 °C utilizando acido clorhidrico
12 N. Esta mezcla se cargd con 1,22 g de PLP y 16,25 g de polipéptido de transaminasa de la SEC ID N° 110 a 15 —
25 °C. EI PLP y la enzima se disolvieron agitandolos. A continuacion, se cargé la mezcla con 0,72 L de DMSO a 15 —
46 °C minimo durante 30 minutos. La mezcla enzimatica se calent6 a 44 — 46 °C y se ajusto a un pH entre 8,4 — 8,7
con solucién isopropilamina 4 M. Hasta que no se enfrié la mezcla enzimatica de la siguiente reaccion, se control6 el
pH y se cargd en cuanto fuese necesario solucion de isopropilamina 4 M para mantener el pH dentro del intervalo
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 disolvio en 0,48 L de DMSO vy la solucion
de DMSO / cetamida se afiadi6é a la mezcla enzimatica aproximadamente entre 2 — 8 horas. Esta mezcla enzimatica
se dejo reaccionar a 44 — 46 °C y un pH de 8,4 — 8,7 durante otras 7 — 22 horas. Durante la adicion de la solucién de
DMSO / cetamida y su posterior reaccion, la presion del reactor se varié en cuanto fuese necesario para evaporar la
acetona y, de ese modo, impulsar a la reaccion a formar el producto de base libre de Sitagliptina. Ademas, durante
el curso de la reaccion, se cargd una solucion de isopropilamina 4 M (minimo 0,25 L o 1,0 mol equiv) en cuanto
fuese necesario para mantener el pH entre 8,4 — 8,7.

[0292] La mezcla de reaccion se enfrio llenando 65 g de Solka floc a 44 — 46 °C. Tras llenarla con Solka floc, se
cargo con acido clorhidrico 12 N en la mezcla hasta alcanzar un pH de 2 — 3. La mezcla se agit6 a 44 — 46 °C con un
pH de 2 — 3 durante al menos 3 horas. La mezcla se filtré a 44 — 46 °C y la torta sobrante se lavé con acido
clorhidrico 0,01 N (1,02 L — 4,47 L). El filtrado combinado y lavado con acido clorhidrico 0,01 N se enfrié a 15 — 25 °C
y a continuacion se afiadio 2,44 L de acetato de isopropil (IPAc). El pH se ajusté entre 10,5 — 11,5 con hidroxido de
sodio 19 N. La mezcla se agit6 entre 15 — 40 °C, se sedimentd, y se separd. La capa organica superior se aparté y la
capa acuosa inferior se extrajo con 1,22 L de IPAc a 15 — 25 °C. Los dos extractos organicos se combinaron y
lavaron con agua (0,20 L — 1,23 L) a 15 — 40 °C. La capa organica final proporcioné 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 preparacion del fosfato monohidratado de
Sitagliptina.

[0293] Los 4,07 L de la corriente de crudo de base libre de Sitagliptina se concentraron al vacio con 1,68 L a 20 —
35 °C y el disolvente se cambio a isopropanol utilizando un minimo de 2,52 L de isopropanol. Esta solucion se cargd
con 0,27 L de agua para disolver todos los sdlidos. La adicién de agua mejora la formacion del monohidrato al inicio
de la cristalizacion. El acido fosfdrico acuoso (1,02 mol) se afiadié a esta solucién y se calentdé para que se
disolviese.

[0294] La solucién se enfrio a 62 — 68 °C, se sembro 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 determino el
analisis de Microtrac) y se dejé madurar durante 3 — 6 horas a 62 — 68 °C. La suspensién se enfrié a 20 — 25 °C
durante al menos 2 horas. La suspension se cargé con 0,48 L de isopropanol durante un minimo de 2 horas
mientras se mantiene una temperatura entre 20 — 25 °C. La suspension se enfrié entre 15 °C y 20 °C durante al
menos 2 horas. La suspension se filtré entre — 15 °C y 20 °C y la torta humeda se lavé con isopropanol acuoso
(contenido minimo de agua 8 % en peso). La torta hUmeda se sec6 a una temperatura maxima de 45 °C in vacuo
para producir fosfato monohidratado de Sitagliptina.

Ejemplo 17: Proceso V para incrementar la conversion del sustrato de cetoamida en Sitagliptina
[0295] El siguiente ejemplo ilustra un quinto proceso a gran escala utilizado para incrementar la conversion del

sustrato de cetoamida en un producto de base libre de Sitagliptina y la posterior preparacion 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 continuacion.

[0296] La solucién tampdn se preparé afiadiendo 50,68 L de solucion isopropilamina 4 M, 58, 1 L de agua 'y 3,36 L
de trietanolamina a 20 — 25 °C. El pH del tampdn se ajusto a 8,8 — 9,2 a 20 — 25 °C utilizando acido clorhidrico 12 N.
La mezcla se carg6 con 0,11 kg de PLP y 1,40 kg de enzima transaminasa de la SEC ID N° 110 a 20 — 25 °C. El
PLP y la enzima se disolvieron mediante agitacion (se confirma a los 30 min). A continuacion, se cargoé 61,76 L de
DMSO en la mezcla a 20 — 46 °C. La mezcla se calenté a 44 — 46 °C, una vez alcanzada dicha temperatura, se
cargo solucion de isopropilamina 4 M para ajustar el pH a 8,4 — 8,7.

[0297] EI sustrato de cetoamida (35.000 kg) se disolvio en 41,18 L de DMSO y esta solucion de DMSO /
cetoamida se afiadié a la mezcla aproximadamente durante 2 — 3 horas. La mezcla se dejé actuar a 44 — 46 °C con
un pH de 8,4 — 8,7 durante otras 12 — 22 horas. Durante la adicion de la solucion de DMSO / cetoamida y su
posterior maduracion, la presion del reactor varié para eliminar la acetona (condiciones de presion normales para la
eliminacion de acetona: ~ 325 — 350 mm vacio Hg y ~ 3 — 6 scfm barrido de espacio de cabeza con nitrégeno).
Ademas, durante el curso de la reaccioén, se cargé con solucion de isopropilamina 4 M cuanto fuese necesario para
mantener el pH entre 8,4 — 8,7. Los resultados de la conversion de reaccion fueron entre un 88 — 93 % tras 15 — 17
horas de tiempo de reaccion total que incluye el tiempo de transferencia de DMSO / cetoamida.

[0298] La reaccion se enfri llenando 5,60 kg de lechada de Solka floc en 42 L de agua. Tras llenar el Solka floc,
se cargo acido clorhidrico 12 N en la mezcla hasta alcanzar un pH de 2 — 3. La reaccion se agité a 44 — 46 °C con un
pH de 2 — 3 durante 3 horas. La mezcla se filtr6 a 44 — 46 °C y la torta sobrante se lavo con 154 L con solucién de
acido clorhidrico 0,01 N.

[0299] EI filtrado combinado y la solucién de lavado se enfriaron a 15 — 25 °C y se afiadio 210 L de acetato de
isopropil (IPAc). El pH de la mezcla se ajusté a 10,5 — 11,5 con hidroxido de sodio 19 N. La mezcla se agité a 15 —
25 °C, se sedimento, y se separd (Extraccion # 1). La capa organica superior se aparto y la capa acuosa inferior se
extrajo con 105 L de IPAc a 15 — 25 °C (Extraccion # 2). Los extractos organicos se combinaron y se lavaron con
17,50 L de agua a 32 — 38 °C (Extraccion # 3). La capa organica resultante produjo 29,44 kg de analisis de corriente
de crudo de base libre de Sitagliptina (~ 85,9 % de rendimiento de analisis).

[0300] La corriente de crudo de base libre, 294,40 L en 100 g/ L (29,44 kg, 72,28 mol), se concentro al vacio (30 —
60 mmHg) en 121,59 L a 20 — 35 °C. La mezcla se disolvio cambiando de isopropanol utilizando 182,39 L a
isopropanol. La mezcla se cargé con 19,72 L de agua para disolver todos los soélidos. A continuacion, se afiadio a la
mezcla 15,87 kg de acido fosforico acuoso al 45 % en peso, que se calenté a 72 — 80 °C para que se disolviera. La
solucidén de la mezcla se enfrié a 62 — 66 °C y se sembroé con 0,19 kg de fosfato monohidratado de Sitagliptina
triturada. La mezcla se dejo madurar durante 3 horas a 62 — 66 °C y se enfrié a 20 — 25 °C durante 2 horas. La
mezcla se cargo con 34,40 L de isopropanol durante 2 horas mientras se mantenga la temperatura de la mezcla a 20
— 25 °C. La mezcla se enfrié entre — 15 °C y 0 °C durante 2 horas. La suspension se filtr6 entre —15°Cy 0°Cy la
torta hiumeda se lavé con 70,05 L de isopropanol acuoso (8 % de agua en ps minimo). La torta himeda se sec6 a 40
°C in vacuo para producir el fosfato monohidratado de Sitagliptina (37,34 kg fisico, rendimiento ~ 98 %).

[0301] Si bien se han ilustrado y descrito numerosas realizaciones especificas, se apreciara aquellos cambios que
puedan realizarse sin desviarse del alcance de las reivindicaciones.
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<160> 168
<17T0>
<210> 1

<211> 993
<212> ADN
<21 3>

<220>
<223>

<400> 1
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgcactcectg
gacgaccaca
acccaggacg
gcattcgttt
accaaacatc
gaccgcatce
tcttetateg
gaaacccacg
gaaggttetg
gctgctctge
gaagctatcc

tgcactaceg

ggtgttcegg

Secuencia Artificial

ATAL117

ctgctgacac
ctgactacga
ctttegttec
acgttaccta
tcgaacgtcet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
ctggtggtgt

gtceggttac

Patente en version 3.5

ctctgaaate
actggacccg
gccgtetgaa
caccgtttte
gttetctaac
aategctctg
caccecgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgaagctceg
tgttgttatc
ccgtaaaacce
caccctggct
ttggcecgttc

ccagtctate

gtttacacec
gctaacccge
gctegtatcet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atcecgtegtt

g5

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
tgegtateat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttcgttc
tcgctgaatc
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

tectggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttecegtcetg
cccgecgetg
actgcgtgaa
acgtgacate
cgtacegttt
tactcegegt
tgoagtteag
tect geotgget
tccgggtegt
tect gggtcac
agt tctgggt
gat ctctgac

gaacgttgaa

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

960
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tcttecttete tgcoctgaccce ggtacagtac taa

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>

2
330
PRT

Secuencia Artificial

ATALll7

2

Met Ala Phe Ser Ala Asp

1

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr

20

Pro Leu Ala Gly Gly Ala

35

Ser Glu Ala Arg Ile Ser

50

Val Thr Tyr Thr Val Phe

65

70

Asp Asp His Ile Glu Arg

Ile Pro Pro Leu Thr Gln

100

Val Ala Lys Thr Glu Leu

115

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr
130

Pro Gln Val Tyr Met Tyr

145

150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

165

Arg Thr Pro Arg Ser Ser

180

Thr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

[le

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Gly

val

His

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro
185

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

Lys

Phe

Tyr

Met

170

Gln

56

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

155

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Lys

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

30

Val

His

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
190

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

993
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Gly Asp Leu Ile Arg Ala Val Gln Glu Thr His
195 200
Ala Pro Leu Leu Leu Asp Gly Asp Gly Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Thr Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 3
<211> 990
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 3
atggctttet ctgctgacac ctctgaaatc gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaacccgc
atcgaaggtg ctttegttee geoccgtectgaa getegtatcet
ctgcactctg acgttaccta caccgggttc cacgtttgga
gacgaccaca tcgaacgtct gttctctaac gctgaatcta
acccaggacg aagttaaaga aatcgctctg gaactggttg
gcagtcgttt ctgtttctat cacccgtggt tactcttcta

a7

Asp
205

Ala
220

Glu Gly

Arg Ser Pro

Leu Glu Ile

Ala
270

Thr Leu

Ala Gly

285

Gly

Asp Gly Vval

300

Glu Leu Asn

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttecga
acggtaacgec
tgegtatecat
ctaaaaccga

ccccaggtga

Arg Gly

Phe Glu

Ser Gly

Gly Arg

240

Ala Glu

255

Glu Leu

Val Trp

Pro

Val Glu

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtectg
ccogecogetg
actgcgtgaa

acgtgacatc

60

120

180

240

300

360

420
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accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp

30

Phe
45

Ala Val

Tyr Leu

60

His

Pro

His

accaaacatc gtccgcaggt ttacatgtac gectgttecgt
gaccgcatce gtgacggtgt tcacgetatg gttgctcagt
tcttctateqg accecgcaggt taaaaacttc cagtggggtg
gaaacccacg accgtggttt cgaagctceg ctgectgctgg
gaaggtccgg gtttcaaecgt tgttgttatc aaagacggtg
getgcetetge cgggtatcac ccgtaaaace gttctggaaa
gaagctatcc tggctgacat caccctggct gaactgctgg
tgcactaceg gtggtggtgt ttggccogttce gtttctgttg
ggtgttccgg gtccggttac ccagtctatc atccgtcogtt
tettettete tgetgacecce ggtacagtac
<210> 4
<211> 330
<212> PRT
<213> gecuencia Artificial
<220>
<223> variante de ATA117
<400> 4
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Val Thr Tyr Thr Gly Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Agsp Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asan Ala
85 90
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Val Val

53

Asn

Glu

Ile

Ser

Ala

Ser

Ala

Val

Phe

Leu
110

Ser

cgtaccgttt
tactccgegt
tgcagttecag
tetgetgget
tecegggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leu

80

Arg Ile

Glu

Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
B40
500
960

990
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60

65

Arg

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Ala

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Gly
130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

vVal

Ser

<210>
<211>

<212>
<213>

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

5
990

ADN
Secuencia Artificial

Ser Ser

Tyr Met

Arg Asp
165

Arg Ser
180

Ile Arg

Leu Leu

Val val

Pro Gly

245

His Glu

260

Asp Glu

Ser Val

Gln Ser

Leu Leu
325

Thr

Tyx

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES5 2448816 T3

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

Gly

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

val

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Thr

Ile

Tvr

Tyr
330

59

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Val

Asn

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Fhe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Gly

Glu
320
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<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 5
atggetttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgcactctg
gacgaccaca
aceccaggacg
gcaatcgttt
accaaacate
gaccgecatec
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatce
tgcactaccg

ggtgttecgg

tcttettcte

<210> 6

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 6

ctgctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
ctggtggtgt

gtcecggttac

tgctgacecce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2 448 816 T3

ctctgaaatc
actggaceceg
gccgtctgaa
caccgggtte
gttectctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgaagctcecg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccctgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacaccce
gctaacecge
gctegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gectgttecegt
gttgectecagt
cagtggggtg
ctgctgcetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgectgg
gtttectgttg

atccgtegtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgce
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttegtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaaccce

actgggaact

tctggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttecgtetg
cccgeecgetg
actgcgtgaa
acgtgacatc
cgtacegttt
tactcecgegt
tgcagttcag
tctgectgget
tccgggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

20

25

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

G0

45

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

990
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28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Gly Asp

Ala

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

ES 2448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

FPhe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Gly

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly
280

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

61

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr
250

Asp

Thr

Gly

Gly

75

Ala

Glu

val

Gln

155

Val

Val

His

Leu

val

235

Val

Ile

Thr

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Axrg

Leu

Thr

Ala

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly
285

His

Fhe

Leu

110

Ser

Lys

val

Ser

Phe
190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Fhe

Pro

Ala
255

Glu

Val

Asp

Leu

Ile

Leu

Thr

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp
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Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile

290

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr

305

ES2 448 816 T3

295

310

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

210> 7

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 7
atggetttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgcactcectg
gacgaccaca
acccaagacg
gcattagttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatce
tgcactaccg

ggtgttccgg

tocttettete

<210> 8
<211> 330
<212> PRT

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgetgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgttaccta
tcgaacgtcet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtcegcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggcatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtecggttac

tgctgacecec

ctctgaaatce
actggacceg
gccgtctgaa
caccgtttte
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgaagctccg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
caccctggcet
ttggccgtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaacccge
gctegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactettcta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctag
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atccgtegtt

62

300

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttcgtcg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Ser Asp Gly Val Pro Gly

Trp Glu Leu Asn Val Glu

320

tctggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttecegtetg
ccecgeegetg
gctgecgtgaa
acgtgacatec
cgtaccgttt
tactcegegt
tgcagttcag
tctgctggct
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

60
120
180
2dd
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

990
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<213> secuencia Artificial

<220>

<223> variante de ATA117

<400>

8

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Serx

Val

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyxr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Ser

Tyr

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Ala

Ile

Gly

Ile

Val

Glu

B5

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

ES2448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Gly

Ser

Ser

40

Phe

Val

FPhe

Glu

Glu

120

Gly

Vval

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Proc

185

Glu

Gly

B3

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Leu

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

val

His

Lau

Tyr Thr His

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Pro
30

Val

His

Phe

Leu
110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Thr

Asn

Pro

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Phe

160

Arg

Irp

Glu

Gly



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2448 816 T3

210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Thr Thr
- 275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 9
<211> 990
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 9
atggctttct ctgctgacac ctctgaaatc gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaaccege
atcgaaggtg ctttegttcc goccgtoctgaa gectegtatcet
ctgecactctg acgttaccta caccgttttc cacgtttgga
gacgaccaca tcgaacgtct gttctctaac gectgaatcta
acccaggacg aagttaaaga aatcgetctg gaactggttg
gcaatcgttt ctgtttctat caccegtggt tactcttcta
accaaacatec gtccgcaggt ttacatgtac getgttcegt
gaccgcatcc gtgacggtgt tcacgctatg gttgctcagt
tcttctateg acccgocaggt taaaaacttc cagtggggtg

B4

220

Arg Ser

Glu

Leu

Thr Leu

Pro

Ile

Ala

Gly Arg

240

Ala Glu

255

Glu Leu

270

Gly Gly

285

Asp
300

Gly

Glu Leu

acgacacegg
tggctggtgy
ctatcttega
acggtaacge
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttegtcg

acctgatceg

Gly

val

Asn

Val Trp

Pro

Gly

Glu
320

Val

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
ttteccgtetg
cccgecgetg
actgegtgaa
acgtgacatc
cgtaccgttt
tactcecgegt

tgcagttcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

gaaacccacg accgtggttt cgaagctecg ctgetgctgg
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
gectgectetge ecgggtatcac cogtaaaace gttotggaaa
gaagctatcc tggctgacat caccectggct gaactgctgg
tgcactaccg gtggtggtgt ttggcegttc gtttcetgttg
ggtgttccgg gtceggttac ccagtctate atccgtegtt
tcttecttete tgoctgaccece ggtacagtac
<210> 10
<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 10
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
as 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Val Thr Tyr Thr Val Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Asp Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 90
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val
115 120
Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Gly Glu Arg Asp
130 135

65

acggtgacgg
ttgttegtte
tecgetgaatce
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Thr His

Tyx

Leu Asp Pro

Ala Phe

45

Val

Tyr Leu His

60

Asn Ala Fhe

Glu Ser

Ile Ala Leu

110

val
125

Ser Ser

Ile
140

Thr Lys

tectgectgget

tecegggtegt

tetgggtcac

agttctgggt
gatctectgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leu

80

Arg Ile

Glu Leu

Ile Thr

His Arg

660
720
780
840
900
960

990



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Pro Gln Val Tyr Met Tyr

145

150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

165

Arg Thr Pro Arg Ser Ser

180

Gly Asp Leu Ile Arg Ala

135

Ala Pro Leu Leu Leu Asp
210

Phe Asn Val Val Val Ile

225

230

Ala Ala Leu Pro Gly Ile

245

Ser Leu Gly His Glu Ala

260

Leu Asp Ala Asp Glu Val

275

Pro Phe Val Ser Val Asp
290

Pro Val Thr Gln Ser Ile

305

<210>
<211>
<212>

310
Ser Ser Ser Leu Leu Thr
325
11
990
ADN

<213>

<220>
<223>

<400>

atggetttet ctgectgacac ctetgaaate gtttacacce acgacacegg tectggactat

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

11

ES 2448816 T3

Ala

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

Gln

66

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ile

Tyr

Tyr
330

Gln

155

Val

Val

His

Leu

val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Fhe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Pro

val

175

Gln

Phe

Pro

Ala

255

Glu

Val

Pro

vVal

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



10

15

20

25

a0

a5

40

45

50

g5

al]

