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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la administracion de oxigeno
Campo técnico

La presente solicitud describe proteinas H-NOX y los métodos para usarlas para administrar oxigeno. Las proteinas
H-NOX proporcionan una nueva herramienta terapéutica para administrar O2 a seres humanos y, para fines
veterinarios, a animales.

Antecedentes de la invencion

El actual sistema de bancos de sangre tiene riesgos inherentes y graves limitaciones. Los errores de tipado de la
sangre, inmunogenicidad, transmision de agentes bacterianos e infecciones viricas tales como VIH-1 y hepatitis
plantean peligros potencialmente mortales a los pacientes de transfusion. Ademas, la limitada disponibilidad de
donantes, el requisito de tipos de sangre especificos, la corta estabilidad en almacén de glébulos rojos y la
necesidad de refrigeracion limitan todos la accesibilidad de las transfusiones a pacientes. El desarrollo de un
sucedaneo de la sangre estable podria eliminar los riesgos del actual sistema de bancos de sangre y aumentar la
disponibilidad de transfusiones a pacientes en la mayoria de los entornos. Por tanto, la administracion de oxigeno
(O2) a érganos y tejidos para aliviar sintomas debidos a pérdida de sangre o hipoxia es un objetivo terapéutico
importante.

Las terapias basadas en no hemoglobina han sido aprobadas para su uso en seres humanos en los EE.UU.
Posibles terapias incluyen varios transportadores de O: artificiales (revisado por Spahn, D. R. ef al. (2005). “Artificial
Oz carriers: status in 2005,” Curr. Pharm. Des., 11(31):4099-4114), tal como hemoglobinas manipuladas (por
ejemplo, patente de EE.UU. n.° 6.022.849). Sin embargo, algunos posibles sucedaneos de la sangre, tales como
sucedaneos de la sangre basados en hemoglobina, estan limitados debido a su reactividad con 6xido nitrico (NO).
En particular, el NO actia de mensajero quimico en el control de muchos procesos importantes in vivo, que incluyen
neurotransmision, inflamacién, agregacion de plaquetas y regulacion del tono de musculo liso gastrointestinal y
vascular. El NO reacciona directamente con el O2 que estd unido a hemoglobina para formar metahemoglobina y
nitrato. Tanto el hierro del hemo como el NO son oxidados por los atomos de oxigeno unidos, y la reaccion se
produce tan rapidamente que no se observa la sustitucion de Oz por NO (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU.
n.° 6.455.676).

Como el NO se produce y se consume continuamente, hay una renovacion natural del NO in vivo. Cuando se
administra hemoglobina sin células, el equilibrio entre la produccién de NO y el consumo se altera mediante
reacciones con hemoglobina sin células. La reacciéon oxidativa entre NO y Oz unido a hemoglobina es irreversible,
produciendo la destruccion de NO, Oz y hemoglobina. La unién de NO a hemoglobina sin Oz unido es eficazmente
irreversible en escalas de tiempo fisiologicas ya que la semivida para la disociacion de la nitrosilhemoglobina es 5-6
horas, inactivando asi eficazmente la hemoglobina como transportador de Oz sin células.

Una vez una molécula de NO reacciona con hemoglobina, se elimina del conjunto de moléculas sefal, produciendo
asi ciertas condiciones adversas. Por ejemplo, la unién de NO a hemoglobina (con o sin Oz unido) puede prevenir
relajacion vascular y posiblemente conduce a hipertensiéon, que se observa algunas veces después de la
administracion de ciertas soluciones de hemoglobina extracelular.

El NO también se necesita para mediar en ciertas respuestas inflamatorias. Por ejemplo, el NO producido por el
endotelio inhibe la agregacion de plaquetas. Por consiguiente, como el NO se une por hemoglobina sin células (con
o sin Oz unido), la agregacion de plaquetas puede aumentar. A medida que se agregan las plaquetas, liberan
potentes compuestos vasoconstrictores tales como tromboxano Az y serotonina. Estos compuestos pueden actuar
sinérgicamente con los niveles de NO reducidos producidos por la captacion de hemoglobina para producir
vasoconstriccion significativa. Ademas de inhibir la agregacion de plaquetas, el NO también inhibe la unién de
neutréfilos a paredes celulares, que a su vez puede conducir a lesion de la pared celular. La lesion de la pared de
células endoteliales se ha observado con la infusion de ciertas soluciones de hemoglobina.

Otro inconveniente importante de los sucedaneos de la sangre basados en hemoglobina es su alta afinidad por O-.
Esta alta afinidad limita la capacidad de la hemoglobina para liberar oxigeno a una velocidad clinicamente util en
localizaciones deseadas (tal como tejidos periféricos). Alternativamente, la liberacion de Oz por sucedaneos de la
sangre basados en hemoglobina de menor afinidad en arterias antes de alcanzar los lechos microvasculares puede
producir vasoconstriccion debido a una respuesta vasoconstrictora hiperoxica (hipotesis de Winslow).
Adicionalmente, los sucedaneos de la sangre basados en hemoglobina son evitados por la rapida eliminacién de
hemoglobina sin células del plasma debido a la presencia de receptores para hemoglobina que eliminan la
hemoglobina sin células del plasma. La hemoglobina sin células también puede producir toxicidad renal,
posiblemente debido al agotamiento del NO en los glomérulos, causando constriccién y posterior disfuncion.
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Debido a las limitaciones de los actuales sucedaneos de la sangre y la escasez crénica de sangre donada, sigue
existiendo un nivel significativo de interés en y necesidad de terapias adicionales o alternativas para administrar
oxigeno. En particular se desean sucedaneos de la sangre con una menor reactividad del NO y/o un tiempo de
retencién en plasma prolongado. También se necesitan transportadores de oxigeno con constantes de disociacion
para la union a O2 que sean apropiados para aplicaciones clinicas o industriales particulares. Una aplicacion
industrial a modo de ejemplo para la que son deseables transportadores de Oz incluye el crecimiento de células en
cultivo, que esta frecuentemente limitado por la cantidad de Oz que llega a las células.

El documento WO 02/02757 divulga adenilil y guanilil ciclasas (ADGUC) humanas y métodos para el diagnéstico,
tratamiento o prevencion de trastornos asociados a la expresion anémala de las ADGUC.

Breve resumen de la invencion

La presente invencidon se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que las proteinas H-NOX naturales y
mutantes tienen una reactividad del NO mucho menor que la hemoglobina y, por tanto, son transportadores de O2
deseables. Si se desea, las mutaciones pueden introducirse en proteinas H-NOX para alterar su unién de Oz y
ligandos de NO para optimizar adicionalmente el uso de proteinas H-NOX como transportadores de Oo.

La invencién proporciona una composicion farmacéutica adecuada para la administracion de O2 a seres humanos
que comprende (i) una cantidad farmacéuticamente aceptable de una proteina H-NOX y (ii) un transportador
farmacéuticamente aceptable, en la que, ya sea

(a) la constante de disociacion del 02 de la proteina H-NOX esta entre 1 nMy 1 mM a 20 °C vy la reactividad del
NO de la proteina H-NOX es inferior a 700 s-1 a 20 °C, o

(b) la constante de disociaciéon del 02 de la proteina H-NOX esta dentro de dos érdenes de magnitud de la de la
hemoglobina alfa humana y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la
hemoglobina alfa humana

y en la que la proteina H-NOX comprende al menos una mutacién en el bolsillo distal, siendo dicha mutacién de un
resto en la hélice alfaA,D,Eo0 G
y en la que la proteina H-NOX no es inmunogénica en seres humanos.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende
una proteina H-NOX aislada que tiene al menos una mutacién que altera la constante de disociacion del Oz o
reactividad del NO en comparacion con la de una proteina H-NOX natural correspondiente. En algunas
realizaciones, la constante de disociacién del Oz de la proteina H-NOX mutante estd dentro de 2 6rdenes de
magnitud de la de la hemoglobina, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es al menos 10 veces
menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX
mutante esta entre aproximadamente 2 nM y aproximadamente 50 uyM a 20 °C, aproximadamente 50 nM y
aproximadamente 10 uM a 20 °C, aproximadamente 20 nM y aproximadamente 2 uyM a 20 °C, aproximadamente 100
nM y aproximadamente 1,9 yM a 20°C, aproximadamente 150 nM y aproximadamente 1 uyM a 20°C, o
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 255 nM a 20°C. En algunas realizaciones, la constante de
disociacién del Oz de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 80 nM a 20 °C, tal como entre
aproximadamente 20 nM y aproximadamente 75 nM a 20 °C. En algunas realizaciones, la reactividad del NO de la
proteina H-NOX mutante es al menos 100 veces menor que la de la hemoglobina, tal como al menos 1.000 veces
menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es
inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C, tal como inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 400 s, 300 s,
200s',100s*, 758", 508", 25512057, 10s",50s",3s",2s",18s",15s",1,2s",1,0s",0,8s",0,75s700,6
s' a 20°C. En algunas realizaciones, la kds para el oxigeno de la proteina H-NOX mutante esta entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 200 s™ a 20 °C, tal como aproximadamente 1,0 s y aproximadamente
16,0 s™'. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta entre
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 pM a 20 °C, y la kdis para el oxigeno de la proteina H-NOX
mutante esta entre aproximadamente 1,35 s y aproximadamente 14,5 s a 20 °C. En algunas realizaciones, la
velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h-' a 37 °C.
En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente 1,35 s™'
y aproximadamente 14,5 s a 20 °C, y la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX mutante es
inferior a aproximadamente 1 h' a 37 °C. En algunas realizaciones, la kqs para el oxigeno de la proteina H-NOX
mutante esta entre aproximadamente 1,35 s y aproximadamente 14,5 s' a 20 °C, y la reactividad del NO de la
proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente
600 s, 500 s, 100 s, 20 s 0 1,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo
de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h-' a 37 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-
NOX mutante es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s', 500 s
1,100s",20s"01,8s"a20°C).
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En algunas realizaciones, la invencién presenta una composiciéon farmacéutica que comprende una proteina H-NOX
aislada que tiene al menos una mutacion que altera la kaqis para el oxigeno o reactividad del NO en comparacion con
la de una proteina H-NOX natural correspondiente. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-
NOX mutante esta entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 200 s™ a 20 °C, y la reactividad del NO de la
proteina H-NOX mutante es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX mutante tiene una kais para el oxigeno que es inferior a o igual a aproximadamente 0,65 s a 20 °C
(tal como entre aproximadamente 0,21 s y aproximadamente 0,65 s a 20°C). En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX mutante se deriva de una proteina de T. tengcongensis y tiene kdis para el oxigeno entre
aproximadamente 1,35 s™'y aproximadamente 18 s a 20 °C. En algunas realizaciones, la reactividad del NO de la
proteina H-NOX mutante es al menos 100 veces menor que la de la hemoglobina, tal como al menos 1.000 veces
menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es
inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C, tal como inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 400 s, 300 s,
200s*,100s", 755", 508", 25", 205", 10s",50s",3s",2s",18s",15s8",12s",10s",08s",0,7s"0
0,6 s a 20 °C. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta
entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 mM a 20 °C, entre aproximadamente 2 nM y aproximadamente
50 uM a 20 °C, entre aproximadamente 50 nM y aproximadamente 10 uM a 20 °C, o entre aproximadamente 100 nM
y aproximadamente 1,9 yM a 20 °C. En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacién del hemo de la
proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h™' a 37 °C. En algunas realizaciones, la constante de
disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 yM a
20 °C y la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h™'
a 37 °C. En algunas realizaciones, la constante de disociaciéon del Oz de la proteina H-NOX mutante esta entre
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 yM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX
mutante es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s,
100s",20s" 01,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-
NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h™' a 37 °C y la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es
inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s-!, 500 s, 100 s™', 20 s™
01,8s"a20°C).

