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DESCRIPCION

Determinantes de patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios para la prevencién y el
control de infecciones bacterianas y/o diseminacién sistémica.

La invencion se refiere a determinantes de patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios
para la prevencién y el control de infecciones bacterianas y/o diseminacidn sistémica.

Los tratamientos actuales para enfermedades infecciosas de origen bacteriano se basan en la inhibicién in vitro de
dianas bacterianas esenciales usando antibiéticos. Estas dianas estdn conservadas en muchas especies bacterianas y
hacen posible tratar diversos tipos de infecciones. No obstante, los antibidticos de amplio espectro son activos sobre
la flora comensal del hospedador, lo que estimula la adquisicién y transferencia de mecanismos de resistencia a estos
antibidticos, limitando asi la eficacia de los tratamientos actuales con antibidticos. Por tanto existe la necesidad de
nuevos tratamientos antibacterianos.

En este aspecto, la invencién proporciona una nueva estrategia, cuyo objetivo es dirigirse especificamente a bacte-
rias patdgenas sin alterar significativamente su crecimiento en su portal de entrada en el organismo hospedador, donde
estan en situaciéon de comensalismo. En particular estos patdgenos son las bacterias responsables de infecciones sis-
témicas graves tales como E. coli, en general, Enterobacteria, Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella y Neisseria y,
para las gram positivas, las bacterias del género Staphylococcus, Enterococcus 'y Streptococcus.

Se sabe, especificamente, que las bacterias responsables de infecciones graves son capaces de crecer en presencia
de suero y son resistentes a la accién bactericida del complemento. Esta resistencia permite la diseminacién de la
infeccidn, a través de la sangre, a los diversos tejidos del cuerpo del hospedador.

La capacidad de las bacterias para crecer en el suero humano es debida a diferentes factores de patogenici-
dad/virulencia. Entre aquellos citados frecuentemente, se hard mencion a la barrera fisica, representada por la capsula,
para el acceso del complemento a la membrana bacteriana, los dcidos sidlicos de la cdpsula o del antigeno O que
estimula la unién del factor H a ¢3b, y proteinas de superficie particulares tales como PorA (Neisseria gonorrhoeae),
YadA (Yersinia pestis) o la proteina M (Streptococcus pyogenes), que se une al factor H, evitando todos estos factores
la activacién del complemento.

Otras proteinas expresadas o unidas por los patégenos han demostrado ser importantes para la resistencia al com-
plemento y provocan la escisién de los factores del complemento o inhiben su unién a la superficie de la bacteria
(Rautemaa R.; Meri S., Microbes and Infection 1999, 1:785:794).

Se sabe que el lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gram negativas es un factor de virulencia, pero el papel de
sus diversos constituyentes en la resistencia al suero no ha sido establecido para todas las especies bacterianas. Por
ejemplo, en algunos estudios en E. coli, el antigeno O se considera que es determinante (Burns S.M. Hull S.I. Infect
Immun, 1998, Sept 66 (9):4244-53); en otros estudios, se piensa que el antigeno O es menos determinante que los
antigenos de la cdpsula para la resistencia al suero (Russo T. y col., Infect Immun, 1995, Abr. 63(4):1263-9). Ademas,
se desconoce la importancia de estos factores en la colonizacién intestinal.

Los inventores han llevado a cabo un andlisis sistematico de mutantes buscando la inactivacién de los genes ne-
cesarios para la sintesis del polisacarido superficial, y han demostrado, en cepas de Escherichia coli responsables de
infecciones extra-intestinales, EXPEC, qué genes son esenciales para la resistencia al suero y la diseminacion en la
sangre. Estos resultados se basan en el estudio del efecto de mutaciones sobre la virulencia y la colonizacidn intestinal
en un modelo animal.

Por tanto la invencién se dirige a una nueva metodologia para definir las dianas necesarias para la virulencia, y
no esenciales in vitro, y que proporciona asi nuevos agentes anti-infecciosos especificos para bacterias patégenas, en
particular, para E. coli extra-intestinal, responsable de infecciones graves, asi como de cepas gram positiva, tales como
Streptococcus agalactiae. También se dirige a los productos de los genes necesarios para la resistencia en el suero y
la virulencia in vivo.

El procedimiento de la invencién para la identificacién y seleccién de las dianas de los genes de virulencia en
bacterias patégenas se caracteriza porque comprende:

e ¢l uso de una cepa del microorganismo patégeno,
e la generacién de mutantes por inactivacion en los genes que codifican los factores de virulencia,

e la determinacién de la virulencia de estos mutantes en un modelo experimental de infeccién y su efecto
sobre la colonizacién entérica en un modelo de ratén axénico, y

e la identificacion y seleccién de las bacterias con una mutacion en los genes que demuestran tener todas las
caracteristicas siguientes: genes no esenciales para la proliferacion in vitro, no esenciales para la coloniza-
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cién comensal, pero esenciales para la resistencia al suero in vitro, y esenciales, en el hospedador, para la
diseminacion en sangre.

La invencién también se refiere a un procedimiento tal como se ha definido anteriormente, que comprende la etapa
de evaluacion de la viabilidad in vitro de las bacterias mutantes y su capacidad para resistir y proliferar en presencia
de suero con complemento.

El microorganismo patégeno es, en particular, una cepa EXPEC de E. coli.

La invencién también se refiere a un procedimiento in vitro para la inhibicién de la virulencia de bacterias pat6ge-
nas, que comprende dirigir un inhibidor de un 4cido nucleico de ID. de SEC. N° 16, 20, 27 6 28 o un péptido de ID.
de SEC. N° 1, 5, 12 6 13, para incrementar la sensibilidad de la bacteria al suero y atenuar su virulencia.

La invencién también se dirige a un procedimiento in vitro como se ha definido anteriormente en el que los dcidos
nucleicos, sus productos de expresion o los péptidos, que son necesarios para la diseminacion a través de la sangre, pero
que no afectan significativamente a la colonizacién intestinal o de las mucosas de bacterias patégenas tales como E.
coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Yersinia pestis, Serratia marcescens, Haemophilus influenzae,
Pasteurella multocida, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter, Moraxella catarrhalis, Burkholderia
pseudomallei, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Bacteroides
fragilis.

En un procedimiento segtn la invencién, dichos acidos nucleicos, productos de expresion y péptidos son dcidos
nucleicos, productos de expresion o péptidos de E. coli, respectivamente.

Se han obtenido dianas de patogenicidad o virulencia codificadas por 4cidos nucleicos aislados o purificados con
las ID. de SEC. N° 16-30.

Se han obtenido dianas de patogenicidad o virulencia correspondientes a polipéptidos o péptidos aislados o purifi-
cados con una de las secuencias de aminodcidos ID. de SEC. N° 1-15.

Estos 4cidos nucleicos y péptidos o polipéptidos constituyen dianas para identificar compuestos con un efecto
inhibitorio especifico sobre la diseminacién sistémica de una infeccidén bacteriana, y no sobre la colonizacién de la
mucosa o, para enterobacterias, sobre la colonizacidn intestinal, que hace posible preservar la flora comensal y evitar
la seleccidn de resistencia a los compuestos.

Asi la invencién se dirige a un procedimiento para la seleccién de inhibidores de los productos de expresion o
péptidos de bacterias patégenas, que comprende la puesta en contacto de un 4cido nucleico aislado o purificado de ID.
de SEC. N° 16, 20, 27 6 28 o sus productos de expresion, o un péptido aislado o purificado de ID. de SEC. N° 1, 5, 12
6 13 con el compuesto de prueba, la deteccion del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de
expresion o de los péptidos, y la seleccion de los compuestos con una actividad inhibidora de la virulencia.

También se dirige a un procedimiento para la selecciéon de compuestos capaces de inhibir la actividad bioquimica
y/o enzimética de los polipéptidos y péptidos expresados por dichos dcidos nucleicos.

Dicho procedimiento para la seleccién de inhibidores de la actividad bioquimica y/o enzimadtica de los productos
de expresion o péptidos usados, que comprende la puesta en contacto de dichos productos de expresion o péptidos
con el compuesto de prueba, la deteccidn del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los péptidos sobre la
virulencia, y la seleccién de los compuestos activos.

También se dirige a un procedimiento para el uso en la composicion de un producto antibacteriano que previene
la diseminacién de la infeccién en el hospedador a través de la sangre que comprende la puesta en contacto de los
péptidos usados de ID. de SEC. N° 1, 5, 12 6 13 con el compuesto candidato, la deteccién del posible efecto del
compuesto sobre la actividad de los productos de expresién o los péptidos sobre la virulencia, y la selecciéon del
compuesto activo.

La invencién también se refiere al uso de ID. de SEC. N° 1, 5, 12 6 13 en un procedimiento para inhibir la virulencia
de bacterias que comprende,

- la medicidn de la actividad enzimatica de dicho péptido,
- la comprobacién de la multiplicacién de las bacterias en presencia de suero y suero sin complemento,

- la determinacién de la virulencia y la proliferacion de las bacterias en un modelo de infeccion in vivo y la
determinacion del efecto sobre la colonizacién intestinal en un modelo in vivo de ratén axénico.

Asi la invencién proporciona una nueva estrategia y nuevos medios para prevenir o tratar una diseminacion bacte-
riana sistémica, bacteremia y septicemia.
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En los siguientes ejemplos se proporcionaran otras caracteristicas y ventajas de la invencién, con referencia a las
Figuras 1 a 3 y alas tablas 1 a 5, representando dichas figuras, respectivamente,

la fig. 1, el crecimiento de S26 y del mutante pg23 en suero,
la fig. 2 el crecimiento de S26 y del mutante pg23 en suero sin complemento; y

la fig. 3 la virulencia del mutante DItD de S. agalactiae.

Ejemplo 1
Gen correspondiente a la ID. de SEC. N° 23
1 - Inactivacion del gen de interés

La estrategia general, basada en un sistema de recombinacidn, consiste en interrumpir un gen, por recombinacién
alélica, con un gen para la seleccion (un gen para la resistencia a un antibiético, en este caso) portado por un fragmento
de ADN lineal.

Inicialmente, se introduce un pldsmido en la bacteria (por ejemplo, E. coli), para asi introducir, en trans, las pro-
tefnas que inducirdn la recombinacion. El plasmido que porta un gen de resistencia a la ampicilina es sensible a la
temperatura (30°C), lo que hara posible eliminarlo facilmente después de su uso en la bacteria.

El plasmido se introduce en la bacteria por electroporacion. Después de la electroporacion, las bacterias resistentes
a ampicilina serdn aquéllas que hayan integrado el pldsmido, y se seleccionaran. Esta etapa se lleva enteramente a
cabo a 30°C, la temperatura permitida por el plasmido.

Sintesis del fragmento de la PCR especifico del gen diana (pg23)

Se lleva a cabo una PCR, sobre un pldsmido matriz que porta el gen de seleccién (resistencia a cloranfenicol),
usando los cebadores pg23P1 y pg23P2 de las secuencias ID. de SEC. N° 31 e ID. de SEC. N° 32, respectivamente,
compuestos de dos partes:

en 3’: 20 pb homoélogas al gen de seleccidn (resistencia a cloranfenicol): P1 o P2

en 5’: 40 pb homoélogas al gen diana (pg23): H1 o H2

pg23PLl: 51
TCGTGCAGGCCAACCTGCACAACAGAGTGATTTGATTAACGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
3

H1 P1
Pg23p2: 5
CAGGGTGCTGGCGCTCACCATTTCCGGAGACAGCTTAGACACATATGAATATCCTCCTTA
3

H2 P2

Asi se obtiene un fragmento de ADN constituido por el gen de seleccion (CAT: cloranfenicol acetil transferasa)
flanqueado por las regiones homélogas al gen diana H1 y H2.

Etapa de inactivacion del gen diana

La bacteria que contiene el plasmido se cultiva en medio LB a 30°C con agitacién, en presencia de ampicilina 100
mM y de L-arabinosa 1 mM para asi inducir el sistema de recombinacién. Cuando las bacterias estdn en la fase de
crecimiento exponencial (DOgy.m = 0,5), el cultivo se detiene, y las bacterias se recogen y se hacen electrocompe-
tentes. El producto de la PCR especifico para el gen diana (pg23) se introduce en las bacterias por electroporacion.
A continuacion las bacterias se cultivan en un medio rico no selectivo (medio SOC) a 37°C con agitacién durante 2
horas, y a continuacién se ponen en placa sobre medio agar LB selectivo. Después de 18 horas a 37°C, solamente
habran crecido las bacterias que hayan integrado el gen de resistencia al antibidtico.
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Verificacion de la insercion del casete de resistencia

Para verificar la insercion del casete de resistencia, las reacciones de PCR se llevan a cabo directamente usando las
colonias. Se usan tres pares de cebadores: un par en los que los cebadores FR1 y FR2 enmarcan el gen diana, y dos
pares que usan un cebador localizado en el interior del casete de resistencia, estando localizado el otro cebador aguas
arriba o aguas abajo del gen diana.

Aislamiento de la bacteria mutada y eliminacion del pldsmido

Las colonias asf verificadas por PCR se vuelven a aislar sucesivamente sobre el medio seleccionado, dos veces
sobre medio no selectivo y una tultima vez sobre medio selectivo a 37°C. Finalmente, las bacterias seleccionadas se
prueban para su sensibilidad a ampicilina, que refleja la ausencia del plasmido. Asi se seleccionan tres clones para
cada tipo de mutante.