B&

atcacctact
atcgaaggtg
ctgcactctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcattagttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgectctge
gaagctatcce
tgcactaccg

ggtgttcegg

tcttettete

<210> 12
<211> 330
<212> PRT
<213> secue

<220>
<223>

<400> 12
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Leu Ala
35

Pro

Glu Ala
50

Ser

Val Thr Tyr

ctgactacga
ctttegttee
acgttaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgacece

ncia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala

Tyr Ile

20

Gly Gly

Arg Ile

Thr Val

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

ES2 448 8§16 T3

actggacceg
gccgtctgaa
caccgtttte
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgaagctceog
tgttgttatc
ccgtaaaacc
cacectgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

Thr Ser

Tyr Ser

Ala
40

Ile Phe

55

His Val

Glu Ile

Asp Tyr

25

Ile Glu

Asp Gln

gctaaccege
gectegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcogt
gttgctcagg
cagtggggtg
ctgctgotgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atccgtegtt

Val

10

Glu

Gly

Gly

Trp Asn Gly

57

tggetggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttegtcg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgctgaatce
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Ala Phe Val

45

Tyr Leu His

60

Asn Ala Phe

tgctgettgg
ccagggttac
tttccgtctg
ccecgeegetg
actgcgtgaa
acgtgacatc
cgtaccgttt
tacteccgegt
tgcagttcag
tetgetgget
teccgggtegt
tctgggtcac

agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp
15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Leu

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

930



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

&5

Ile

Val

Fro

145

Asp

Arg

Gly

Ala

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

250

Val

His

Pro

Lys

115

Tyr

val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Glu

85

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

70

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

ES2448 816 T3

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Phe

Glu

Glu

120

Gly

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

B3

Asn
90

Lys

Leu

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Thr

Ile

Tyr

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ala

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

80

Ile

Leu

Thr

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu



20

25

a0

a5

40

45

&0

55

B0

B&

305

ES 2 448 816 T3

310

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 13

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 13
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
ctgecactctg
gacgaccaca
acccaggacy
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tecttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
getgetetge
gaagctatcc
tgecactaceg

ggtgttccgg

tcttettcte

<210> 14

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 14

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgectgacac
ctgaccacga
ctttegttce
acgctacecta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctctgaaatc
actggacceg
gccgtctgaa
cacegggtte
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgaggctccg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
caccctggct
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacaccc
gctaaccege
gctegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactctteta
gctgttecgt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttetggaaa
gaactgctgg
gtttctgttyg

atccgtegtt

B4

acgacaccgg

tggetggtgg
ctatcttega
acggtaacge
tgcgtateat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttegteg
acctgateecg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgctgaatc
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
ttteecgtetg
ccegeegetg
actgcgtgaa
acgtgacatc
cgtaccgttt
tactccgegt
tgcagtteag
tctgectgget
tcegggtegt
tctgggtecac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960

950



20

25

30

aa

40

43

50

85

60

65

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro

145

Arg

Gly

Ala

Phe
225

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Pro
210

Asn

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

155

Leu

Val

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Lei

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Ile

Gly

Ile

Gly

Glu
85

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Asp

Thr

Ala

Ser

Fhe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

ES 2448816 T3

Thr

Tyr

Ala

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Val

Ile

Val

Gly

215

Lys

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu
120

Gly

Val

His

Asp

Gln
200

Asp

Asp

Glu

Asp

23

Ile

Asp

Trp

Ser

vVal

105

Ala

Glu

Pro

Pro

185

Glu

Gly

Gly

70

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Ile

Arg

Tyr

Mat

170

Gln

Thr

Leu

val

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Vval
235

Tyr

Leu

Ala

Tyzr
60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Axrg

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Wal

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

Val

His

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

TIp

Glu

Gly

Arg
240



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ala Ala

Ser Leu

Leu Asp Ala

275

Pro Phe Val

290

Pro Val
305

Ser Ser

<210> 15

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 15
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacttctg
gacgaccaca
accecaggacg
gcaatecgttt
accaaacatc
gaccgcatcec
tecttetateg
gaaacccacg
gaaggtcegg

gctgctctge

Leu Pro

Gly His

Thr Gln

Ser

Gly
245

260

Asp

Ser Val Asp

Ser

Ile

Glu Ala

Glu Val

Ile

ES24

Thr Arg

Ile

Leu Gly
280

Gly Asn

295

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgctgacac
ctgaccacga
ctttegttece
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgecaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gttacaacgt

cgggtatcac

Thr

Pro Val

ctctgaaatc
actggacccg
gccgtetgaa
caccgggtte
gttctctaac
aatcgectetg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgaggctceg
tgttgttate

ccgtaaaacc

Leu Ala Asp

Pro

Ile Arg Arg

48 816 T3

Thr Val
250

Lys

Ile
265

Cys Thr Thr

Ile Ser

Tyr
315

Gln Tyr

330

gtttacacce
gctaacccgc
getegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg

aaagacggtg

gttctggaaa

71

Leu Glu

Thr

Ile Ala

Leu Ala

Glu
255

Glu Leu

270

Gly Gly

285

Asp
300

Gly

Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccaggtga
accagtggat
ctgttcgteg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttegtte

tcgctgaatc

Gly val

Val

Leu Asn Val

Txp

Pro Gly

Glu
320

tctggactat
tgctgecttgg
ccagggttac
tttecegtctg
cccgecgetg
actgegtgaa
acgtgacatc
cgtaccgttt
ttctecegegt
tgcatggeag
tctgctggct
tcegggtegt

tctgggtcac

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

780



ES2 448 816 T3

gaagctatce tggctgacat caccctgget gaactgetgg acgetgacga agttcetgggt 840
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggocegttc gtttctgttg acggtaacce gatctetgac 200
ggtgttccgg gtccggttac ccagtctatec atcegtegtt actgggaact gaacgttgaa 960

10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

tcttettete tgctgacccc ggtacagtac

<210>
<211l>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

16
330

PRT

Secuencia Artificial

le

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Variante de ATA117

Ile

Gly

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu
120

Gly

Val

His

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Tyr

72

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Tyt

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

BO

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

990



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Arg Ser Pro Arg

180

Gly Asp Leu Ile

195

Ala Pro Leu Leu
210

Tyr Asn Val Val

225

Ala Ala Leu Pro

Ser Leu Gly His

260

Leu Asp Ala Asp

275

Pro Phe Val Ser
290

Pro Val Thr Gln

305

Ser Ser Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctttct ctgctgacac
atcacctact ctgaccacga
atcgaaggtg ctttegttec

ctgttetetg acgctaccta

17
990

ADN

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu

325

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

17

Ile

Trp

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2 448 816 T3

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Gln

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

73

Val

His

Leu

Val

235

val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

ctctgaaatc gtttacacce
actggacceg gctaaccege
gccgtctgaa gctegtatct

caccgggtte cacgtttgga

175

Lys Asn Phe Gln Trp
1%0

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Leu Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly Val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgcttgg
ctatcttega ccagggttac

acggtaacge ttteegtctg

60

120

180

240



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gacgaccaca
acccaggacg
gcagtagttt
accaaacate
gaccgcatce
tecttectateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgectctge
gaagctatce
tgetecaacceg

ggtgttccgg

tecttcttctce

<210> 18

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 18

Met Ala Phe

1

Gly Leu

Pro Leu Ala

35

Ser Glu
50

Ala Thr
65

Asp Asp

Asp

Ala

Tyr

His

tecgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtecgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtagttt
gttacaacgt

cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtcecggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala Asp

Tyr Ile

20

Gly

Arg Ile

Thr Gly

Ile Glu

85

Thr

Gly Ala Ala

Ser

Phe

70

Arg

ES2448 816 T3

gttctctaac
aatcgctctg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagcetgeeg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccectggct
ttggecegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

Thr Ser

Tyr

Glu

Ser Asp

gctgaatcta
gaactggttyg
tactcttcta
gctgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atccgtegtt

Ile Val
10

His Glu

25

40

Ile
55

His Val

Leu Phe

Ile

Phe Asp

Trp Asn

Ser

Glu Gly

Gln Gly

Gly
75

Asn Ala
20

74

tgegtateat
ctaaaaccga
ccccatatga
accagtggat
ctgttcgtceg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttcgtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp

30

Ala Phe

45

Tyr Leu

60

Asn Ala

Glu

His

Pro

Val

Phe

Phe

Ser Met

cececgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtacegttt
tactccgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tccgggtegt
tetgggteac
agttctgggt
gatctectgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro

Pro

Ser Asp

Leu
80

Arg

Arg Ile

95

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

990



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Tyzr

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

155

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

180

Ile

Leu

val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu

325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES 2448816 T3

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Gln

78

Lys

Val

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

vVal

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ala

vVal

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

130

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Thr

Arg

Phe
160

Trp
Glu
Gly
Arg
240
Glu
Leu
Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

<210> 19

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 19
atggetttet

atcacctact
atecgaaggtg
ctgacctetg
gacgaccaca
acccag‘g‘acg
gcagtagttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gectgectetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcegg

tcttettete

<210> 20

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 20

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgectgacac
ctgaccacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtcegeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac

tggctgacat
gtggtggtgt
gtcecggttac

tgectgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 816 T3

ctectgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
caccgggtte
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgceg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccectggcet
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacacece
gctaaccege
gctcgtatct
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
getgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atccgtegtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
tgecgtatcat
ctaaaaccga
ccccatatac
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttcgttc
tegetgaate
acgctgatga
acggtaaccc

actgggaact

tetggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtctg
cccgecgctg
actgcgtgaa
tcgtgacatc
cgtacegttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tctgctgget
tccgggtegt
tetgggtceac
agttetgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp Pro Ala Asn

76

60
120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
840
500
960

980



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro

Ser

Ala

65

Ile

Val

Pro
145

Gly

Leu

FPhe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

1385

Leu

Val

Leu

Gly

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pre

His

Gly

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Ala

Ser

Fhe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Iyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

ES2448 816 T3

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Asp

Txp

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

77

Glu

Gln

Asn

Asn

50

Lys

Val

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Ala

TYr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

205

Glu

Ser

Glu

Leu

30

Val

Thr

Phe

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Fro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

Asp

Leu

80O

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

Leu

260

Asp Ala Asp
275

ES2448 8§16 T3

265

Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr

280

Pro
290

Pro Val Thr Gln

305

Ser

<210> 21

<211> 9%0
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 21
atggetttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatece
tettctateg
gaaacccacg
gaaggtcegg
gctgetctge
gaagctatcc

tgctcaaceg

ggtgttcecgg

Ser Ser Leu

Ser

295

310

Leu
325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgetgacac
ctgaccacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtccggttac

ctctgaaate
actggaccecg
gcegtectgaa
caccgggttc
gttctctaac
aatecgetetg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagctgeceg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccctggct
ttggecegtte

ccagtctate

Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser

Ile Ile Arg Arg Tyr Trp

315

Thr Pre Val Gln Tyr

330

gtttacacce
gctaacccgc
gctegtatet
cacgtttgga
gectgaatecta
gaactggttg
tactectteta
gctgttccgt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atcecgtegtt

7a

270

Gly Gly Gly Val Trp

285

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
tgcgtateat
ctaaaaccga
cccecatatat
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Leu Asn Val Glu

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtctg
cccgecgetg
actgcgtgaa
tegtgacatc
cgtaccgttt
tactcegegt
tgcaattcag
tctgctgget
tcecgggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
S00

960



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

tcttecttete tgetgaccec ggtacagtac

<210> 22
<211> 330
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 22

Met Ala Phe Ser

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Leu Asp

Leu Ala
35

Glu Ala
50

Thr Tyr

Asp His

Pro Pro

Ala Lys

115

Gly Tyr

130

Gln Val

Arg Ile

Thr Pro

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg
180

Ala

Ile

Gly

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp
165

Ser

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ser

Ser

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyxr

Vval

His

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

vVal

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro
185

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Tyr

Met

170

Gln

74

Val

Glu

Gly

Gly

Glu

Val

Gln
155

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Txp

Ala

Lys

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
190

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Gly Asp Leu
155

Leu Pro Leu
210

Phe Asn Val
225

Ala Ala Leu

Ser Leu Gly

Leu Asp Ala
275

Pro Phe Val
290

Pro Val Thr
305

Ser Ser Ser

<210> 23
<211> 990
<212> ppN

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu

325

ES2448 816 T3

Ala Ile Gln Glu Thr His
200

Asp Gly Asp Gly Leu Leu
215

Ile Lys Asp Gly Val val
230 235

Ile Thr Arg Lys Thr Val
250

Ala Ile Leu Ala Asp Ile
265

Val Leu Gly Cys Ser Thr
280

Asp Gly Asn Proc Ile Ser
295

Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
310 315

Thr Pro Val Gln Tyr
330

<213> ggcuencia Artificial

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 23

atggctttct ctgctgacac ctctgaaatc gtttacacce

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctetg
gacgaccaca
acccaggacg

gcaatcgttt

ctgaccacga actggacceg gctaacccgce
ctttecgttee goccgtectgaa getcgtatct
acgctaccta caccgggttce cacgtttgga
tcgaacgtct gttctctaac gctgaatcta
aagttaaaga aatcgctctg gaactggttg

ctgtttetat caccocgtggt tactctteta

a0

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Leu Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly Val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgcttgg
ctatcttcga ccagggttac
acggtaacge tttcegtotg
tgegtatcat cccgecgetg
ctaaaaccga actgcgtgaa

ccccatatac tcgtgacatc

60
120
180
240
300
360

420



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

accaaacatc
gaccgcatcce
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgttccgg

tcttettete

<210> 24

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 24
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Leu Ala
35

Pro

Glu Ala
50

Ser

Ala Thr

65

Tyr

Asp Asp His

Ile Pro Pro

Val Ala Lys

gtcecgecaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gttacaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtecggttac

tgctgaccee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala Asp Thr

5

Tyr Ile

20

Gly

Arg Ile

Thr Gly

Ile
85

Leu
100

Thr Glu

Thr

Gly Ala

Ser

Phe

70

Glu Arg

Thr Gln

Leu

ES2 448 816 T3

ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttce
cgagctgeceg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccctggct
ttggeegtte
ccagtctate

ggtacagtac

Ser

Tyr

Glu

Ser Asp His

gctgttecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atcegtcgtt

Ile Val
10

Glu

25

Ala Trp

40

Ile
55

Phe

His Val

Phe

Leu

Asp

Ile

Asp

Trp Asn

Glu Val

Glu Gly

Gln

Gly

Gly
75

Ser Asn Ala

Lys Glu

105

Glu

Ala

Ile Val

g1

accagtggat
ctgttcgteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp
30

Ala Phe
45

Tyr Leu

60
Asn Ala
Glu
Ile

Ala

Ser Val

His

Pro

Val

Thr

Phe

Ser Met

Leu

110

Ser

cgtaccgttt
tactecegegt
tgcaattcag
tetgectgget
tcecgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Leu
80

Arg
Arg Ile
Glu

Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
840
500
960

990



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

Pro
145

Gly

Leu

Tyr

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

ES5 2448816 T3

115 120

Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Thr
130 135

Gln Val Tyr Met Tyr Ala Val Pro
150

Arg Ile Arg Asp Gly Val His Ala
165

Thr Pro Arg Ser Ser Ile Asp Pro
180 185

Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu
195 200 -

Pro Leu Leu Leu Asp Gly Asp Gly
210 215

Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly
230

Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys
245

Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala
260 265

Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys
275 280

Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro
290 295

Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg
310

Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln
325

<210> 25
<211> 990
<212> papN

<213>

Secuencia Artificial

82

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Vval

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

TIp

Glu
320



20

25

a0

a5

40

45

&0

55

B0

B&

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 25
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgcactctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcagtagttt
accaaacatc
gaccgcatce
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatcce
tgcactacecg
ggtgttecgg

tcttettete

<210> 26

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 26

ctgetgacac
ctgaccacga
ctttcegttee
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtcegeaggt
gtgacggtgt
acccgeaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gteccggttac

tgctgacecce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES 2 448 816 T3

ctctgaaatce
actggacccg
gcegtctgaa
caccgggttc
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgeceg
tgttgttgte
ccgtaaaacc
caccctggect
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacacce
gctaaccege
gctegtatct
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctcagg
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atcegtegtt

acgacaccgg
tggetggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
tgegtatcat
ctaaaaccga
ccccatatat
accagtggat
ccgttegteg
acctgatcecg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttceogtctg
ccegocgetg
actgcgtgaa
tcgtgacatc
cgtaccgttt
tactecgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tccgggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
gatetetgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp Pro Ala Asn
25

20

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

B3

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
500
560

990



10

15

20

25

30

35

40

45

2o

g5

g0

65

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu
50

Thr

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

155

Leu

Val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

val

Pro

His

260

Asp

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

val

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

val

230

Ile

Ala

val

ES2 448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly
280

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

g4

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Val

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Thr

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Vval

Hisg

Leu

val

235

Val

Ile

Thr

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly
285

His

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ala

FPhe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

Arg

85

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

val

Asp

Leu

BO

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Len

Txp



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

ES2448 8§16 T3

Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly

230

285

300

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu
310

305

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pre Val Gln Tyr

<210= 27

<211> 980
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 27
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctetg
gacgaccaca
acccaggacg
gcacatgttt
accaaacatec
gaccgcatce
tcttectateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatcc
tgctcaaceqg

ggtgttcegg

tecttecttete

<210> 28
<211> 330
<212> PRT

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgctgacac
ctgaccacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgoaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgectgacecce

ctctgaaate
actggaceccg
gcegtctgaa
caccgggtte
gttectctaac
aatecgctcetg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttec
cgagctgceg
tgttgttatc
ccgtaaaacce
caccctggct
ttggeegtte
ccagtctatec

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaaccege
gctegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgectgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atcegtcgtt

85

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
tgecgtatcat
ctaaaaccga
cccecatatat
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgectgaatce
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

320

tctggactat
tgctgcettgg
ccagggttac
tttecegtetg
ccecgeegetg
actgcgtgaa
tegtgacatce
cgtacegttt
tactccgegt
tgcaattcag
tetgetgget
tccgggtegt
tectgggtcecac
agttctgggt
gatctetgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

990



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213>

<220>
223>

<400>
Met Ala
1

Gly Leu

Pro Leu

Ser Glu

50

Ala Thr

65

Asp Asp

Ile Pro

Val Ala

130

Pro Gln

145

Asp Arg

Arg Thr

Gly Asp

Leu Pro

28

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Variante de ATA117

Ile

Gly

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Secuencia Artificial

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

ES2448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu
120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Ile

FPro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

a6

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

His

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

His

Pro

30

vVal

Thr

Phe

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

FPhe

150

Gly

Gly

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Fro

Val

175

Gln

Phe

Fro

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

210

Phe
225

Asn

Ala Ala

Ser Leu

Leu

Asp

Phe
290

Pro

Pro Val

305

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

29
990
ADN

<220>
<223>

<4Q00> 29
atggectttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatecc

tcttectateg

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Val Val

Ile

ES2 448 816 T3

215

Lys Asp

230

Pro Gly
245

His Glu

260

Asp Glu

Ser Val

Gln Ser

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

Thr Arg

Ile Leu

Leu Gly

280

Gly Asn

295

Ile Arg

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgctgacac
ctgaccacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgecaggt
gtgacggtgt

accegcaggt

Thr

Pro Val

ctctgaaatc
actggacceg
gccgtctgaa
caccacgtte
gttectctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg

taaaaactte

Val
235

Gly val

Thr
250

Lys Val

Ala Ile

265

Asp

Cys Ser Thr

Pro Ile Ser

Tyr Trp

315

Gln Tyr

330

gtttacaccec
gctaacccge
gctecgtatect
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttccgt
gttgectcagt

cagtggggtg

a7

220

Arg Ser

Leu Glu

Thr Leu

270

Gly Gly

285

Asp Gly

300

Glu Leu Asn

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
tgcgtatcat
ctaaaaccga

ccccatatat
accagtggat
ctgttcgteg

acctgatceg

Pro

Ile

Ala

Gly

Val

Arg
240

Gly

Ala Glu

255

Glu Leu

Val Trp

Pro

Gly

Glu
320

Val

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttecegtctg
ccegecgetg
actgcgtgaa
tegtgacatc
cgtaccgttt
tactccgegt

tgcaattcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



20

25

a0

a5

40

45

&0

55

B0

B&

gaaacccacg
gaaggtcecgg
gctgectetge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgttccgg

tcttcttcte

<210> 30

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 30
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Leu Ala
35