En diversas realizaciones, la invencién presenta una composicion farmacéutica que comprende una proteina H-NOX
aislada que tiene al menos una mutacién que altera la constante de disociacion del Oz o reactividad del NO en
comparacion con la de una proteina H-NOX natural correspondiente. En algunas realizaciones, la constante de
disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta dentro de 2 érdenes de magnitud de la de la hemoglobina, y la
reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina. En
algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta entre
aproximadamente 100 nM y aproximadamente 255 nM a 20°C. En algunas realizaciones, la constante de
disociacién del Oz de la proteina H-NOX mutante es inferior a 80 nM a 20 °C, tal como entre aproximadamente 20
nM y aproximadamente 75 nM a 20 °C. En algunas realizaciones, la reactividad del NO de la proteina H-NOX
mutante es al menos 100 veces menor que la de la hemoglobina, tal como al menos 1.000 veces menor que la de la
hemoglobina. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX mutante tiene una kdis para el oxigeno que es inferior a o
igual a aproximadamente 0,65 s a 20 °C (tal como entre aproximadamente 0,21 s y aproximadamente 0,65 s a
20 °C). En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente
1,35 s™' y aproximadamente 2,9 s™' a 20 °C. En algunas realizaciones, la kqs para el oxigeno de la proteina H-NOX
mutante esta entre aproximadamente 5,8 s y aproximadamente 19 s a 20°C. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX mutante es estable a 4 °C en aire.

En algunas realizaciones, la invencién presenta una composicioén farmacéutica que comprende una proteina H-NOX
aislada que tiene al menos una mutacioén que altera la kadis para el oxigeno o reactividad del NO en comparacién con
la de una proteina H-NOX natural correspondiente. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-
NOX mutante es inferior a o igual a aproximadamente 0,65 s a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX
mutante es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de
la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente 0,21 s™' y aproximadamente 0,65 s' a 20 °C. En algunas
realizaciones, la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es al menos 100 veces menor que la de la
hemoglobina, tal como al menos 1.000 veces menor que la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la
reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C, tal como inferior a
aproximadamente 600 s, 500 s, 400 s, 300 s*, 200 s, 100 s, 75 s, 50 s, 25 s, 20s™, 108", 508", 351, 2
s, 18s" 158" 12s" 105s' 08s" 0,7 s' 00,6 s" a20°C. En algunas realizaciones, la constante de
disociacion del Oz de la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 yM a
20 °C. En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX mutante es inferior a
aproximadamente 1 h™' a 37 °C. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX
mutante esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 yM a 20 °C y la velocidad de auto-oxidacion
del hemo de la proteina H-NOX mutante es inferior a aproximadamente 1 h-' a 37 °C. En algunas realizaciones, la
constante de disociacién del Oz 4 la proteina H-NOX mutante esta entre aproximadamente entre 100 nM y
aproximadamente 1,9 uyM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es inferior a
aproximadamente 700 s™ a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s, 20s™, 1,8 s" o
0,7 a 20 °C). En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX mutante es
inferior a aproximadamente 1 h™' a 37 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX mutante es inferior a
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aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s™, 500 s, 100 s, 20s", 1,8 s 0
0,7 a 20 °C).

En diversas realizaciones, la invencién presenta una composicion farmacéutica que comprende una proteina H-NOX
aislada seleccionada del grupo que consiste en H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis, H-
NOX I5L-P115A de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140L de T. tengcongensis,
H-NOX WOF-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX WOF-N74A de T. tengcongensis, H-NOX W9Y de T.
tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis, H-NOXN74A-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX R135Q de T.
tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T.
tengcongensis, |75F-His6 de T. tengcongensis, 175F de T. tengcongensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F
de T. tengcongensis, L2 FOW-F142Y, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX Y139L de D. desulfuricans, $1(1-
385), B1(1-385) 1145Y, B1(1-385) 1145H, B1(1-194), B1(1-194) 1145Y, B1(1-194) LOW-I145Y, B2(1-217), B2(1-217)
1142Y, H-NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-186) de C. botulinum, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-
NOX(1-183) de C. acetobutylicum y H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans. En algunas realizaciones, la proteina 31
0 2 se deriva de una proteina 31 o 2 de R. norvegicus u H. sapiens.

En diversas realizaciones, la invencién presenta una composicion farmacéutica que comprende una proteina H-NOX
aislada seleccionada del grupo que consiste en H-NOX 15A de T. fengcongensis, H-NOX I5L de T. tengcongensis,
H-NOX [5L-P115A de T. tengcongensis, H-NOX WOF-Y140L de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX W9Y de T. tengcongensis, H-NOX W9N de T.
tengcongensis, H-NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T. tengcongensis, H-NOX N74A de T.
tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F
de T. tengcongensis, H-NOX P115A de T. tengcongensis, H-NOX R135Q de T. fengcongensis, H-NOX Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, 175F-His6 de T. tengcongensis, 175F de T. tengcongensis,
L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 FOW-F142Y de L. pneumophilia, H-NOX(728-899)
de D. desulfuricans, H-NOX Y1.39L, B1(1-385) 1145H, B1(1-194), B1(1-194) 1145Y, B1(1-194) LOW-1145Y, B2(1-217),
B2(1-217) 1142Y de D. desulfuricans, H-NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-186) de C. botulinum, H-NOX(1-197)
de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de C. acefobutylicum y H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans. En algunas
realizaciones, la proteina 31 o 2 se deriva de una proteina 31 o 2 de R. norvegicus u H. sapiens.

En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta dentro de 2 6rdenes de
magnitud de la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como una constante de disociacién del Oz entre 0,1y 10
veces o entre 0,5 y 2 veces la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens. En algunas realizaciones, la reactividad del
NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como al
menos 100 veces o 1.000 veces menor que la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX contiene una o mas mutaciones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 mutaciones) en
comparacién con la proteina H-NOX de la que se derivé. En diversas realizaciones, la proteina H-NOX contiene
menos de 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2 mutaciones en comparaciéon con la proteina H-NOX de la que se
derivo. En algunas realizaciones de las proteinas H-NOX aisladas, la proteina H-NOX tiene al menos una mutacién
en el bolsillo distal. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene al menos una mutaciéon que no esta en el
bolsillo distal. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene al menos una mutacién en la que un resto que se
corresponde con lle5, Trp9, Asn74, Pro115 o Arg135 de H-NOX de T. fengcongensis o 1145 de (1(1-385) esta
sustituido con cualquier otro aminoacido. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene al menos dos
mutaciones, en la que al menos una mutacion es la sustitucion de un resto que se corresponde con lle5, Trp9,
Asn74, Pro115 o Arg135 de H-NOX de T. fengcongensis o 1145 de 31(1-385) con cualquier otro aminoacido. En
algunas realizaciones, la mutacién en la proteina H-NOX se corresponde con una mutacion I5A, una mutacién I5L,
una mutacion W9F, una mutacién Y140F, una mutacion Y140H, una mutacién doble W9F Y140H, o una mutaciéon
doble F78Y Y140F de T. tengcongensis o una mutacion 1145Y de 1. En algunas realizaciones, la mutacién en la
proteina H-NOX se corresponde con una mutacién W9Y, una mutacion W9H, una mutacién W9N, una mutacion
N74H, una mutacion N74E, una mutacién N74A, una mutacion P115A, una mutacion R135Q, un mutante doble I5L
P115A, un mutante doble N74A Y140H, o un doble W9F N74A de T. tengcongensis. En algunas realizaciones, al
menos un aminoacido del extremo C (tal como al menos aproximadamente 50 aminoacidos del extremo C contiguos
o entre aproximadamente 25 y aproximadamente 200 aminoacidos del extremo C contiguos) en la proteina H-NOX
ha sido eliminado en comparacién con la proteina natural correspondiente.