2 - Prueba del mutante con respecto a la resistencia a la actividad bactericida del suero

El suero usado es de origen humano. En cada experimento, también se llevé a cabo el crecimiento de la cepa
silvestre (526, aislado clinico de E. coli particularmente resistente al suero y virulento en ratones) y una cepa, ECOR4,
que carece de capsula y lipopolisacarido (LPS). Los crecimientos se llevaron a cabo por triplicado y en dos sueros
diferentes. Los crecimientos se llevaron a cabo en paralelo en suero con complemento y sin complemento (30 minutos
a 56°C) para verificar que el efecto observado era debido solamente a la accién litica del complemento.

Usando un precultivo de dos horas en medio minimo de referencia RPMI, las bacterias se pusieron en contacto con
suero al 100%, a un inéculo de partida de 10* ufc/ml. A continuacion el conteo se realizé a las 0, 1y 4 horas, poniendo
en placa diversas diluciones del medio de agar LB en presencia o ausencia de antibidtico. Después de 18 horas a 37°C,
las bacterias se contaron y se obtuvo una curva de crecimiento a partir de los resultados obtenidos. Estos resultados se
proporcionan en las Figuras 1y 2.

En este ejemplo, el mutante Apg23 presenta una sensibilidad considerable al suero: de hecho se observa una
diferencia con la cepa silvestre superior a 2 unidades logaritmicas en 1 hora y superior a 4 unidades logaritmicas en 4
horas. Ademds, los resultados obtenidos en el suero sin complemento y con la cepa ECOR4 en suero indican que el
efecto observado es debido a la accién bactericida del complemento.

3 - Estudio de la virulencia en un modelo animal de raton

Preparacion del indculo

Las bacterias mutadas silvestres se aislaron a partir de la cepa, se almacenaron a -80°C, sobre una placa de agar
LB con o sin antibidtico, y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Se prepard un precultivo en medio liquido. Usando
una dilucién 1/10 en 10 ml de LB, el cultivo se volvié a realizar a 37°C con agitacién durante 2 horas. Después de
cultivar durante 2 horas, se midi6 la DOy, y se prepararon diversas diluciones en solucion salina fisioldgica, para
asi obtener el inéculo deseado. Para la cepa silvestre S26, la DLs, corresponde a un inéculo de 5 x 10° ufc/ratén y la
DL, corresponde a un inéculo de 1 x 10° ufc/raton.

Prueba de virulencia

Se administré una inyeccion intraperitoneal a ratones (Balb/c de 6 semanas de edad) y la disolucién bacteriana
inyectada representa un volumen de 100 wl. Se usaron cinco ratones por dosis. Para S26Apg23, se probaron 4 in6culos
y se midi6 la tasa de supervivencia después de 24 y 48 horas tras la inyeccion. En cada experimento, el estudio se llevo
a cabo en paralelo con la cepa silvestre, cuya DLs, es 5 x 10° ufc/raton.

La S26Apg23 mutante, inyectada a una dosis igual a 10 veces la DLy, no provoca mortalidad, por tanto la muta-
cion del gen p23 en la cepa K1 S26 de E. coli es responsable de un descenso considerable en la virulencia.

4 - Estudio de la colonizacion intestinal en un modelo animal de raton axénico

Todo el experimento se llevé a cabo en un entorno estéril, con instrumentos estériles, en un aislante, y se administrd
a los ratones alimento estéril.

Ratones
Son ratones hembra axénicos de 6 a 8 semanas de edad de la linea C3H/He J.

Se usaron cuatro animales por cepa bacteriana.
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Preparacion del inéculo

Las bacterias silvestres y mutadas se aislaron a partir de la cepa, se almacenaron a -80°C, en una placa de agar
LB con o sin antibiético, y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Después de cultivar la cepa en medio liquido, se
prepararon diversas diluciones en solucién salina fisiolGgica, para asi obtener un inéculo de 107 ufc/ml.

Prueba de colonizacion

La inoculacién bacteriana se llevd a cabo oralmente. Durante las 24 horas previas a la inoculacién, los ratones
fueron privados de agua. A continuacion se les administré para beber una disolucién bacteriana de 107 ufc/ml durante
4 horas. Se midi6 el volumen de la bebida a las 0 y 4 horas, y, de media, un ratén absorbe 5 ml de esta disolucién
bacteriana. A continuacién se tomaron muestras de las heces en diversos momentos, y se realizé el recuento bacteriano,
llevando las heces a una solucién salina fisioldgica y poniendo en placa diversas diluciones sobre una placa de agar
LB con y sin antibidtico.

Los resultados se proporcionan en la tabla 1 a continuacién.

TABLA 1
UFC/mg de heces
Tiempo en horas S26wt S26Apg23
0 0 0
4 6,85E+05 1,65E+05
25 1,86E+06 2,84E+06
118 8,34E+06 7,94E+06
456 4,14E+06 6,64E+06

Para la cepa silvestre S26, asi como para el mutante S26Apg23, se establecié de forma estable la colonizacion
del intestino. No se observaron diferencias entre la cepa silvestre y el mutante Apg23. La colonizacién se confirmé el
ultimo dia extrayendo el intestino y contando las bacterias después de triturar este érgano.

5 - Clonacion y expresion del polipéptido seleccionado

El 4cido nucleico que codifica el polipéptido se cloné en un vector de expresion procariota tal como pET-14b con
una cola de poli-his N-terminal, segtin los procedimientos de clonacién convencionales.

A continuacién el plasmido recombinante se usé para transformar la cepa de E. coli BL21. Las células transforma-
das se seleccionaron en presencia de ampicilina y las colonias se aislaron. A continuacién se cultivaron en presencia
de IPTG para inducir la expresion de la proteina. Los clones que producen la proteina se cultivaron y las proteinas
totales se extrajeron mediante tisis celular. La proteina recombinante se purificé con una columna de afinidad por la
marca de histidina, segun el protocolo del fabricante.

La proteina asi obtenida se purificé y se usé in vitro para medir su actividad enzimadtica.
Ejemplo 2
Sensibilidad al suero determinacion de la DLy, de cepas mutantes en el modelo de infeccion en raton

Dichos mutantes también se compararon con la cepa silvestre S26 de E. coli para la determinacién de la DLs, en
el modelo de infeccién en ratén.

Segtin se presenta en la Tabla 2 a continuacién, el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) contadas
después del cultivo durante cuatro horas en suero fue superior en la cepa silvestre (wt) S26 que en los mutantes, que
indica que esos mutantes eran sensibles a la muerte en el suero.

Todos los mutantes diferentes bien eran mucho menos virulentos en ratones que la cepa silvestre, como lo demues-
tra el incremento en la DLs, (dosis letal 50), o bien completamente avirulentos, ya que con los mutantes no se pudo
alcanzar una dosis que matase al 50% de los ratones.
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TABLA 2

Sensibilidad al suero y atenuacién de la virulencia para los mutantes K1 S26

de E. coli en las proteinas correspondientes al nimero de secuencia1a 13

Numero de secuencia Sensibilidad al suero Atenuacioén de la
Alog (ufc/mi de suero) virulencia * Alog (DLsg)

1 +4 avirulento®

2 +4 +1

3 +5 +1

4 +4 +1

5 +4 +2,5

6 +4 +0,5

7 +4 +0,5

8 +4 avirulento®

9 +1 avirulento®

10 +2 avirulento®

11 +4 +2

12 +4 +2

13 +4 avirulento®

50% de los ratones

avirulento®: con ese mutante no se pudo alcanzar una dosis que matase al

Alog (ufc/ml de suero) = log (ufc de S26wt/ml de suero) - log (ufc de S26
mutante/ml de suero) valores obtenidos después de 4 horas en suero
*Alog (DLsp) = log (DLsgp de S26 mutante) - log (DLso de S26wt) valores

obtenidos 48 horas después de la inoculacién

Los mutantes de los genes que codifican las proteinas dianas correspondientes a las secuencias 1 a 13, que se
atenuaron para la virulencia, ain eran capaces de colonizar el intestino de ratones axénicos como lo demuestra la
persistencia de bacterias en las heces de los animales durante un periodo de ocho dias. Estos resultados se presentan

60

65

en la Tabla 3.
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TABLA 3
Colonizacién del intestino para E. coli K1 S26 wt y mutantes en las proteinas
correspondientes al nimero de secuencia 1 a 13 en un modelo de raton
axénico
Nimero de Colonizacién del intestino
secuencia ufc/mg de heces
Dia 1 Dia 8
S26wt *1,34 x 10° *5,29 x 10°
S26 mutantes 1 9,73x 10° 2,51 x 10°
2 1,02 x 10° 6,85 x 10°
3 1,44 x 10° 3,48 x 10°
4 1,24 x 10° 1,6 x 10°
5 1,15 x 10° 4,64 x 10°
6 9,96 x 10° 3,51 x 10°
7 2,40 x 10* 2,51x10°
8 2,84 x 10° 6,64 x 10°
9 1,80 x 10° 1,51 x 10°
10 9,62 x 10° 2,24 x 10°
11 2,72x10° 8,56 x 10°
12 3,13x10° 9,09 x 10°
13 5,91 x 10° 1,67 x 10°
* valores medios basados en seis experimentos

Las bacterias que colonizan el intestino de ratones axénicos después de ocho dias se caracterizaron para verificar
que correspondian a las cepas mutantes que se inocularon oralmente.

Las bacterias recuperadas de las heces de los animales tenian un fenotipo de resistencia a cloranfenicol y sensi-
bilidad al suero, también se pudo detectar por PCR el gen de la cloranfenicol acetil transferasa insertado durante la
mutagénesis.

Las mutaciones en los genes que codifican las proteinas diana (ntimero de secuencia 1 a 13) seguian presentes en
las bacterias que colonizan el intestino de ratones axénicos como se muestra en la Tabla 4.
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TABLA 4
Caracterizacién de bacterias recuperadas de ratones axénicos después de la
colonizacién intestinal por mutantes en genes que codifican la secuencia de
proteinas 1a 13
Secuencia Sensibilidad al suero * Mutante
Numero Alog (ufc/ml de suero) Genotipo
1 +5 Cm~, PCR +
2 +4 Cm~
3 +5 cm®
4 +3 cm"
5 +5 Cm~, PCR +
6 +2 cm®
7 +2 cmt
8 Nd Ccm~
9 +2 cmi
10 +3 Ccm”~
11 +5 Cm"~, PCR +
12 +4 Cm", PCR +
13 +4 Cm~®, PCR +
Alog (ufc/ml de suero) = log (ufc de S26wt/ml de suero) - log (ufc de S26
mutante/ml de suero) valores obtenidos después de 4 horas en suero
* La presencia del gen que codifica la cloranfenicol acetil transferasa, que
inactiva los genes que codifican las proteinas de numero de secuencia 1 a 13,
se ha verificado por PCR y resistencia a cloranfenicol (Cm®)

En conclusidn, los resultados presentados en este ejemplo demuestran que los genes que codifican las enzimas
involucradas en el metabolismo del niicleo interno del LPS no son esenciales en cepas de E. coli para la colonizacion,
pero son necesarias para la resistencia al complemento y la virulencia in vivo.

Representan buenas dianas para inhibidores que bloqueardn selectivamente la replicacion bacteriana en tejido
sanguineo.

Ejemplo 2
Mutantes de ID de SEC. de proteina N° 14

La presente invencion se refiere a una nueva cepa mutante del grupo B de Streptococcus (GBS) (Streptococcus
agalactiae). En este ejemplo particular, las dianas identificadas corresponden al gen con un nimero de secuencia 29
que codifica una proteina con un niimero de secuencia 14 involucrada en la incorporacién de residuos de D-alanina en

los 4cidos lipoteicoicos asociados a la pared celular (LTAs) en bacterias gram +.

El gen con el nimero de secuencia 29 es homoélogo del gen dItD encontrado en otras bacterias gram positivas y es
el dltimo gen del operdn dlt.
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El modelo de bacterias gram + usado es la cepa patégena S. agalactiae NEM316. S. agalactiae es una bacteria
encontrada normalmente en la flora humana y esta filogenéticamente préxima a bacterias gram + responsables de la
septicemia nosocomial.

La virulencia de los mutantes GBS en el oper6n dlt estd fuertemente deteriorada en modelos de ratén y de rata
neonata.

De manera interesante, la pérdida de virulencia presumiblemente se debe a un incremento en la sensibilidad a
péptidos catidénicos antimicrobianos, tales como defensinas, que son producidos por numerosos tipos celulares, en
particular, fagocitos.

El uso de un mutante de S. agalactiae, en el que se ha inactivado el gen dltD, demuestra que el producto de ese
gen es una buena diana para el desarrollo de inhibidores de la virulencia de S. agalactiae asi como de otros patégenos
gram +.

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citadas por el solicitante es s6lo para la conveniencia del lector. No forma parte del docu-
mento de patente europea. Aunque se ha puesto el maximo cuidado al compilar las referencias, no pueden excluirse
posibles errores u omisiones y la OEP niega cualquier responsabilidad al respecto.