Pro

Ser Glu Ala

Ala
65

Thr Tyr

Asp Asp His

Ile Pro Pro

Val Ala Lys

115

Tyr
130

accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtcecggttac

tgctgaccee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala Asp

Tyr Ile

20

Gly Gly

Arg Ile

Thr Thr

Ile Glu

85

Leu Thr

100

Thr Glu

Ser Ser

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

ES 2 448 816 T3

cgagctgcecg
tgttgttate
ccgtaaaace
cacecctgget
ttggccgtte
ccagtetate

ggtacagtac

Thr

Tyr

Ser Glu

Ser Asp

ctgctgectgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atcegtegtt

Ile Val

10

His Glu

25

Ala Trp

40

Ile
55

Phe

His Val

Phe

Leu

Asp Glu

120

Pro
135

Tyr

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Ile

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

75

Asn Ala

90

Lys Glu

Val

Ile

Arg Asp

Ba

acggtgacgg
ttgttegtte
tegectgaatce
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Phe
45

Ala Val

Tyr Leu Thr

60

Asn Ala Fhe

Glu Ser

Ile Ala Leu

110

Val
125

Ser Ser

Ile Thr

140

Lys

tctgctgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttetgggt
gatctectgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Leu
80

Arg

Arg Ile

95

Glu Leu

Thr

Ile

His Arg

660

720

780

840

800

960

990



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Pro Gln Val Tyr

145

Asp Arg Ile Arg

Arg Thr Pro Arg

180

Gly Asp Leu Ile

135

Leu Pro Leu Leu
210

Phe Asn Val Val

225

Ala Ala Leu Pro

Ser Leu Gly His

260

Leu Asp Ala Asp

275

Pro Phe Val Ser
290

Pro Val Thr Gln

305

Ser Ser Ser Leu

=210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctttect ctgctgacac ctctgaaate gtttacacce acgacaccgg tctggactat

31
990

ADN

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

31

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

84

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

atcacctact
ategaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tcttectatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatece
tgetecaaceg

ggtgttecgg

tcttcttetce

<210> 32

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 32
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Leu Ala
35

Pro

Ser

50

Ala

Glu Ala

Thr Tyr

ctgaccacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgecaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala Asp

5

Tyr Ile Thr

20

Gly Gly Ala

Arg Ile Ser

Thr Cys Phe

ES2448 816 T3

actggacccg
gcegtetgaa
cacctgttte
gttctectaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacc
cacecctgget
ttggcegtte
ccagtectate

ggtacagtac

Thr Ser

Tyr Ser

Glu

Asp

gctaaccecgce
gctegtatet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atccgtegtt

Ile Val

10

His Glu

25

Ala Trp

40

Ile Phe

55

His Val

Ile

Asp

Trp

Glu Gly

Gln

Gly

Asn

Gly

80

tggctggtgg
ctatecttega
acggtaacgc
tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccatatat
accagtggat
ctattegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttcgtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Tyr

Leu
30

Ala
45

Tyr
60

Asn

Thr His

Phe Val

Leu Thr

Ala Phe

tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtctg
ccegecgetg
actgegtgaa
tcgtgacatc
cgtaccgttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tectgctggct
tcecgggtegt
tectgggteac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr
15

Asp Pro Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leu

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

990



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

65

Ile

Val

Pro
145

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

2590

Val

Hisg

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

1585

Leu

val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His
260

Asp

Ser

Gln

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

ES5 2448816 T3

70

Arg

Gln

Leu

Thrxr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Phe

Glu

Glu

120

TyT

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Ser

Vval

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

81

Asn

S0

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

155

Val

Vval

His

Leu

Val

235

Vval

Ile

Thr

Ser

Trp

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

a5

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

FPhe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

305

ES2448 816 T3

310

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Glmn Tyr

<210> 33

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 33
atggectttet

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatec
gaccgcatcc
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtcegg
gctgetetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

tcttettete

<210> 34

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 34

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgctgacac
ctgaccacga
ctttegttce
acgctaccta
tecgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttectat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt

cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgaccece

Secuencia Artifical

Variante de ATA117

ctctgaaatc
actggaceccg
gccgtctgaa
caccgcttte
gttetctaac
aatecgectctg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgeeg
tgttgttate
ccgtaaaace
cacecctgget
ttggecegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaacecgc
gctegtatct
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecgt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgetgg
gtttctgttg

atccgtegtt

g2

acgacaccgg

tggctggtgg
ctatcttecga
acggtaacgc
tgcgtatecat
ctaaaaccga
ccccatatat
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

320

tctggactat
tgctgecttgg
ccagggttac
tttcegtetg
cccgeccgctg
actgcgtgaa
tcgtgacate
cgtaccgttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tececgggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
gatctectgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

990



10

15

20

25

30

35

40

45

20

25

&0

65

Met

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe
225

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Ile

Gly

Ile

Ala

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

ES 2448 816 T3

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Ile
230

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Ty

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

83

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

val

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Vval

His

Leu

Val
235

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

Vval

Thr

Phe

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

85

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Pro

Leu

BO

Ile

Leu

Thr

Phe
160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg
240



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Ala Ala

Ser Leu

Leu Asp Ala
275

Pro
290

Pro Val
305

Ser Ser

<210> 35

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 35
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacate
gaccgcatcc
tcttctateq
gaaacccacg
gaaggtcegg

gctgctctge

Leu

Gly

Phe Val

Thr

Ser

Pro Gly

245

His Glu

260

Glu

Asp

Ser

Gln Ser

Ile

Ala

Val

Val Asp

Ile

ES2 448 816 T3

Ile Leu

Leu Gly

280

Gly Asn

295

Ile Arg

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgctgacac
ctgaccacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt

gtttcaacgt

cgggtatcac

Thr

Pro Val

ctoctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
caccgggtte

gttectctaac
aategetctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgecg
tgttgttate

ccgtaaaacc

Thr Arg Lys

Ala Asp

265

Cys

Pro

Arg Tyr

Gln

Thr Val

250

Ile

Ser Thr

Ile Ser

315

Tyr
330

gtttacacce
gctaaccecge
gcteogtatcet
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgtteoegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg

aaagacggtg

gttctggaaa

94

Leu Glu

Thr Leu

Ile Ala

Ala Glu

Glu
255

Leu

270

Gly Gly

285

Asp
300

Glu Leu

al::g'a.l::ar_' cq'g
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
tgcgtatcat
ctaaaaccga

ccecatatat

accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttcgttc

tcgectgaatc

Gly Val

Gly Val Pro

Asn Val

Trp

Gly

Glu
320

tetggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtectg
cecgccgotg
actgegtgaa
tegtgacate
cgtaccgttt
tactcegegt
tgcaattcag
tectgctgget
tccgggtegt

tctgggtcac

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

780



ES52448 816 T3

gaagctatce tggctgacat caccctggct gaactgctgg acgctgacga agttectgggt 840
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggcegtte gtttetgttg acggtaacce gatctctgac S00
ggtgttccgg gtcecggttac ccagtctate atccgtegtt actgggaact gaacgttgaa 960

tcttcttcte tgctgaccece ggtacagtac 990

10

15

20

25

a0

2b

40

45

&0

&5

i

B&

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36
330
PRT

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

36

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Asp

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Ser

Tyr

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ile

Gly

Glu

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ser

Ser

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu
120

Tyr

Val

His

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Ila

Pro

Ala

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

Lys

Ile

Arg

Tyr

95

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

155

Val

Tyr

Leu

Ala

Ty:

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Thr

Asp

Phe

Ty

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

BO

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe
160

Arg



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Arg Thr Pro

Gly Asp Leu
195

Leu Pro Leu
210

Phe Asn Val
225

Ala Ala Leu

Ser Leu Gly

Leu Asp Ala
275

Pro Phe Val
290

Pro Val Thr
305

S5er Ser Ser

<210> 37
<211> 9%0
<212> ADN

165

ES2 448 816 T3

Arg Ser Ser Ile Asp Pro

180

185

Ile Arg Ala Ile Gln Glu

200

Leu Leu Asp Gly Asp Gly

215

Val Val Ile Lys Asp Gly
230

Pro Gly Ile Thr Arg Lys

245

His Glu Ala Ile Leu Ala

260

265

Asp Glu Val Leu Gly Cys

280

Ser Val Asp Gly Asn Pro

295

Gln Ser Ile Ile Arg Arg
310

Leu Leu Thr Pro Val Gln

325

<213> Secuencia Artificial

<220>

223> Variante de ATA117

<400> 37
atggetttet

atcacctact

atcgaaggtg

ctgtattctg

ctgetgacac
ctgaccacga
ctttegttce

acgctaccta

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

ctctgaaatc gtttacacce

actggacccg gctaacccgc

gccgtctgaa gctcgtatct

caccgggttc cacgtttgga

]

175

Lys Asn Phe Gln Trp
190

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Leu Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgettgg
ctatcttcga ccagggttac

acggtaacgec tttececgtctg

60
120
180

240



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

gacgaccaca
acccaggacg
gcaatecgttt
accaaacatc
gaccgcatece
tettctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctcectge
gaagctatcc
tgctcaaceg

ggtgttccgg

tettettete

<210> 38
<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 38

Met Ala Phe

Gly Leu

Pro Leu

35

Glu
50

Ser

Ala Thr

65

Asp Asp

Asp

Ala

Ala

Tyr

His

tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttectat
gtcegeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtecggttac

tgetgacece

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser

Tyr Ile

20

Gly Gly

Arg Ile
Thr

Gly

Glu
85

Ile

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

ES2448 816 T3

gttctectaac
aatcgctetg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccctggct
ttggcegtte
ccagtctatce

ggtacagtac

Thr Ser

Tyr Ser

Glu

Asp

gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecgt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atcegtegtt

Ile Val

10

His Glu

25

Ala
40

Ile
55

Phe

Val

His

Leu Phe

Ile

Asp

Trp

Ser

Glu Gly

Gln Gly
Asn

Gly

Asn Ala

20

g7

tgcgtatcat
ctaaaaccga
ccccatatat
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgectgaatce
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr His

Leu Asp

30

Phe
45

Ala Val

Tyr Leu

60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser

Pro

cccgeegctg
actgcgtgaa
tegtgacate
cgtaccgttt
tactececgcgt
tgcaattcag
tctgectgget
tcegggtegt
tctgggteac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Leu
80

Arg

Arg Ile

95

300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

890



10

15

20

28

3a

39

40

43

50

5]

g0

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Lau

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Leu Thr
100

Thr Glu

Ser Ser

Tyr Met

Arg Asp

165

Arg Ser
180

Ile Arg

Leu Lau

Vval val

Pro Gly

245

His Glu

260

Asp Glu

Ser Val

Gln Ser

Leu Leu
325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES 2 448 816 T3

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Gly
295

Ile

Pro

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Val

Val

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

FPro

Arg

Gln

88

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Lau

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Lau

val

235

Val

Ile

Thr

Ser

215

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

FPhe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

<210> 39

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 39
atggetttct

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatec
tcttctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

tcttettete

<210> 40

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 40

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctgectgacac
ctgacecacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gteccggttac

tgctgacece

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 8§16 T3

ctctgaaate
actggacceg
gcegtetgaa
caccgggttc
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgceg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
caccctggct
ctggeccgtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacaccec
gctaaceecge
gctcgtatct
cacgtttgga
gctgaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg
atcegtcgtt

acgacaccgg
tggetggtag
ctatcttega
acggtaacgc
tgcgtatcat
ctaaaaccga
cccecatttat
accagtggat
ctgttcgteg
acctgatcecg
acggtgacgg
ttgttegtte
tcgctgaate
acgctgacga
acggtaacec

actgggaact

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttecgtetg
cccgecegetg
actgcgtgaa
tcgtgacate
cgtaccgttt
tactececgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tccgggtegt
tctgggteac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp His Glu Leu Asp Pro Ala Asn

44

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

890



20

25

a0

35

40

45

a0

28

60

65

Pro

Ser

Ala

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

FPhe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Pro
210

Asn

Ala

Leu

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyzr

Val

Ile

Pro

Leu
195

Leu

Val

Leu

Gly

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

Gly

Ile

Gly

Glu

B85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

E52448 816 T3

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Gly

215

Lys

Thr

Ile

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

100

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Gly

Gly

Gly

15

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

vVal

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

30

Val

Thr

Phe

Met

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

Asp

Leu

BO

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Leu Asp Ala Asp
275

Pro Phe Val Ser Val

290

Pro Val Thr Gln

305

Ser Ser Ser Leu

<210> 41
<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 41
atggcattct

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatce
tcttectateg
gaaacccacg
gaaggtcegg
gctgetetge
gaagctatce

tgctcaaceg

ggtgtteegg

260

Ser

ES2 448 816 T3

Glu Val Leu Gly Cys

280

Asp Gly Asn Pro

295

310

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

atgctgacac
ctgaccacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgecaggt
gtgacggtgt
acccgeoaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

Leu Thr Pro Val Gln

ctctgaaatc
actggacccg
gccgtctgaa
caccgggttc
gttctctaac
aatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tecacgectatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccctgget
ttggecegtte

ccagtetatc

265

Ser Thr

Ile Ser

Ile Ile Arg Arg Tyr Trp

315

Tyr
330

gtttacacce
gctaacccge
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
getgttecegt
gttgetecagt
cagtggggtyg
ctgetgetgg
aaagacggtqg

gttctggaaa

gqaactgctgg
gtttctgttg

atcegtegtt

101

270

Gly Gly Gly Val Trp

285

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatecttcga
acggtaacgc
tccgtatcat
ctaaaaccga
ccccgtatac
accagtggat
ctgttegteg
acctgatcecg
actgcgatgg
ttgttegtte
tcgetgaatce
acgectgacga
acggtaacce

actgggaact

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttcegtetg
ccegecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatce
cgtaccgttt
tactccgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tccgggtegt
tectgggtcac
agttetgggt

gatctetgac

gaacgttgaa

60

120

180

240

300

360 .

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

tcttettete tgectgaccce ggtacagtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

42
330
PRT

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

42

Met Ala Phe Tyr Ala Asp

1

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr

20

Pro Leu Ala Gly Gly Ala

Ser Glu
50

Ala Thr

65

35

Ala Arg Ile Ser

Tyr Thr Gly Phe
70

Asp Asp His Ile Glu Arg

Ile Pro

Val Ala

Pro Leu Thr Gln
100

Lys Thr Glu Leu
115

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr

130

Pro Gln Val Tyr Met Tyr

145

150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

Arg Thr

165

Pro Arg Ser Ser
180

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ile

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro
185

Ile

10

His

Glu

Gln

Asn

Asn

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

102

val

Glu

Gly

Gly

Gly

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Thr

Asp

Phe

45

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

30

Val

Thr

FPhe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
1590

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

85

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Fhe
160

Arg

Trp



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr His
195 200
Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Gly Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser
250 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 43
<211> 930
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223>  Variante de ATA117
<400> 43
atggcattct ctgctgacac ctctgaaatc gtttacacce
atcacctatt cggactacga actggatccg gctaaccegce
atcgaaggtg ctttcgttcc gccgtctgaa gctegtatct
ctgacctctg acgctaccta caccgggttc cacgtttgga
gacgaccaca tcgaacgtct gttctctaac gcggaatcta
acccaggacg aagttaaaga aatcgctctg gaactggttg
gcaatcgttt ctgtttctat cacccgtggt tactcttcta

103

Asp Arg

205

Ala
220

Glu

Arg Ser

Leu Glu

Thr Leu

Gly Gly

285

Asp
300

Gly

Glu Leu

acgacaccgg

tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
tcegtattat
ctaaaaccga

ccccatatat

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

WVal

Asn

Phe Glu

Pro

Gly

Arg
240

Gly

Ala
255

Glu

Glu Leu

Val Trp

Pro

Gly

Glu
320

Val

tctggactat
tgctgcttgg
ccagggttac
tttecegtetg
ccegecgetg
actgcgtgaa

tcgtgacate

60

120

180

240

300

360

420



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

ES2 448 816 T3

accaaacatc gtccgcaggt ttacatgtac gectgttecgt
gaccgcatce gtgacggtgt tcacgctatg gttgctcagt
tecttctatecg acccgecaggt taaaaactte cagtggggtg
gaaacccacqg accgtggttt cgagctgceg ctgcotgctgg
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
gctgetetge cgggtatcac ccgtaaaace gttctggaaa
gaagctatcc tggctgacat caccctgget gaactgectgg
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggecegtte gtttetgttg
ggtgttecegg gtceggttac ccagtctate atcegtegtt
tcttettete tgetgacceocc ggtacagtac
<210> 44
<211> 330
<212> PRT
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> \Variante de ATA117
<400> 44
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Gly Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Asp Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 90
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val

104

Ala

accagtggat
ctgttegteg
acctaatccg
actgcgatgg
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

FPhe
45

Val

Tyr Leu Thr

60

Asn Ala Phe

Glu Ser Ile

Ile Ala Leu

110

Ser Val Ser

cgtaccgttt
tactcegegt
tgcaattcag
tctgectgget
tccgggtegt
tectgggteac
agtbtctgggt

gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Leu
80

Arg Ile

95

Glu Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
B840
900
960

290



20

25

aa

3g

40

43

50

85

g0

65

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Gly
130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

230

Val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

185

Leu

vVal

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

45
290
ADN

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

Ile

Ala

val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

ES 2 448 816 T3

Pro

135

Ala

val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

TYr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Ile

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Gln

105

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

hsp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Glu
320



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 45
atggctttet

atcacctatt
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaategttt
accaaacatc
gacecgcatecc
tcttetateg
gaaacccacg
gaaggtcegg
getgetetge
gaagctatce
tgctcaacecg

ggtgttecgg

tecttettcte

<210> 46

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 46

cagctgacac
cggactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtcegeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtateac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtececggttac

tgctgaccece

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2 448 816 T3

ctctgaaatc
actggatceg
gccgtctgaa
caccgggtte
gttctctaac
gatecgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgeecg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccctggcet
ttggccgtte
ccagtctatc

ggtacagtac

gtttacaccc
gctaacccge
gctcgtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactettcta
getgtteoegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgectgctgg
aaagacggtg
gttetggaaa
gaactgctgg
gtttectgttg

atcegtegtt

acgacaccgyg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
tecegtattat
ctaaaaccga
ccecgtatac
accagtggat
ctgttecgteg
acctgatccg
actgcgatgg
ttgttegtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

tectggactat
tgectgettgg
ccagggttac
tttccgtctg
ccegecgetg
actgegtgaa
gcgtgacatc
cgtacegttt
tactecgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tcegggtegt
tetgggteac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

20

25

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

108

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
900
960

930



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu
50

Thr

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ile

Gly

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Ser
Phe
70

Arg
Gln
Leu
Thr
Tyr
150
Gly
Ser
Ala
Asp
-Ile
230
Ile

Ala

val

ES 2448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

vVal

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly
280

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

107

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Vval

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Tzrp

Lys

Asp

Ala
220

Thr

Gly

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly
285

Thxr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

ES2448 8§16 T3

Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly

290

295

300

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu
310

305

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 47

<211> 990
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 47
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
ctgacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaategttt
accaaacatc
gacecgcatece
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatce
tgectcaaccg

ggtgttccgg

tcttettete

<210> 48
<211> 330
<212> PRT

ADN
Secuencia Artificial

325

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttcgttce
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatecac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgacccce

ctctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
cacctgttte
gttctctaac
gatcgctetg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccctgget
ttggccogtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacacece
gctaacccgce
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactetteta
gctgttecgt
gttgectecagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atcegtegtt

108

acgacaccgg
tggctggtagg
ctatcttega
acggtaacge
tccgtatcat
ctaaaaccga
ccecatatac
accagtggat
ctgttcgteg
acctgatceg
actgcgacgag
ttgttegtte
tecgetgaate
acgctgacga
acggtaaccec

actgggaact

320

tctggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttecgtetg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtaccgttt
tactccgegt
tgcaattcag
tectgetgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttetgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

60
120
1380
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

9380



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

48

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Ile

Gly

Ile

Cys

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp
165

Ser

Leu

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

ES2448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Fro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

Ser

Ser

Trp

40

Phe

val

Phe

Glu

Glu
120

Tyr

val

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

109

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

vVal

Glu

Gly

Gly

Gly

15

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

L

Leu

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly



10

14

20

25

a0

il

40

45

al

85

60

65

ES2448 816 T3

210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pre Val Gln Tyr
325 330
<210> 49
<211> 950
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 49
atggctttet cagctgacac ccctgaaatec gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacceg gctaacccge
atcgaaggtg ctttcgttcc gececgtctgaa gcetegtatet
ctgacctctg acgctaccta cacctgttte cacgtttgga
gacgaccaca tcgaacgtct gttctctaac geocggaatcta
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg
geaategttt ctgtttcoctat caccegtggt tactetteta
accaaacatc gtccgcaggt ttacatgtac gctgttccgt
gaccgecatce gtgacggtgt tcacgctatg gttgctcagt
tcttccatecg acccgcaggt taaaaacttc cagtggggtg