En algunas realizaciones, la proteina H-NOX se deriva de una proteina de mamifero (por ejemplo, una proteina
humana tal como p1). En diversas realizaciones, la proteina H-NOX se derivd de una proteina bacteriana (por
ejemplo, una proteina de T. tengcongensis). En algunas realizaciones, la proteina H-NOX esta covalentemente
unida a otra molécula o fraccion, tal como polietilenglicol. EI hemo puede o puede no unirse a la proteina H-NOX. En
algunas realizaciones, el oxigeno esta unido a la proteina H-NOX. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX es
una proteina de fusion que incluye un dominio de H-NOX y parte o toda de otra proteina, tal como albimina (por
ejemplo, albumina de suero humano).
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En algunas realizaciones la proteina H-NOX no es H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX de T. tengcongensis natural, o 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia. En algunas
realizaciones, la proteina H-NOX no es 2(1-217) de R. norvegicus, p1(1-194) de R. norvegicus, $1(1-385) de R.
norvegicus o 31(1-385) 1145Y de R. norvegicus. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX no es H-NOX W9F de
T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, o 1 H-NOX (1-385) 1145Y de H. sapiens. En algunas
realizaciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T. tengcongensis, 1 1140Y de H. sapiens o 1 1145Y de
H. sapiens. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140F de T. tengcongensis, 2 H-NOX de L.
pneumophilia natural, 31 H-NOX 1140Y de H. sapiens, 31 H-NOX de H. sapiens natural, sGC 1 H-NOX (1-385) de
R. norvegicus, sGC 31 H-NOX (1-385) 1145Y de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC 1 H-
NOX H105F de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX 1145Y de R. norvegicus, 1 H-NOX de R. norvegicus natural, f1 H-
NOX de D. melanogaster natural, CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster natural, GCY-35 H-NOX de C. elegans
natural, H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S. oneidensis natural o H-
NOX de C. acetobutylicum natural. En algunas realizaciones la proteina H-NOX no es H-NOX Y40L de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T.
tengcongensis, H-NOX de T. tengcongensis natural, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 2 H-NOX de L.
pneumophilia natural, 1 H-NOX 1140Y de H. sapiens, 31 1145Y de H. sapiens, 1 H-NOX de H. sapiens natural,
sGC B1 H-NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX (1-385) 1145Y de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105G
de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, sGC B1 H-NOX 1145Y de R. norvegicus, 31 H-NOX de
R. norvegicus natural, 1 H-NOX de D. melanogaster natural, CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster natural,
GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX
de S. oneidensis natural o H-NOX de C. acefobutylicum natural. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX no es
ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su hombre de gen, seguido de su abreviatura de
especie e identificadores de Genbank (tal como las siguientes secuencias de proteinas disponibles a partir de 21 de
mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 21 de mayo de 2007; o 22 de mayo de 2007): Npun5905_Npu_23129606,
alr2278_Ana_17229770, S02144_Sone_24373702, Mdeg1343_Mde_23027521, VCA0720_Vch_15601476,
CC2992_Ccr_16127222, Rsph2043_Rhsp_22958463 (9i:46192757), Mmc10739_Mcsp_22999020,
Tar4_Tte_20807169, Ddes2822_Dde_23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-31_Ce_17568389,
CG14885_Dm_24647455, GUCY1B3_Hs_4504215, HpGCS-betal_Hpul_14245738, Gycbeta100B_Dm_24651577,
CG4154_Dm_24646993  (gi:NP_650424.2,  gi:62484298), gcy-32_Ce_13539160, gcy-36_Ce_ 17568391
(9i:32566352, gi:86564713), gcy-35_Ce-17507861 (gi:71990146), gcy-37_Ce_ 17540904 (gi:71985505),
GCY1a3_Hs_20535603, GCY1a2-Hs_899477 o GYCa-99B Dm_729270 (gi:68067738) (Lakshminarayan et al.
(2003). “Ancient conserved domains shared by animal soluble guanylyl cyclases and bacterial signaling proteins”,
BMG Genomics 4:5-13). Las abreviaturas de especies usadas en estos nombres incluyen Ana - Anabaena Sp; Ccr -
Caulobacter crescentus; Cac - Clostridium acetobutylicum; Dde - Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp - Magnetococcus
sp.; Mde - Microbulbifer degradans; Npu - Nostoc punctiforme; Rhsp - Rhodobacter sphaeroides; Sone - Shewanella
oneidensis; Tte - Thermoanaerobacter tengcongensis; \/ch - Vibrio cholerae; Ce - Caenorhabditis elegans; Dm -
Drosophila melanogaster; Hpul - Hemicentrotus pulcherrimus; Hs - Homo sapiens. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX no es ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su nombre de organismo y
namero de acceso de la base de datos Pfam (tal como las siguientes secuencias de proteinas disponibles a partir de
21 de mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 17 de mayo de 2007; 21 de mayo de 2007; o 22 de mayo de 2007):
Q622M5_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61P44_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61R54_CAEBR de
Caenorhabditis briggsae, Q61V90_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61A94_CAEBR de Caenorhabditis
briggsae, Q60TP4_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q60M10_CAEBR de Caenorhabditis briggsae,
GCY37_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY31_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY36_CAEEL de
Caenorhabditis elegans, GCY32_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY35_CAEEL de Caenorhabditis elegans,
GCY34_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY33_CAEEL de Caenorhabditis elegans, Q7T040_ORYCU de
Oryzias curvinotus, Q75WFO_ORYCU de Oryzias curvinotus, P79998_ORYLA de Oryzias latipes, Q7ZSZ5_ORYLA
de Oryzias latipes, Q4SW38_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q4RZ94_TETNG de Tetraodon nigroviridis,
Q4S6K5_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q90VY5_FUGRU de Fugu rubripes, Q6INK9_XENLA de Xenopus
laevis, Q5T8J7_HUMAN de Homo sapiens, GCYA2_HUMAN de Homo sapiens, GCYB2_HUMAN de Homo sapiens,
GCYB1_HUMAN de Homo sapiens, Q9N193_9PRIM de Gorilla, Q5RAN8_PONPY de Pongo pygmaeus,
Q9N192_PANTR de Pan troglodytes, Q9N194_MACMU de Macaca mulatta, Q9N191_HYLLA de Hylobates lar,
Q8BXH3_MOUSE de Mus musculus, GCYB1_MOUSE de Mus musculus, Q3UTI4_MOUSE de Mus musculus,
Q3UH83_MOUSE de Mus musculus, Q6XE41_MOUSE de Mus musculus, Q80YP4_MOUSE de Mus musculus,
Q80WX7_RAT de Raftus norvegicus, Q80WX8_RAT de Rattus norvegicus, Q920Q1_RAT de Rattus norvegicus,
Q54A43_RAT de Rattus norvegicus, Q80WYO_RAT de Rattus norvegicus, Q80WY4_RAT de Rattus norvegicus,
Q8CHB85_RAT de Rattus norvegicus, Q80WY5_RAT de Raftus norvegicus, GCYB1_RAT de Raftus norvegicus,
Q8CH90_RAT de Rattus norvegicus, Q91XJ7_RAT de Rattus norvegicus, Q80WX9_RAT de Rattus norvegicus,
GCYB2_RAT de Rattus norvegicus, GCYA2_RAT de Rattus norvegicus, Q4ZHR9_CANFA de Canis familiaris,
GCYB1_BOVIN de Bos taurus, Q4ZHR7_PIG de Sus scrofa, Q59HN5_GRYBI de Gryllus bimaculatus,
077106_MANSE de Manduca sexta, O76340_MANSE de Manduca sexta, Q5UAF0_APIME de Apis mellifera,
Q5FANO_APIME de Apis mellifera, Q6L5L6_APIME de Apis mellifera, PEST Q7PYK9_ANOGA de Anopheles
gambiae str, PEST Q7Q9W6_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7QF31_ANOGA de Anopheles gambiae
str, PEST Q7PS01_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7PFY2_ANOGA de Anopheles gambiae str,
Q7KQ93_ANOGA de Anopheles gambiae, Q24086_DROME de Drosophila melanogaster, GCYH_DROME de
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Drosophila melanogaster, GCY8E_DROME de Drosophila melanogaster, GCYDA_DROME de Drosophila
melanogaster, GCYDB_DROME de Drosophila melanogaster, Q9VA09_DROME de Drosophila melanogaster,
Q29CE1_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C8_DROPS
de Drosophila pseudoobscura, Q29BU7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q7YWK7_APLCA de Aplysia
californica, Q95NK5_HEMPU de Hemicentrotus pulcherrimus, Q5YLC2_CHLRE de Chlamydomonas reinhardtii,
Q8YUQ7_ANASP de Anabaena sp, BBFL7 Q26GR8_9BACT de Flavobacteria bacterium, ATCC 700755
Q1VQE5_9FLAO de Psychroflexus torquis, HTCC2207 Q1YPJ5_9GAMM de proteobacteria gamma marina,
HTCC2207 Q1YTK4_9GAMM de proteobacteria gamma marina, Q9A451_CAUCR de Caulobacter crescentus, JF-5
Q2DG60_ACICY de Acidiphilium cryptum, Q3JOU9_RHOS4 de Rhodobacter sphaeroides, Q5LPV1_SILPO de
Silicibacter pomeroyi, PD1222, Q3PC67_PARDE de Paracoccus denitrificans, TM1040 Q3QNY2_9RHOB de
Silicibacter sp, Q28ML8_JANSC de Jannaschia sp, MC-1 Q3XT27_9PROT de Magnetococcus sp, Q5SWXPO_LEGPL
de Legionella pneumophila, Q5WTZ5_LEGPL de Legionella pneumophila, Q5X268_LEGPA de Legionella
pneumophila, Q5X2R2_LEGPA de Legionella pneumophila, Q5ZWM9_LEGPH de Legionella pneumophila subsp
pneumophila, Q5ZSQ8_LEGPH de Legionella pneumophila subsp pneumophila, Q47Y43_COLP3 de Colwellia
psychrerythraea, T6c Q3CSZ5_ALTAT de Pseudoalteromonas atlantica, Q8EF49_SHEON de Shewanella
oneidensis, Q21E20_SACD2 de Saccharofagus degradans, Q21ER7_SACD2 de Saccharofagus degradans, S 14
Q1ZWE5_9VIBR de Vibrio angustum, Q8DAE2_VIBVU de Vibrio vulnificus, 12G01 Q1VCP6_VIBAL de Vibrio
alginolyticus, DAT722 Q2FA22_9VIBR de Vibrio sp, Q87NJ1_VIBPA de Vibrio parahaemolyticus, Q5E1F5_VIBF1 de
Vibrio fischeri, Q7MJS8_VIBVY de Vibrio vulnificus, SKA34 Q2C6Z5_9GAMM de Photobacterium sp,
Q2SFY7_HAHCH de Hahella chejuensis, MED92 Q2BKVO_9GAMM de Oceanospirilium sp, RED65
Q1N035_9GAMM de Oceanobacter sp, Q310U7_DESDG de Desulfovibrio desulfuricans, H 168 Q2AIW5_9FIRM de
Halothermothrix orenii, Q8RBX6_THETN de Thermoanaerobacter tengcongensis, DSM 8903 Q2ZH17_CALSA de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus, Q97E73_CLOAB de Clostridium acefobutylicum, QYMF Q3C763_9CLOT de
Alkaliphilus metalliredigenes, Q899J9_CLOTE de Clostridium tetani y NCIMB 8052 Q2WVN_CLOBE de Clostridium
beijerinckii. En algunas realizaciones de las proteinas H-NOX aisladas, la proteina H-NOX no es sGC 1 H-NOX
C78S de R. norvegicus o sGC 1 H-NOX C78E de R. norvegicus. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX no
tiene una mutacién en el motivo Y-S-R, que incluye Tyr135, Ser137 y Arg139 de H-NOX humana.