Documentos de patentes no citados en la descripcion
¢ RAUTEMAA R.; MERI S. Microbes and Infection, 1999, vol. 1, 785-794 [0006]
e BURNS S.M.; HULL S.1. Infect Immun, 06 September 1998, vol. 6 (9), 4244-53 [0007]

¢ RUSSO T. et al. Infect Immun, 06 April 1995, vol. 3 (4), 1263-9 [0007]
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para identificar y seleccionar dianas de genes de virulencia en bacterias patdgenas, que com-
prende las siguientes etapas:

- uso de una cepa de la bacteria patégena,
- generacion de cepas mutantes para la inactivacion de genes que codifican los factores de virulencia,

- determinacién de la virulencia de la bacteria mutada en un modelo experimental de infeccién, y su efecto
sobre la colonizacién entérica en un modelo de ratén axénico, y

- laidentificacién y seleccion de las bacterias con una mutacién en los genes que demuestran tener todas las
siguientes caracteristicas: genes no esenciales para la proliferacion in vitro, no esenciales para la coloniza-
cién comensal, pero esenciales para la resistencia al suero in vitro, y esenciales, en el hospedador, para la
diseminacién en sangre.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende la etapa de evaluacién de la vialidad de la bacteria
mutante in vitro y su capacidad para resistir y proliferar en presencia de suero con complemento.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 6 2, en el que las bacterias patégenas son cepas EXPEC de E. coli.

4. Procedimiento in vitro para inhibir la virulencia de bacterias patégenas, que comprende dirigir un inhibidor de
un 4cido nucleico con una ID de SEC. N° 16, 20, 27 6 28 o un péptido con una ID de SEC. N° 1, 5, 12 6 13, para
incrementar la sensibilidad al suero de las bacterias y atenuar su virulencia.

5. El procedimiento segiin la reivindicacién 4, en el que dichos dcidos nucleicos, sus productos de expresién o
péptidos corresponden a aquéllos de los organismos patégenos, que comprenden Escherichia coli, Salmonella typhi-
murium, Klebsiella pneumoniae, Yersinia pestis, Serratia marcescens, Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida,
Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter, Moraxella catarrhalis, Burkholderia pseudomallei, Neis-
seria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Bacteroides fragilis.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el que dichos 4cidos nucleicos, productos de expresion o péptidos
son 4cidos nucleicos, productos de expresion o péptidos de E. coli, respectivamente.

7. Un procedimiento para la seleccién de inhibidores de los productos de expresion o péptidos de bacterias pato-
genas, que comprende la puesta en contacto de un dcido nucleico aislado o purificado con la ID de SEC. N° 16, 20,
27 6 28 o sus productos de expresion, o un péptido aislado o purificado con una ID de SEC. N° 1, 5, 12 6 13 con el
compuesto de prueba, la deteccion del posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de expresién
o los péptidos, y la seleccion de los compuestos con una actividad inhibidora sobre la virulencia.

8. Un procedimiento para la seleccién de inhibidores de la actividad bioquimica y/o enzimdtica de los productos
de expresién o péptidos usados segun la reivindicacién 4, que comprende la puesta en contacto de dichos productos
de expresion o péptidos con el compuesto de prueba, la deteccion del posible efecto del compuesto sobre la actividad
de los péptidos sobre la virulencia, y la seleccién de los compuestos activos.

9. Un procedimiento para identificar un compuesto candidato para su uso en la composicién de un producto an-
tibacteriano que previene la diseminacién de la infeccién en el hospedador a través de la sangre que comprende la
puesta en contacto de los péptidos usados segun la reivindicacién 4 con el compuesto candidato, la deteccién del
posible efecto del compuesto sobre la actividad de los productos de expresion o los péptidos sobre la virulencia, y la
seleccion del compuesto activo.

10. UsodelaID de SEC.N° 1, 5, 12 6 13 en un procedimiento para inhibir la virulencia de bacterias que comprende,

- la medicidn de la actividad enzimética de dicho péptido,

- la evaluacién de la multiplicacion de las bacterias en presencia de suero y suero sin complemento,

- la determinacién de la virulencia y la proliferacién de las bacterias en un modelo de infeccién in vivo y la
determinacion del efecto sobre la colonizacién intestinal en un modelo axénico de ratén in vivo.

11
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FIGURA 1
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> MUTABILIS S.A. se puede usar como

<120> Determinantes de la patogenicidad que se pueden usar como dianas para desarrollar medios para prevenir y