220

Arg Ser

Glu

Leu

Thr Leu

Pro

Ile

Ala

Gly Arg
240

Ala
255

Glu

Glu Leu

270

Gly
285

Asp
300

Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
tccgtatcat
ctaaaaccga
cocecatatac
accagtggat
ctgttcgteg

acctgateceg

Gly Gly

Gly Val

Leu Asn

Val Trp

Pro Gly

Val Glu

320

tetggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttecegtetg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtacegttt
tactcegegt

tgcaattcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



20

25

a0

a5

40

45

&0

55

B0

B&

ES 2 448 816 T3

gaaacccacg accgtggttt cgagctgcoceg ctgetgctag
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
gctgectetge cgggtatcac ccgtaaaace gttctggaaa
gaagctatce tggctgacat caccctgget gaactgctgg
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggccgtte gtttctgttg
ggtgttcegg gtececggttac ccagtectatc atcegtogtt
tecttettctec tgcectgaccce ggtacagtac
<210> 50
<211> 330
<212> PRT
<213> sgecuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 50
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Fhe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Cys Phe His Val Trp Asn Gly
&5 70 75
Asp Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 20
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val
115 120
Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Tyr Thr Arg Asp
130 135

111

actgcgacgg
ttgttegtte
tcgetgaatce
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Ala Phe Val

Tyr Leu Thr

60

Asn Ala Phe

Glu Ser Ile

Ile Ala Leu

110

Val
125

Ser Ser

Ile Thr

140

Lys

tctgetggcet
teccgggtegt
tectgggtcac
agttectgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Leu
80

Arg

Arg Ile

95

Glu
Ile

Thr

His Azxg

660
720
780
840
900
260

990



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Phe
290

val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctttct cagctgacac ctctgaaatc gtttacaccc acgacaccgg tctggactat

Val Tyr

Ile Arg

Pro Arg
180

Leu Ile
195

Leu Leu

Val Val

Leu Pro

Gly His

260

Ala Asp
275

Val Ser

Thr Gln

Ser Len

51
990
ADN

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

val

Ser

Len

325

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

51

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Val

Pro

Ala

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

112

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

vVal

Asn

Pro

val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

val

Phe
160

Arg

Trp

Glu

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaategttt
accaaacatc
gaccgcatecec
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtcogg
gctgetetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcegyg

tcttettete

<210> 52

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 52
Met Ala Phe

1

Gly Leu Asp

Ala
35

Pro Leu

Ser Glu Ala

50

Ala Thr Tyr

ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttetat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gteceggttac

tgectgaccee

Arg

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Asp

Tyr Ile

20

Gly Gly Ala

Ile Ser

Thr Ser FPhe

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

actggacceg
gecegtctgaa
cacctecctte
gttectctaac
gatecgectctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgceg
tgttgttatec
ccgtaaaace
cacecectgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

Ser Glu

Ser Asp
25

Trp Ile

40

Phe Asp

Val Trp

ES2448 816 T3

gctaacececge
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttecta
gctattcegt
gttgetcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atceogtegtt

Ile Val

10

Tyr Glu

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

113

tggctggtgg

ctatcttecga

acggtaacgc

tcegtatecat

ctaaaaccga

ccccattcac

accagtggat

ctgttegteg

acctgatccg

actgcgacgg

ttgttegtte

tegectgaate

acgctgacga

acggtaacce

actgggaact

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

tgctgcttgg
ccagggttac
tttecegtetg
cccgecgetg
actgcgtgaa
acgtgacate
cgtaccgttt
tactececgegt
tgcaattcag
tetgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt

gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Arg Leu

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

950



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

His

Fro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Glu

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

70

Gln

Leu

Thr

Tyxr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Vval

Asp

Ile

ES5 2448816 T3

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Ile

His

Asp

Gln

200

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

114

Asn

90

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

val

His

Leu

val

235

Val

Ile

Thr

Ser

TIp

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ser

Ala

Vval

125

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

305

ES2448 816 T3

310

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 53
<211> 590
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> &3
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
gacgaccaca
acccaggacg
gcagtggttt
accaaacatc
gaccgcatce
tettctatcg
gaaacccacg
gaaggtcegg
gectgetetge
gaagctatce
tgctcaaceg

ggtgttcegg

tcttcttecte

<210> 54

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 514

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttetat
gteccgeaggt
gtgacggtgt
accecgcaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtcecggttac

tgctgaccece

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ctctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
cacctgttte
gttctctaac
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccctgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacacec
gctaaccege
gctegtatcet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactetteta
gectgttecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atccgtegtt

1145

acgacaccgg
tggetggtgg
ctatcttcga
;cggtaacgc
tccgtatcat
ctaaaaccga

ccccattcac

accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
actgcgacgg
ttgttegtte
tecgctgaatc
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttecegtetg
ccecgeocgetg
actgegtgaa
acgtgacate
cgtaccgttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tctgctgget
tecgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
gatectctgac

gaacgttgaa

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

990



10

15

20

25

30

35

40

45

20

25

&0

65

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

val

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

Phe
225

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Fro

Leu

195

Leu

val

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

val

Ile

Ile

Cys

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

ES 2448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys
215

Lys

Ser Glu

Ser Asp
25

Trp Ile
40

Phe Asp

vVal Trp

Phe Ser

Glu val

105

Glu Ala
120

Phe Thr

Val Pro

His Ala

AsSp Pro

185

Gln Glu
200

Asp Gly

Asp Gly

116

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

80

Lys

Val

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Gln

155

val

val

His

Leu

val
235

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Fro

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80O

Ile

Leu

Thr

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg
240



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

Ala Ala

Leu

Ser

Leu Asp

Leu

Gly

Ala

Pro
245

His Glu

260

Asp Glu

275

Phe
290

Pro

Pro Val

305

Ser Ser

<210> 55

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 55
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
gacgaccaca
actcaggacg
jcagtggttt
iccaaacatc
Jaccgecatec
tecttctateg
jaaacccacg
jaaggtccgg

jctgctetge

Val

Thr

Ser

Ser Val

Gln Ser

Gly Ile

Ala

Val

Asp

Ile

ES2448 816 T3

Thr Arg

Ile Leu

Leu Gly

280

Gly Asn
295

Ile

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt

cgggtatcac

Thr

Pro Val

ctctgaaate
actggaceceg
gccgtctgaa
caccacctte
gttetctaac
gategctetg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgececg
tgttgttate

ccgtaaaacc

Thr val

250

Lys

Ala Ile

265

Asp

Cys Ser Thr

Pro Ile Ser

Arg Tyr Trp

315

Gln Tyr

330

gtttacaccc
gctaaceege
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactctteta
gctgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg

aaagacggtg

gttctggaaa

17

Leu Glu

Thr Leu

Ile

Ala

Ala Glu

255

Glu Leu

270

Gly Gly Gly Val

285

Asp
300

Gly

Glu Leu

acgacaccgg
tggctggtag
ctatcttcga
acggtaacgc
tccgtatcat
ctaaaaccga
ccccattecac
accagtggat
ctgttcgteg
acctgatccg
actgecgacgg
ttgttegttce

tcgctgaatc

Val

Asn

Trp
Pro

Gly

Glu
320

Val

tctggactat
tgetgettgg
ccagggttac
ttteegtetg
ccecgecgetg
actgcgtgaa
acgtgacate
cgtaccgttt
tactececgegt
tgcaattcag
tctgectgget

tcecgggtogt

tctgggtcac

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

780
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10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gaagctatce tggctgacat caccectgget gaactgetgg acgctgacga agttetgggt 840
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggecegtte gtttetgttg acggtaaccec gatctectgac 900
ggtgttccgg gtccggttac ccagtctatc atccgtegtt actgggaact gaacgttgaa 860

990

tcttcttecte tgetgaccee ggtacagtac

<210=>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

56
330
PRT

Secuencia Artificial

56

Met Ala Phe Ser

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Asp

Ile

val

Pro
145

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

vVal

Ile

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Ala

Ile

Gly

I'le

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

Variante de ATA117

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr
150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro
135

Ala

Val

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Fhe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Ala

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Val

Arg

Tyr

Met

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile

140

Trp

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Serxr

Lys

Val

Ser

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Phe
160

Arg



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Arg Thr Prg

Gly Asp Leu
195

Leu Pro Leu
210

Phe Asn Val
225

Ala Ala Leu

Ser Leu Gly

Leu Asp Ala
275

Pro Phe Val
290

Pro Val Thr
305

Ser Ser Ser

<210> 57
<211> 950
<212> ADN

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

<213> gecuencia Artificial

<220>

<223> variante de ATA117

<400> 57

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Asp

Gln

200

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

FPro

Gln

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

atggctttct cagctgacac ctctgaaatc gtttacacec

atcacctact ctgactacga actggacccg gctaacccgce

atcgaaggtg ctttcgttce geocgtcoctgaa getcogtatet

tatacttctg acgctaccta caccaccttc cacgtttgga

175

Lys Asn Phe Gln Trp
190

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Leu Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly Val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgcttgg
ctatcttcga ccagggttac

acggtaacgc tttecegtetg

60

120

180

240



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatce
tcttctateg
gaaacccacg
gaaggtcegg
gctgetetge
gaagctatce
tgctecaaceg

ggtgttccgg

tettettete

<210> 58
<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 58

Met Ala Phe Ser

1

Gly Leu Asp Tyr

Pro Leu Ala Gly

35

Ser Glu Ala Arg

50

Ala Thr Tyr Thr

65

Asp Asp His Ile

tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtecgeaggt
gtgacggtgt
accecgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtccggttac

tgectgacecee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ala

Ile

20

Gly

Ile

Thr

Glu
a5

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

ES2448 8§16 T3

gttctctaac
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttce
cgagctgeeg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccetgget
ttggecegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

Thr Ser

Tyr Ser

Glu

Asp

gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecgt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgctgg
gtttetgttg

atccgtegtt

Ile Val

10

Glu

25

Ala Trp

40

Ile Phe

Val

His

Leu Phe

Ile

Asp

Trp

Ser

Glu Gly

Gln Gly
Gly

Asn

Asn Ala

90

120

teoccgtatcat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
actgcgacgg
ttgttegtte
tecgctgaatce
acgctgacga
acggtaacce

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Ala Phe Val

45

Tyr Thr

60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser Ile

cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtacegttt
tactecegegt
tgcaattcag
tetgetgget
tccgggtegt
tctgggteac
agttctgggt
gatectctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro
Ser Asp
Leu

Arg

Arg Ile

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

990



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

Ile

Val

Arg

Pro
145

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Ser

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thx

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Vval

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Leu

100

Thr

Ser

Ty

Arg

Arg

180

Ile

Leu

vVal

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES5 2448816 T3

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Val

L05

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Gln

121

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ala

Vval

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Fro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

<210> 59
<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 59
atggctttect

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcacatgttt
accaaacatc
gaccgcatcc
tcttectateg
gaaacccacg
gaaggtcecgg
gctgctetge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgttcegg

tecttcttete

<210> 60

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
223>

<400> &0

Secuencia Artificial

Wariante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tecgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgacecce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 816 T3

ctectgaaate
actggacceg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaac
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgceg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccctggcet
ttggecegtte

ccagtctatc

ggtacagtac

gtttacacece
gctaacecege
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcogt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atccgtegtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
tcegtatecat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
ctgttegteg
acctgateeg
actgcgacgg
ttgttegtte
tcgctgaatc
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttccgtctg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tactcegegt
tgcaattcag
tctgetgget
tccgggtegt
tectgggteac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

122

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960

990



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro

Ser

Ala

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala

35

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

vVal

Leu

Gly

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

val

Fro

His

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Ala

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

ES2448 816 T3

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

His

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

vVal

Thr

250

Asp

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Ala

Tyr

&0

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

30

val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

val

Ser

Phe

130

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

.ASP

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu
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14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys

260

275

Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro

290

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg

305

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln

<210> 61

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 61
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacctctg
gacgaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatce
gaccgcatce
tecttetateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctetge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgttcecgg

ES2448 816 T3

280

295

310

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttcgttce
acgctaccta
tecgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
accecgcaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac

tggctgacat

gtggtggtgt
gtccggtaac

ctctgaaatc
actggacccg
gccgtctgaa
cacctgttte
gttetctaac
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtac
tcacttaatqg
taaaaacttc
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacce
cacccegget
ttggcegttce

ccagtctatc

265

Ser Thr

Ile Ser

Trp
315

Tyr
330

gtttacaccc
gctaacccge
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttetggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atccgtegtt

270

Gly Gly Gly Val Trp

285

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
tccgtateat
ctaaaaccga
ccccatatac
accagtggat
ctgttcgtcg
acctgatcecg
actgecgacgg
ttgttegtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

320

tctggactat
tgctgecttgg
ccagggttac
ttteoegtetyg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgtta
tactccgegt
tgcaattcag
tetgetgget
tccgggtcgt
tetgggtecac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

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

960
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25
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35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

tcttettcte tgctgaccecc ggtacagtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

62
330
PRT

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

62

Met Ala Phe Ser Ala Asp

1

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr

20

Pro Leu Ala Gly Gly Ala

35

Ser Glu Ala Arg Ile Ser

50

Ala Thr Tyr Thr Cys Phe

65

70

Asp Asp His Ile Glu Arg

85

Ile Pro Pro Leu Thr Gln

100

Val Ala Lys Thr Glu Leu

115

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr
130

Pro Gln Val Tyr Met Tyr

145

150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

165

Arg Thr Pro Arg Ser Ser

180

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ser

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Tyr

Val

His

Asp

Glu

Asp

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Thr

Pro

Leu

Pro
185

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

Lys

Ile

Tyr

Met

170

Gln

125

val

Glu

Gly

Gly

75

Ala

Glu

vVal

Asp

Gln

155

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Fhe
190

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Leu
160

Trp
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14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2448 816 T3

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr His
195 200
Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Gly Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Leu Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 63
<211> 990
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 63
atggctttect cagctgacac ctctgaaatc gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaacccgce
atcgaaggtg ctttcgttece geccgtctgaa gctegtatct
tatacctctg acgctaccta cacctgtttc cacgtttgga
gacgaccaca tcgaacgtct gttctctaac geggaatcte
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg
gcaatcgttt ctgtttctat caccegtggt tactcttcta

Asp Arg
205

Glu

Ser

Leu Glu

Thr Pro

Gly Gly

285

Asp
300

Gly

Glu

acgacaccgg
tggctggtagg
ctatcttecga
acggtaacgc
tgegtatcat
ctaaaaccga

ccccatatac

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

vVal

Leu Asn

Phe Glu

Gly

Pro

Arg
240

Gly

Ala Glu

255

Glu Leu

Val Trp

Pro

Gly

Glu
320

Val

tectggactat
tgectgettgg
ccagggttac
tttccgtetg
ccecgeegetg
actgcgtgaa

gcgtgacate

60

120

180

240

300

360

420



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

accaaacatc gtccgcaggt ttacatgtac getgttcegt
gaccgcatcc gtgacggtgt tcacttaatg gttgctcagt
agctctatcg acccgeocaggt taaaaacttc cagtggggtg
gaaacccacg accgtggttt cgagctgeceg ctgctgctgg
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
gctgetetge cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa
gaagctatce tggctgacat caccttgget gaactgetgg
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggcegtte gtttetgttg
ggtgttcecgg gteegttaac cecagtctate atcegtegtt
tcttettete tgctgaccce ggtacagtac
<210> 64
211> 330
<212> PRT
<213> gecuencia Artificial
<220>
<2Z23> Variante de ATA117
<400> 64
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arqg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Cys Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Asgp Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 90
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val

127

accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
actgcgacgg
ttgttegtte
tegectgaateo
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Ala Phe Val

45

Tyr Thr

60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser Lesu

Leu
110

Ile Ala

Ser Val Ser

cgtaccgttt
tacgccgegt
tgcaattcag
tctgetgget
tecgggtcogt
tctgggtcac
agttctgggt

gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr
15

Ala Asn

Pro Pro
Ser

Asp

Leu
80

Arg
Arg Ile
Glu

Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
840
900
960

9390
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15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Arg Gly
130

Pro Gln
145

115

Tyr Ser

Val Tyr

Asp Arg Ile Argq

Arg Thr

Gly Asp

Pro Arg
180

Leu Ile
185

Leu Pro Leu Leu

210

Phe Asn
225

Ala Ala

Ser Leu

Leu Asp

Pro Phe
290

Pro Leu
305

Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

Val Val

Leu Fro

Gly His
260

Ala Asp
275

Val Ser

Thr Gln

Ser Leu

65
990
ADN

Ser

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Val

Ser

Leu

325

ES 2448816 T3

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

3lo0

Thr

Secuencia Artificial

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

Tyr

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Val

Thr

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

Gln

128

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thre

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Asp

Gln

155

Val

val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Fhe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



10

15

20

25

a0

a5

40

45

50

g5

al]

B&

<220>
<223>

<400> 65
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttectg
gacgaccaca
accctggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatce
tcttectateg
gaaacccacyg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatcc
tgetecaaceg

ggtgttccag

tcttecttcecte

<210> 66

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 66

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttece
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgeaggt
accgtggttt
gtttcaacgt

cgggtatcac
tggctgacat

gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgacecee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2 448 8§16 T3

ctctgaaate
actggacceg
gccgtctgaa
cacctgttte
gttctctaac
gatcgctetg
cacccgtggt
ttacatgttc
tcacgectatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccctgget
ttggeegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacacce
gctaacccge
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttyg
tactcttcta
gctattcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgectgg
aaagacqgtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg
atecegtegtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
tccgtatcat
ctaaaaccga
ccceoattcga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
actgcgacgg
ttgttegtte
tcgectgaatce
acgctgacga
acggtaaccce

actgggaact

tctggactat
tgetgecttgg
ccagggttac
tttccgtctg
cccgeccgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tctgectgget
tccgggtegt
tetgggtcac
agttctgagt
gatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Ser Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyx Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

20

25

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

129

45

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

990



10

15

20

25

30

35

40

45

2o

g5

g0

65

Ser

Ala

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

185

Leu

val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

val

Pro

His

260

Asp

Ile

Glu
85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

vVal

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Arg

Leu

Leu

Thr

Phe
150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Vval

ES2 448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Fhe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Ile

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly
280

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Fro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

130

Gln

Asn

Asn

80

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

val

Ile

Thr

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly
285

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Fhe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

FPro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Asp

Leu

80

Ile

Leu

Thr

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

ES2 448 816 T3

Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Pro Ile Ser

290

295

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
310

305

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 67

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 67
atggetttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctyg
ggggaccaca
accaaagacg
gcaatcgttt
accaaacate
gaccgegtce
agctctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgectetge
gaagctatcc
tgctcaaceg

ggtgttccgg

ccttcttete

<210> 68
<211> 330
<212> PRT

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttcc
acgctaccta
tcgaacgtcet
aagttaaaga
ctgtttctat
gtecgeaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgaccce

cccggaaate
actggaceccg
ggcgtctgaa
caccaccttc
gttctctaac
gatcgctetg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacgctatg
taaaaacttec
cgagctgcecg
tgttgttate
ccgtaaaacce
caccctggct
ttggcecgttce

ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacaccc
gctaaccege
gctegtatcet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gectgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
attectgetgg
aaagacggtg
gtttttgaaa
gaactgtatg
gtttctgttg

atcegtegtt

131

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaccgg
tggetggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
ctgttegteg
acctgateceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

320

tectggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttcegtctg
ccogecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtacegttt
tacteegegt
tgcaattecag
cctgectgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

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

990



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<213>

<220>
<223>

<400>

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

68

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Val

Pro

Leu

1395

Ile

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Serx

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Lys

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Thr

Tyr

Ala

Ile

35

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

ES2448 816 T3

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Fro

Ala

Pro

185

Glu

Asn

Ile Val
10 .