En el presente documento también se describe un acido nucleico recombinante que codifica una cualquiera o0 mas
de las proteinas H-NOX mutantes descritas en el presente documento. En particular, el acido nucleico puede incluir
un segmento de o la secuencia de acidos nucleicos entera de cualquiera de los acidos nucleicos mostrados en las
FIGS. 2-4D o 8A-8DD. El acido nucleico puede codificar una proteina de fusion que incluye un dominio de H-NOX 'y
parte o toda de otra proteina, tal como albumina (por ejemplo, albumina de suero humano). El acido nucleico puede
incluir al menos aproximadamente 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 o méas nucleétidos contiguos de
un acido nucleico de H-NOX y contiene una o mas mutaciones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 mutaciones)
en comparacion con el acido nucleico de H-NOX del que se derivé. El acido nucleico de H-NOX mutante puede
contener menos de aproximadamente cualquiera de 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 0 2 mutaciones en comparacion
con el acido nucleico de H-NOX del que se derivo. También se describen variantes degeneradas de cualquier acido
nucleico que codifica una proteina H-NOX mutante.

También se describe un vector que incluye uno cualquiera o mas de los acidos nucleicos de H-NOX mutantes
descritos en el presente documento. También se describe una célula que incluye uno cualquiera o mas de los acidos
nucleicos de H-NOX mutantes descritos en el presente documento. La célula puede incluir cualquier vector descrito
en el presente documento.

En el presente documento se describe un método de produccién de una proteina H-NOX. Este método implica
cultivar una célula que tiene un acido nucleico que codifica una cualquiera o mas de las proteinas H-NOX mutantes
descritas en el presente documento en condiciones adecuadas para la produccion de la proteina H-NOX mutante.
También se describe la inclusién de la etapa de purificar la proteina H-NOX mutante.

La invencién presenta composiciones farmacéuticas que incluyen una o mas proteinas H-NOX, tales como
cualquiera de las proteinas H-NOX naturales o mutantes descritas en el presente documento. En algunas
realizaciones, la composicion farmacéutica incluye una cantidad farmacéuticamente aceptable de una proteina H-
NOX descrita en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la
constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 mM
a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C (por ejemplo,
inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s, 20 s 0 1,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la constante
de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 20 nM y aproximadamente 2 uM a 20 °C, y
la Kgs para el oxigeno de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 1,0 s y 16,0 s a 20 °C. En algunas
realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 20 nM y
aproximadamente 2 yM a 20 °C, y la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX es inferior a
aproximadamente 1 h™' a 37 °C. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX
esta entre aproximadamente 20 nM y aproximadamente 2 uM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX
es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s', 20
s’ 0 1,8 s' a 20°C). En algunas realizaciones, la kds para el oxigeno de la proteina H-NOX esta entre
aproximadamente 1,0 s y aproximadamente 16,0 s a 20 °C, y la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la
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proteina X es inferior a aproximadamente 1 h™' a 37 °C. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la
proteina H-NOX esta entre aproximadamente 1,0 s™' y aproximadamente 16,0 s a 20 °C, y la reactividad del NO de
la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s,
500s",100s",20s" 01,8s"a20°C).

En algunas realizaciones, la invencion proporciona una composiciéon farmacéutica que incluye una cantidad
farmacéuticamente aceptable de una proteina H-NOX y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta dentro de 2 6rdenes de magnitud de la
de la hemoglobina, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la
hemoglobina. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-NOX esté entre aproximadamente
0,01 y aproximadamente 200 s a 20 °C, en la que la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10
veces menor que la de la hemoglobina.

En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-
NOX esta dentro de 2 6rdenes de magnitud de la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como una constante
de disociacién del Oz entre 0,1 y 10 veces o entre 0,5 y 2 veces la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens. En
algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos
10 veces menor que la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como al menos 100 veces o 1.000 veces menor
que la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la
proteina H-NOX es una proteina natural. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina
H-NOX es una proteina mutante como se describe en el presente documento. En diversas realizaciones de las
composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX tiene al menos una mutacién que altera la constante de
disociacién del Oz, la kdis para oxigeno, la velocidad de auto-oxidacion del hemo, la reactividad del NO, la estabilidad
del NO o cualesquiera dos 0 mas de las anteriores en comparacion con la de una proteina natural correspondiente.
En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX es una seleccionada del grupo
que consiste en H-NOX de T. tengcongensis natural, H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de T.
tengcongensis, H-NOX I5L-P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9F de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX W9Y de
T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX P115A
de T. tengcongensis, H-NOX R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX Y40L de T.
tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, |75F-His6 de T.
tengcongensis, 175F de T. tengcongensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX de L. pneumophilia natural, 2 H-NOX de L. pneumophilia natural, 2 FOW-F142Y
de L. pneumophilia, H-NOX de D. desulfuricans natural, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX Y139L de D.
desulfuricans, 1 H-NOX de H. sapiens natural, B1 1145Y de H. sapiens, $1(1-385) de H. sapiens, $1(1-385) 1145Y
de H. sapiens, 31(1-385) |1145H de H. sapiens, 1(1-194) de H. sapiens, p1(1-194)1145Y de H sapiens, $1(1-194)
LOW-1145Y de H. sapiens, B2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) 1142Y de H. sapiens, p1 H-NOX H105G de H.
sapiens, 1 H-NOX H105F de H. sapiens, p1 H-NOX de R. norvegicus natural, f1(1-385) de R. norvegicus, 31(1-
385) 11.45Y de R. norvegicus, 1(1-385) 1145H de R. norvegicus, 31(1-194) de R. norvegicus, p1(1-194) 1145Y de R.
norvegicus, p1(1-194) LOW-1145Y de R. norvegicus, p2(1-217) de R. norvegicus, p2(1-217) 1142Y de R. norvegicus,
1 H-NOX H105G de R. norvegicus, 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, H-NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-
186) de C. botulinum, H-NOX de C. acetobutylicum natural, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de
C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, 1 H-NOX de D.
melanogaster natural, CG14885-PA de D. melanogaster natural, CG14886 de D. melanogaster natural, CG4154 de
D. melanogaster natural; H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S.
oneidensis natural, H-NOX de M. musculus natural, H-NOX de C. familiaris natural, H-NOX de B. taurus natural, R.
norvegicus natural;, H-NOX de X. laevis natural, H-NOX de O. latipes natural, H-NOX de O. curvinotus natural, H-
NOX de F. rubripes natural, H-NOX de A. gambiae natural, H-NOX de M. sexta natural; gcy-31 de C. elegans
natural, gcy-32 de C. elegans, gcy-33 de C. elegans natural, gcy-34 de C. elegans natural, gcy-35 de C. elegans
natural, gcy-36 de C. elegans natural, gcy-37 de C. elegans natural; H-NOX de V. cholera natural, H-NOX de V.
fischeri natural y H-NOX de N. punctiforme natural. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la
composicion farmacéutica incluye uno o mas liposomas o nanoparticulas que incluyen o encapsulan la proteina H-
NOX.