controlar infecciones bacterianas y/o diseminacion sistémica

<130> 1621
<160> 32

<170> Patente en version 3.1

<210>1
<211> 305
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 1

Pro

Trp

val

Phe

Gln

65

Ser

Asp

Lys

Leu

Tyr

145

Glu

Pro

Ile

Ala

val

Glu

Ser

S0

Ala

Ala

Trp

His

Phe
130

Ala

Tyr

Glu

Arg

Leu

val

Axg

3s

Ala

Glu

Ala

Gln

His

115

Ala

Ile

Ala

Glu

Ile

Thr

Glu

20

val

Pro

Asn

Leu

Thr

100

Ile

Lys

Ala

Val

His

180

Lys

Asp

Glu

Ile

Ile

Tyr

val

85

Ala

Ala

Ser

Gln

Phe

165

Trp

Leu

Ala

Gly

Pro

Lys

Asp

70

Thr

Arg

Lys

Leu

His

150

Leu

Arg

Pro

Gln

Phe

val

Ala

55

Ala

Arg

Glu

Gln

Gly

135

Phe

His

Glu

Trp

Gln Ala

Ala Gln
28

Ala Ile
40

Glu Arg

val Ile

Leu Ala

Pro Leu

105

Gln His
120

Tyr Ser

Leu Thr

Ala Thr

Leu Ile

185

Gly Ala

Ile

10

Ile

Arg

Lys

Asp

His

S0

Ala

Ala

Lys

Asn

Thr

170

Gly

Pro

Pro

Pro

Arg

Ala

Ala

75

Gly

Ser

val

Pro

Leu

1S5

Arg

Leu

His

Ser

Leu €

CGlu

Gln

140

AsD

Leu

Glu

Ile

Trp

Arg

45

Arg

Gly

Arg
129

Thr

Thr

Ala

Glu

Lys

His

30

Lys

Glu

Leu

Tyr

110

Thr

Gln

Asp

Lys

Asp

190

Glu

Phe

1s

Ala

Ala

Ala

val

Gly

95

Asn

Arg

Gly

ala

His
178

ser

Arg

Ala

Trp

Leu

Lys

80

Leu

Cys

Glu

Asp

Gly
160

Trp

Gly

Ala
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Lys Arg

210

Ser Leu

225

Ser Vval

Asn Ile

Gly Lys

Leu Thr Ala

Leu

Glu

Asp

Thr

Asn

Ala

Gly

Thr

val

Glu
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val Ala

230

Gly Leu

245

260

275

290

Ile
305

<210> 2
<211> 340
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Met Arg

Leu Lys

Asp Thr

Gly Ile

50

Phe His

65

Asn Leu

Ala Arg

Trp Arg

Phe

Lys

Ile

35

Lys

Leu

Thr

val

Lys
115

His

Asn

20

Pro

Asn

Ile

Asp

Lys

100

Ser

Gln

Asn

Gly
5

Tyr
Ile
Lys
Lys
Gln

85

Ile

Phe

Tyr Gly

Met val

Ala Vval

Asp

Pro

Leu

Lys

val
70

Ser

Thr

215

Arg

Ser

Pro

Cys

Lys
295

Met

Asp

Ser

Ala

S5

Leu

Met

Gln

His

val

His

Thr

Arg

280

Arg

Leu

Ala

Glu

40

Lys

Arg

Val

Asp

Leu
120

Leu

Leu

Asp

265

Ala

Phe

Leu

Lys

25

Asn

Ala

Ala

Ala

Tyr
105

Val

Ala

Thr

250

Pro

Pro

Ile

Thr

10

Ile

Pro

Ser

Asn

Ile
950

Pro

Gly Phe Ala Tyr Val Glu

Gly

23S

Ala

Gly

Gly

Glu

Thr

Asp

Glu

Glu

Lys

75

Leu

Leu

Val Leu

220

Ala Lys

Ala Leu

Leu

Asn Glu

Pro Lys Met

Phe val val

240

255

Asp Arg Pro

Ile Gly Gly Tyr
270

285

Glu Asn

300

Pro

Val

Ile

Lys

60

Tyr

val

Arg

Gln

val

Leu

Asn

45

Ile

Asp

Arg

Gln

Gly
125

Ile Ser
15

Leu Tyr
30

Ala Leu

Ala Asn

Leu Ile

Leu Leu
95

Ser Ala
110

Gly Asn

Leu Ser Gln

Ala Ala Met

Ser

Gln

Tyr

Phe

val

80

Asn

Phe

val
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val

val

145

Gln

Ser

Thr

Gln

228

Phe

val

Ile

Asn

Arg

308

Ala

Gly

<210>3
<211> 265
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 3

Met Val Glu Leu Lys Glu Pro Phe Ala Thr Leu Trp Arg Gly Lys Asp

1

Glu

130

Lys

Arg

Pro

Ala

ser

210

Gly

Pro

Asp

Ser

Asn

290

Asp

AsSp

Thr

Ser

Gln

Glu

Thr

val

195

Gly

Cys

Glu

Ser

Leu

275

Met

Gln

Val

Ser

Asn

Thr

Leu

Ala

180

Ile

Pro

Gln

Leu

aAla

260

Phe

Ile

Arg

Ile

Leu
340

Leu

Thr

Asp

165

Arg

Asp

Asp

Thr

Gly

245

Pro

Gly

Gln

Asp

Ala
325

S
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Ser

Met

150

His

Gln

Ala

Lys

Pro

230

Ala

Ala

Ala

Phe

Arg

310

Ala

val

135

Ser

Ala

Ile

Leu

Asp

215

Pro

Leu

His

Thr

Trp

295

Asn

val

Leu

Tyr

Gly

Phe

His

200

Asp

Val

Ile

Ile

Asp

280

Ala

Glu

Asp

Thr

Pro

val

Lys

185

Ala

Leu

Thr

Asp

Ala

265

His

Gly

Met

Lys

Pro

Pro

Gly

170

Cys

Ala

Ala

His

250

Ala

Ile

Asp

Tyr

Leu
330

10

Leu
Ala

155

Gln

Trp

Gly

Cys

Leu

235

Ala

Ala

Phe

Tyr

Leu

315

Leu

Gly

140

Ser

Asn

Asp

Tyr

val

220

Ala

Gln

Val

Trp

Arg

300

Ser

Pro

val

Trp

Asn

Glu

208

Asn

Gly

Leu

Asn

Arg

285

Glu

val

Ser

Asp

Lys

vVal

Ala

190

vVal

Glu

Lys

Phe

Thr

270

Pro

Met

Ile

Ser

Ser

val

175

Lys

val

Ile

val

Ile

255

Pro

Pro

Pro

Thr
335

Leu

Met

160

Ile

Phe

Leu

Ala

Thr

240

Gly

Leu

ser

Thr

Ala

320

Thr

15
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Pro

Glu

Leu

Leu

65

Ile

Phe

Thr

Trp

Arg

145

Arg

Lys

Leu

Leu

Axg

225

Gln

Arg

<210> 4
<211> 374
<212> PRT

Phe

Thr

Lys

S0

Ser

His

Gly

Glu

Ala

130

val

Asp

Glu

Arg

Tyr

210

Phe

Glu

Glu

Glu

Arg

35

Trp

Leu

Arg

Glu

Asp

115

Thr

Ala

Cys

Glu

Thr

185

Phe

Met

Gln

Arg

<213> Escherichia coli

His

Arg

Leu

Lys

100

Leu

Asn

Thr

Tyr

Glu

180

Arg

Ser

Lys

Gly

Thr
260

val

Thr

Arg

Met

Arg

85

Gly

Thr

Pro

Met

Ile
165

Leu

val

Ser

val

Leu

245

Ile

Lys

Leu

Gly

Pro

70

Asp

Met

Pro

Pro

Val

150

Cys

Lys

Pro

Met

Tyr
230

Leu

Axg
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Thr Leu Gln Gly Glu

Arg

Thr

55

val

val

Asn

Thr

Asp

135

Arg

His

Ile

Arg

Asn

215

Phe

Ser

Lys

Phe

40

Thx

Leu

Gly

Pro

Ile

120

val

Asp

Phe

Ser

Arg

200

Ile

Ala

Gln

Ser

25

Glu

Leu

Gly

Val

Leu

105

Ser

Arg

Met

Leu

val

185

Trp

Gly

Ala

Ala

Leu
265

Met

Lys

Ala

Asp

Thr

Leu

val

His

Leu

170

Ile

Arg

Leu

Pro

Glu
250

Ala

Glu

Asp

75

Thr

Arg

Glu

Lys

Ala

155

His

Asp

Asp

Thr

Leu

235

Ala

val

Gly

Ile

60

Axrg

Met

Thr

Asp

Arg

140

Ala

Leu

Leu

Lys

Gln

220

Lys

Lys

Phe Arg
30

Lys Ser
45

Ile Lys

Glu Trp

Tyr Gly

Ser Phe
110

Tyr Cys
125

Met Leu

Gly Ile

Pro Phe

His Arg
190

Asp Leu
205
Arg Asp

Asp Ile

Ala Thr

Glu

Tyr

Asn

Asn

val

95

Ile

Ala

Ile

Asn

Ser

175

Ala

Ile

Ile

Leu

Lys
255

Leu

Phe

Leu

Ala

80

Ala

Ile

Asp

Lys

His

160

Gly

Gln

Gly

Trp

Lys

240

Ile
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<400> 4

Met

1

Gln

His

Phe

Asn

65

Val

Tyr

Phe

Arg

Asp

145

Arg

Gln

Thr

Lys

Leu

225

Lys

Ile

Arg

val

Glu

S0

Ala

Asp

Ala

Phe

Ala

130

Lys

Phe

Gln

Glu

Gly

210

Arg

Phe

val

Asp

Arg

Leu

Glu

Lys

Ala

Tyr

115

Thr

Gln

His

Pro

Gln

195

val

His

Glu

Ala

Phe

20

val

Ile

Tyr

val

Asp

100

Arg

Phe

Ile

Ile

Ala

180

Gln

Asp

Asn

Ala

Phe

Met

Tyr

Lys

Phe

val

85

val

Leu

Glu

Ala

Leu

165

Asn

Arg

Thr

Leu

Cys

Arg

Thr

val

Ala

70

Gly

Cys

Thr

Gln

Asp

150

Pro

Ser

Leu

Ser

Leu

230

Ala
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Leu

Ile

Gln

Pro
5S

Txp

Phe

TYyr

Ser

Gly

135

Phe

Pro

Arg

Leu

Ile

215

Leu

Glu

TYyr

Ala

Ser

40

Val

val

Asn

Ala

Arg

120

Lys

Gln

Gly

Glu

Leu

200

Glu

TYyr

Lys

Lys

Gln

25

TIp

Lys

Gln

Lys

Glu

105

Tyr

Pro

Lys

Ile

Ile

185

Gln

Ala

val

Arg

Tyr

106

Thr

Glu

Ser

Lys

Met

90

Lys

Arg

Thr

His

Tyr

170

Phe

val

Leu

val

Gly

Phe

Val

Gly

His

His

75

Pro

val

His

Gln

Tyr

155

Pro

Axrg

Gly

Ala

Gly

235

val

Pro

Ala

Glu

Thr

60

Leu

Gly

Ala

Tyr

Leu

140

Gln

Asp

Lys

Ser

Ser

220

Gln

Arg

Phe

Ala

Cys

45

Asn

Arg

Leu

Gln

Ala

128

Leu

Thr

Arg

Lys

Asp

205

Leu

Asp

Ser

Gly

Arg

Pro

His

Glu

Asp

Glu

110

Ala

Met

Glu

Lys

Asn

190

Phe

Pro

Lys

Asn

Gly

15

Gly

Asp

Gly
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<212> PRT

Phe

Leu
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Tyr

305

Pro

Gln
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Thr
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Leu
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290
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Pro
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65
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260
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275
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Arg Gln
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340
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355
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245

Arg
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Ala
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325
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Leu Val Il
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Met Ala

Asn Glu Al

Glu Arg

70

Ala Tyr Va

85

Ala Gly I1
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Ala Tyr
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val Ser

265

Gln Glu

280

295

Val Asp

310
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e Gly
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a Ile
SS
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1 Leu
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Pro Val
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Asn Glu

Trp Ala
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Trp
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Pro

His
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Asn
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Trp
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Pro
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Met
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Trp
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Ala
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Pro

Leu
45

Arg
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Gly
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Ala
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15

Ala

Arg

Ala

Lys

Leu
9s

Glu
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Leu
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225
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Ile

Met

Pro

Ile
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Glu
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<210> 6
<211> 338
<212> PRT
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Trp
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290

Arg
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115
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Thr
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Lys

135
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Ile

val

275
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Leu

Tyr
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100

Leu

val
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Glu

Arg

180

Arg
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260
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Pro

Ile
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Asn
340

Leu
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Gln
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165

Pro

Txp

Gly
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245
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Ala
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Thr

Gln
325
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Asn
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150
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Pro

Tyr
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230

Leu
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Phe
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310
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Gln
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Tyr
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val
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Tyr

200

val
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Asn
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Tyr
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185
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235

Gln
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Gly
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Lys
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Trp
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Trp
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Ile
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Thr

Phe

65
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Ile
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Leu
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Trp
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Trp
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23S
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Gln

Asn
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Met
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45

val

Leu
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Gln
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Gln
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His
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Leu
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Tyr
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Tyr

Ile

Leu
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Ile

Trp

Lys
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Asn
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Glu

Asp

TYyr

Glu Thr
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Ile
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Cys

Lys
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Ile

Lys

Glu

Ala

Leu
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Ile
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130

Asn

Ile

Lys

Ala

Gly

Pro

35

Ala

Ser

Glu

Pro
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115

Val
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Tyr

Asn

Ile
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Ala Arg

Gly Ile
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val
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85
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val

ES 2 306 891 T3

Val Leu

Gly Tyr
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Met Asn

Thr

Met
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70

val

Val

Ala
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Lys
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Thr

S5
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Lys

Thr

val

Leu
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Ile

Pro
280
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Tyr

Val

Pro
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Phe
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Ile

Leu
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265
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Leu
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Met Arg
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Leu
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Gln

Leu
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Lys

Pro
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Asn
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vVal
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Glu
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Glu



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 8

Ser Asp Leu Ser
145

Glu Thr Gly His

Ala Tyr Gly Vval

180

Ser Val Pro Met

195

Pro Ser Asn Leu

210

Trp Pro Leu Leu
225

Leu Thr Asp Ala

Tyr His Met

Lys
260

Met Gln Ala Phe

27S

Glu Phe Lys

<211> 546
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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Asn Val
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Ser Ala
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Gln Asp Asn
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Trp
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Pro
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Leu

Gln
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Asp
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Tyr
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Arg
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Lys

Ser

Ala

470

Pro

Gly

Tyr

Glu

ES 2 306 891 T3

val

Trp
375

Glu

Thr

Ala

Arg

ala

455

Ser

Gly

Trp

cys

Ala
535

Asn
360

Phe

Ser

AsSp

val

Phe

440

Gln

Thr
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Gly

Gly

Gly

Gly

230

Gly

Tyr

Ser

ES 2 306 891 T3

Ile

Asn

55

Ala

Phe

Leu

Gly

Ser
138

TYyr

val

Gly

val

Asn

21s

Lys

Pro

Asp

Trp

Leu

40

Thr

Gln

Asn

Trp

Asn

120

Asn

Gln

Lys

val

Asp

200

Arg

Leu

Arg

Phe

Ala
280

25

Asn Gly

Pro Pro

Leu Phe

Pro Asp
90

Gly Ala
105

Ile Phe

Ser Gln

Ser Asn

val Tyr
170

Thr Ser
185

Pro Glu

val Arg

Gly Leu

Gln His
250

Glu Phe
265

Arg Pro

13

Gln

Pro

Asn

75

Tyr

Phe

Leu

Leu

val

155

val

Asp

Arg

Ser

Ser
23S

Thr

Arg

Lys

Gln

Ser

60

Gly

Ile

Thr

Pro

Asn

140

Asn

Thr

Ser

Gly

Asn

220

Gln

Phe

Glu

Pro

Ser

45

Pro

Thr

Leu

Phe

Asn

125

Ala

val

Gly

Leu

Ser
205

val

Phe

Ser

Ser

Gly
285

30

Asp

Pro

Ser

Asn

Asp

110

val

Leu

Tyr

Phe

Leu
150

Tyr

Asn

Ala

val

Ser

270

Ala

Thx

val

Ala

Pro

95

Gly

Gly

val

Ala

val

175

Asn

val

Leu

Asp

Gln
255

Ile

Thr

Gln

Vval

Asp

80

Gly

Ala

Pro

Thr

Ser

160

Arg

Tyr

Asp

Tyr

Gly

240

Gly

Pro

His



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ile

Pro

30s

Ile

Gly

Met
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Leu

Ser

Ile

val

Asp

450

Glu

Glu

Ala

Asp

Tyr
530

Tyr

Ile

Ser

Ser

His

Ala

355

val

Asn

Ser

Ser

Ile

43S

val

val

Asp

Arg

val

51S

Glu

Gln

Met

Ser

Thr

Ser

340

val

Gln

Leu

Thr

Arg

420

Leu

Ile

Leu

Tyr

Ile
500

Asp

Ser

Leu

Arg

Ala

Asp

325

Gly

Leu

Leu

Ser

Lys

405

Phe

Asn

Asn

Phe

Ile
485

Ile

Ser

Lys

Ala
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Lys

Pro

310

Arg

Glu

Glu

Tyx

Leu

390

Glu

val

Glu

Ile

Pro

470

Glu

val

Leu

Asn

Val
550

Gln

295

Gly

Tyr

His

Lys

Arg

375

Gln

Glu

Ala

Ser

Pro

455

Asn

Lys

Ile

Lys

Ile

535

Gly

Gly

Arg

Ala

Ala

Val

360

Pro

Lys

Ala

Lys

Asn

440

Glu

Ala

Cys

Arg

Pro

520

Glu

Ala

Leu

Met

Gly

Met

345

Arg

Ser

Leu

Ser

Ala

425

Ile

Lys

val

Gly

Gln

505

Gly

Val

Lys

14

Gln

Leu

Thr

330

val

Pro

val

Glu

Leu

410

Arg

Asp

Thr

Ser

Gly

490

Asn

Asp

Thr

val

Lys

Gln

31S

Ile

Leu

Asn

Ala

Glu

395

Arg

Thr

Ser

Ser

Trp

475

Leu

Gly

Glu

Arg

Ile
s55

Arg

300

Asn

Gln

Pro

Ser

Gln

389

Ala

Met

Val

val

Leu

460

Gln

Thr

Ala

Ile

Gly

S40

Leu

Ser

Gly

val

TYT

Met

365

Axg

Ser

Gln

val

Leu

445

val

Lys

Gln

Ala

Met

528

Ile

Ser

Glu

Asp

Arg

Gly

350

Ser

Gln

Leu

Glu

Pro

430

Leu

Met

Gly

Lys

val

510

Val

Ser

Leu

Tyr

Thr

val

335

Ser

Gln

Lys

Ser

Ala

415

Lys

Glu

Val

Met

Ser

495

Asn

Leu

Thr

Tyr

Leu

320

Glu

Thr

Met

Glu

Ala

400

Gln

Gly

Asp

His

Thr

480

Gly

Ala

Pro

Ile
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<210> 10
<211> 207
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 10

Met

Ile

Asp

Asp

Ile
65

Pro

Leu

Ser

Thr
145

val

Seyr

val

<210> 11
<211> 191
<212> PRT

Ser

Ile

Lys

Ile

S0

Gly

Asn

Asn

Asn

Leu
130

Asn

Gly

Ile

val

Lys

Asp

Lys

Leu

Ile

Arg

115

Ile

val

Ser

Ile

val
195

<213> Escherichia coli

Lys

Ser

20

Lys

Asp

Pro

Arg

Ile

100

Asp

Glu

val

val

Gly
180

Ala

Leu

Leu

Ser

Ile

Ser

Leu

85

Leu

Thr

His

Leu

Thr

165

Ser

Gly
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Ile

Asn

Gly

Glu

Thx

70

Ile

Gly

Arg

Gly

Asn

150

val

Gly

Thr

Ile

His

Tyr

Asn

S5

Arg

Asn

Asp

Ile

Asn

135

Gly

Val

Ser

Pro

Phe

Lys

His

40

Lys

Lys

Ile

Gly

His

120

Glu

Asp

Asn

val

Thr
200

Gly

His

25

Gln

Asp

His

Ile

Ile

105

Asp

Ile

val

Gly

Val

185

Arg

15

Ala
10

Tyr

Ser

Asn

Asp

90

Phe

Ala

Gly

Ser

Gln
170

Ile

Leu

Gly

Glu

Tyxr

Tyx

Leu

75

Lys

Ile

val

Cys

val

155

Leu

Arg

Ile

Gly

Leu

Pro

TYyr

60

Asn

Thr

Gly

val

Cys

140

Gly

Lys

Asn

Arg

Phe

Ile

Ile
45

Tyx

Ile

Ala

Lys

Ile

125

Ser

Glu

Leu

Ile

Gly
205

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Ile

Ile

Met

110

Asn

Asn

Glu

Gly

Pro

190

Asn

Lys

1S

Phe

Gly

Ile

Arg

Leu

95

Cys

Thr

Ile

Thr

Ser
175

ser

Glu

Ser

Ile

Asn

Gly

Lys

80

Ser

Ile

Arg

Ser

Phe
160

Lys

Asn
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<400> 11

Met

Asn

Asp

Leu

Glu
65

Asp

Gln

His

Ala

val
145

Ile

Ala

<210> 12
<211> 310
<212> PRT

Ala

val

Gly

val
50

Ala

Arg

Gly

Pro

Ala

130

Ala

Thr

Asp

Lys

Asp

val
35

val

Gln

Asp

Ser

Gly

115

Ser

Ala

Pro

Leu

<213> Escherichia coli

<400> 12

Met Ile Ile

1

Lys Ala Leu

Leu Lys Asp

35

Ser

His

20

Ile

val

Phe

val

val

100

Met

Tyr

Asn

Glu

Pro
180

val

Asn
20

Gly

val

Gly

Asp

Thr

Glu

Asp

85

Glu

Leu

Met

val

Ala

165

Gln

Pro

Tyr

Ala

Asn

Thr

70

Leu

Glu

Leu

val

Gly

159

Glu

Ala
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Ala

Val

Met

Gln
55

Leu

Asp

Phe

ser

Gly

135

Thr

Asn

Ile

Thr Gly Gly

S

Asp Lys Gly

Thr Lys Phe

Ile

His

Arg

Ser

Thr

Gly

Arg

Ala

120

Asp

Lys

Ala

Lys

aAla

Ile

val
40

Phe

Glu
25

Glu

Gly

Glu

Ile

Gln

105

Arg

Lys

val

Ala

Lys
185

Gly
Thr

25

Asn

16

Leu Asp
10

Ile Asp
Leu Lys
Ile Ala

Trp Met
75

Tyr Tyr
90

Val Cys ?