Tyr Glu

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

75

Asn Ala
80

Lys Glu

Ile Val

Arg Asp

Tyr Gln

155

Met Val
170
Gln Val

Thr His

Leu Leu

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

TIp

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Thr

Asn

Ala

Asp

Leu

80O

Leu

Leu

Thr

Fhe

160

Arg

Trp

Glu

Gly



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

210

Phe
225

Ala Ala

Ser Leu

Tyr Asp

275

Phe Val
290

Pro

Pro
305

Pro

<210> &9
<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

400> 69
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatcc

agctctateg

Asn Val

Leu

Gly

Ala

Val Thr

Ser Ser

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttce
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt

acccgcaggt

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

cccggaaatc
actggacccg
ggegtctgaa
caccaccttc
gttctctaac
gatcgctctg
caccegtggt
ttacatgtat
tcacctgatg

taaaaactte

Val Val

235

Gly

Thr
250

Lys val

Ala Ile

265

Asp

Cys Ser Thr

Pro Ile Ser

Tyr Trp

315

Gln Tyr

330

gtttacacce
gctaacecge
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctcagt

cagtggggtg

133

220

Arg Ser

Phe Glu

Thr Leu

Gly Gly

285

Gly
300

Glu Leu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
ttcgtattat
ctaaaaccga
cecccattcga
accagtggat
ctgttegtcg

acctgatceg

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Arg
240

Gly

Ala Glu

255

Glu Leu

Val Trp

Pro Gly

Val Glu

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggttac
tttecegtctg
cccgcegetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tactcegegt

tgcaattcag

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

gaaacccacqg accgtggttt cgagctgecg ctgctgetgag
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
gctgctctge cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa
gaagctatec tggctgacat cacccegget gaactgetgg
tgetcaaceg gtggtggtgt ttggecegtte gtttetgttg
ggtgttcecgg gtccggttac ccagtctate atcegtegtt
ccttcttete tgoctgacecece ggtacagtac
<210> 70
<211> 330
<212> PRT
<213> gecuencia Artificial
<220>
«223> Variante de ATA117
<400> 70
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 20
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val
115 120
Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arg Asp
130 135

134

actgocgacaa

ttgttegtte

tegetgaate

acgctgacga

acggtaacte

actgggaact

Tyr

Leu

Ala

Tyr

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Thr

Asp

Phe
45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

His

Pro

30

Val

Phe

Ile

Leu

110

Sar

Lys

cctgetgget

tcegggtegt
tctgggtcac
agttetgggt
tatctetgac

gaacgttgaa

Asp Thr
15

Ala Asn

Pro Ala

Ser Asp

Arg Leu

80

Arg Ile

95

Glu Leu

Ile Thr

His Arg

660

720

780

B840

300

960

990



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

305

Pro

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctttet cagctgacac ccctgaaatc gtttacacce acgacaccgg tctggactat

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

71
990
ADN

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

71

Ala

wal

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Axg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

val

Phe
160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

atcacctact

atcgaaggtg
tatacttctg
gacgaccaca
acccaggacyg
gcaatecgttt
accaaacate
gaccgcatce
tettetateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatcc
tgctcaaceg

ggtgttcegg

tcttettete
<210> 72

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
223>

<400> 72
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Pro Leu Ala
35

Ser Glu Ala

50

Ala Thr Tyr

ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtcecgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtececggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala

Tyr Ile

20

Gly

Gly

Arg Ile

Thr Thr

Asp Thr

Thr

Ala

Ser

Phe

ES2448 816 T3

actggacccg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaac
gatcgctctg
caccegtggt
ttacatgtac
tcacgctatg
taaaaactte
cgagctgeceg
tgttgttate
ccgtaaaacce
caccctggct
ttggcegtte
ccagtectate

ggtacagtac

Pro

Tyr Ser

Glu

Asp

gctaacccge
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactctteta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gtttctgttg

atcocgtegtt

Ile Val
10

Tyr Glu

25

Ala Trp

40

Ile Phe

55

His Val

Ile

Asp

Trp

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

136

tggetggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
teccgtatcat
ctaaaaccga
cccecattega
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
actgcgacgg
ttgttegtte
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaaccc

actgggaact

Tyr Thr His

Pro
30

Leu Asp

Ala Phe Val

45

Tyr Tyr

60

Asn Ala Phe

Thr

tgctgecttgg
ccagggttac
tttcegtetg
ccegecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtacegttt
tactcecgegt
tgcaattcag
tetgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
gatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leu

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
720
780
B40
900
960

930



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

65

Asp

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

FPhe

290

Val

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

185

Leu

val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

FPro

His

260

Asp

Ser

Gln

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Vval

Ser

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

ES2448 816 T3

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Pro

Arg

137

Asn

20

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyrx

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

vVal

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Leu

Gly

285

Gly

Leu

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Vval

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

vVal

Asn

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

80

Ile

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Glu

Leu

Trp

Glu



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

305

ES2448 816 T3

310

315

Ser Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 73
<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400=>= 73
atggctttet

atcacctact
atecgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctetge
gaagctatcce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttettete

<210> 74

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 74

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgacecee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ccctgaaate
actggacccg
gcegtctgaa
caccaccttc
gttctctaac
gatcgetetyg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacgctatg
taaaaacttc
cgagctgcocg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
caccccggct
ttggcecgtte
ccagtctatce

ggtacagtac

330

gtttacacece
gctaaceccge
gctecgtatct
cacgtttgga
gcggaatctt
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecgt
gttgetecagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctagg
gtttectgttg

atccgtcgtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatecttega
acggtaacgc
tgecgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatccg
actgcgacgg
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

320

tectggactat
tgetgettgg
ccagggttac
tttcegtectg
ccegeegetg
actgecgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
ttceceegegt
tgcaattcag
tctgectggcet
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

230



20

25

aa

3g

40

43

50

85

g0

65

Phe

Ser

Gly Leu Asp Tyr

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Gly

Leu

Phe
225

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Ser

Asp

Pro

210

Asn

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Axg

Arg

180

Ile

Leu

vVal

Ala

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

ES 2 448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Pro

Ser

40

Fhe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Pro

185

Glu

Gly

Gly

139

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

920

Lys

Ile

Arg

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

val

Glu

Gly

Gly

Gly

15

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val
235

Tyr

Leu

Ala

Tyx

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Azg

Thr

Asp

Phe
45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Leu

Leu
110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Fro

Asp

Leu

Leu

Leu

Thr

Phe
160

Trp

Glu

Gly

240



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Ala Ala

Ser Leu

Leu Asp

Pro Phe
250

Pro Val
305

Pro Ser

Leu Pro Gly

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES2448 816 T3

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Thr Val
250

Arg Lys

Leu Ala
265

Asp Ile

Gly Cys Ser Thr

280

Asn Ser Ile Ser

Arg Arg Tyr Trp

315

Val Gln Tyr

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Glu Ile Ala

255

Pro Ala Glu

270

Gly Gly Val
285

Gly Val Pro

Leu Asn Val

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320

<210> 75

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400~ 75
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gacecgcatee
agctctateg
gaa acccacg
gaaggtcegg

gctgectetge

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttece
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttetat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttecaacgt

cgggtatecac

ccctgaaate
actggacccg
gcoccgtctgaa
caccaccttce
gttctctaac
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacgectatg
taaaaactte
cgagctgeccg
tgttgttate

ccgtaaaace

330

gtttacaccc
gctaaccege
gctecgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gectctgeegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg

gtttttgaaa

140

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
actgecgacaa
ttgttegtte

tegetgaate

tectggactat
tgctgcttgg
ccagggtttt
tttcecgtctg
ccegccgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tteccecegegt
tgcaattcag
cetgetgget

tccgggtegt

tetgggtecac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gaagctatcc tggectgacat cacccegget
tgectcaaccg gtggtggtgt ttggcegttce

ggtgttcegg gtccggttac ccagtctate

ES2448 816 T3

gaactgtacg acgctgacga agttctgggt
gtttetgttg acggtaactc tatctctgac

atccgtogtt actgggaact gaacgttgaa

ccttettete tgetgaccce ggtacagtac

<210> 76
<«211> 330
«212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 76
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Pro Leu Ala
35

Ser Glu Ala
50

Ala Thr Tyr
65

Gly Asp His

Ile Pro Pro

Val Ala Lys
115

Arg Gly Tyr
130

FPro Gln Val
145

Asp Arg Ile

Ser Ala

Tyr Ile

Gly Gly

Arg Ile

Thr Thr

Ile Glu

85

Leu Thr

100

Thr Glu

Ser Ser

Tyr Met

Arg Asp

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Asp

Thr

Ala

Ser

FPhe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro
135

Ala

Val

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Fhe

Glu

Glu

120

Phe

Leu

His

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Ala

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

80

Lys

Ile

Arg

Tyr

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

TIp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

8O

Leu

Thr

Arg

Phe
160

840

900

960

590



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Arg

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Ser

Asp

Pro

210

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
atggctttet cagctgacac ccctgaaatc gtttacacce

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

77
990
ADN

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

ES2 448 816 T3

170

Ser Ile Asp Pro Gln Val
185

Ala Ile Gln Glu Thr His
200

Asp Cys Asp Asn Leu Leu
215

Ile Lys Asp Gly Val Val
230 235

Ile Thr Arg Lys Thr Val
250

Ala Ile Leu Ala Asp Ile
265

Val Leu Gly Cys Ser Thr
280

Asp Gly Asn Ser Ile Ser
295

Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
310 315

Thr Pro Val Gln Tyr
330

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

77

atcacctact ctgactacga actggacccg gctaaccege

atcgaaggtg ctttcgttcc gocegtctgaa gctcegtatet

tatacttctg acgctaccta caccaccttc cacgtttgga

142

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Phe

Thr

Gly

Asp

300

Glu

acgacaccgg tctggactat
tggetggtgg tgetgettgg
ctatcttcga ccagggtttt

acggtaacgc tttccgtctg

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320

60

120

180

240



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ggggaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacatc
gaccgcatcce
agctctateg
gaaaccecacg
gaaggtccgg
gctgectectge
gaagctatce
tgctecaaceg

ggtgttccgg

ccttcttcete

<210> 78

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 78
Met Ala Phe

1

Gly Leu Asp

Ala
35

Pro Leu

Glu
50

Ser Ala

Ala
65

Thr Tyr

Gly Asp His

tecgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
accegeaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtccggttac

tgctgacccc

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser

Tyr Ile

20

Gly Gly

Ile

Thr

Thr

Ile Glu

85

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

ES2448 816 T3

gttctctaac
gatcgctctg
caccecgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaacttc
cgagetgeeg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
cacccegget
ttggecgtte
ccagtctate

ggtacagtac

Thr Pro

Tyr Ser

Glu

Asp

gcggaatctt
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgectecagt
cagtggggtg
ctgetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgctgg
gttactgttg

atccgtegtt

Ile Val

10

Tyr Glu

25

Ala Trp

40

Ile Phe

55

His Val

Leu Phe

Ile

Asp

Trp

Ser

Glu Gly

Gln Gly
Asn

Gly

Asn Ala

20

143

tgcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tegetgaate
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

Thr His

Tyr

Leu Asp

30

Phe
45

Ala Val

Phe
60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser Leu

Pro

Thr

cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
ttcececegegt
tgcaattcag
cctgetgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt

tatetetgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Leu
80

Arg Leu

95

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

990



20

25

30

38

40

45

a0

a5

60

65

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Pro

Pro
305

Pro

Pro

Ala

Gly
130

Gln

Ser

Asp

Fro

210

Asn

Ala

Leu

Phe
290

Val

Ser

Pro

Lys

115

Tyxr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Axrg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Thr

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

val

Ser

Leu
325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile
310

Thr

E5 2448816 T3

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Glu

Glu

120

FPhe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

val

Yal

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

144

Lys

Ile

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

FPhe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 79
<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 79
atggetttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctyg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatcgttt
accaaacate
gaccgcatcc
agctctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetctge
gaagctatcec
tgetcaacecg

ggtgttccag

ccttcttete

<210> 80
<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 80

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegtteco
acgcetaceta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatecac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgaccec

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 816 T3

cecctgaaate
actggacceg
gccgtctgaa
caccacette
gttctctaat
gatcgctetg
caccegtggt
ttacatgtat
tcacectgatg
taaaaactte
cgagctgeceg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccccggct
ttggecegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

gtttacacce
gctaacccge
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactectteta
gctgttcegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgcetgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg

atccgtcgtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttegteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttcgttc
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

tctggactat
tgetgettgg
ccagggtttt
tttecegtetg
ccegeegetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

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

590



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leau

Gly

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg
180

Ile

Vval

Pro

His

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

165

Ser

Leu

Val

Gly
245

Glu

Ala

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

ES5 2448816 T3

Ala

Ile

a5

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Trp

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

148

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Vval

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

FPro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

Tyr Asp Ala Asp Glu Val

2175

Pro Phe Val
290

Pro Val Thr
305

Pro Ser Ser

<210> Bl

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 81
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcaatcgttt
accaaacate
gacecgcatce
agctetateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcegg

260

ES2 448 816 T3

280

265

Leu Gly Cys Ser Thr

Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser

Gln Ser Ile

295

Ile

310

Leu Leu Thr

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ctgtttectat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccoggttac

Pro Val

cecctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
caccaccttc
gttctctaac
gatcgctctg
caccecgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttate
ccgtaaaacce
cacccegget
ttggcecgtte

ccagtctatc

Arg Arg Tyr Trp

315

Gln Tyr
330

gtttacacce
gctaacecge
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatctt
gaactggttg
tactcttcta
gectgtteoegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg

atcocgtegtt

147

270

Gly Gly Gly Val Trp

285

Asp Gly Val
300

Pro Gly

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatettega
acggtaacge
tgegtttgat
ctaaaaccga
cceccattega
accagtggat
ctgttegteg
acctgatceg
actgcgacgg
ttgttegtte
tcgctgaatce
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

320

tectggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttcegtetg
ccegeegetyg
actgcgtgaa
gcgtgacatce
cgtaccgttt
ttceccegegt
tgcaattcag
tctgectgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500

960



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

ES2448 8§16 T3

ccttcttete tgetgaccce ggtacagtac

<210>
211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

g2
330
FRT

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

82

Met Ala Phe Ser Ala Asp

1

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr

20

Pro Leu Ala Gly Gly Ala

Ser Glu
50

35

Ala Arg Ile Ser

Ala Thr Tyr Thr Thr Phe

65

70

Gly Asp His Ile Glu Arg

85

Ile Pro Pro Leu Thr Gln

100

Val Ala Lys Thr Glu Leu

115

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr

130

Pro Gln

145

Val Tyr Met Tyr
150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

Arg Ser

165

Pro Arg Ser Ser
180

Thr Pro Glu

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro
185

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

148

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

Val

Thr

Fhe

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
190

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Phe
160

Trp



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr His
195 200
Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Gly Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 83
<211> 990
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 83
atggctttct cagctgacac ccectgaaatc gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggaccecg gctaaccegc
atcgaaggtg ctttcgttcc gococgtctgaa goctcegtatct
tatacttetg acgctaccta caccacctte cacgtttgga
ggggaccaca tcgaacgtct gttectctaat geggaatcta
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg
gcocgategtta ctgtttetat caccegtggt tactettceta

149

Asp Arg

205

Ala Glu

220

Gly

Ser Pro

Leu Glu Ile

Thr Pro

270

Gly Gly

285

Asp Val

300

Gly

Glu Leu Asn

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatettcga
acggtaacge
ttegtttgat
ctaaaaccga

ccccattega

Ala

Gly

Phe Glu

Pro Gly

Gly Arg

240

Ala
255

Glu

Glu Leu

Val Trp

Pro Gly

Val Glu

320

tectggactat
tgctgcttgg
ccagggtttt
ttteegtetg
cccgecgetg
actgcgtgaa

gcgtgacatce

60
120
180
240
300
360

420



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

accaaacate gtcecgcaggt ttacatgtat gctgttcegt
gaccgcatcc gtgacggtgt tcacctgatg gttgctcagt
agctctatcg accegecaggt taaaaactte cagtggggtg
gaaacccacg accgtggttt cgagctgcecg ctgctgetgg
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatc aaagacggtg
getgetetge cgggtatecac ccgtaaaace gttetggaaa
gaagctatce tggctgacat cacccegget gaactgtacg
tgctcaaceqg gtggtggtgt ttggecgtte gtttctgttg
ggtgttccgg gtecggttac ccagtctate atecegtegtt
ccttettete tgetgacece ggtacagtac
<210> B4
<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> B4
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 90
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val

150

accagtggat
cagttegteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttegtte
togetgaate
acgctgacga
acggtaactec

actgggaact

Thr His

Tyr

Leu Asp Fro

Ala Phe

45

Val

Phe Thr

60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser Ile

Leu
110

Ile Ala

Thr Val Ser

cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgctggct
tcecgggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Leu
BO

Arg Leu

Glu

Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
840
900
960

950



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Gly
130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

<210>
<21l1>
<212>
=213>

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Vval

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

85
990
ADN

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

FPro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

ES2448 816 T3

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Asp

Gln

155

Val

VvVal

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 85
atggctttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgategtte
accaaacate
gaccgeatce
agctctatcg
gaaacccacqg
gaaggtccgg
getgectectge
gaagctatce
tgctcaaceg

ggtgttcegg

ccttettcete

<210> 86
<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 86

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttece
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
atgttteotat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgaccecc

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 8§16 T3

ccctgaaate
actggacceqg
gcegtcetgaa
caccaccttc
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagctgeceg
tgttgttate
cegtaaaace
caccccggct
ttggccgtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacaccc
gctaaccege
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttcegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg

atccgtegtt

acgacaccgg
tggctggtgyg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
cagttcgteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttecgtte
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

tctggactat
tgctgcttagg
ccagggtttt
ttteegtetg
cccgeccgetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn
25

20

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

152

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

950



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

155

Leu

Val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

TYX

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

val

ES 2448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

FPhe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly
280

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala
265

183

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Phe
60

Asn

Glu

Ile

His

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly
285

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

270

Gly

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Txrp



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Pro Fhe
290

BPro Val
3205

Pro Ser

<210> 87

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 87
atggectttcet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gecgategtta
accaaacatc
gaccgcatce
agctctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetctge
gaagctatce
tgctcaaceg

ggtgttcegg

ccttecttete

<210> 88
<211> 330
<212> PRT

ES2448 816 T3

295

310

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
atgtttctat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
accegeaggt
accgtggttt
gtttecaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgctgaccece

ccctgaaatc
actggacccg
gcegtectgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagctgccg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
caccccggcet
ttggcegttce

ccagtctatc

ggtacagtac

315

Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

330

gtttacacce
gctaaccegce
gectegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttecta
gctgtteoegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttectgttg

atccgtogtt

300

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttcgteg
acctgatcecg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgetgaatce
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

Val Ser Vval Asp Gly Asn Ser Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly

Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu

320

tectggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttecegtectg
cccegecgetg
actgcgtgaa
gegtgacatc
cgtaccgttt
tacaccgcgt
tgcaattcag
cctgctggect
tcegggtegt
tectgggtcac
agttctgggt

tatctetgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

990



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

88

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

185

Leu

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

B5

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

ES5 2448816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Len

Asp

Arg

Pro

135

Ala

fal

Ile

Ile

Cys

Pro

Ser

40

FPhe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

155

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

50

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Tyr

Leu

Ala

FPhe

60

Asn

Glu

Ile

Asn

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thx

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

85

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly



ES2448 816 T3

20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

210 215 220
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val Arg Ser Pro Gly Arg
225 230 235 240
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val Leu Glu Ile Ala Glu
245 250 255
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile Thr Pro Ala Glu Leu
260 265 270
Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr Gly Gly Gly Val Trp
275 280 285
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly
290 295 300
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu
305 310 315 320
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 89
211> 990
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> B9
atggctttet cagctgacac ccctgaaatec gtttacacce acgacacecgg tctggactat 60
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaacccge tggectggtgg tgoctgettgg 120
atcgaaggtg ctttcgttecec geccgtetgaa gectogtatct ctatcttega ccagggtttt 180
tatacttetg acgectaccta caccacctte cacgtttgga acggtaacge tttcegtetg 240
ggggaccaca tcgaacgtct gttctctaat gocggaatcta ttcogtttgat ccegeocgetg 300
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg ctaaaaccga actgcocgtgaa 360
gcgategttt ctgtttctat caccegtggt tactetteta cccecattega gegtgacate 420
accaaacatc gtcegecaggt ttacatgcat getgttcegt accagtggat cgtacegttt 480
gaccgcatcc gtgacggtgt tcacctgatg gttgctcagt cagttcgtcg tacaccgegt 540
agctctateg acccgeaggt taaaaacttc cagtggggtg acctgatceg tgoaattcag 600