En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T.
tengcongensis. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es H-NOX
Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX de T. tengcongensis natural o 2 H-
NOX F142Y de L. pneumophilia. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX
no es B2(1-217) de R. norvegicus, 31(1-194) de R. norvegicus, p1(1-385) de R. norvegicus o 31(1-385) 1145Y de R.
norvegicus. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es H-NOX W9F de
T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis o 1 H-NOX (1-385) 1145Y de H. sapiens. En algunas
realizaciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T. tengcongensis, 1 1140Y de H. sapiens o 1 1145Y de
H. sapiens. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140F
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de T. tengcongensis, 2 H-NOX de L. pneumophilia natural, p1 H-NOX 1140Y de H. sapiens, p1 H-NOX de H. sapiens
natural, sGC 1 H-NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC B1 H-NOX (1-385) 1145Y de R. norvegicus, sGC 31 H-NOX
H105G de R. norvegicus, sGC 31 H-NOX H105F de R. norvegicus, sGC 31 H-NOX [145Y de R. norvegicus, 1 H-
NOX de R. norvegicus natural, 1 H-NOX de D. melanogaster natural, CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster
natural, GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural,
H-NOX de S. oneidensis natural o H-NOX de C. acetobutylicum natural. En algunas realizaciones de las
composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de
T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX de T.
tengcongensis natural, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophilia, 2 H-NOX de L. pneumophilia natural, 1 H-NOX 1140Y
de H. sapiens, B1 1145Y de H. sapiens, p1 H-NOX de H. sapiens natural, sGC 1 H-NOX (1-385) de R. norvegicus,
sGC B1 H-NOX (1-385) 1145Y de R. norvegicus, sGC 31 H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105F de
R. norvegicus, sGC 1 H-NOX 1145Y de R. norvegicus, p1 H-NOX de R. norvegicus natural, 1 H-NOX de D.
melanogaster natural, CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster natural, GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-
NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S. oneidensis natural o H-NOX de C.
acefobutylicum natural. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es
ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su hombre de gen, seguido de su abreviatura de
especie e identificadores de Genbank (tal como las siguientes secuencias de proteinas disponibles a partir de 21 de
mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 21 de mayo de 2007; o 22 de mayo de 2007): Npun5905_Npu_23129606,
alr2278_Ana_17229770, S02144_Sone_24373702, Mdeg1343_Mde_23027521, VCA0720_Vch_15601476,
CC2992_Ccr_16127222, Rsph2043_Rhsp_22958463 (9i:46192757), Mmc10739_Mcsp_22999020,
Tar4_Tte_20807169, Ddes2822_Dde_23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-31_Ce_17568389,
CG14885_Dm_24647455, GUCY1B3_Hs_4504215, HpGCS-beta1_Hpu1_14245738, Gycbeta100B_Dm_24651577,
CG4154_Dm_24646993  (gi:NP_650424.2, i:62484298), gcy-32_Ce_13539160, gcy-36 _Ce_ 17568391
(9i:32566352, @i:86564713), gcy-35_Ce-17507861 (gi:71990146), gcy-37_Ce_17540904  (gi:71985505),
GCY1a3_Hs_20535603, GCY1a2-Hs_899477 o GYCa-99B_Dm_729270 (gi:68067738) (Lakshminarayan et al.
(2003). “Ancient conserved domains shared by animal soluble guanylyl cyclases and bacterial signaling proteins”,
BMG Genomics 4:5-13). Las abreviaturas de especies usadas en estos nombres incluyen Ana - Anabaena Sp;, Ccr -
Caulobacter crescents; Cac - Clostridium acetobutylicum; Dde - Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp - Magnetococcus
sp.; Mde - Microbulbifer degradans; Npu - Nostoc punctiforme; Rhsp - Rhodobacter sphaeroides; Sone - Shewanella
oneidensis; Tte-Thermoanaerobacter tengcongensis; \/ch - Vibrio cholerae; Ce - Caenorhabditis elegans, Dm -
Drosophila melanogaster; Hpul - Hemicentrotus pulcherrimus; Hs - Homo sapiens. En algunas realizaciones de las
composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es sGC (31 H-NOX C78S de R. norvegicus o sGC 31 H-NOX
C78E de R. norvegicus. En algunas realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no es
ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su nombre de organismo y nimero de acceso de
la base de datos Pfam (tal como las siguientes secuencias de proteinas disponibles a partir de 21 de mayo de 2006;
22 de mayo de 2006; 17 de mayo de 2007; 21 de mayo de 2007; o 22 de mayo de 2007): Q622M5_CAEBR de
Caenorhabditis briggsae, Q61P44_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61R54_CAEBR de Caenorhabditis
briggsae, Q61V90_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61A94_CAEBR de Caenorhabditis briggsae,
Q60TP4_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q60M10_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, GCY37_CAEEL de
Caenorhabditis elegans, GCY31_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY36_CAEEL de Caenorhabditis elegans,
GCY32_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY35_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY34_CAEEL de
Caenorhabditis elegans, GCY33_CAEEL de Caenorhabditis elegans, Q7T040_ORYCU de Oryzias curvinotus,
Q75WFO0_ORYCU de Oryzias curvinotus, P79998_ORYLA de Oryzias latipes, Q7ZSZ5_ORYLA de Oryzias latipes,
Q4SW38_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q4RZ94_TETNG de Tefraodon nigroviridis, Q4S6K5_TETNG de
Tetraodon nigroviridis, Q90VY5_FUGRU de Fugu rubripes, Q6INK9_XENLA de Xenopus laevis, Q5T8J7_HUMAN
de Homo sapiens, GCYA2_HUMAN de Homo sapiens, GCYB2_HUMAN de Homo sapiens, GCYB1_HUMAN de
Homo sapiens, Q9N193_9PRIM de Gorilla, QSRAN8_PONPY de Pongo pygmaeus, Q9N192_PANTR de Pan
troglodytes, Q9N194_MACMU de Macaca mulatta, QIN191_HYLLA de Hylobates lar, Q8BXH3_MOUSE de Mus
musculus, GCYB1_MOUSE de Mus musculus, Q3UTI4_MOUSE de Mus musculus, Q3UH83_MOUSE de Mus
musculus, Q6XE41_MOUSE de Mus musculus, Q80YP4_MOUSE de Mus musculus, Q80WX7_RAT de Rattus
norvegicus, Q80WX8_RAT de Rattus norvegicus, Q920Q1_RAT de Rattus norvegicus, Q54A43_RAT de Raftus
norvegicus, Q80WYO_RAT de Raftus norvegicus, Q80WY4_RAT de Rattus norvegicus, Q8CH85_RAT de Raftus
norvegicus, Q80WY5_RAT de Rattus norvegicus, GCYB1_RAT de Rattus norvegicus, Q8CH90_RAT de Rattus
norvegicus, Q91XJ7_RAT de Raftus norvegicus, Q80WX9_RAT de Rattus norvegicus, GCYB2_RAT de Rattus
norvegicus, GCYA2_RAT de Rattus norvegicus, Q4ZHR9_CANFA de Canis familiaris, GCYB1_BOVIN de Bos
taurus, Q4ZHR7_PIG de Sus scrofa, Q59HN5_GRYBI de Gryllus bimaculatus, O77106_MANSE de Manduca sexta,
076340_MANSE de Manduca sexta, Q5UAFO0_APIME de Apis mellifera, Q5FANO_APIME de Apis mellifera,
Q6L5L6_APIME de Apis mellifera, PEST Q7PYK9_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7Q9W6_ANOGA de
Anopheles gambiae str, PEST Q7QF31_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7PS01_ANOGA de Anopheles
gambiae str, PEST Q7PFY2_ANOGA de Anopheles gambiae str, Q7TKQ93_ANOGA de Anopheles gambiae,
Q24086_DROME de Drosophila melanogaster, GCYH_DROME de Drosophila melanogaster, GCY8E_DROME de
Drosophila melanogaster, GCYDA_DROME de Drosophila melanogaster, GCYDB_DROME de Drosophila
melanogaster, Q9VA09_DROME de Drosophila melanogaster, Q29CE1_DROPS de Drosophila pseudoobscura,
Q296C7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C8_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q29BU7_DROPS
de Drosophila pseudoobscura, Q7YWK7_APLCA de Aplysia califomica, Q95NK5_HEMPU de Hemicentrotus
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pulcherrimus, Q5YLC2_CHLRE de Chlamydomonas reinhardtii, Q8YUQ7_ANASP de Anabaena sp, BBFL7
Q26GR8_9BACT de Flavobacteria bacterium, ATCC 700755 Q1VQES5_9FLAO de Psychroflexus torquis, HTCC2207
Q1YPJ5_9GAMM de proteobacteria gamma marina, HTCC2207 Q1YTK4_9GAMM de proteobacteria gamma
marina, Q9A451_CAUCR de Caulobacter crescentus, JF-5 Q2DG60_ACICY de Acidiphilium cryptum,
Q3J0U9_RHOS4 de Rhodobacter sphaeroides, Q5LPV1_SILPO de Silicibacter pomeroyi, PD1222,
Q3PC67_PARDE de Paracoccus denitrificans, TM1040 Q3QNY2_9RHOB de Silicibacter sp, Q28ML8_JANSC de
Jannaschia sp, MC-1 Q3XT27_9PROT de Magnetococcus sp, Q5WXPO_LEGPL de Legionella pneumophila,
Q5WTZ5_LEGPL de Legionella pneumophila, Q5X268_LEGPA de Legionella pneumophila Q5X2R2_LEGPA, de
Legionella pneumophila, Q5ZWM9_LEGPH de Legionella pneumophila subsp pneumophila, Q5ZSQ8_LEGPH de
Legionella pneumophila subsp pneumophila, Q47Y43_COLP3 de Colwellia psychrerythraea, T6c Q3CSZ5_ALTAT
de Pseudoalteromonas atlantica, Q8EF49_SHEON de Shewanella oneidensis, Q21E20_SACD2 de Saccharofagus
degradans, Q21ER7_SACD2 de Saccharofagus degradans, S14 Q1ZWE5_9VIBR de Vibrio angustum,
Q8DAE2_VIBVU de Vibrio vulnificus, 12G01 Q1VCP6_VIBAL de Vibrio alginolyticus, DAT722 Q2FA22_9VIBR de
Vibrio sp, Q87NJ1_VIBPA de Vibrio parahaemolyticus, Q5E1F5_VIBF1 de Vibrio fischeri, Q7TMJS8_VIBVY de Vibrio
vulnificus, SKA34 Q2C6Z5_9GAMM de Photobacterium sp, Q2SFY7_HAHCH de Hahella chejuensis, MED92
Q2BKVO0_9GAMM de Oceanospirillum sp, RED65 Q1N035_9GAMM de Oceanobacter sp, Q310U7_DESDG de
Desulfovibrio  desulfuricans, H 168 Q2AIW5_9FIRM de Halothermothrix orenii, Q8RBX6_THETN de
Thermoanaerobacter tengcongensis, DSM 8903 Q2ZH17_CALSA de Caldicellulosiruptor saccharolyticus,
Q97E73_CLOAB de Clostridium acetobutylicum, QYMF Q3C763_9CLOT de Alkaliphilus metalliredigenes,
Q899J9_CLOTE de Clostridium tetani y NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOBE de Clostridium beijerincki. En algunas
realizaciones de las composiciones farmacéuticas, la proteina H-NOX no tiene una mutaciéon en el motivo Y-S-R,
que incluye Tyr135, Ser137 y Arg139 de H-NOX humana.

A menos que se observe o dicte explicitamente de otro modo por el contexto, todas las proteinas H-NOX naturales y
mutantes descritas en el presente documento pueden usarse en cualquiera de las composiciones farmacéuticas
descritas en el presente documento. La proteina H-NOX puede o puede no tener hemo y/u oxigeno unido y puede o
puede no unirse covalentemente a otra molécula o fraccion, tal como polietilenglicol. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX es una proteina de fusion que incluye un dominio de H-NOX y parte o toda de otra proteina, tal
como albumina (por ejemplo, albumina de suero humano).