Asp Tyr

Leu Glu

Leu val
155

Asp Trp
170

Gln Gln

Phe Ile
10

Asp Ile

Leu Val

Arg

Asn

Lys

Arg

60

Asp

cys

Leu

Asp

140

Arg

val

Lys

Gly

Leu

Asp

Asp

Phe

Met
45

Gly

Trp

Pro

Cys

His

125

Met

Thr

Leu

Pro

Ser

val

Leu
45

Gly

Glu
30

Gly

Lys

Ser

His

Arg

110

Ile

Gln

Asn

Ala
150

Asn

Val
30

Thr
15

Phe

Phe

Phe

Leu

His

95

Lys

Asp

Ala

Lys

Ser

175

Gln

Ile
15

Asp

Ile

Ile

Ala

Thr

Ala
80

Pro

Pro

Met

Ala

Pro

160

Leu

val

Asn

Asn Ile Ala
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Asp

Glu

65

Thr

Ser

TyT

Glu

Phe

14S

Gln

His

Asn

Arg

Leu
225

Glu

Gly

Gln

Asp

Trp

<210> 13
<211> 477
<212> PRT

Phe

Thr

Lys

Ala

Ser

130

Leu

Ile

Lys

Asn

Asp
210

Glu

Ser

Gln

Ala

Lys

290

Leu

Met

Gly

Glu

Glu

Ser

11s

Arg

Phe

val

Gly

Gly

195

Phe

Asn

Phe

Ile

Phe
275

Pro

Asn

<213> Escherichia coli

Asp

Asp

Trp

Leu

100

Ser

Glu

Asp

Gly

Ser

180

Glu

val

Gly

Gln

Glu
260

Thr

Phe

Arg

Lys

val

Asp

85

Leu

Ala

TYT

Glu

Phe

165

Met

Ser

TYr

val

Ala
245

Tyr

Gln

Lys

Asp
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Glu

Glu

70

Gly

His

Ala

Glu

Tyr

150

Arg

Ala

Pro

val

Ser
230

val

Ile

Ala

Thr

Ala

Asp

SS

Ala

Lys

Tyr

Thr

Lys

135

Val

Tyr

Ser

Lys

Gly

215

Gly

Ala

Pro

Asp

Val
295

Phe

Ile

Tyr

Cys

Tyr

120

Pro

Arg

Phe

val

Leu

200

Asp

Ile

Asp

Phe

Leu
280

Ala

Leu

Phe

Met

Leu

105

Gly

Leu

Gln

Asn

Ala

185

Phe

val

Phe

ala

Pro
265

Thr

Glu

17

Ile

His

Met

90

Glu

Gly

Asn

Ile

val

170

Phe

Glu

Ala

Asn

Thr

250

Asp

Asn

Gly

Gln

Glu

75

Asp

Arg

Arg

Val

Leu

155

His

Gly

Asp

Leu

235

Leu

Lys

Leu

val

Ile

60

Gly

Asn

Glu

Thr

Tyr

140

Pro

Gly

Leu

Ser

val
220

Gly

Ala

Leu

Arg

Thr
300

Met

Ala

Asn

Ile

Ser

125

Gly

Glu

Pro

Asn

Glu

205

Asn

Thr

Tyr

Lys

Ala

28S

Glu

Ala

Cys

Tyr

Pro

110

Asp

Tyr

Ala

Arg

Thr

190

Asn

Leu

Gly

His

Gly

270

Ala

Tyr

Gly

Ser

Gln

95

Phe

Phe

Ser

Asn

Glu

175

Gln

Phe

Trp

Arg

Lys

255

Arg

Gly

Met

Glu

Ser

80

Tyr

Leu

Ile

Lys

Ser
160

Gly

Leu

Lys

Phe

Ala

240

Lys

TYr

Tyr

Ala
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<400> 13

Met

1

Gly

Ser

Arg

Ala

65

Ala

Ser

Asn

Asp

Gly

145

Gln

Asp

Thr

Glu

Leu

Lys

Asp

Pro

Pro

S0

Asn

Leu

val

Gln

Pro

130

Ala

Gln

Pro

Pro

Glu

210

Ser

val

val

Glu

35

Gly

Ala

Ser

Pro

Gln

115

Gln

Leu

Met

Lys

Asn
195

Glu

Ala

Thx

Met

20

Ala

Gly

Arg

Lys

Thr

100

Leu

Pro

val

Ile

Gly

180

Leu

Ile

Leu

Leu

Leu

Pro

Ala

Leu

Ser

85

His

Ile

Leu

Leu

Gln

165

Thr

Ser

val

Leu

Pro

Asp

val

Ala

val

70

Leu

Pro

Arg

His

Ser

150

Leu

Asp

Glu

Glu

val
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Glu

Arg

Pro

Asn

55

Gly

Ala

Thr

Leu

Glu

135

Asp

Ala

Phe

Phe

Arg
215

Thr

Phe

Tyr

val

40

val

Leu

Asp

Ile

Asp

120

Arg

Tyr

Arg

Glu

Glu

200

Gly

Arg

Glu

Trp

25

val

Ala

Thr

val

Thr

105

Phe

Ile

ala

Lys

Arg

185

Ala

Met

Ser

18

Arg

10

Tyr

Lys

Met

Gly

Asn

g0

Lys

Glu

Asn

Lys

Ala
170

Tyr

val

Lys

Glu

Ala

Gly

Val

Asn

Ile

75

Val

Leu

Glu

Gln

Gly

1ss

Gly

Arg

Val

Leu

Gln

Gly

Pro

Asn

Ile

60

Asp

Lys

Arg

Gly

Ala

140

Ala

Val

Gly

Gly

Ile

220

Gly

val

Thr

Thr

45

Ala

Asp

Cys

vVal

Phe

125

Leu

Leu

Pro

Ala

Lys
205

Ala

Met

Met

Ser

30

Ile

Ser

Ala

Asp

Leu

110

Glu

Ser

Ala

val

Thr

190

Cys

Asp

Ser

Val

1s

Arg

Glu

Leu

Ala

Phe

9s

Ser

Gly

Ser

Ser

Leu

175

Leu

Lys

Tyr

Leu

val

Ile

Glu

Gly

Arg

val

Arg

val

Ile

val

160

Ile

Leu

Thr

Glu

Leu
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225

Gln

Thr

Ala

Pro
305

Gly

Lys

His

Arg

Gly
38s

Gly

Pro

Gly

Asn

Thr
465

<210> 14
<211> 420
<212> PRT

Pro

Asp

Leu

Ala

290

Ile

val

Arg

Ala

Leu

370

Asp

Ala

Gln

Asp

Gly
450

Asn

Gly

val

Ala

275

Ala

Glu

Met

Gly

Gly

358

Ile

Ser

Leu

Arg

Tyr

435

Gly

Ile

<213> Escherichia coli

Lys

Thr

260

RAla

Gly

Leu

Thr

Glu

340

His

val

Arg

Glu

Leu

420

Lys

Glu

Ile

Ala
245

Gly

Gly

val

Glu

Glu

325

Lys

val

Ala

Pro

Ala

405

Ile

Pro

val

Lys

230

Pro

Ala

Asn

val

Asn

310

Glu

val

Ser

val

val

390

val

Ala

Glu

Leu

Lys
470
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Leu

Gly

Ser

val

29s

Ala

Glu

val

Tyr

Asn

37s

Asn

Asp

Gly

Glu

val
455

Ile

His

Asp

Leu

280

Gly

val

Leu

Met

Leu

360

Ser

Pro

Trp

Ile

Ile
440

Leu

Gln

Met

Thr

265

Glu

Lys

Arg

Lys

Thr

345

Ala

Asp

Leu

val

Leu

425

Ala

Asn

Gln

19

Pro

250

val

Glu

Leu

Gly

Leu

330

Asn

Asn

Ala

Glu

val

410

Pro

Gly

Phe

Asp

23s

Thr

Ile

Ala

Axg

31s

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

395

Ser

Asp

Ser

Glu

Lys
475

Gln

Gly

Thr

300

Ala

Val

Val

Arg

Thr
380

Arg

Phe

Leu

Lys

Asp
460

Lys

Ala

val

Phe

28S

Ser

Asp

Ala

Phe

Lys

365

Lys

Met

Glu

Leu

Glu
445

Gly

Gly

Gln

Leu

270

Phe

Thr

Thr

Ala

Asp

350

Leu

Arg

Ile

Glu
Val

430

Val

Cys

Glu
258

Ala

Ala

val

Gly

Ala

335

Ile

Gly

Leu

Val

Asp

415

Lys

Trp

Ser

240

Val

Ala

Asn

Ser

Phe

320

Arg

Leu

Asp

Lys

Leu

400

Thr

Gly

Ala

Thr
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<400> 14

Met

Leu

His

Phe

Asn

6S

Met

Ile

Ile

Gln

145

Thr

Tyr

Gln

val

Thr

225

Phe

Leu

Leu

Leu

Lys

S0

Phe

His

Leu

Gln

Ser

130

Asn

Gly

Pro

Lys

Phe
210

Tyr

Ser

Lys

Leu

Gly

35

Ser

Val

Pro

Leu

Gln

115

Pro

Tyr

Thr

Glu

Leu

185

Glu

Asn

Tyr

val
20

Lys

Pro

sSer

Gly

100

Ile

Gln

Phe

Thr

Ala

180

Ser

Lys

Gln

Asn

Leu

Gly

Glu

val

Phe

val

85

Gln

Lys

Trp

Ser

Tyr

165

Ser

Asn

Thr

val

His
245

Gly

Leu

Lys

Gln

Phe

70

Leu

Lys

Gly

Phe

Asn

150

AsSp

Met

Lys

Asp

Ile
230

Leu
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Lys

Tyr

Asn

Lys

58§

Gly

Ala

Gly

Gln

val

135

Asp

Arg

Ser

Asp

Ala

215

Met

Ser

Val

Leu

ser

40

val

Ser

Glu

Ala

Ile

120

Arg

Gln

Tyr

Asp

Lys

200

Ile

Pro

Arg

Phe

val

25

Ala

Arg

Ser

Ala

Ala

108

Lys

Lys

Thr

Ala

Leu

185

Gln

Phe

His

Ile

20

Gly

Phe

val

Ala

Glu

Tyr

20

Ser

Asn

Gly

Ile

Ala

170

Ile

Arg

Ser

val

Ala
250

Pro

Pro

Ala

Phe

75

Lys

Leu

Lys

Ala

Arg

155

Arg

Glu

Leu

Tyr

Gly

235

Ser

Leu

val

Leu

Ser

60

Leu

Arg

Thr

Lys

Asn

140

Phe

Arg

Lys

Lys

Leu

220

Lys

Gln

vVal

Ser

Thr

45

Asp

Arg

Pro

Gln

Ala

125

Lys

Leu

Leu

val

Phe

205

Pro

Leu

Asp

Cys

Gln

30

Lys

Pro

Pﬁe

Tyr

Tyr

110

Ile

Gly

Gln

Leu

Ala

130

Asn

Leu

Pro

Ala

Ala

is

Pro

Ala

Lys

Asp

Leu

His

Gly

Ala

Ala

.80

Ile
85

Tyr

Tyr

Ala

Asn

Lys

175

Asp

Asp

Gly

Lys

Lys
255

Pro

Gly

val

Phe

Gln

160

Leu

Gly

Trp

Lys

Ala
240

val
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<210> 15
<211> 51

Ala Thr

Axg Ile

Arg

Lys

Ser Asn Gln

260

Lys His Leu

275

Asn

Tyxr
290

Glu Phe

305

Asn Lys

Sexr

Lys

His Ile

Thr

Ser

Lys

val

Ser

Lys Ser Pro

Gln Asn

310

Lys

Thr
325

Trp Asp

Glu
340

Lys Ile

Asp Leu Ser

3SS

Thr
370

AsSp

Ile
385

Asn
Asn

Asn

Ser Asp

1

<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 15

Met Ile His
1

Ala Asp Phe

Gln Leu Lys
35

Gly Leu Vval
50

Ile

Pro

Lys

TYr

His Leu Gly

Phe Thr

390

Leu

Phe Leu

405

Lys

Lys
420

Asp Met Ile
5

Pro Val Tyr
20

val Asp Ser

Glu Lys Ser
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Phe

Lys

Glu

295

Thr

Tyr

Lys

Arg

Trp

375

Glu

Arg

Lys

Asp

Asp

Pro
S5

Gly

Lys

280

Phe

Asp

Thr

His

Asp

360

Asn

Glu

Ser

Thr

Ile

Ser
40

val

Ile

265

Leu

Asn

val

Gly

Gln

345

Gly

Gly

Asn

Trp

Ile

Leu

25

Leu

Leu

21

Asp Asp Arg

Lys Gly Ser

Phe

Gln

Tyr

Gln Thr

270

28S

Gln
300

Asp Leu

Phe
315

Leu val

Leu Gln

330

Asp

Leu Gln Ser

Gly Lys Pro

Leu

Ile

Lys

Gln

Tyr

Arg

val