156



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

ES5 2448816 T3

gaaacccacg accgtggttt cgagctgecg ctgctgetag
gaaggtccgg gtttcaaegt tgttgttatc aaagacggtg
gctgectectge cgggtatcac cocgtaaaacce gttetggaaa
gaagctatee tggctgacat cacccegget gaactgtacg
tgctcaaceg gtggtggtgt ttggeccgtte gtttcoctgttg
ggtgttcegg gteceggttac ccagtctate atcegtegtt
ccttettete tgoctgaccece ggtacagtac
<210> 90
<211> 330
<212> PRT
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 90
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 20
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Ile Val
115 120
Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arg Asp
130 135

157

actgcgacaa

ttgttecgtte

cctgcoctggcet
tccgggtcegt

tctgggtcac

tegetgaatce

acgctgacga

acggtaactc

actgggaact

Tyr

Leu

Ala

Fhe

60

Asn

Glu

Ile

Ser

Ile
140

Thr

Asp

Phe
45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

His

Pro

30

Val

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

agttctgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

660

720

780

840

900

960

990



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctttct cagectgacac ccocctgaaatce gtttacaccc acgacaccgg tctggactat

Val

Ile

Pro

Leu

155

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

21
990
ADN

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Asp

le5

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

His

150

Gly

Ser

Ala

Ile
230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

91

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

158

Gln

155

val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

1950

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ataacctact
atcgaaggtg
tatacttectg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtte
accaaacatc
gaccgcatcc
agctctatcg
gaaacccacqg
gaaggtcegg
gectgectetge
gaagctatcc
tgctcaaceg

ggtgttccgg

ccttettcte

<210> 92

<211l> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 92
Met Ala Phe

1

Gly Leu Asp

Ala
35

Pro Leu

Glu
50

Sar Ala

Ala Thr Tyr

ctgactacga
ctttegttce
acgctaccta
tecgaacgtcet
aagttaaaga
atgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
acegtggttt
gtttcaacgt

cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtececggttac

tgctgaccee

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala

Tyr Ile

20

Gly Gly

Ile

Arg

Thr Thr

Asp Thr

Thr

Ala

Ser

Phe

ES2448 816 T3

actggacceg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
caccegtggt
ttacatgcac
tcacctgatg
taaaaacttc
cgagctgecg
tgttgttate
ccgtaaaacce
cacccegget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

FPro

Tyr Ser

40

Ile Phe

55

His Val

Glu

Asp

Ala Trp Ile

Asp

Trp

gctaacccgc
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctagcccgt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttectgttg

atcecgtegtt

Ile Val

10

Tyr Glu

Glu Gly

Gln Gly

Asn Gly

tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
ttegtttgat
ctaaaaccga
cccecattega
accagtggat
cagttegteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttegtte
tegectgaatc
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp

30

Ala Phe

45

Phe
60

Tyr

Asn Ala

His

Pro

Val

Thr

Phe

tgctgettgg
ccagggtttt
tttecgtetg
ccegecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtacegttt
tacaccgcgt
tgcaattcag

cctgectgget

teccgggtegt

tctgggtcac

agttectgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leun

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

990



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

65

Gly

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

RSP

Phe

290

Val

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Axrg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

ES 2448816 T3

70

Gln

Thr

His

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Phe

Glu

Glu

120

Fhe

Ser

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

160

Asn
90

Lys

Met

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

vVal

235

val

Ile

Thr

Ser

Trp

Glu

Ile

His

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

zlu

Val

Pro

Val

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

305

ES2448 816 T3

310

315

Pre Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210> 93

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 93
atggctttcet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgattgtta
accaaacatc
gaccgcatcec
agetctateg
gaaacccacg
gaaggteegg
gectgetcetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcegg

cettettete

<210> 94

<211> 330
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 94

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
cegtttetat
gtccgecaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttecaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtcecggttac

tgetgacece

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cecctgaaate
actggacccg
gcegtcetgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgectetg
caccegtggt
ttacatgagt
tcacctgatg
taaaaacttc
cgagctgeceg
tgttgttate
ccgtaaaace
cacccegget
ttggecegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

330

gtttacacece
gctaaccecge
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactetteta
gcttgecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttectgttg

atcecgtcgtt

161

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgce
ttcgtttgat
ctaaaacega
ccccattega
accagtggat
cagttegteg
acctgatcecg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaactec

actgggaact

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttecegtctg
cccgecgetg
actgegtgaa
gcgtgacate
cgtacegttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgetgget
tcegggtegt
tetgggtcac
agttctgggt
tatectectgac

gaacgttgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9260

930



10

15

20

28

3a

39

40

45

80

5]

g0

65

Met

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro

145

Arg

Gly

Leu

Phe
225

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Phe

Asp

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg
180

Ile

Leu

Val

Ala

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

a5

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

ES 2448816 T3

Asp

Thr

Ala

Ser

FPhe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

FPhe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

162

Ile

10

TYyr

Glu

Gln

Asn

90

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val
235

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Thr

Asp

Phe
45

Tyr

Ala

Ser

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

35

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg
240



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Ala Ala

Ser Leu
Tyr

Asp

Phe
290

Pro

Pro Val

305

Pro Ser

<210> 95

<211> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 95
atggctttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatcc
agctectateg
gaaacccacgqg

gaaggtccgg

gctgeotetge

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Pro Gly

245

Hiszs Glu

260

Asp Glu

Val

Ser

Gln Ser

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

ES2448 816 T3

Thr Arg

Ile Leu

Leu Gly

280

Gly Asn
295

Ile Arg

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagctgacac
ctgactacga
ctttegttece
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
acgtttctat
gtcegecaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt

gtttcaacgt

cgggtatcac

Thr

Pro Val

ccctgaaate
actggacceg
gcecgtetgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgccg
tgttgttate

cocgtaaaace

Ala

Arg

Thr Val

250

Lys

Asp Ile

265

Cys Ser Thr

Ser Ile Ser

Trp
315

Gln Tyr

330

gtttacaccc
gctaaccegc
getegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactectteta
gctgtteegt
gttgcteagt
cagtggggtg
ctgectgetgg

aaagacggtg

gttctggaaa

163

Leu Glu Ile

Thr
270

Gly
285

Asp Gly Val

300

Glu

acgacaccgg
tggetggtag
ctatcttega
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttegteg
acctgateccg
actgcgacaa
ttgttegtte

tcgctgaate

Pro Ala

Gly Gly

Leu Asn

Ala Glu

255

Glu Leu

vVal Trp

Pro Gly

Val Glu

320

tetggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttecegtetg
ccocgocogetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgctgget

tccgggtegt

tctgggtecac

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

780



ES2 448 816 T3

gaagctatce tggctgacat caccccecggct gaactgtacg acgctgacga agttctgggt 840
tgctcaaceg gtggtggtgt ttggccgttc gtttctgttg acggtaactc tatectctgac 200

ggtgttcegg gteccggttac ccagtetate atcegtegtt actgggaact gaacgttgaa 960

10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

ccttettete tgectgaccee

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

96
330

ERT
Secuencia Artificial

96

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Arg

Pro
145

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Ser

Tyr

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Ser

Tyr

Arg

Variante de ATA117

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

val

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

ggtacagtac

Glu

Asp

25

Ile

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Met

Arg

Tyr

164

val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Asn

Ile
140

Trp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

990



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

atggcgttcet cagcggacac
atcacctact ctgactacga
atcgaaggtg ctttcgttce

tatacttctg acgctaccta

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

97
990
ADN

97

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

165

Ser

Arg

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu

325

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Axg

Gln

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

val

His

Leu

Val

235

val

Ile

Thr

Ser

315

ccctgaaate gtttacacce
actggacceg gctaacccge
gcegtctgaa getegtatcet

caccacctte cacgtttgga

175

Lys Asn Phe Gln Trp
190

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Pro Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly Val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgettgg
ctatcttcga ccagggtttt

acggtaacgec tttcegtetg

60

120

180

240



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ggggaccaca
acccaggacg
gcgategtte
accaaacate
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
getgetetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttecttete

<210>
<211>
<212>
<213>

98
330
PRT

<220>
<223>
<400> 98

Mat Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Ala
35

Pro Leu

Glu Ala

50

Ser

Ala Thr

65

Tyr

Gly Asp His

Sar

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

tegaacgtct
aagttaaaga
atgtttctat
gtcegcaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
acegtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gteceggttac

tgctgaccce

Variante de ATA117

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu
85

Secuencia Artificial

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagctgeccg
tgttgttatc
ccgtaaaacce
caccecggct
ttggcegtte

ccagtectate

ES2448 816 T3

ggtacagtac

Thr Pre Glu

Tyr Ser Asp

Ala Trp Ile

40

Ile Phe
55

Asp
His Val

Trp

Leu Phe Ser

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

166

gcggaatcta
gaactggttg
tactettcta
getgttecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg

atccgtegtt

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

ttcgtttgat

ctaaaaccga

ccccattega

accagtggat

cagttcgtcg

acctgatccg

actgcgacaa

ttgttegttce

tegectgaatec

acgctgacga

acggtaactc

actgggaact

Tyx

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Asp

Fhe

45

Tyr

Ala

Ser

His

Pro

Val

Thr

Phe

Ile

cececgecegctg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgetgget
tcogggtegt
tectgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Asgsp Thr

Ala Asn
Pro Pro
Ser

Asp

Leu
B8O

Arg

Arg Leu

95

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990



10

15

20

25

30

35

40

45

2o

g5

g0

65

Ile

val

Pro
145

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Phe
290

Val

Ser

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Ala

275

Val

Thr

Ser

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

Asp
165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

val

Ser

Leu
325

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

ES2 448816 T3

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

2585

Ile

Pro

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

2B0

Asn

Val

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Gln

167

Lys

Ile

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Vval

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile

His

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Vval

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Thr

Arg

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

<210> 99
<Z1ll> 990
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 99
atggegttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatecc
agctectatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgetetge
gaagctatcec
tgectcaaccqg

ggtgttecgg

ccttettete

100
330
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 100

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tecgaacgtct
aagttaaaga
acgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttecaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gteccggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 816 T3

ccctgaaatce
actggacccg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgccg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccecgget
ttggcegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacacce
gctaacececge
gctcogtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactectteta
gctgtteegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtaég
gtttetgttg

atccgtegtt

acgacaccgg
tggectggtgg
ctatcttecga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttcgteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttegtte
tecgctgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

tctggactat
tgetgettgg
ccagggtttt
tttccgtctg
ccegecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tacaccgcgt
tgcaattcag
cctgctggct
tecegggtegt
tectgggtecac
agttctgggt
tatctetgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

168

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

9390



20

25

a0

35

40

45

a0

85

60

65

Fro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Gly

Leu

Fhe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala
35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Vval

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

val

Pro

His

Gly

Ile

Thr

Glu

B5

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

ES5 2448816 T3

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Val

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Fro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

168

Glu

Gln

Asn

Asn

S0

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Gly

Gly

Gly

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

vVal

Ile

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Asn

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Argqg

Leu

Thx

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Axrg

205

Glu

Ser

Glu

FPro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arqg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

Tyr Asp Ala Asp Glu Val
275

Pro Phe Val

290

Pro Val

305

Pro Ser

101
990
ADN

<210>
<211>
=212>
<213>

<220>
=223>

<400> 101
atggcgttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatcc
agctctatcg
gaaacccacqg
gaaggtccgg
goctgectetge
gaagctatce

tgctecaaccg

ggtgttccgg

Thr

Ser

260

Ser Val

Gln Ser

Asp

Ile

ES2448 816 T3

265

280

295

310

Leu Leu
325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
acgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggectgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

Thr

cectgaaate
actggaccecg
gccgtectgaa
caccaccttc
gttctctaat
gatcgectctg
cacccgtggt
ttacatgtat
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgeeg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccceoggcet
ttggcegtte

ccagtctate

Leu Gly Cys

Gly Asn Ser

Ile Arg Arg

Pro Val Gln

Ser Thr

Ile Ser

Tyr Trp
315

Tyr
330

gtttacacee
gctaacccge
gctcgtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gctgttecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg

atcegtegtt

170

270

Gly Gly Gly Val Trp

285

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaceqq

tggctggtgg

ctatcttcga

‘acggtaacgc

ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
cagttegteg
acctgateceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgctgaatce
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

320

tctggactat
tgetgettgg
ccagggtttt
tttcegtetg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattecag
cctgectgget
tecgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500

960



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

ES2448 816 T3

ccttettete tgetgaccece ggtacactac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

102
330
FRT

Secuencia Artificial

102

Met Ala Phe Ser

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp Tyr

20

Ala Gly

Ala Arg

Tyr Thr

His Ile

Pro Leu

100

Lys Thr

115

Tyr Ser

Val Tyr

Ile Arg

Pro Arg
180

Variante de ATA117

Ala

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Tyr

150

Gly

Ser

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

val

His

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

170

Gln

171

Val

Glu

Tyr

Leu

Thr

Asp

Gly Ala Phe

Gly

Gly

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

155

Val

Val

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Asn

Ile
140

Trp

Ala

Lys

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe
190

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2448 816 T3

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr His
195 200
Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser
290 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val His Tyr
325 330
<210> 103
<211l> 990
<212> ADN
<213> secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 103
atggcgttct cagcggacac ccctgaaate gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaaccecge
atcgaaggtg ctttegttcc gccgtctgaa getegtatcet
tatacttctg acgctaccta caccaccttc cacgtttgga
ggggaccaca tcgaacgtct gttctctaat gcggaatcta
acccaggacg aagttaaaga gatcgetctg gaactggttg
gcgatggtta ccgtttcetat cacccgtggt tactctteta

Asp Arg

205

Gly

Ala
220

Glu Gly

Arg Ser

Leu Glu Ile

Ala
270

Thr Pro

Gly Gly

285

Asp Gly Val

300

Glu Leu Asn

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga

ccccattcga

Pro

Phe Glu

Pro Gly

Gly Arg

240

Ala Glu

255

Glu Leu

Val Trp
Pro

Gly

Glu
320

Val

tetggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttecegtctg
cccgeoecgetg
actgcgtgaa

gcgtgacate

60

120

180

240

300

360

420



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2448 816 T3

accaaacate gtccgcaggt ttacatgagc gecttgeccegt accagtggat

gaccgecatce gtgacggtgt tcacctgatg gttgctcagt cagttegteg

agctctatcg accecgcaggt taaaaactte cagtggggtg acctgatceg

gaaacccacg accgtggttt cgagttgccg ctgetgetgg actgegacaa

gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttatec aaagacggtg ttgttcogttc

gctgetetge cgggtatcac ccgtaaaace gttctggaaa tcgetgaate

gaagctatcc tggctgacat caccccggct gaactgtacg acgctgacga

tgctcaaccg gtggtggtgt ttggcegtte gtttectgttg acggtaacte

ggtgttcegg gtocggttac ccagtctate atcegtegtt actgggaact

ccttecttete tgetgaccee ggtacagtac

<210> 104

<211> 330

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 104

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Prec Glu Ile Val Tyr Thr His

1 5 10

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro
20 25 30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val

35 40 45
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly Phe Tyr Thr
50 55 60

Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly Asn Ala Phe

65 70 75

Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala Glu Ser Ile

85 20

Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu Ile Ala Leu
100 105 110

Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Met Val Thr Val Ser

cgtaccgttt
tacaccgcgt
tgcaattcag
cctgectgget
tccgggtegt
tetgggteac
agttctgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr
15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

Arg Leu
80

Arg
95

Leu

Glu

Leu

Ile Thr

480
540
€00
€60
720
780
840
S00
860

890



10

15

20

25

30

35

40

45

20

25

&0

65

Arg

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

FPhe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Gly
130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

250

val

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

105
990
ADN

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

ES 2448 816 T3

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

val

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Gln

174

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

TyT

Tyr
330

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Ala

220

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

Vval

175

Gln

Phe

Pro

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 105
atggegttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatcc
agctctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctectge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcoegg

ccttcttcte

<210>
<211>
<212=>
<213>

106
330
PRT

<220>

<223>

<400> 106

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ccgttacgat
gtccgcaagt
gtgacggtgt
accecgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gteoeggttac

tgetgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2 448 816 T3

ccctgaaatc
actggacccg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgagce
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgecg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccceggct
ttggcegtte
ccagtetate

ggtacagtac

gtttacaccec
gctaacccgc
gcteogtatcet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactecttecta
gctggoccegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgtacg
gtttetgttg

ateegtegtt

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
ttegtttgat
ctaaaacega
cccecattega
acatgtggat
ctgttegteg
acctgatceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tecgetgaatce
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

tctggactat
tgctgecttgg
ccagggtttt
tttecegtetg
cccgecgetg
actgecgtgaa
gaaagacatc
cgtacegttt
tacaccgegt
tgcaattcaa
cctgetgget
tecegggtegt
tectgggtcac
agttctgggt
tatctectgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn
25

20

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

it

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

290



10

15

20

25

30

35

40

45

2o

g5

g0

65

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Vval

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

val

Pro

His

260

Asp

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Ile

230

Ile

Ala

Val

ES2 448816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Fhe

Gly

His

Asp

Gln

200

Asp

Leu

Gly
280

Asp
Trp
Ser
Val
105
Ala
Glu
Pro
Leu
Pro
185
Glu
AsSn
Gly
Lys
Ala

265

Cys

178

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Met

Lys

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ser

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Met

155

Vval

val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ala

val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly
285

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Thr

Lys

Val

Ser

Phe

1350

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Fro

val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Asp

Leu

BO

Leu

Leu

Thr

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp



20

25

30

35

40

45

50

55

g0

65

ES2448 8§16 T3

Pro FPhe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser

290

295

Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
310

305

315

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

107
950
ADN

<220>
<223>

<400> 107
atggcgttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatec
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtecegg
gctgctctge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttettete

<210>
<211>
<212>

108
330
PRT

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ccgtttegat
gtcegegegt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttecaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtceggttac

tgectgaccec

ccctgaaate
actggacccg
gecgtctgaa
caccacctte
gttctctaat
gategctctg
cacccgtggt
ttacatgage
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgceg
tgttgttate
ccgtaaaacce
caccccggct
ttggcegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaaceege
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactectteta
gctteccegt
gttgecteagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttetgttg

atcecgtegtt

177

Asp Gly Val Pro Gly

300

Glu Leu Asn Val Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgec
ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
cagttegteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttegtte
tegectgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

320

tctggactat
tgetgecttgg
ccagggtttt
tttecegtetg
cccgcegetg
actgcgtgaa
gectgacate
cgtaccgttt
tacaccgecgt
tgcaattcaa
cctgctgget
tcegggtegt
tctgggtecac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

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

9%0



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Variante de ATA117

<400>

108

Met Ala Phe Ser Ala Asp

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

Leu

Leu

Glu

50

Thr

ASP

Pro

Ala

Gly

130

Arg

Thr

Asp

Pro

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Tyr
20

Gly

Thre

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

5

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

ES2448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

FPhe

Ser

His

Asp

Gln

200

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

178

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Met

Preo

Tyr

Met

170

Gln

Thx

Leu

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

1%0

Gly

Gly

Asp

15

Ala

Fro

Ser

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Thr

Asn

Fro

Asp

Leu

Leu

Leu

Thx

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly



10

20

25

a0

38

40

45

a0

55

60

65

210

Fhe Asn Val Val

225

Ala Ala

Ser Leu

Tyr Asp Ala Asp

Leu

Gly

Val Ile

ES2 448816 T3

215

Lys Asp

230

Pro Gly
245

His Glu

280

Glu

275

Phe
290

Pro

Pro Val
305

Pro Ser

109
990
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 109
atggegttet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacate
gaccgcatce

agctctateg

Val

Thr

Ser

Ser Val

Gln Ser

Ala

Val

Ile

Ile Thr Arg

Ile Leu

Leu Gly

280

Gly Asn
295

Ile Arg

310

Leu
325

Leu

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttcgttce
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ccgttacgat
gtccgeaggt
gtgacggtgt

accegcaggt

Thr

Pro Val

ccctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
caccaccttc
gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgagc
tcacctgatg

taaaaactte

Val
235

Gly Val

Thr Val
250

Lys

Ala Asp Ile

265

Cys Ser Thr

Ser Ile Ser

Arg Tyr
315

Gln Tyr

330

gtttacacce
gctaacccgce
gctegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gcttgecegt
gttgctcagt

cagtggggtg

178

220

Arg Ser

Glu

Leu

Thr

Gly
285

Gly

Asp
300

Glu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttecga
acggtaacgc
ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
cagttcgtcg

acctgatceg

Pro

Ile

Pro Ala

Gly Val

Gly Arg

240

Ala
255

Glu

Glu Leu

val Trp

Fro Gly

Val Glu

320

tectggactat
tgctgettag
ccagggtttt
tttcecgtctg
ccecgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tacaccgcgt

tgcaattecag

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

ES2 448 816 T3

gaaacccacg accgtggttt cgagttgeeg ctgctgetgg
gaaggtecegg gtttcaacgt tgttgttate aaagaecggtg
gctgctctge cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa
gaagctatcec tggctgacat caccecegget gaactgtacg
tgctcaaceg gtggtggtgt ttggeegtte gtttetgttg
ggtgttccgg gtccggttac ccagtctate atcegtegtt
ccttettete tgetgacece ggtacagtac
<210> 110
<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 110
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 %0
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Met Val
115 120
Arg Gly Tyr Ser Ser Thr Pro Phe Glu Arg Asp
130 135