En el presente documento se describen métodos para administrar oxigeno a un individuo (por ejemplo, un mamifero,
tal como un primate (por ejemplo, un ser humano, un simio inferior, un gorila, un simio superior, un lémur, etc.), un
bovino, un equino, un porcino, un canino o un felino) usando una proteina H-NOX. El individuo puede padecer o esta
en riesgo de una enfermedad cardiovascular, una enfermedad neurolégica, hipoxia tumoral, una pérdida de sangre o
una herida. Indicaciones cardiovasculares a modo de ejemplo incluyen infarto de miocardio (por ejemplo, infarto de
miocardio por elevacién del segmento ST), cardioplejia, anemia de células falciformes, isquemia perioperativa,
oclusion vascular periférica y angioplastia. Indicaciones neurolégicas a modo de ejemplo incluyen accidente
cerebrovascular isquémico, lesion cerebral trauméatica y lesion de médula espinal. Para el tratamiento de hipoxia
tumoral, las proteinas H-NOX pueden usarse, por ejemplo, como un complemento de radioterapia en tumores
sélidos (por ejemplo, individuos con malos pronosticos pre-metastasicos) o como un complemento de terapia PDT
en tumores superficiales (por ejemplo, cancer de colon, pulmén o piel, o cancer en otra superficie o localizacién
accesible). Las aplicaciones de proteinas H-NOX como alternativa a la transfusiéon de sangre incluyen traumatismo
(por ejemplo, campo de batalla, alivio de desastres o accidentes), cirugia (por ejemplo, cirugia de aneurisma
abdominal, cirugia ortopédica tal como cirugia de atroplastia de cadera, o cualquier otra cirugia que produce alta
pérdida de sangre), hemorragias, choque hemorragico, hemodilucién, y usos de extensién de sangre (por ejemplo,
auto-donacion suplementante). Ejemplos de aplicaciones de reparacién de heridas incluyen cicatrizacién después de
radiacion (por ejemplo, efecto de oxigeno hiperbarico), reparacién posquirtrgica, reparacion de Ulceras diabéticas y
heridas por quemaduras.

En el presente documento se describe un método para administrar oxigeno a un individuo (por ejemplo, un ser
humano) administrando a un individuo en necesidad de las mismas una proteina H-NOX en una cantidad suficiente
para administrar una cantidad eficaz de oxigeno al individuo. La constante de disociacion del Oz de la proteina H-
NOX esta entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 1 mM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-
NOX es inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s
1,20 s 0 1,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la constante de disociacion del O de la proteina H-NOX esta
dentro de 2 6rdenes de magnitud de la de la hemoglobina, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos
10 veces menor que la de la hemoglobina.

En algunas realizaciones de las composiciones, el oxigeno esta unido a la proteina H-NOX antes de la
administracion de la proteina H-NOX al individuo. En algunas realizaciones de las composiciones, el oxigeno no se
une a la proteina H-NOX antes de la administracion de la proteina H-NOX al individuo y la proteina H-NOX
transporta oxigeno de una localizacién en el individuo a otra localizacién en el individuo. En algunas realizaciones de
las composiciones, la proteina H-NOX se administra a la sangre del individuo. En algunas realizaciones de las
composiciones, la proteina H-NOX se administra a la sangre, una herida, un tumor, un tejido hipéxico o un érgano
hipoxico del individuo. En algunas realizaciones de las composiciones, el individuo padece o esta en riesgo de una
pérdida de sangre. En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX se administra al individuo al
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menos dos veces.

En algunas realizaciones de las composiciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta dentro
de 2 6rdenes de magnitud de la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como una constante de disociacion del
O2 entre 0,1 y 10 veces o entre 0,5 y 2 veces la de la hemoglobina alfa de Homo sapiens. En algunas realizaciones
de las composiciones, la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la
hemoglobina alfa de Homo sapiens, tal como al menos 100 veces o 1.000 veces menor que la de la hemoglobina
alfa de Homo sapiens. En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX es una proteina natural.
En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX es una proteina mutante como se describe en el
presente documento. En diversas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX tiene al menos una
mutaciéon que altera la constante de disociaciéon del Oz, la kdis para el oxigeno, la velocidad de auto-oxidacién del
hemo, la reactividad del NO, o cualesquiera dos o mas de las anteriores en comparacién con las de una proteina
natural correspondiente. En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX es una seleccionada del
grupo que consiste en H-NOX de T. fengcongensis natural, H-NOX I5A de T. tengcongensis, H-NOX I5L de T.
tengcongensis, H-NOX I15L-P115A de T. tengcongensis, H-NOX W9OF de T. tengcongensis, H-NOX W9F-Y140L de T.
tengcongensis, H-NOX W9F-Y140H de T. tengcongensis, H-NOX W9F-N74A de T. tengcongensis, H-NOX W9Y de
T. tengcongensis, H-NOX WON de T. tengcongensis, H-NOX W9H de T. tengcongensis, H-NOX N74E de T.
tengcongensis, H-NOX N74A de T. tengcongensis, H-NOX N74H de T. tengcongensis, H-NOX N74A-Y140H de T.
tengcongensis, H-NOX F78Y-Y140F de T. tengcongensis, H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX P115A
de T. tengcongensis, H-NOX R135Q de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX Y40L de T.
tengcongensis, H-NOX Y140H de T. tengcongensis, H-NOX Y140A de T. tengcongensis, |75F-His6 de T.
tengcongensis, |75F de T. tengcongensis, L144F-His6 de T. tengcongensis, L144F de T. tengcongensis, 2 H-NOX
F142Y de L. pneumophilia, 1 H-NOX de L. pneumophila natural, 2 H-NOX de L. pneumophila natural, 2 FOW-F142Y
de L. pneumophila, H-NOX de D. desulfuricans natural, H-NOX(728-899) de D. desulfuricans, H-NOX Y139L de D.
desulfuricans, p1 H-NOX de H. sapiens natural, B1 1145Y de H. sapiens, 31(1-385) de H. sapiens, 31(1-385) 1145Y
de H. sapiens, 1(1-385) 1145H de H. sapiens, p1(1-194) de H. sapiens, 1(1-194) 1145Y de H. sapiens, 31(1-194)
LOW-1145Y de H. sapiens, p2(1-217) de H. sapiens, p2(1-217) 1142Y de H. sapiens, p1 H-NOX H105G de H.
sapiens, 1 H-NOX H105F de H. sapiens, p1 H-NOX de R. norvegicus natural, f1(1-385) de R. norvegicus, 31(1-
385) 1145Y de R. norvegicus, 1(1-385) 1145H de R. norvegicus, $1(1-194) de R. norvegicus, 31(1-194) 1145Y de R.
norvegicus, 31(1-194) LOW-1145Y de R. norvegicus, 32(1-217) de R. norvegicus, p2(1-217) 1142Y de R. norvegicus,
B1 H-NOX H105G de R. norvegicus, 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, H-NOX(1-175) de C. botulinum, H-NOX(1-
186) de C. botulinum, H-NOX de C. acetobutylicum natural, H-NOX(1-197) de C. acetobutylicum, H-NOX(1-183) de
C. acetobutylicum, GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-NOX GCY-35(1-252) de C. elegans, 31 H-NOX de D.
melanogaster natural, CG14885-PA de D. melanogaster natural, CG14886 de D. melanogaster natural, CG4154 de
D. melanogaster natural; H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S.
oneidensis natural, H-NOX de M. musculus natural, H-NOX de C. familiaris natural, H-NOX de B. faurus natural, R.
norvegicus natural, H-NOX de X. laevis natural, H-NOX de O. latipes natural, H-NOX de O. curivatus natural, H-NOX
de F. rubripes natural, H-NOX de A. gambiae natural, H-NOX de M. sexta natural; gcy-31 de C. elegans natural, gcy-
32 de C. elegans, gcy-33 de C. elegans natural, gcy-34 de C. elegans natural, gcy-35 de C. elegans natural, gcy-36
de C. elegans natural, gcy-37 de C. elegans natural; H-NOX de V. cholera natural, H-NOX de V. fischeri natural y H-
NOX de N. punctiforme natural. En algunas realizaciones de las composiciones, uno o mas liposomas o
nanoparticulas incluyen o encapsulan la proteina H-NOX.