Pro

Met

Gly

His Phe

Asn

Leu

val
320

Pro

Tyr Gln

335

Phe Asn

3s0

365

Glu
380

Trp Leu

Ser Lys Pro

395

Ala
410

Lys Tyr

Glu His Phe
10

Gly Glu val

Ala Ala His

Val Phe Gly
60

Leu

Asn

Thr

Ala

His

Ile

45

Gly

Phe

Asp

Tyr

Gly

Met Gln

His

Lys

Ile
400

His

Arg Pro

415

Glu Thr Giln
15

Thr Tyr Gly
30

Asp Ser Leu

Gln Glu Tyr
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Glu

65

Ile

Thr

Glu

Phe

Asp

145

Gly

Ile

Gln

Leu

Asp

225

Trp

Phe

Glu

Lys

Leu

305

Leu

Met

Pro

val

val

Glu

130

Asn

vVal

Ser

Pro

Ala

210

Phe

Thr

Asn

Glu

Ala
290

Ser

Pro

Leu

val

Ala

BAsp

118

Glu

Tyr

Gln

Asp

Pro

195

Met

Lys

Ser

Ser

Leu

275

Arg

Ala

Ile

Ala

Asp

Gln

100

Asn

Lys

Tyr

Ile

Asp

180

Tyr

Gly

Lys

Thr

Glu

260

Thr

Ile

val

Gly

Thr

Gln

85

Pro

val

Thr

Ile

Ser

165

Glu

Ser

Gly

Leu

Pro

245

Thr

val

val

Ala

Tyr

Phe

70

His

Ser

Pro

Pro

Ile

150

His

Phe

Phe

Thr

Phe

230

Ser

Leu

Lys

Asn

Ile

310

Thr

ES 2 306 891 T3

val

Ser

Leu

Ile

Tyr

135

Phe

Asp

Ser

Asp

Leu

215

Ala

Phe

Pro

Thr

Ala

29§

Thr

Lys

Ala

Ala

Ile

Leu

120

Glu

Thr

Asn

val

Leu

200

Phe

Thr

Ala

Gln

Ala
280

Tyr

Asp

Asp

Leu

Leu

Ile

10s

Asp

val

Ser

Leu

Pro

185

Ser

Ala

Ile

Asp

Leu

265

Gln

Gly

Glu

Asp

22

Thxr

Asp

90

Ser

val

Thr

Gly

Leu

170

Glu

val

Leu

Asn

Met

250

Thr

Lys

Pro

Met

Ser

Lys

75

Arg

Ile

Ser

His

Thr

155

Ser

Arg

Met

Pro

Glu

235

Ala

His

Leu

Thr

Leu

31s

Pro

Ser

Ile

Gly

Gln

Ser

140

Thr

Phe

Pro

Tyr

Lys

220

Leu

Leu

Phe

Arg

Glu

300

Glu

Thr

Gly

Gln

Glu

val

125

Val

Gly

Thr

Gln

Trp

208

Thr

Pro

Leu

Tyr

Gln

285

Ala

Thr

Tyr

His

Ala

Phe

110

Ser

Lys

Leu

Asn

Met

190

Ala

val

Ile

Ser

Phe

270

Arg

Thr

Cys

val

Ala

Ile

95

Pro

Ala

Gly

Pro

Trp

175

Leu

Pro

val

Gln

Asn

255

Asp

Phe

val

Lys

Ile

Tyr

80

Met

Leu

Ile

Asp

Lys

160

Met

Ala

Thr

Asn

Val

240

Asp

Gly

Pro

Ala

Arg
320

Asp
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Glu

Ala

Ala

Asp

385

Met

val

val

Ile

Leu

465

Met

Asn

<210> 16
<211>919
<212> DNA

Glu

Gly

Glu

370

Leu

Asp

Ser

Pro

val

450

Thr

Met

Gly

Gly

Pro

355

Ala

Gly

Phe

Gln

Arg

435

Leu

Lys

Pro

Lys

<213> Escherichia coli

His

340

Ala

Phe

Ser

Gln

Asn
420

Tyr

Lys

Ala

Ser

Ile
500

325

Lys

val

Phe

Met

Ile

405

Leu

Asn

Glu

Ile

Lys

485

Asp

ES 2 306 891 T3

Leu

Ser

Gln

Thr

380

Lys

Asn

Lys

Gly

Lys

470

Phe

Ile

Pro

Lys

Phe

375

Asp

Phe

Lys

Asp

val

455

Glu

Ile

Lys

Asn

Gly

360

Glu

Glu

Asn

Ser

His

440

Arg

Asp

Tyr

Gly

23

Gly
34S

Tyr

Gly

Gly

Gly

Gln

425

Lys

Asp

Leu

Arg

Leu
50S

330

Glu

Leu

Leu

Leu

Tyr

val

Asp

Lys

Glu

490

Met

Gln

Asn

Pro

Leu

395

Arg

Val

Gln

Phe

Asp

475

Asp

Ser

Gly

Asn

Ala

380

Leu

Ile

Lys

Asn

Glu

460

Ile

Leu

Glu

Glu

Pro
365

Tyr

Tyr

Glu

Ser

Leu

445

Arg

Met

Pro

val

Ile

350

Glu

His

Gly

Leu

Ala

430

Leu

Asp

Met

Leu

Asn
510

33s

Ile

Lys

Thr

Gly

Glu

415

val

Ala

Leu

Asp

Thr
495

Lys

Ile

Thr

Gly

Arg

400

Asp

Ala

Tyr

Asp

Tyr
480

Pro
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<400> 16

gcccgcacte
agaagggttc
aatacgtcgc
tcgtgaagceg
aagcgcggcea
cgctcgcgaa

gcacgccgta

aacccagggce
cgaatatgcc
ctggcgagaa
cgcgccgecat
attgccgaag
gtcggtggat
ttatggacca

ggctccgggg

aaacgctgcc

<210> 17

<211> 1023

<212> DNA

<213> Escherichia coli

actgatgccc
gcacagattc
tggcgtaaag
ctacaagcag
ctggtgacac
cctttagcca

gaacgcaccc

gattatgcta
gtatttcttc
ttgattggtt
gaggaagaac
atgagtctgg
acggggttaa
accgatccgg
aatgagttgt

atgatttaa

ES 2 306 891 T3

agcaggcaat
cttcctggea
cctggttctc
agaactatga
gtctggcgca
gectgtetea

gcgaactgtt

tcgcacagca
atgcgacgac
tactggctga
gggcgaaacyg
aaggcgttge
gccatttaac
gattaattgg

ctcaattgac

cccagggatt
cgetgeecgtt
ggcccccata
cgcagttatc
tggcgtaaag
caattgtaag

tgccaaaagt

ttttctgacg
ccgtgatgat
ttcaggaata
actggcggaa
ccgegtgcetg
ggcggcactg

tgggtatggg

agcaaatgct

24

aagtttgact
gagcgagtta
aaagctgaac
gacgctcagg
catggattgg
catcatattg

ttgggctata

gggtggtgga
ttcctgtgge
gcaaagcgtt
ggctggtaaa
actggcaaac
caaaacagca

gcaaaccgca

aacctgccta cagatgctgg

aaacactggce
cggattaaac
ggatttgcett
gecggggceea
gatagaccca
aagaatcaga

gttaagcggt

cggaagaaca
ttcegtgggg
atgttgaagt
aatttgtagt
atatcacggt
tggtttgtag

tcattgaaga

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900

919
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<400> 17

atgegtttetc
taccctgacg
aatccagaga
attgccaact
aatctcaccg
atttcccagg
gtgcegttge
gttgattcgt
cgtcgcgaac
cggcaaatct
gctecgtggtt
aatgaaattg
ttccecggaac
ccggcgecata
catattctct
gaaatgccaa
gcagatgtca

tga

<210> 18
<211> 798
<212> DNA

atggggatat
caaaaatcga
ttaacgcgcet
tttttcatct
atcaatggat
atctatcatca
agggtggaaa
tggtgaagca
ttgatcacgc
tcaaatgctg
atgaagttgt
cgcagggatg
ttggtgegtt
ttgecgetygce
ggcgtcecctyg
cgegcgatca

ttgctgectgt

<213> Escherichia coli

ES 2 306 891 T3

gttattaact
tgtgctgeet
ctacggcata
catcaaggta
ggttgctata
tcggcagetcet
tgtggtggaa
gacaaccatg
tggtgttgga
ggacaacgcec
tctgacgtcc
ccagacgcca
aatcgatcat
agttaatacg
gtcaaataac
gcgtgacecga

cgataaatta

actccecgtca
tatcaggaca
aaaaataaaa
ttacgtgcca
ctggtteget
gctttttgge
agtaacttat
agttacccgce
caaaattatg
aagttttccg
ggcccagata
ccagtaacgg
gcgcageegt
ccgctgatat
atgattcaat
aatgagatgt

ctgccctect

25

ttagttecgcet
ccatcccgat
aagcaaaagc
ataagtatga
tattaaatgc
gtaaaagttt
ccgtgctgac
ctgcaagctg
tggttatcca
ctgtgattga
aagacgatct
egctggetgg
ttattggegt
cgctgtttgg
tctgggeggyg
accttteggt

ccacgacagg

gaaaaaaaat
cctgtctgaa
ctcagaaaaa
ccttatcgtce
ccgtgtgaaa
cacccatttg
cccattggga
gaaacgtatg
acctacggcg
tgccttacat
ggcctgegte
aaaggtgacc
tgattccgca
tgcgacagac
agattaccgg
tattccggceg

tacgtcgtta

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720
780
840
900
960

1020

1023
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<400> 18

atggttgaac
gttaaaacct
gaaatggcgg
atcaaaaatt
attcatcgac
ggcatgaatc
agtctggaag
atgcttatta
cgtgactgtt
ttaaaaattt
tggcgggata
cgggatatct
caggaacaag

attcgaaaat

ttaaagagcc
tgcagggtga
gcaaaagcta
tactctcatt
tgcgggatgt
cgctgaccag
attactgtgce
agcgtgtcge
atatctgtca
cggtaattga
aagatcttat
ggcggtctat
gactgctgtce

cgttgtaa

<210> 19

<211> 1125

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<400> 19

atgatcgttg
atgcgtattg
tgggaaggcg
aatcacgggc
gtcgataaag
gtttgttatg
tatcgccatt
ctgatgctga
cgttttcata
aatagccgtg
caggtcggtt
ttaccggatt
aaatttgagg

cgcaacgatg

ctttttgtet
ctcagacagt
aatgccctga
gcaatgcgga
tcgttggatt
ccgagaaagt
atgccgcctt
cagataagca
ttctgccace
aaatcttccg
cagacttcac
cgctgegeca
cactggcaga

tctcggaatt

ES 2 306 891 T3

gtttgccacg
ggtatttcgt
ttttctcaaa
gcggatgcca
cggcgttgat
aacttcattt
tgactgggcg
gacgatggtg
tttecctgctg
cctgcaccgg
tgggctttat
gaaagtgtat

gcaagcagaa

atataaatat
cgcecgecega
tgtatttgaa
gtattttgcce
caacaaaatg
agcgcaggaa
tgagcgggca
aatcgccgat
ggggatttat
taagaagaat
gcgtaaagge
caacacattg
aaaacgcggc

aatggcggeg

ttatggcgeg
gaactggaaa
tggcatcgceyg
gtattaggcg
actatgtatg
attattaccg
actaaccctce
cgcgatatgce
cacttgcett
gcgcagcettce
ttttecttcga
tttgcecgecce

gcaaaagcca

tettcectttg
ggtcatcatg
ctgatcaaag
tgggtgcaaa
ccggggcetgg
aaaggctett
accttcgaac
ttccagaaac
cctgatcgta
ggaataaccg
gtcgatcgtt
ctatatgttg
gtgcgcagta

gcggatttat

26

gcaaagatcce
ctcgcecgtac
gcacgaccct
ctgaccgcga
gggtggcatt
aagatctgac
cagatgttcg

atgctgcggg

tttceggtaa-

gcacgcgegt
tgaatatcgg
cgcttaaaga

caaaaatcag

gcggtttgea
ttcgggttta
tgccggttaa
aacatttacg
acgtttatta
tctatcgcect
agggcaagcc
attatcagac
aatatagcca
aacaacaata
ccattgaagc
ttgggcagga
atgttcactt

tactgcatcc

ttttgaggaa
tctgecgettt
gaaagagata
atggaatgcg
tggcgaaaaa
accaaccata
cgtaaagcgt
cattaaccac
ggaagaggag
tccacgtcgt
cctgactcag
cattctcaag

ggaaagaacg

gcgegatete
tacccagtcg
atcgcatacc
cgaacatcecce
tgcecgetgat
gacgtcacgt
gacacagctg
tgaagcggag
gcagccagcee
ttcattgttg
acttgcttcg
taaaccgcga
cttctcgggg

tgcctaccag

60

120

i80

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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<210> 20