180

actgecgacaa
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaactcec

actgggaact

cctgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctectgac

gaacgttgaa

Tyr Thr

Leu Asp

Ala Phe

45

Phe
60

Tyr

Asn Ala

Glu Ser

Ile Ala

Thr Val

125

Ile Thr

140

His
Pro
30

val
Thr
Phe
Ile
Leu
110

Thr

Lys

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

660
720
780
840
900
960

990



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

Pro

145

Asp

Arg

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

290

Val

Ser

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Vval

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2 448 816 T3

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Arg

Val

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

Ile

G1ln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Pro

Val

175

Gln

FPhe

Pro

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320

<210> 111
<211> 950
212> ADN

<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Variante de ATA117

<400> 111
atggcgttct cagcggacac ccctgaaatc gtttacacce acgacaccgg tctggactat 60

181



10

14

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgeccate
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgectctge
gaagctatcc
tgctcaaccg

ggtgtteccgg

ccttecttete

<210>
<211>
<212>
<213>

112
330
PRT

<220>

<223>

<400> 112

Met Ala Phe

1

Gly Leu Asp

Pro Leu Ala

35

Ser Glu Ala

50

Ala Thr Tyr

ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tecgaacgtet
aagttaaaga
cogtttctat
gteccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt

accgtggttt

gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtccggttac

tgctgaccce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala
5

Tyr Ile
20

Gly Gly Ala

Arg Tle

Thr Thr

Asp

Thr

Ser

Phe

ES2448 816 T3

actggaccecg
gccgtctgaa
caccaccttc
gttctctaat
gatcgctetg
cacccgtggt
ttacatgage
tcacectgatg
taaaaacttec
cgagttgceg
tgttgttate
ccgtaaaacc
caccccggcet
ttggecegttc
ccagtctate

ggtacagtac

Thr Pro

Tyr

Ala Trp

40

Ile Phe

55

His Val

Glu

Ser Asp

25

Ile

Asp

Trp

gctaacccgce
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gcttgecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgectgectgg
aaagacggtg
gttectggaaa
gaactgtacg
gtttetgttg

atccgtegtt

Ile Val

10

Tyr Glu

Glu Gly
Gln

Gly

Asn Gly

tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
cceccattega
accagtggat
cagttcgteg
acctgatceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgetgaate
acgctgacga
acggtaacte

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp

30

Ala Phe

45

Phe
60

Tyr

Asn Ala

His

Pro

Val

Thr

Phe

tgetgettgg
ccagggtttt
ttteccgtcectg
ccegecegetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattecag
cctgctggct
tececgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro

Pro

Ser Asp

Arg Leu

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

290



10

13

20

28

3o

35

40

45

20

85

&8

65

65

Gly

Ile

Val

Arg

Pro

145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Phe
290

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

His

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

Val

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

10

Gln

Leu

Ser

150

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

ES 2448 816 T3

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly
295

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

163

Asn

90

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

val

His

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp
300

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Ile
Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

val

Pro

80

Leu

Leu

Thr

Phe
160

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly



10

13

20

28

3o

35

40

45

20

85

&8

65

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe
290

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

His

Pro

Leu

195

Leu

Val

Lenu

Gly

Ala

275

Val

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Leu

Val

Pro

His

260

Ser

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

70

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

ES 2448 816 T3

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Ile

Leu

Gly
295

Phe

Glu

Glu

120

FPhe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

164

Asn

90

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Leu

Val

250

Asp

Ser

Ile

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Serxr

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp
300

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

1%0

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

FPhe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

vVal

Pro

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe
160

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Trp

Gly



20

25

a0

a5

40

45

&0

55

B0

B&

305

ES 2 448 816 T3

310

315

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

113
990
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 113
atggcgttct

atcacctact
atcgaagqgtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gecgatggtta
accaaacatc
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctectge
gaagctatce
tgctcaaceg

ggtgttcegg

ccttettete

<210>
<211>
<212>
<213>

114
330
PRT

<220>

<223>

<400> 114

325

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttee
acgctaccta
tecgaacgtet
aagttaaaga
ccgtttetat
gtccgeaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtecggttac

tgctgaccee

Secuencia Artificial

Variante de ATA11T

ccctgaaatc
actggacccg
geccgtectgaa
caccaccttec
gttectectaat
gatcgctcetg
cacccgtggt
tgctatgagce
tcacctgatg
taaaaacttc
cgagttgceg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccccggct
ttggecgtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaaccoge
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactettecta
gcttgeecegt
gttgectecagt
cagtggggtg
ctgectgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttetgttg

atccgtegtt

185

acgacaccgg

tggetggtgg
ctatcttega
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttegteg
acctgateceg
actgcgacaa
ttgttegttc
tcgectgaatc
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

320

tctggactat
tgctgettgg
ccagggtttt
tttecegtetg
ccegeocegetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattecag
cctgectgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatectctgac

gaacgttgaa

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

950



20

25

aa

3g

40

43

50

85

g0

65

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

vVal

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe
225

Ala

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro
210

Asn

Phe

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Ser

Tyr

20

Gly

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Ala

Arg

180

Ile

Leu

Val

Ala

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Leu

Val

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile
230

ES 2 448 816 T3

Thr

Tyr

Ala

Ile

35

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Glu

Asp

Ile

Trp

Ser

val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

186

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Gln

155

Val

val

His

Leu

Val
235

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Lys

Ala
220

Arg

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu
110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Asp

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Irp

Glu

Gly

240



10

15

20

25

30

36

40

45

&0

55

B0

B5

Ala Ala

Ser Leu Gly

Tyr Asp

Leu Pro Gly

Ala Asp

245

His
260

Glu

275

Pro
250

Pro Val
305

Pro Ser

115
9390

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 115
atggcgttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttetg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgecatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtcegg

gctgctetge

Phe Val

Thr Gln

Ser Leu

ADN
Secuencia Artificial

Ile

Glu Ala

Val

ES2 448 816 T3

Thr Arg

Ile

Leu Gly

280

Ser Val Asp Gly Asn

Ser

Ile

295

Ile Arxrg

310

Leu
325

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttec
acgctacecta
tcgaacgtcect
aagttaaaga
ccgtttctat
gtcecgcecaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt

cgggtatcac

Thr Pro Val

ccctgaaatce
actggacccg
gccgtctgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
caccegtggt
ttacatgagce
tcacectgatg
taaaaacttc
cgagttgccg
tgttgttate

ccgtaaaace

Lys

Leu Ala Asp

265

Cys

Ser

Arg Tyr

Gln

Thr Val
250

Ile

Ser Thr

Ile Ser

TEp
315

Tyr
330

gtttacacee
gctaaccecgce
gctegtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gcttgececegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgctgctgg

aaagacggtg

gttctggaaa

187

Glu

Thr

Ile

Pro Ala

Ala Glu

255

Glu Leu

270

Gly
285

Asp Gly

300

Glu Leu

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttcga
acggtaacge
ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagcagat
cagttcgteg
acctgatceg
actgcgacaa
ttgttegtte

tcgctgaatc

Gly Gly Val

Val

Asn

Trp

Pro Gly

Val Glu

320

tetggactat
tgctgcttgg
ccagggtttt
ttteocecgtctg
cccgecgctg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgctgget
tececgggtegt

tctgggtcac

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

780



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

gaagctatee tggctgacat cacccecgget

tgctcaaccg gtggtggtgt ttggccgtte

ggtgttccgg gtccggttac ccagtctatce

ES2448 816 T3

gaactgtacg acgctgacga agttctgggt

ccttecttecte tgetgaccee ggtacagtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

116
330
PRT

Secuencia Artificial

116

Met Ala Phe

1

Gly

Pro

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Leu

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Asp

Ala

35

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Ser

Tyr

20

Gly

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Variante de ATA117

Ile

Gly

Ile

Thr

Glu

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Pro

Ser

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Glu

Asp

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Ile
10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Met

Arg

Tyr

Met

188

atccgtcgtt

Val

Glu

Gly

Gly

Gly

75

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

actgggaact gaacgttgaa

Tyr

Leu

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile

140

Gln

Ala

Thr

Asp

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

His

Pro

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Asp

15

Ala

Pro

Ser

Arg

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

gtttctgttg acggtaactc tatctctgac

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe
160

840

9500

960

930



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

Arg Thr Pro

Gly Asp Leu
195

Leu Pro Leu
210

Fhe Asn Val
225

Ala Ala Leu

Ser Leu Gly

Tyr Asp Ala
275

Pro Phe Val
290

Pro Val Thr
305

Pro Ser Ser

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

165

Ser Ser

Arg Ala

Leu Asp

Val Ile
230

Gly Ile
245

Glu Ala
Glu Va%
Val Asp
Ser Ile

310

Leu Thr
325

<213> secuencia Artificial

<223>  variante de ATA117

<210> 117
<211> 990
<212> ADN
<220>

<400> 117
atggcgttet
atcacctact
atcgaaggtg
tatacttectg

cageggacac
ctgactacga
ctttegttec

acgctaccta

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

ES2448 816 T3

Gln
200

Asp

Asp

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

Ser

Arg

Gln

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

189

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Ser

Trp
315

ccctgaaate gtttacacce
actggaccecg gctaaccege
gccgtctgaa gctegtatct

caccaccttec cacgtttgga

175

Lys Asn Phe Gln Trp
190

Asp Arg Gly Phe Glu
205

Ala Glu Gly Pro Gly
220

Arg Ser Pro Gly Arg
240

Leu Glu Ile Ala Glu
255

Thr Pro Ala Glu Leu
270

Gly Gly Gly Val Trp
285

Asp Gly Val Pro Gly
300

Glu Leu Asn Val Glu
320

acgacaccgg tctggactat
tggctggtgg tgctgettgg
ctatcttcga ccagggtttt

acggtaacge tttcegtetg

60

120

180

240



10

15

20

25

30

36

40

45

&0

55

B0

B5

ggggaccaca
acccaggacg
gegatggtta
accaaacatc
gaccgcateg
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgectetge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttcttcte

<210>
<211>
<212>
<213>

118
330
PRT

<220>
<223>
<400> 118
Met Ala Phe
1

Gly Leu Asp

Pro Leu Ala
35

Ser Glu
50

Ala

Ala Thr
65

Tyr

Gly Asp His

tcgaacgtcet
aagttaaaga
ccgtttcectat
gtccgeaggt
tggacggtgt
acccgeaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgctgacecce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

Ser Ala

Tyr Ile

20

Gly Gly

Arg Ile

Thr Thr

Asp

Thr

Ala

Ser

Phe

ES2 448 816 T3

gttctctaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgagc
tcacctgatg
taaaaacttec
cgagttgceg
tgttgttatc
ccgtaaaacc
cacceccggcet
ttggcegtte
ccagtctatc

ggtacagtac

Thr Pro

Ser

Tyr

Glu

Asp

gcggaatcta
gaactggttg
tactecttcta
gcttgeccegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttectgttg

atcegtegtt

Ile
10

Val

Tyr Glu

25

Ala Trp

40

Ile Phe

55

His Val

70

Ile Glu
B5

Axg

Leu Phe

Ile

Asp

Trp

Ser

Glu Gly

Gln Gly
Asn

Gly

Asn Ala

S0

190

ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
accagtggat
cagttcgteg
acctgatcecg
actgcgacaa
ttgttegtte
tecgctgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

Tyr Thr His

Leu Asp Pro

Phe Val

45

Ala

Phe Thr

60

Tyr

Asn Ala Phe

Glu Ser Ile

cccgecgetg
actgcgtgaa
gegtgacate
cgtacegttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgetgget
tccgggtegt
tctgggtcac

agttctgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

15

Ala Asn

Pro Pro

Ser Asp

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
9%0



20

25

a0

35

40

45

50

85

60

65

Ile

Vval

Pro

145

Arg

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Ala

Asp

FPhe

290

val

Ser

Pro

Lys

115

Tyr

val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala

275

val

Thr

Ser

Leu
100

Ser

Val

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ser

Gln

Leu

Thr

Glu

Ser

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

ES 2 448816 T3

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Asp

Arg

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Arg

Gly

280

Asn

Arg

Val

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala
265

Cys

Ser

Arg

Gln

191

Lys

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

val

Thr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyr
330

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

vVal

His

Leu

val

235

Val

Ile

Thr

Ser

315

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala
220

Leu

Gly

Asp
300

Glu

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Leu

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Pro

Val

Leu

Fhe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



15

20

25

an

35

40

45

50

55

60

B5

119
290
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 119
atggcgttcet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttcttctc

<210>
<211>
<212>
<213>

120
330
PRT

<220>

<223>

<400> 120

Secuencia Artificial

Variante de ATA11T7

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ccgtttctat
gtccgcaggt
gtgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtcecggttac

tgctgacccc

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES 2448 816 T3

ccctgaaate
actggacccg
gccgtctgaa
caccaccttc
gttctctaat
gatcgectectg
caccecgtggt
ttttatgagce
tcacctgatg
taaaaactte
cgagttgeceg
tgttgttate
ccgtaaaace
caccccgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacaccec
gctaaccegce
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactecttcta
gcttgccegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgetgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttctgttg
atccgtcgtt

acgacaccgg
tggetggtag
ctatcttcga
acggtaacgc
ttegtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttcgteg
acctgatcecg
actgcgacaa
ttgttegttc
tcgctgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

tctggactat
tgctgcttgg
ccagggtttt
tttcecgtctg
cccgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtaccgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgctgget
tcogggtegt
tctgggtcac
agttctgggt

tatctectgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

192

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
9200
960

990



20

25

a0

a5

40

45

a0

85

60

ats]

Pro

Ser

Ala
65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Asp

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Leu

Glu

50

Thr

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Arg

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Ala

1]

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

135

Leu

Val

Leu

Gly

20

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Phe

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

Gly

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

ES2448 816 T3

Ala

Ser

Fhe
70

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Fro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Trp

40

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Asp

Gln

200

Asp

Asp

Arg

Leu

25

Ile

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

183

Glu

Gln

Asn

Asn

20

Lys

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr
250

Gly

Gly

Gly

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Ala

Phe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Leu

Thr

Phe

45

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

205

Glu

Ser

Glu

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Pro

Ser

Arg

95

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Pro

Leu

Leu

Thr

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu



ES2448 816 T3

260 265 270

Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr Gly Gly Gly Val Trp

20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

275 280 285
Pro Phe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly
290 295 300
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu
305 310 315 320
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr
325 330
<210> 121
<211> 990
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Variante de ATA117
<400> 121
atggegttet cageggacac cectgaaate gtttacacce acgacacegg tectggactat 60
atcacctact ctgactacga actggaccecg gctaaccege tggectggtgg tgetgettgg 120
atcgaaggtg ctttcgttce goccgtctgaa gctecgtatet ctatcttcga ccagggtttt 180
tatacttctg acgctaccta caccaccttc cacgtttgga acggtaacgc tttccgtctg 240
ggggaccaca tcgaacgtet gttetctaat geocggaatcta ttegtttgat cecgcocegotg 300
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg ctaaaacega actgegttat 360
gcgatggtta ccgtttctat caccegtggt tactetteta ceccecattecga gegtgacate 420
accaaacatc gtccocgecaggt ttacatgage gcttgcoccegt accagtggat cgtacegttt 480
gaccgcatcc gtgacggtgt tcacctgatg gttgctcagt cagttocgteg tacacegegt 540
agctctateg acccgcaggt taaaaactte cagtggggtg acctgatceg tgcaattcag 600
gaaacccacg accgtggttt cgagttgeceg ctgctgctgg actgcocgacaa cctgetgget 660
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttate aaagacggtg ttgttcecgttc tccgggtegt 720
gctgctectge cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa tcgctgaatc tctgggteac 780
gaagctatcc tggctgacat caccccggct gaactgtacg acgctgacga agttctgggt B840
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggeocgttc gtttetgttg acggtaactc tatctctgac 900
ggtgttcegg gtceggttac ccagtctatc atccgtegtt actgggaact gaacgttgaa 960

194



10

15

20

25

a0

35

40

45

g0

55

al]

B5

ES2 448 816 T3

ccttettcte tgetgaccee ggtacagtac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

122
330
PRT
Secuencia Artificial

Variante de ATA117

122

Met Ala Phe Ser Ala Asp

1

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr

20

Pro Leu Ala Gly Gly Ala

35

Ser Glu Ala Arg Ile Ser

50

Ala Thr Tyr Thr Thr Phe

65

70

Gly Asp His Ile Glu Arg

85

Ile Pro Pro Leu Thr Gln

100

Val Ala Lys Thr Glu Leu

115

Arg Gly Tyr Ser Ser Thr
130

Pro Gln Val Tyr Met Ser

145

150

Asp Arg Ile Arg Asp Gly

165

Arg Thr Pro Arg Ser Ser

180

Thr

Tyr

Ala

Ile

55

His

Leu

Asp

Pro

135

Ala

val

Ile

Pro

Ser

Trp

40

Phe

val

Phe

Glu

Tyr

120

Phe

Cys

His

Asp

Glu

Asp

25

Ile

Asp

Irp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro
185

Ile

10

Tyr

Glu

Gln

Asn

Asn

90

Lys

Met

Arg

TyT

Met

170

Gln

195

Val

Glu

Tyr

Leu

Thr

Asp

Gly Ala Phe

45

Gly Phe Tyr

Gly

75

Ala

Glu

val

Asp

Gln

155

Val

Val

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile
140

Trp

Ala

Lys

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

His

Pro

30

Val

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

vVal

Ser

Phe
190

Asp

15

Pro

Ser

Arg

Glu

Ile

His

Pro

Val

175

Gln

Thr

Asn

Pro

Asp

Leu

80

Leu

Leu

Thr

Arg

Phe

160

Arg

Trp



15

20

25

an

35

40

45

50

65

60

65

ES 2448 816 T3

Gly Asp Leu Ile Arg Ala Ile Gln Glu Thr His
195 200
Leu Pro Leu Leu Leu Asp Cys Asp Asn Leu Leu
210 215
Phe Asn Val Val Val Ile Lys Asp Gly Val Val
225 230 235
Ala Ala Leu Pro Gly Ile Thr Arg Lys Thr Val
245 250
Ser Leu Gly His Glu Ala Ile Leu Ala Asp Ile
260 265
Tyr Asp Ala Asp Glu Val Leu Gly Cys Ser Thr
275 280
Pro FPhe Val Ser Val Asp Gly Asn Ser Ile Ser
2%0 295
Pro Val Thr Gln Ser Ile Ile Arg Arg Tyr Trp
305 310 315
Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyrx
325 330
<210> 123
<211> 990
<212> ADN
<213> sgecuencia Artificial
<220>
<223> vyariante de ATA117
<400> 123
atggcgttct cagcggacac ccctgaaatc gtttacacce
atcacctact ctgactacga actggacccg gctaacccge
atcgaaggtg ctttegttcec geoegtctgaa getcgtatet
tatacttctg acgctaccta caccaccttc cacgtttgga
ggggaccaca tcgaacgtct gttctctaat gcggaatcta
acccaggacg aagttaaaga gatcgctctg gaactggttg
gcgatggtta cegtttctat caccegtggt tactcttcta