En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T. tengcongensis. En
algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX de T. tengcongensis natural o 2 H-NOX F142Y de L. pneumophila. En
algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX no es 2(1-217) de R. norvegicus, 31(1-194) de R.
norvegicus, 31(1-385) de R. norvegicus o [31(1-385) 1145Y de R. norvegicus. En algunas realizaciones de las
composiciones, la proteina H-NOX no es H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis o 31
H-NOX (1-385) 1145Y de H. sapiens. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T.
tengcongensis, 1 1140Y de H. sapiens o 31 1145Y de H. sapiens. En algunas realizaciones de las composiciones, la
proteina H-NOX no es H-NOX Y140F de T. tengcongensis, 2 H-NOX de L. pneumophilia natural, 1 H-NOX [140Y
de H. sapiens, p1 H-NOX de H. sapiens natural, sGC 1 H-NOX (1-385) de R. norvegicus, sGC 31 H-NOX (1-385)
1145Y de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105F de R. norvegicus, sGC 31
H-NOX 1145Y de R. norvegicus, 1 H-NOX de R. norvegicus natural, 7 H-NOX de D. melanogaster natural,
CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster natural, GCY-35 H-NOX de C. elegans natural, H-NOX de N. punctiforme
natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S. oneidensis natural o H-NOX de C. acefobutylicum natural. En
algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX no es H-NOX Y40L de T. tengcongensis, H-NOX
F78Y/Y140L de T. tengcongensis, H-NOX WOF de T. tengcongensis, H-NOX Y140F de T. tengcongensis, H-NOX de
T. tengcongensis natural, 2 H-NOX F142Y de L. pneumophila, 2 H-NOX de L. pneumophilia natural, 1 H-NOX
1140Y de H. sapiens, B1 1145Y de H. sapiens, p1 H-NOX de H. sapiens natural, sGC 31 H-NOX (1-385) de R.
norvegicus, sGC B1 H-NOX (1-385) 1145Y de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX H105G de R. norvegicus, sGC 1 H-
NOX H105F de R. norvegicus, sGC 1 H-NOX 1145Y de R. norvegicus, 1 H-NOX de R. norvegicus natural, f1 H-
NOX de D. melanogaster natural, CG14885-PA H-NOX de D. melanogaster natural, GCY-35 H-NOX de C. elegans
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natural, H-NOX de N. punctiforme natural, H-NOX de C. crescentus natural, H-NOX de S. oneidensis natural o H-
NOX de C. acetobutylicum natural. En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-NOX no es
ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su hombre de gen, seguido de su abreviatura de
especie e identificadores de Genbank (tal como las siguientes secuencias de proteinas disponibles a partir de 21 de
mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 21 de mayo de 2007 o 22 de mayo de 2007): Npun.5905_Npu_23129606,
alr2278_Ana_17229770, S02144_Sone_24373702, Mdeg1343_Mde_23027521, VCA0720_Vch_15601476,
CC2992_Ccr_16127222, Rsph2043_Rhsp_22958463 (9i:46192757), Mmc10739_Mcsp_22999020,
Tar4_Tte_20807169, Ddes2822_Dde_23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-31_Ce_17568389,
CG14885_Dm_24647455, GUCY1B3_Hs_4504215, HpGCS-betal_Hpu1_14245738, Gycbeta100B_Dm_24651577,
CG4154_Dm_24646993  (gi:NP_650424.2,  0i:62484298), gcy-32_Ce_13539160, gcy-36_Ce_17568391
(9i:32566352, gi:86564713), gcy-35_Ce-17507861  (gi:71990146), gcy-37_Ce-17540904  (gi:71985505),
GCY1a3_Hs_20535603, GCY1a2-Hs_899477 o GYCa-99B_Dm_729270 (gi:68067738) (Lakshminarayan et al.
(2003). “Ancient conserved domains shared by animal soluble guanylyl cyclases and bacterial signaling proteins”,
BMG Genomics 4:5-13). Las abreviaturas de especies usadas en estos nombres incluyen Ana - Anabaena Sp;, Ccr -
Caulobacter crescentus; Cac - Clostridium acetobutylicum; Dde - Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp - Magnetococcus
sp.; Mde - Microbulbifer degradans; Npu - Nostoc punctiforme; Rhsp - Rhodobacter sphaeroides; Sone - Shewanella
oneidensis; Tte - Thermoanaerobacter tengcongensis; VVch - Vibrio cholerae; Ce - Caenorhabditis elegans; Dm -
Drosophila melanogaster; Hpul - Hemicentrotus pulcherrimus; Hs - Homo sapiens. En algunas realizaciones de los
métodos, la proteina H-NOX no es ninguna de las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su nombre de
organismo y numero de acceso de la base de datos Pfam (tal como las siguientes secuencias de proteinas
disponibles a partir de 21 de mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 17 de mayo de 2007; 21 de mayo de 2007; o 22
de mayo de 2007): Q622M5_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61P44_CAEBR de Caenorhabditis briggsae,
Q61R54_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61V90_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61A94_CAEBR de
Caenorhabditis briggsae, Q60TP4_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q60M10_CAEBR de Caenorhabditis
briggsae, GCY37_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY31_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY36_CAEEL
de Caenorhabditis elegans, GCY32_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY35_CAEEL de Caenorhabditis elegans,
GCY34_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY33_CAEEL de Caenorhabditis elegans, Q7T040_ORYCU de
Oryzias curvinotus, Q75WFO0_ORYCU de Oryzias curvinotus, P79998_ORYLA de Oryzias latipes, Q7ZSZ5_ORYLA
de Oryzias latipes, Q4SW38_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q4RZ94_TETNG de Tetraodon nigroviridis,
Q4S6K5_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q90VY5_FUGRU de Fugu rubripes, Q6INK9_XENLA de Xenopus
laevis, Q5T8J7_HUMAN de Homo sapiens, GCYA2_HUMAN de Homo sapiens, GCYB2_HUMAN de Homo sapiens,
GCYB1_HUMAN de Homo sapiens, Q9N193_9PRIM de Gorilla, QSRAN8_PONPY de Pongo pygmaeus,
Q9N192_PANTR de Pan troglodytes, Q9N194_MACMU de Macaca mulatta, Q9N191_HYLLA de Hylobates lar,
Q8BXH3_MOUSE de Mus musculus, GCYB1_MOUSE de Mus musculus, Q3UTI4_MOUSE de Mus musculus,
Q3UH83_MOUSE de Mus musculus, Q6XE41_MOUSE de Mus musculus, Q80YP4_MOUSE de Mus musculus,
Q80WX7_RAT de Raftus norvegicus, Q80WX8_RAT de Rattus norvegicus, Q920Q1_RAT de Rattus norvegicus,
Q54A43_RAT de Rattus norvegicus, Q80WYO_RAT de Rattus norvegicus, Q80WY4_RAT de Rattus norvegicus,
Q8CHB85_RAT de Rattus norvegicus, Q80WY5_RAT de Rattus norvegicus, GCYB1_RAT de Raftus norvegicus,
Q8CH90_RAT de Rattus norvegicus, Q91XJ7_RAT de Rattus norvegicus, Q80WX9_RAT de Rattus norvegicus,
GCYB2_RAT de Rattus norvegicus, GCYA2_RAT de Rattus norvegicus, Q4ZHR9_CANFA de Canis familiaris,
GCYB1_BOVIN de Bos taurus, Q4ZHR7_PIG de Sus scrofa, Q59HN5_GRYBI de Gryllus bimaculatus,
077106_MANSE de Manduca sexta, 076340_MANSE de Manduca sexta, QSUAFO_APIME de Apis mellifera,
Q5FANO_APIME de Apis mellifera, Q6L5L6_APIME de Apis mellifera, PEST Q7PYK9_ANOGA de Anopheles
gambiae str, PEST Q7Q9W6_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7QF31_ANOGA de Anopheles gambiae
str, PEST Q7PS01_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7PFY2_ANOGA de Anopheles gambiae str,
Q7KQ93_ANOGA de Anopheles gambiae, Q24086_DROME de Drosophila melanogaster, GCYH_DROME de
Drosophila melanogaster, GCY8E_DROME de Drosophila melanogaster, GCYDA_DROME de Drosophila
melanogaster, GCYDB_DROME de Drosophila melanogaster, Q9VA09-DROME de Drosophila melanogaster,
Q29CE1_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C8_DROPS
de Drosophila pseudoobscura, Q29BU7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q7YWK7_APLCA de Aplysia
californica, Q95NK5_HEMPU de Hemicentrotus pulcherrimus, QSYLC2_CHLRE de Chlamydomonas reinhardltii,
Q8YUQ7_ANASP de Anabaena sp, BBFL7 Q26GR8_9BACT de Flavobacteria bacterium, ATCC 700755
Q1VQE5_9FLAO de Psychroflexus torquis, HTCC2207 Q1YPJ5_9GAMM de proteobacteria gamma marina,
HTCC2207 Q1YTK4_9GAMM de proteobacteria gamma marina, Q9A451_CAUCR de Caulobacter crescentus, JF-5
Q2DG60_ACICY de Acidiphilium cryptum, Q3J0U9_RHOS4 de Rhodobacter sphaeroides, Q5LPV1_SILPO de
Silicibacter pomeroyi, PD1222, Q3PC67_PARDE de Paracoccus denitrificans, TM1040 Q3QNY2_9RHOB de
Silicibacter sp, Q28ML8_JANSC de Jannaschia sp, MC-1 Q3XT27_9PROT de Magnetococcus sp, Q5WXPO_LEGPL
de Legionella pneumophila, QsWTZs_LEGPL de Legionella pneumophila, Q5X268_LEGPA de Legionella
pneumophila, Q5X2R2_LEGPA de Legionella pneumophila, QSZWM9 LEGPH de Legionella pneumophila subsp
pneumophila, Q5ZSQ8_LEGPH de Legionella pneumophila subsp pneumophila, Q47Y43_COLP3 de Colwellia
psychrerythraea, T6c Q3CSZ5_ALTAT de Pseudoalteromonas atlantica, Q8EF49_SHEON de Shewanella
oneidensis, Q21E20_SACD2 de Saccharofagus degradans, Q21ER7_SACD2 de Saccharofagus degradans, S14
Q1ZWE5_9VIBR de Vibrio angustum, Q8DAE2_VIBVU de Vibrio vulnificus, 12G01 Q1VCP6_VIBAL de Vibrio
alginolyticus, DAT722 Q2FA22_9VIBR de Vibrio sp, Q87NJ1_VIBPA de Vibrio parahaemolyticus, QSE1F5_VIBF1 de
Vibrio fischeri, Q7MJS8_VIBVY de Vibrio vulnificus, SKA34 Q2C6Z5_9GAMM de Photobacterium sp,
Q2SFY7_HAHCH de Hahella chejuensis, MED92 Q2BKVO_9GAMM de Oceanospirillum sp, RED65
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Q1N035_9GAMM de Oceanobacter sp, Q310U7_DESDG de Desulfovibrio desulfuricans, H 168 Q2AIW5_9FIRM de
Halothermothrix orenii, QBRBX6_THETN de Thermoanaerobacter tengcongensis, DSM 8903 Q2ZH17_CALSA de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus, Q97E73_CLOAB de Clostridium acefobutylicum, QYMF Q3C763_9CLOT de
Alkaliphilus metalliredigenes, Q899J9_CLOTE de Clostridium tetani y NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOBE de Clostridium
beijerincki. En algunas realizaciones de los métodos, la proteina H-NOX no es sGC 1 H-NOX C78S de R.
norvegicus o sGC 1 H-NOX C78E de R. norvegicus. En algunas realizaciones de las composiciones, la proteina H-
NOX no tiene una mutacion en el motivo Y-S-R, que incluye Tyr135, Ser137 y Arg139 de H-NOX humana.

A menos que se observe o dicte explicitamente de otro modo por el contexto, todas las proteinas naturales y
mutantes y todas las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse en cualquiera
de los métodos de administracion de oxigeno descritos en el presente documento. La proteina H-NOX puede o
puede no tener hemo y/o oxigeno unido y puede o puede no unirse covalentemente a otra molécula o fraccién, tal
como polietilenglicol. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX es una proteina de fusioén que incluye un dominio
de H-NOX y parte o toda de otra proteina, tal como albimina (por ejemplo, albimina de suero humano).

En el presente documento también se describen kits que incluyen una o mas proteinas H-NOX. En algunas
realizaciones, el kit incluye una proteina H-NOX e instrucciones para usar el kit para administrar oxigeno a un
individuo. La constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX puede estar entre aproximadamente 1 nM y
aproximadamente 1 mM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s-
"a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s, 20 s 0 1,8 s' a 20 °C). La constante de
disociacion del Oz de la proteina H-NOX puede estar dentro de 2 érdenes de magnitud de la de la hemoglobina, y la
reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina. En algunas
realizaciones, la constante de disociacion del O2 de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 1 nM vy
aproximadamente 1 mM a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s
"a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100 s, 20 s 0 1,8 s a 20 °C). En algunas
realizaciones la proteina H-NOX no es H-NOX Y140H de T. tengcongensis. A menos que se observe o dicte
explicitamente de otro modo por el contexto, todas las proteinas naturales y mutantes y todas las composiciones
farmacéuticas descritas en el presente documento pueden usarse en cualquiera de los kits descritos en el presente
documento. La proteina H-NOX puede o puede no tener hemo y/o oxigeno unido y puede o puede no unirse
covalentemente a otra molécula o fraccion, tal como polietilenglicol. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX es
una proteina de fusion que incluye un dominio de H-NOX y parte o toda de otra proteina, tal como albdmina (por
ejemplo, albumina de suero humano).