gaagcggcgg
gccgtttgtg
ccattcegee
cgecaggcett

ccagagaaag

<211> 1047
<212> DNA
<213> Escherichia coli

<400> 20

gaattgtgct
gctatgcgca
aggaaacatt

gggcggaaaa

cggcggatat

ES 2 306 891 T3

gctggaagcg
ttatattgtc
gaatgagatt
tgcgcgacat

cataacgggt

attactgcag
gacgctaatt
ttacgcaaag
tatgctgata

ggtctggatg

atgaaaatac
tatcgcacgce
tgcegtecat
cacggagcgce
tacgaccgceg
ggtattcctc
cgegtgceteg
gacaaaggca
caggtgagcg
ccgatgattg
cactatgcgg
tcggcgaaag
gcatggtgtc
gcctgtaaag
cgtcecgectgg
aaagcgcgcg
gagggttatc

gcgectattgt

<210> 21
<211> 1017
<212> DNA

tggtgatcgg
tccaggcgceg
tattatcgeg
tggaaatcgg
cctacgtcte
atcgcaccgg
ataaagaagc
ttatgcgcac
aaggtgaaaa
gtttttgcce
agctggcaaa
atcatgaagc
ggaacctggce
ccattgtcac
ttgcecctgta
tgatccgttt
accagagctt

tacaagagga

<213> Escherichia coli

cccgtettygg
ctatccccag
gatgccggaa
cgaacgccgce
acccaactcce
ctggcgegge
ctggeccgceta
agcacaagat
atcatatacc
gggtgcggag
gcagctgatt
gggcaatgag
gggggaaaca
taacgattct
tggtccgagt
gattaccggce
aatcgacatt

agcctga

gttggcgaca
gcgataatcg
gttaacgaag
aaactgggtc
ttcaaatctg
gagatgcgee
atggtggaac
ctgccgeage
tgtaatcaat
tttggtccgg
gatgaaggtt
attcttgccg
cagcttgatc
ggcctgatgce
agcccggact
tatcacaaag

actccccagce

27

gattaccggt
gcggcegagge
cgttaacgca
cacaagattt

gttga

tgatgatgtc
atgtgatggce
ctattcctat
atagcctgcg
cattagtgcce
acggtttact
gctatatagc
cattgttatg
ttccgectttce
caaaacgctg
atcaggtggt
ctttgaatac
aagcggttat
atgttgecggce
tcacaccgcee
tgcgtaaagg

gcgtactgga

actaacaact
tattgctgag
atcttcattg

atacagtctg

gcaaagtctc
accggcatgg
gccteteggt
tgaaaagcegce
tttcttegeg
caacgatgta
gctggcectat
gccgecagttg
atcagaacgt
gccacactac
tctgtttggce
cgagcagcag
cctgattgca
ggcgctcaat
gctatcccat
tgacgctgceg

agaactcaac

900

960

1020

1080

1125

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

900

960

1020

1047
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<400> 21
atgagtgccc actattttaa tccacaagag atgatcaata agacaatcat cttcgatgaa 60
aggccagcgg cgtcagtggc atcatcattc catgttgctt atggcattga taaaaacttt 120
ctttttggtt gtggtgtttc aatcacgtca gttttgttac ataacaacga cgtgagtttt 180
gttttccacg tttttattga tgatatccct gaagccgata tccagegttt agcccaattyg 240
gcgaaaagct atcgtacctg tatccagatc catctagtaa attgtgaacg gcttaaggea 300
ttaccgacga ccaaaaattg gtctattgcc atgtatttce gttttgtaat tgcagattac 360
tttattgatc aacaagataa gatcctttac ctggatgctg atatcgcctg tcagggaaac 420
ttaaagccgc tgataacaat ggatcttgcc aataacgttg ctgctgttgt tactgaacgc 480
gatgctaact ggtggtcgtt acggggtcaa agtctgcagt gtaatgaact tgaaaagggt 540
tactttaatt caggtgtcct gttaattaat acactagcgt gggcgcagga gtcecgtttct 606
gctaaagcga tgtcgatgct tgctgataaa gccatcgttt cccgtttaac ctatatggat 660
caagatatcc ttaatcttat cctgttaggg aaagttaaat tcattgatge taaatacaat 720
acgcaattta gtttaaatta tgaattaaaa aaatcatttg tttgtccaat taatgatgaa 780
accgtattaa ttcacta;gc cggcccgaca aaacccectgge attactgggce cggttatcca 840
agtgcgcaac cttttatcaa agccaaagaa gcatcgccct ggaaaaatga accgttaatg 900
cggccagtta actcaaacta tgctcgttat tgcgccaagc ataattttaa acaaaacaaa 960
ccaattaacg ggataatgaa ttatatttat tatttttatt taaagataat aaaatga 1017
<210> 22
<211>909
<212> DNA

40

50

55

60

65

<213> Escherichia coli

28
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<400> 22

atggctgcca
aggatgttgce
ttaattcaat
acacactcat
atgctggaaa
cacgtgacta
tgtgctcacce
gatgaatatg
gaaacgggtce
gtggattgca
gaaaaaccga
agcgcggata
ctcaccgacg
gggaagagcc
attcgtcata

aagaagtaa

<210> 23
<211> 1641
<212> DNA

ttaatacgaa
cggcgacgaa
acgtcgtgaa
ctaaaaactc
aacgtgtaaa
ttatgcaagt
cggtagtggg
aatccgattt
atagccagat
aaggcgttga
aagcggatgt
tttggccgtt
caattgatat
atgactgcgg

acacccttag

<213> Escherichia coli

ES 2 306 891 T3

agtcaaaaaa
agccatccceg
tgaatgtatt
tattgaaaac
acgtcaactg
tcgtcagggt
tgatgaaccg
gtcacaggat
catggttgaa
attagcgceg
tgcgcegtet
gctggcaaaa
gctgatcgaa
taataaatta

cacggaattt

gccgttatcce
aaagagatgc
gcggctggcea
cactttgata
cttgatgaag
ctggcgaaag
gtagctgtta
aacctggcag
ccggttgctg
ggtgaaagcg
aatctcgcta
accectcegg
aaagaaacgg
ggttacatgc

aaagcctgge

29

ccgttgeggg
tgccaceegt
ttactgaaat
ccagttttga
tgcagtctat
gcctgggaca
ttctgcctga
agatgatccg
atgtgaccgce
taccgatggt
ttgtgggtcg
gagctggtga
tggaagccta
aggccttcgt

ttgaagaaga

attaggaacc
cgataagcca
tgtgctggtt
actggaagca
ttgtccaccg
cgcggtattg
tgttattctg
ccgctttgat
atatggcegtt
tggtgtggta
ttacgtactt
tgaaattcag
tcatatgaaa
tgaatacggt

gatgggcatt

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

909
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<400> 23

atggcaatcce
caactgacgg
aaattcggta
attctggcga
tgctatgtgg
gtgctggcag
cetgeegttt
atcgtgatta
aatggtggcece
ctggcecgatyg
catgtgaaag
atggccgcga
atcgaatact
caggtcgatc
tgctcctceg
tttgctaacg
ccgaaccact
aaagatgttg
gacttgggcc
ttcgacggeca
gacggecacgce
atcaccgcetyg
ggtgcgecga
tctaagctgt
cgectgactg
aacggctggt
agctteccteg

gaagttctga

<210> 24

<211> 1677

<212> DNA

<213> Escherichia coli

acaatcgtge
cgcaatatta
ctteccggtea
tcgctcagge
gtaaagatac
cgaacggcegt
ccaatgccat
caccgtcecca
cggctgatac
gcctgaaagg
agcaggatct
ttcagaaagc
ggaagcgtat
aaaccttccg
agtgtgcgat
acccggatta
acctggeggt
ccgtcggtaa
gtaaactggt
gcrttcggett
cgtggtccac
tcaccggtaa
gctacaaccg
ctccggaaat
ctgecteccggg
tcgececgegeg
gtgaagaaca

aaaacgcgta

ES 2 306 891 T3

aggccaacct
tgtactgaaa
ccgtggcagt
aattgctgaa
tcacgccctg
tgatgtcatt
cctggttcac
taacccgcecg
caacgtcact
cgtgaagegt
ggtgcagecg
gggcctgacyg
tggcgagtat
ctttatgcac
ggcgggectg
tgaccgtcac
ggcaatcaat
aacgctggtt
agaagtcccg
tggcggcgaa
cgacaaagac
gaacccgcag
tttgcaggca
ggtgagegec
caacggtgct
tccgtcagge
tcgcaagcag

a

gcacaacaga
ccagaagcag
gcagcgcgcee
gaacgtgcga
tccgaacctg
gtgcaggaaa
aataaaaaag
gaagatggtg
aaagtggtgg
atctccectcg
ttcgtggaag
ctgggcgitg
tacaacctca
cttgataaag
ctggcactgc
ggtatcgtca
tacctgttecce
tcatctgecga
gtaggtttca
gagagtgcag
ggcatcatca
gaacactaca
gctgcgactet
agcaccctgg
tctattggeg
acggaagacg

attgagaaag

30

gtgatttgat
ggaatgcgga
acagctttaa
aaaacggcat
cattcatttc
acaatggctt
gtggcccget
gaatcaaata
aagacagggc
acgaagcgat
gtctggccga
atccgectggg
acctgactat
acggcgcgat
gtgataagtt
cteccggeagg
agcatcgtce
tgatcgaccq
aatggtttgt
gggcttectt
tgtgtctgct
acgaactgge
ccgcacaaaa
caggtgaccc
gtctgaaagt
catataagat

aagcggttga

taacgtegcec
gcacgcggtg
cgagcegceac
cactggccct
cgttctggaa
caccccgacyg
ggcagacggt
caatccgcca
caacgcactg
ggcatccggt
tatcgttgat
cggttceggt
cgttaacgat
ccgtatggac
cgatctggcyg
tttgatgaat
gcagtggggce
tgtggtcaac
cgatggtctg
cectgegttte
ggcggcggaa
aaaacgcttt
agcggcgceetg
gatcaccgeg
gatgactgac
ctactgcgaa

gattgttagce
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<400> 24

atgaaattat
gccattgata
aacgggcaac
ccgeeggtgg
agcggtgcga
gttcgecttgt
attttcctge
gccectggtca
ttattacagg
tatggcggtg
ccagagcgcg
gtcaacctgt
gacaccatca
agctacgact
cgeccctaage
agcgaatact
atcgtgagca
ggtgaacatg
cgcccgaaca
cgtcagaaag
cagtcctcca
tttgtggega
attgattctg
gttatggtte
accgaggatt
atcgtcattc
ggcgatgaga

atttccacca

<210> 25
<211> 624
<212> DNA

<213> Escherichia coli

ttaaatcaat
ttaacgctga
agtcggatac
taatgagccg
cggtaggatt
ggggtgcgtt
cgaacgttgg
catccaaagt
cgcagccagt
tgacgtctga
gaagttacgt
acgacttcct
tcgtcgggcec
tetgagttcecg
ctggcgcgac
atccgatcag
ctgaccgcta
ccatggtact
gcatgtcgca
agatgctgaa
ccaaagaaga
aagcacgcac
ttctgettga
atggcgaagt
acatcgagaa
gtcagaacgg
ttatggttct

tcctctatca

ES 2 306 891 T3

tttactgatt
cccaaacctt
gcaaaacatg
tatgtttggt
caaccctgac
cacctttgat
tccggtgaaa
gaaggaagta
aaaagtgtac
ttcgttactc
tgatattgtg
gctgaacggce
gcgtcagcecat
cgaaagcagc
tcacattacg
ttctgcgcca
tgcecggeace
gccttatggt
gatgaacgcg
tctctecgctg
agccagcctg
cgtagttccg
agatggcgac
gctgtteccyg
atgtggtggce
tgctgecgtce
gccgaaatat

gctggeggtg

gccgectgte
acaggagccyg
agcggcttcg
gctcaacttt
tatattctga
ggtgcgttac
gttgctggeg
taccagtcca
gtgaccggat
aattatctga
gtcaagcgceyg
aaactggggce
actttcagcg
attcccgtaa
attatgcgta
ggccgtatgt
attcaggtgc
tccactatgc
gttcagcttt
caaaaactgg
cgaatgcagg
aaaggtgaag
gtcatcaata
aacgcggtga
ctgacgcaga
aacgcagaag
gaatcgaaaa

ggtgcaaaag

31

acgcggcgca
cgcegettac
acaataccce
tcaacggcac
atccgggtga
aggttgatcc
tcagtaatag
acgtcaacgt
ttgtgcgtaa
tcaaggetgg
gtaaccgegt
tttcgcagtt
ttcagggcga
cggaagcgtt
aacaggggcet
tgcaaaatgg
gggttgaagg
gtgcggterct
atcgcccatce
aggaagcatc
aagcgcaact
tgatcctcaa
ttccggagaa
gctggcagaa
aatcgggtaa
atgtggattce
acattgaagt

tgattctgte

ggccagcegeg
cggtattctg
gccgecctceca
cagcgcggat
tagcattcag
caaaggtaat
tcagctaaat
ctacgcctece
tcctggtctg
cggcgttgat
gcgctccaac
cgccgatggt
tgtctttaac
gagctgggceg
gcaaaaacgc
cgatacctta
cgcacactce
ggaaaaagtc
agtagctcag
actttectgcc
gatcageccge
cgaatccaat
aacatcgctg
gggtatgacc
cgccagaatt
actcaaaccg
tacccgtggt