196

Asp Arg

205

Ala
220

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

Phe Glu

Pro Gly

Gly Arg
240

Ala
255

Clu

Glu Leu

270

Gly Gly

285

Asp
300

Gly

Glu Leu

acgacaccgg
tggetggtgg
ctatcttcga
acggtaacgc
ttcgtttgat
ctaaaaccga

ccccattega

Gly

Val

Asn

Val Trp

Pro

Gly

Glu
320

val

tctggactat
tgetgettgg
ccagggtttt
tttccgtctg
cccogcoogetg
actgcgtgaa

gcgtgacatc

60
120
180
240
300
360

420
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15

20

25

3o

34

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

accaaacatc gtccgcaggt ttacatgage gottgcccgt
gaccgcatcec gtgacggtgt tcacctgatg gttgctcagt
agctctatcg acccgcaggt taaaaacttec cagtggggtg
gaaacccacg accgtggttt cgagttgcocceg ctgetgetgg
gaaggtccgg gtttcaacgt tgttgttate aaagacggtg
gctgctctge cgggtatcac ccgtaaaacc gttctggaaa
gaagctatcc tggctgacat caccccggct gaactgtacg
tgctcaaccg gtggtggtgt ttggecegttc gtttectgttg
ggtgttcegg gtceggttaec ccagtctate atcogtegtt
ccttcttcte tgetgaccec ggtacagtac
<210> 124
<211> 330
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
€223> vyariante de ATA117
<400> 124
Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val
1 5 10
Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu
20 25
Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly
35 40
Ser Glu Ala Arg Ile Ser Ile Phe Asp Gln Gly
50 55
Ala Thr Tyr Thr Thr Phe His Val Trp Asn Gly
65 70 75
Gly Asp His Ile Glu Arg Leu Phe Ser Asn Ala
85 20
Ile Pro Pro Leu Thr Gln Asp Glu Val Lys Glu
100 105
Val Ala Lys Thr Glu Leu Arg Glu Ala Met Val

197

acgtgtggat
cagttecgtcg
acctgatceg
actgcgacaa
ttgttegtte
tcgetgaatce
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

Tyr Thr

Leu Asp

30

Ala Phe

45

Phe
60

Tyr

His

Pro

Val

Asn

Glu

Ile

Thr

Ala

Ser

Val

Phe

Ile

Leu

110

Ser

cgtaccgttt
tacaccgecgt
tgcaattcag
cctgctgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Asp Thr

Ala

Asn

Pro Pro

Ser

Asp

Leu
80

Arg

Arg Leu

95

Glu Leu

Ile Thr

480
540
600
660
720
780
840
s00
960

990



20

25

30

49

40

45

a0

55

60

1]

Arg

Pro
145

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Pro

Pro

305

Pro

Gly
130

Gln

Arg

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Phe

230

val

Ser

<210>
211>
<212>
<213>

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Val

Leu

Gly

Ala

275

val

Thr

Ser

125
990
ADN

Ser

Tyr

Arg

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Ser

Gln

Leu

Ser

Met

165

Ser

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Val

Ser

Leu
325

ES 2448816 T3

Thx

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Ile

230

Ile

Ala

Val

Asp

Ile

310

Thr

Secuencia Artificial

Pro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Gly

295

Ile

Pro

120

Phe

Cys

His

Gln

200

Asp

Arg

Leu

Gly

280

Asn

Arg

Val

Glu

Fro

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala
265

Cys

Ser

Arg

Gln

198

Arg Asp Ile

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thzr

250

Asp

Ser

Ile

Tyr

Tyx
330

Val

155

Val

val

His

Leu

Val

233

vVal

Ile

Ser

315

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thr

Gly

Asp

300

Glu

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly

285

Gly

Lys

Val

Ser

Phe

150

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Val

Asn

His

Pro

Val

175

Gln

Phe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

Val

Fro

Val

Arg

Phe

160

Arg

Trp

Glu

Gly

Arg

240

Glu

Leu

Trp

Gly

Glu
320



20

25

a0

35

40

45

&0

g5

B0

ta]

<220>

<223> Variante de ATA117

<400> 125
atggcgttct

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gecgatggtta
accaaacate
gaccgcatce
agctctateg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatce
tgctcaaccg

ggtgttcegg

ccttcttcte

<210>
<211>
=212>
<213>

126
330
PRT

<220>

<223>

<400> 126

cagcggacac
ctgactacga
ctttocgttcee
acgctaccta
tcgaacgtct
aagttaaaga
ccgtttctat
gtcocgcaggt
ctgacggtgt
acccgcaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt

gtceggttac

tgctgacecce

Secuencia Artificial

Variante de ATA117

ES2448 816 T3

ccctgaaate
actggacccg
gcecgtctgaa
caccacctte
gttctetaat
gatcgctctg
cacccgtggt
ttacatgage
tecacetgatg
taaaaactte
cgagttgcecg
tgttgttatc
ccgtaaaace
caccecggcet
ttggcegtte
ccagtctate

ggtacagtac

gtttacacce
gctaacccgc
gctcgtatct
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gcttgeoecegt
gttgctecagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gtttectgttg

atcegtegtt

acgacaccgg
tggctggtagg
ctatcttcga
acggtaacge
ttecgtttgat
ctaaaaccga
ccccattega
accagtggat
cagttegteg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttecgttc
tcgectgaate
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

tctggactat
tgctgcttgg
ccagggtttt
tttccgtétg
ceccgeoegetg
actgcgtgaa
gcgtgacate
cgtacegttt
tacacegegt
tgcaattcag
cctgetgget
tcegggtegt
tctgggtcac
agttctgggt
tatctctgac

gaacgttgaa

Met Ala Phe Ser Ala Asp Thr Pro Glu Ile Val Tyr Thr His Asp Thr

1

5

10

15

Gly Leu Asp Tyr Ile Thr Tyr Ser Asp Tyr Glu Leu Asp Pro Ala Asn

20

25

30

Pro Leu Ala Gly Gly Ala Ala Trp Ile Glu Gly Ala Phe Val Pro Pro

35

40

199

45

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

990
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15

20

25

30

35

40

45

20

25

&0

65

Ser

Ala

65

Gly

Ile

Val

Pro
145

Gly

Leu

Phe

225

Ala

Ser

Tyr

Glu

50

Thrx

Asp

Pro

Ala

Gly

130

Gln

Thr

Asp

Pro

210

Asn

Ala

Leu

Asp

Ala

Tyr

His

Pro

Lys

115

Tyr

Val

Ile

Pro

Leu

195

Leu

Val

Leu

Gly

Ala
275

Arg

Thr

Ile

Leu

100

Thr

Ser

Tyr

Pro

Arg

180

Ile

Leu

Val

Pro

His

260

Asp

Ile

Thr

Glu

85

Thr

Glu

Ser

Met

Asp

165

Ser

Arg

Leu

Val

Gly

245

Glu

Glu

Ser

Phe

70

Arg

Gln

Leu

Thr

Ser

150

Gly

Ser

Ala

Asp

Ile

230

Ile

Ala

Val

ES 2448 816 T3

Ile

55

His

Leu

Asp

Arg

Fro

135

Ala

Val

Ile

Ile

Cys

215

Lys

Thr

Ile

Leu

Phe

Val

Phe

Glu

Glu

120

Phe

Cys

His

Gln
200

Asp

Asp

Leu

Gly
280

Asp

Trp

Ser

Val

105

Ala

Glu

Pro

Leu

Pro

185

Glu

Asn

Gly

Lys

Ala

265

Cys

200

G1ln

Asn

Asn

90

Lys

Arg

Tyr

Met

170

Gln

Thr

Leu

Val

Thr

250

Asp

Ser

Gly

Gly

15

Ala

Glu

Val

Asp

Gln

155

Val

Val

His

Leu

Val

235

Val

Ile

Thr

Fhe

60

Asn

Glu

Ile

Thr

Ile

140

Trp

Ala

Lys

Asp

Ala

220

Arg

Leu

Thx

Gly

Tyr

Ala

Ser

Ala

Val

125

Thr

Ile

Gln

Asn

Arg

205

Glu

Ser

Glu

Pro

Gly
285

Thr

Phe

Ile

Leu

110

Ser

Lys

Val

Ser

Phe

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Ala

270

Gly

Ser

Arg

Arg

Glu

Ile

His

Pro

vVal

175

Gln

Fhe

Pro

Gly

Ala

255

Glu

val

Asp

Leu

aa

Leu

Leu

Thr

Arg

FPhe

160

Trp

Glu

Gly

240

Glu

Leu

Trp
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15

20
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a0

2b

40

45

&0

&5

i

B&

Pro Phe Val Ser Val

290

Pro Val Thr Gln Ser

305

ES52448 816 T3

295

310

315

Pro Ser Ser Leu Leu Thr Pro Val Gln Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

127
290

<220>
<223>

<400> 127
atggcgttcet

atcacctact
atcgaaggtg
tatacttctg
ggggaccaca
acccaggacg
gcgatggtta
accaaacatc
gaccgcatce
agctctatcg
gaaacccacg
gaaggtccgg
gctgctctge
gaagctatece
tgctcaaccg

ggtgttccgg

ccttettete

ADN
Secuencia Artificial

325

Variante de ATA117

cagcggacac
ctgactacga
ctttegttec
acgctaccta
tcgaacgtet
aagttaaaga
ccgtttetat
gtecgeaggt
gtgacggtgt
acccgecaggt
accgtggttt
gtttcaacgt
cgggtatcac
tggctgacat
gtggtggtgt
gtccggttac

tgectgacecce

<210>
<211>
<212>

128
330
PRT

ccctgaaate
actggacceg
gccgtcetgaa
caccacctte
gttctctaat
gatcgctctg
caccegtggt
ttacatgagc
tcacctgatg
taaaaacttc
cgagttgccg
tgttgttatce
ccgtaaaace
caccccgget
ttggecegtte
ccagtctate

ggtacagtac

330

gtttacacce
gctaaccege
gectegtatet
cacgtttgga
gcggaatcta
gaactggttg
tactcttcta
gcttgcecegt
gttgctcagt
cagtggggtg
ctgctgctgg
aaagacggtg
gttctggaaa
gaactgtacg
gttteotgttg

atccgtegtt

201

300

acgacaccgg
tggctggtgg
ctatcttega
acggtaacge
ttcgtttgat
ctaaaaccga
ccccattcga
acacttggat
cagttcgtcg
acctgatccg
actgcgacaa
ttgttcgtte
tecgctgaatc
acgctgacga
acggtaactc

actgggaact

Asp Gly Asn Ser Ile Ser Asp Gly Val Pro Gly

Ile Ile Arg Arg Tyr Trp Glu Leu Asn Val Glu

320

tctggactat
tgetgettgg
ccagggtttt
tttccgtctg
ccecgecgetg
actgcgtgaa
gcgtgacatc
cgtacecgttt
tacaccgegt
tgcaattcag
cctgctgget
tccgggtegt
tctgggtcac
agttctgggt

tatctctgac

gaacgttgaa

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

990
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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 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 4, en la que opcionalmente la secuencia
aminoacido corresponde a la secuencia de la SEC ID N°: 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 a5

0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 22, en la que opcionalmente la secuencia

aminoacida corresponde a la secuencia de la SEC ID N° 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.

La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 1,1 a 5

0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 48, en la que opcionalmente la secuencia

aminoacida corresponde a la secuencia de la SEC ID N° 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,

162, 164, 166 o 168.

v) La transaminasa es capaz de convertir el sustrato de cetoamida en el producto con una actividad, 1,1a 5
0 mas veces superior a la del polipéptido de la SEC ID N° 58, en la que opcionalmente la secuencia
aminoacida corresponde a la secuencia de la SEC ID N° 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,
134, 136, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150,152, 154, 156, 158, 160, 162, 164, 166 o 168.

=
~

7. Un polinucleétido que codifica a un polinucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 6 en el que
opcionalmente el polinucledtido corresponde a la secuencia de SEC ID N° 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,
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, 0 167.

8. Una células huésped que incluye un vector de expresion que comprende un polinucledtido de la reivindicacion 7,
que comprende ademas una secuencia de control, en la que por ejemplo:

i) la secuencia de control comprende un activador o;
ii) la secuencia de control comprende una sefial de secrecion, en la que la célula huésped es opcionalmente
E. coli.

9. Un proceso de preparacion de un compuesto cuya formula estructural (1) es:

NH, O

RV * Z
m

que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantidmero opuesto, en el que

Z es OR? o NR’R?;

R' es Cig alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1_ alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R? y R® son hidrogenos independientes, C4_g alquilo, arilo o arilo — C1—, alquilo; o

R? y R3junto al atomo de nitrogeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_4 alcoxi y Ci1_4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltor; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, S y
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fluor, C4_ alquilo, C4 alcoxi y trifluorometil; el proceso incluye la etapa de poner en contacto una
cetona proquiral de féormula estructural (I1):
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R1MZ
)

con un polipéptido de transaminasa de la invencion en presencia de un dador del grupo amino en un disolvente
organico apropiado en las condiciones de reaccidon adecuadas, en las que, opcionalmente:

i) R' 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 fldor, trifluorometil y trifluorometoxi; o
ii) Z es NR?R?, por ejemplo un heterociclo de férmula estructural (I11):

en la que R* es hidrogeno o C1_4 alquilo, sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor.

10. Un proceso segun la reivindicacion 9 de preparacion de un compuesto de formula estructural (1):

NH, O

Af\/k)l\ N
e N/\'ﬂ'
LTy
n \{?4

que tiene la configuracién — (R) en el centro estereogénico marcado con ***, con un exceso enantiomérico de, al
menos, el 70 % respecto al enantidmero que tiene la configuracion — (S) opuesta, en la que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado
por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y

R* es hidrégeno o C1-4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fluor, en el que el proceso comprende la
etapa de poner en contacto una cetona proquiral de formula estructural (2):

K/:L:/(z'

con un polipéptido de transaminasa modificada mejorada descrita en presencia de un dador del grupo amino en un
disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas para la conversion del compuesto de
férmula (2) en el compuesto de férmula (1). En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la formula (2) es 2, 5 —
difluorofenilo o 2, 4, 5 — trifluorofenilo, y R* es trifluorometilo. En algunas realizaciones del proceso, la Ar de la
férmula (2) es 2, 4, 5 — trifluorofenilo.

11. Un proceso segun las reivindicaciones 9 o 10 de preparacion de un compuesto de féormula (1a):

F
F NH;, ©O
N/\lﬁN‘N
(19) K’N\(

comprende la etapa de poner en contacto un sustrato de la formula (2a):
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F
F
0 (0]
N -"N\
F N/
(2a) CFs.

con un polipéptido de transaminasa de cualquiera de las reivindicaciones 1 — 6 en presencia de un dador del grupo
amino en un disolvente organico apropiado en las condiciones de reaccion adecuadas.

12. El proceso de las reivindicaciones 9, 10 0 11:

el compuesto de férmula (), el compuesto de férmula (1) o el compuesto de férmula (1a) se producen
con, al menos, el 90 % de exceso enantiomeérico.

el compuesto de férmula (I), el compuesto de férmula (1) o el compuesto de férmula (1a) se producen
con, al menos, el 99 % de exceso enantiomérico.

En la que el dador del grupo amino se selecciona entre isopropilamina, alanina, acido 3 — aminobutirico
o metilbencilamina, por ejemplo en la que el dador del grupo amino es isopropilamina;

iv) Comprende ademas la etapa de eliminar el subproducto carbonilo de la reaccion, en la que
opcionalmente el dador del grupo amino es un aminoacido y el subproducto carbonilo es un acido ceto,
en el que el subproducto carbonilo tiene una presién de vapor mayor que el agua y se elimina el
subproducto carbonilo inyectando un gas no reactivo o aplicando un vacio, en el que por ejemplo:

a) el gas no reactivo es gas nitrégeno o;
b) el dador del grupo amino es isopropilamina y el subproducto carbonilo es acetona;

V) en la que la condicion de reaccién tiene un pH que oscila entre 7,0 y 9,0, como en la que la condicion
de reaccion tiene un pH de 8,5 o se mantiene el pH afiadiendo isopropilamina;

Vi) en la que la condicion de reaccion tiene una temperatura que oscila entre 25 y 50 °C, en la que
opcionalmente la condicion de reaccion tiene una temperatura de 45 °C.

vii) en el que el disolvente comprende dimetilsulféxido, en el que opcionalmente el dimetilsulféxido oscila
entre un 10 y un 50 % (v / v), por ejemplo en el que el DMSO tiene un 30 % v /v 0;

viii) ademas comprende la etapa de aislamiento del compuesto de la férmula estructural (I), del compuesto
de la formula estructural (1) o del compuesto de la formula estructural (1a) de la reaccion.

13. El proceso de la reivindicacion de las reivindicaciones 10 u 11 que comprenden ademas la etapa de

convertir el compuesto de férmula estructural (1) o el compuesto de formula estructural (1a) en una sal
farmacéuticamente aceptable poniendo en contacto dicho compuesto con un acido farmacéuticamente aceptable en
un disolvente de reaccion apropiado, opcionalmente:
i) en el que el acido farmacéuticamente aceptable es acido fosférico y la sal farmacéuticamente aceptable es
la sal de fosfato dihidrégeno;
i) en el que el compuesto tiene la formula estructural (1a), el acido aceptable farmacéuticamente es un acido
fosforico y la sal aceptable farmacéuticamente es una sal de fosfato monohidratado o;
iii) comprende la etapa de cristalizacion de la sal farmacéuticamente aceptable a partir del disolvente de
reaccion.

14. Una composicion que comprende el polipéptido de transaminasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1

(@)

NH, O

RV * Z
m

Un compuesto de férmula estructural (1):

que tiene la configuracion estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *; con un exceso
enantiomérico de, al menos, el 70 % respecto al enantiomero opuesto, en el que

Z es OR? 0 NR°R?,
R!es Ci-g alquilo, arilo, heteroarilo, arilo — C1_, alquilo o heteroarilo — C;_, alquilo;
R? y R® son hidrégenos independientes, C,_g alquilo, arilo o arilo — C;—, alquilo; o
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R? y R3junto al atomo de nitrogeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_s alcoxi y Ci1_4
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltor; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, Sy
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fltor, C1_4 alquilo, C1_4 alcoxi y trifluorometil;

(b) Un compuesto de féormula estructural (1):
NH; O
Ao N/YN\N
N
(¢))] R*

que tiene la configuracion — (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 formado
por fldor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R* es hidrogeno o C1_4 alquilo sustituido, o no por uno a cinco atomos de fltor;

(c) El compuesto de formula estructural (1a):
F
F
NH, O
N
N
0
(12) ~
CF3,
(d) Un compuesto de formula estructural (I1)
0 0
R’Mz
(1)

que tiene la confi guramon estereoquimica indicada en el centro estereogénico marcado con un *, en el que:

Z es OR? 0 NR?R®:

R es C1_8 alquilo, arllo heteroarilo, arilo — C1- alquilo o heteroarilo — C1-; alquilo;

R? y R® son hidrogenos independientes, C4_g alquilo, arilo o arilo — C1—, alquilo; o
R? y R® junto al atomo de nitrégeno al que se unen forman un anillo heterociclico membrado de 4— a 7— que contiene
un heteroatomo adicional seleccionado entre O, S, NH y NC1_4 alquilo, sustituyendo, o no, el anillo heterociclico por
uno de los tres sustituyentes seleccionados independientemente entre oxo, hidroxi, halégeno, C1_4 alcoxiy Cis
alquilo, en el que alquilo y alcoxi son sustituidos, o no, por uno a cinco atomos de fltor; y fusionando el sistema del
anillo heterociclico a un sistema de anillos carbociclicos aromaticos o saturados de 5 a 6 miembros o a un sistema
de anillos heterociclicos saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros o a un sistema de anillos heterociclicos
saturados o aromaticos de 5 a 6 miembros que contiene de uno o dos heteroatomos seleccionados entre O, Sy
NCo-4 alquilo, sustituyendo, o no, el sistema de anillos fusionados por uno o dos sustituyentes seleccionados entre
hidroxi, amino, fltor, C1_4 alquilo, C1_4 alcoxi y trifluorometil;

(e) Un compuesto de féormula estructural (2):

254



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2448 816 T3

en el que:

Ar es un fenilo sustituido, o no, por uno a cinco sustituyentes independientemente seleccionados del grupo formado

por fltor, trifluorometil y trifluorometoxi; y
R* es hidrogeno o C1_4 alquilo sustituido, o no, por uno a cinco atomos de fldor; o

(f) El compuesto de formula estructural (2a)
F
F
(o] (o]
N /N\N
F k/”*{
(2a) CFy_
15. La composicion de la reivindicacion 14, comprende ademas un dador del grupo amino y en la que

opcionalmente el dador del grupo amino comprende isopropilamina, alanina, acido 3 — aminobutirico o

metilbencilamina.
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