ttcgtaa
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<400> 25

atgagtaaaa
ttaaatcata
caatcatatc
tattttattg
cataatctac
ctgggtgatg
gatgcegttg
agcaatatct
gttggtagcg
tetgggtegg

agattaatta

<210> 26
<211> 576
<212> DNA

agttaataat
aacattacga
caatattagg
ggataggcaa
gcttaattaa
gaatttttat
taataaatac
ctactaatgt
tgactgttgt
ttgtaattag

gggggaatga

<213> Escherichia coli

<400> 26

gtggcgaaga
ggctatgtcc
gagctaaaaa
ggtaaattta
gaccgagatg
gaagagtttc
cgcgattatt
atgcaggcag
attacacctg

caagcgataa

<210> 27
<211> 933
<212> DNA

gcgtacccgce
atgagatcga
aaatgggcett
ccgaagcaca
tcgatctgga
gccaggtctg
tgcatattga
cggttgecggce
aagcagaaaa

aaaagcagca

<213> Escherichia coli

ES 2 306 891 T3

atttggtgcg
gttaatagga
taatgatatt
accatcaact
cattatagat
tggtaaaatg
taggagttta
tgtacttaat
aaatggccag
aaatatacca

atga

aatttttcte
caactttgaa
tgcgetggtg
gtttgaaacg
tggtatctat
cgattgccgce
tatggccgcet
gaacgtggga
cgcggcagat

aaaaceggceyg

ggtggttttt
tttatcgata
gcagacatcg
aggaagcact
aaaactgcta
tgtatactta
attgaacatg
ggtgatgtet
ttgaagctag

agtaatgttg

gaccgtgatg
tttatcgacg
gtagtcacca
ctgaccgagt
tattgceccge
aaaccacatc
tcttatatgg
acaaaagtgce
tgggtgttaa

caatga

32

caaaatctat
aatataaaag
agaataagga
atttaaacat
ttctatcacc
accgtgatac
gtaatgaaat
ctgttggaga
gctcaaagag

tagttgctgg

gcaccattaa
gtgttattga
accagtctgg
ggatggactg
atcatccgceca
cggggatgct
tgggcgataa
tggtgcgtac

atagcctggce

aattgacage
tggttatcat
taattattat
cataagaaaa
aaatattata
tagaatacat
aggctgetgt
agaaactttt
tattattggt

gactccaaca

tgtcgatcac
cgccatgcge
cattgctege
gtcgcetggeyg
gggtagtgtt
tttgtcagca
attagaagat
gggtaaacct

agacctgecy
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<400> 27

atgatcateg
gataaaggca

aacctggtgg

ttaccggcgg
tcaccgatat
atctgaatat

aagagttcgg

atggctggceg

accaccgagt
ctgcactact
ggcggacgca
ggttactcaa
cagattgttg
atggcgagcg
ttcgaaggta
aacctgtggt
gaatccttcec
tacattccgt
acaaatctgce

gaatacatgg

<210> 28

<211> 1434

<212> DNA

<213> Escherichia coli

gggacggcaa
gcctggageg
cctecgactt
aattcctgtt
gcttccgcta
tcgctttcca
gcgagaactt
tcctggaaaa
aggctgtagc
tcceggataa
gegeggeggy

cctggcectgaa

ES 2 306 891 T3

cgcgggcettt atcggcagea

tctggtggtg gacaacctga

cgcagactat atggataagg

cgatgtcgaa gcgatcttttcece

gtatatgatg
tgaaatcccg
tattgaatce
tgatgaatat
tttcaacgtt
tctcaacacc
taaacgcgac
tggegtttce
tgatgctacg
gctgaaaggce
ttacgacaaa

tcgecgacgca

gataacaact
ttcctgtacg
cgcgagtacg
gttcgeccaaa
tatggaccgce
cagcttaata
ttcgtctatg
ggcatcttca
ctggcttatc
cgctaccagq
ccgttcaaaa

taa

33

acatcgttaa
aagacggcac

aagacttcct

acgaaggcgce

atcaatactce
cttcttccge
aaaaaccgtt
tcctgecgga
gtgaaggcca
acggtgaatc
ttggcgatgt
acctcggeac
acaagaaagg
cgttcactca,

ccgttgetga

agccctgaat
caagtctgtg
gatccagatt

gtgctcttec

caaggagctg
agccacctac
gaacgtctac
agcgaactecg
taaaggcagc
accgaagctg
ggcagatgta
cggtcgtgeg
ccagatcgaa
ggcagatctg

aggtgtaacqg
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<400> 28

atgaaagtaa
ctggatcgtt
gttaaagtga
gcttctctcg
gcgctgagta
catccgacca
tttgaagaag
ctgagttcga
cagcagatga
accgattttg
gctgettgtcyg
gccgattacg
caaccgggta
ggtgcgggcyg
gaagaagcct
tccacggttt
ggcgtgatga

aaagtggtga

gcaaatgccc
aaacggctga
ggcgcactgg
atcgccggga
9?599939C3

ggttgctcga

cgctgccaga
actggtacgg
ataccatcga
gtgctaatge
aatctctggc
ttaccaaatt
gtttcgaagg
ttggcgeget
tccaactggce
agcgctaccyg
gtaaatgtaa
aactctecggce
aagcgccgcet
acacggtgat
gcttctttge
cgccgatcga
ccgaagagga

tgaccaacgg

gcaagctggg
aaggggattce
aagcggtcga
tcttgecaga
aagaagtctg

cgaccaacat

ES 2 306 891 T3

gtttgaacgt
ccccaccagt
agaacgtccg
acgcctggte
cgacgtcaac
acgggtactt
tgttgatccg
ggtgctttct
gcgtaaagcg
cggcgctacg
gaccgaagaa
tctgttagtg
gcatatgcca
tggcgtcctg
caatgcggcyg
gctggaaaat
actgaagctg

tgtctttgac

tgaccgcttg
ccgeceggta
ctgggtagtg
tctgctggtg

ggccaacggt

catcaagaag

<210> 29

<211> 1263

<212> DNA

<213> Escherichia coli

gcaggagtga
cgtatctcge
g9cggcegegg
gggttgacgg
gtcaaatgceg
tccecgcaacc
cagccgctgce
gactacgcca
ggtgttccgg
ctgttaacgce
gagattgttg
accecgtteeg
acccaagcgce
gcggcaacgce
gctggegtgyg
gctgtacgtg
gecgtagegg

atcctgcacy

attgttgccg
aacccactcg
tecgtttgaag
aaaggcggceg
ggcgaagtgt

atccaacagg

34

tggtggttgg
cggaagcgcece
ctaacgtggc
gcattgacga
acttcgttte
aacagctgat
acgagcggat
aaggtgcgct
tgctgattga
cgaatctctc
agcgcggcat
aacagggtat
aggaagtgta
tggcageggg
tggtcggcaa
gacgtgcaga
cagcgcgtaa

ccgggcacgt

tcaacagcga
aacagcgtat
aggacacgcce
actataaacc
tggtgctcaa

ataaaaaagg

tgatgtgatg
ggtgcccgtg
gatgaatatc
tgcagcgege
tgtaccgacg
ccgtctggat
taatcaggcg
ggcaagcgta
tccaaaaggt
ggaatttgaa
gaaactgatt
gtcgctgetg
tgacgttacc
taattecgctg
actgggaacc
tacaggcttt
acgtggtgaa

ctcttatctg

tgcctccacce
gattegtgctg
gcagcecgettg
agaagagatt
ctttgaagac

ctaa
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<400> 29

atgcttaaac
ggattatatc
gcagtagcgt
gatcctaaag
atgcatccat
caaaaagggg
aaaaataaaa
aaaggtgctt
acagggacaa
tctatgtcag
caaagactaa
ccactaggaa
ttctcatata
aatcaatttg
ttgaaagggt
ttggttctta
aataaaaagt
aaaataaaac
ggaggtaage
ctagataagc
aataataaat

taa

gtctaggtaa
ttgtttttcc
tgacaaaggc
ccaattttgt
cagttttagc
cggcttctct
aagctatcta
ttcaaaacta
cctacgatag
atttgataga
agtttaatga
aaacttataa
atcatttatc
gtattgatga
cacaacgaca
atgaattcte
ggacagacta
accaacttca
catactttat
atatcaatcce

ttttgaagag

<210> 30

<211> 1536

<212> DNA

<213> Escherichia coli

ES 2 306 891 T3

agtatttgga
tgtttctcag
aggttttaaa
ccectttetkt
agaggcttac
gacacaatac
tgttatttct
tttcagcaac
gtatgctgct
aaaagttgca
ttgggtattt
tcaggtaata
gcgtattgca
tcgetettac
tttcaattat
aaaacaaaat
cacagggctt
aagtcaaggt
gcaagataca
atttttaaca

atcttgggca

cctctagttt
cctcatcatt
agcagagttc
ggttcaagtg
aaaaggcctt
tatggcattc
ccgcaatggt
gatcaaacca
cgtcgattgt
gatggccaaa
gagaagacag
atgcctcatg
tcacaagatg
caaacaagaa
actaagtcac
acagatgtcce
gatcaaaaaa
ttcaatcata
atccatttag
gaggaaaaca

aaatatacag

35

gtgctttact
taggtaagga
aaaaagttag
agtggttaag
atatcccata
aacagattaa
ttgttcgcaa
ttcgatteette
taaaattata
aactatcaaa
atgctattct
ttggtaaatt
ctaaagtagc
ttaaaaagca
cagaatttaa
tttttgtcat
tgtatcaaaa
tctetgacct
gttggaatgg
gcaagccaaa

gacgtccaag

attgttggta
aaaaaacagt
agctttcagt
atttgatgca
tcttttaggt
aggacaaatc
gggagccaac
gcaaaatcaa
tcctgaagct
taaagacaaa
tagctatcta
accgaaagca
aacgagatca
cttaaaaaaa
tgatttacag
accaccagta
atctgtagaa
ttctcgagat
ttggttagag
ttatcacatt

tgattacaag
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<400> 30

<210> 31
<211> 60

atgatacatg
gtgtatgata
ctagctgcete
ggtcaagaat
ataccggttg
ccaagcctta
gacgtttctc
gttaaaggtg
ggtgtgcaaa
gagttttcag
tcagttatgt
acagtagtta
tggacttcga
accttgccac
caaaaacttc
gcaacagttg
cttccaattg
aaattaccaa
tatcttaaca
taccataccg
atggatttcc
ttaaacaaat
aaagttcaaa
cgtgatttgg
atgatgccat

gatatcaaag

<212> DNA

<213> Es

<400> 31

cherichia coli

atatgattaa
ttttagggga
atattgatag
atgaaatgtt
accaacactc
tcatttcaat
aagtttcagc
atgataatta
tttcacatga
trcctgaaag
attgggcacce
atgatttcaa
caccatcatt
agttaacaca
gtcaacgttt
ctctatccge
gttacactaa
acggagagca
atccagaaaa
gtgacttagg
aaattaaate
cgcagtatgt
acttattage
atttgacaaa

ctaaatttat

gtcttatgag

ES 2 306 891 T3

aacaattgag

agtccatact
cctaggccet
ggcgacattt
tgctttggat
tggtgaattt
tatttttgaa
ctatattatt
caatttattg
accgcaaatg
aacactagct
aaaactattc
tgctgatatg
ttttrattte
tccaaaagct
agtagcaatt
agatgactca
aggtgaaatc
gacagctgag
aagtatgacc
taacggctat
aaaatcagca
ctatattgtce
agcaattaag
ctatcgagag

cgaggtaaac

cattttgctg
tatggacaac
gttgaaaaat
gttgctttaa
agaatacagg
cctcttgaag
gaaaagactc
tctcacttcag
agctttacaa
ttggctcaac
atgggaggca
gctaccatta
gcgctactat
gatggggaag
cgtatcgtta
actgatgaaa
ccaacgtatg
attactgceg
gcatttttce
gatgaaggtc
cgtattgaat
gtagcagtgc
ttaaaagaag
gaagacttaa

gatttaccet

aagtga

agacacaagc
ttaaagtaga
cacctgtctt
caaagtcagg
ctattatgac
ttgataatgt
cttatgaggt
ggactactgg
attggatgat
cgccatattce
ccctgtttge
atgaattgcce
ctaacgattt
agttaactgt
atgcatatgg
tgttagaaac
tgattgatga
gaccagcagt
aattcgaagg
ttctgcttta
tagaagatgt
cacgttataa
gtgtaagaga
aggacattat

tgacaccaaa

tcgtgcagge caacctgeac aacagagtga tttgattaac gtgtaggctg gagetgctte

<210> 32
<211> 60

<212> DNA

<213> Es

<400> 32

cherichia coli

cagggtgctg gegeteacca tttccggaga cagettagac acatatgaat atcctectta

36

tgattttcca

ctctgactce
agtattcggt
gcatgcttat
agttgctcaa
cccaatccta
aacacattcet
tttaccaaaa
ttctgatgat
atttgactta
cctaccaaaa
aatacaggett
caattcagag
caagactgca
gccaacagaa
atgcaaacgc
agaaggtcat
atcaaaaggc
tctacctgcet
cggtgggcge
ttctcaaaac
caaggatcat
tgattttgaa
gatggattac

tgggaaaact
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