También se describe en el presente documento una proteina H-NOX (tal como cualquiera de las proteinas naturales
o mutantes descritas en el presente documento) para su uso como un medicamento. La proteina H-NOX puede
utilizarse en un método de administracion de oxigeno a un individuo. La proteina H-NOX puede usarse para tratar
cualquier afeccién para la que la administracion de Oz sea beneficiosa, tal como una enfermedad cardiovascular,
una enfermedad neurologica, hipoxia tumoral, una pérdida de sangre o una herida.

También se describe en el presente documento el uso de una proteina H-NOX (tal como cualquiera de las proteinas
naturales o mutantes descritas en el presente documento) para la fabricacién de un medicamento, tal como un
medicamento para la administracién de oxigeno a un individuo.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1A es una imagen de la estructura tridimensional de restos del bolsillo distal de proteinas H-NOX de
unién a NO y union a Oz (arriba hemo). Los restos de coordinacion de hemo de las proteinas H-NOX de union a
NO y unién a Oz también se muestran (debajo de hemo). La FIG. 1A se basa en la estructura tridimensional de
H-NOX de T. tengcongensis informada por Pellicena, P. et al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An
Oxygen-Binding Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101(35):12854-
12859.

La FIG. 1B es una vista lateral estereoscopica de la estructura tridimensional de HNOX de T. tengcongensis que
ilustra rasgos estructurales del dominio de H-NOX. El pliegue de la proteina se representa por diagramas de
cintas, El hemo, ligando de dioxigeno, y la histidina proximal se muestran como modelos de esferas y varillas.
Las hélices o se marcan A-G segun la nomenclatura mostrada en la FIG. 5B. Las cadenas 3 se marcan 1-4. La
FIG. 1B es de Pellicena, P. et al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An Oxygen-Binding Heme Domain
Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101(35):12854-12859.

Las FIGS. 1C-1H son imagenes de la estructura tridimensional de HNOX de T. tengcongensis que ilustran restos
del bolsillo distal a modo de ejemplo en HNOX de T. tengcongensis. Los siguientes restos representados en las
FIGS. 1C-1H son los principales restos que comprenden el bolsillo distal de H-NOX: Thr4, lle5, Thr8, Trp9,
Trp67, Asn74, lle75, Phe78, Phe82, Tyr104 y Leu144, que estan contenidos dentro de las hélices A, D, E y G.
Las FIGS. 1C-1H se crearon usando PYMOL (DelLano Scientific, LLP).

La FIG. 2 es un alineamiento de secuencias de las siguientes proteinas H-NOX que se unen o se predice que se
unen a Oz y NO: Majority (SEQ ID NO: 1); gcy-31 de Ce. (SEQ ID NO: 2); gcy-33 de Ce. (SEQ ID NO: 3); gcy-35
de Ce. (SEQ ID NO: 4); CG14885 HNOX de Dm. (SEQ ID NO: 5); CG4154 HNOX de Dm. (SEQ ID NO: 6);
HNOX beta3 de Ms. (SEQ ID NO: 7); HNOX de T. (SEQ ID NO: 8); y HNOX de Ca (SEQ ID NO: 9). Se predice
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que estas proteinas H-NOX se unen a Oz, ademas de a NO, debido a que tienen una tirosina en la posicion
correspondiente a Y140 de H-NOX de T. tengcongensis. La numeracion de aminoacidos usada en la FIG. 2
empieza con el primer aminoacido en el dominio de H-NOX o proteina de longitud completa como nimero de
resto 1. El alineamiento se generd usando los parametros por defecto en el programa MegAlign. Las abreviaturas
usadas en la FIG. 2 se describen mas adelante con respecto a las FIGS. 4A-4D.

La FIG. 3A-3D son un alineamiento de secuencias de las siguientes proteinas H-NOX que se unen o se predice
que se unen a NO, pero no a O2: Majority (SEQ ID NO: 10); proteina sGC betal de Dm. (SEQ ID NO: 11);
proteina sGC beta1 (SEQ ID NO: 12); proteina sGC beta1 de hs. (SEQ ID NO: 13); proteina beta2 de hs. (SEQ
ID NO: 14); proteina sGC betal de Ms. (SEQ ID NO: 15); proteina sGC betal de Mm. (SEQ ID NO: 16); similar a
HD betal de Np. (SEQ ID NO: 17); proteina sGC betal de Tr. (SEQ ID NO: 18);
Anopheles_gambiae| XP_310919 (SEQ ID NO: 19); Apis_mellifera]NP_001011632 (SEQ ID NO: 20); proteina
sGC betal de Bt. (SEQ ID NO: 21); Chlamydomonas_reinhardtilAARO2 (SEQ ID NO: 22);
Oryzias_curvinotus|BAC98396 (SEQ ID NO: 23); Oryzias_latipes|BAA76691 (SEQ ID NO: 24);
Strongylocentrotus_purpuratus|X (SEQ ID NO: 25); y Sus scrofa beta1|NP_001018042+ (SEQ ID NO: 26). El
alineamiento se generd usando los parametros por defecto en el programa MegAlign. Las abreviaturas usadas
en las FIGS. 3A-3D se describen a continuacion con respecto a la FIG. 4.

Las FIGS. 4A-4D son un alineamiento de secuencias de proteinas H-NOX de las FIGS. 2 y 3A-3D: Majority (SEQ
ID NO: 27); proteina sGC beta1 de Dm. (SEQ ID NO: 11); proteina sGC beta1 (SEQ ID NO: 12); proteina sGC
beta1 de hs. (SEQ ID NO: 13); proteina beta2 de hs. (SEQ ID NO: 14); proteina sGC beta1l de Mm. (SEQ ID NO:
16); similar a HD betal de Np. (SEQ ID NO: 17); proteina sGC betal de Tr. (SEQ ID NO: 18);
Chlamydomonas_reinhardtiilAAR0O2 (SEQ ID NO: 22); Oryzias_curvinotus|BAC98396 (SEQ ID NO: 23);
Strongylocentrotus_purpuratus|X (SEQ ID NO: 25); Sus scrofa beta1|NP_001018042 (SEQ ID NO: 26); gcy-31a
(SEQ ID NO: 2); gcy-33 (SEQ ID NO: 3); HNOX de Ca. (SEQ ID NO: 9); similar a HD beta1 de T. (SEQ ID NO:
8); proteina sGc beta3 de Ms. (SEQ ID NO: 7); CG14885 (SEQ ID NO: 5) y variante corta de sGC de Dm. (SEQ
ID NO: 6). El alineamiento se generd usando los parametros por defecto en el programa MegAlign. Para las
FIGS. 2-4D, “proteina Dm. sGC beta1” indica 1 H-NOX de Drosophila melanogaster, “proteina sGC beta1”
indica 1 H-NOX de Rattus norvegicus; “proteina sGC betal de hs.” indica 1 H-NOX de Homo sapiens;
“proteina beta2 de hs.” indica B2 H-NOX de Homo sapiens; “proteina sGC beta1l de Mm.” indica 1 H-NOX de
Mus musculus; “similar a HD beta1 de Np.” indica H-NOX de Nostoc punctiforme; “proteina sGC beta1 de Tr.”
indica 1 H-NOX de Takifugu rubripes; “Anopheles_gambiae|XP_310919” indica 1 H-NOX de Anopheles
gambiae; “Apis_mellifera|]NP_001011632” indica B1 H-NOX de Apis mellifera; “proteina sGC beta1 de Bt.” indica
1 H-NOX de Bos taurus; “Chlamydomonas_reinhardtiilAAR02” indica H-NOX de Chlamydomonas reinhardtii;
“Oryzias curvinotus|BAC98396 indica 1 H-NOX de Oryzias curvinotus; “Oryzias_latipes|BAA76691” indica 31 H-
NOX de Oryzias latipes; “Strongylocentrotus_purpuratus|X” indica 1 H-NOX de Strongylocentrotus purpuratus;
“betal de Sus scrofa [NP_001018042+" indica 1 H-NOX de Sus scrofa; “gcy-31a” indica Gecy-31a H-NOX de
Caenorhabditis elegans; “gcy-33” indica Gey-33 H-NOX de Caenorhabditis elegans; “gcy-35" indica Gcy-35 H-
NOX de Caenorhabditis elegans; “HNOX de Ca.” indica H-NOX de Clostridium acetobutylicum; “similar a HD
betal de T.” indica 1TH-NOX de Thermoanaerobacter tengcongensis; “proteina sGc beta3 de Ms.” indica 3 H-
NOX de Manduca sexta; “CG14885” indica CG14885 H-NOX de Drosophila melanogaster; “variante corta de
sGC de Dm.” indica Gcy-88-E-S H-NOX de Drosophila melanogaster, y “CG4154 HNOX de Dm.” indica CG4154
H-NOX de Drosophila melanogaster.

La FIG. 5A es un alineamiento de secuencias de miembros de la familia H-NOX. La numeracién de secuencias
es la de H-NOX de T. tengcongensis. Los restos invariantes se indican por “V”, restos muy altamente
conservados se indican por “s”. Y140 de H-NOX de T. tengcongensis se indica por “H”. Los restos de tirosina del
bolsillo predichos que pueden estabilizar un complejo de Fe'-O2 en otras proteinas H-NOX son: posicion 70 para
GCY-35 de Caenorhabditis elegans; posicion 140 en CG14885-PA de Drosophila melanogaster; posicién 138 de
GCY-35 de Caenorhabditis elegans; posicion 140 de Clostridium acetobutylicum;, numerado segun
Thermoanaerobacter tengcongensis. Los numeros de acceso son: 31 [gi:2746083] de Homo sapiens (SEQ ID
NO: 28), 1 [gi:27127318] de Rattus norvegicus (SEQ ID NO: 29), 31 [gi:861203] de Drosophila melanogaster
(SEQ ID NO: 30), CG14885-PA [gi:23171476] de Drosophila melanogaster (SEQ ID NO: 31), GCY-35
[gi:52782806] de Caenorhabditis elegans (SEQ ID NO: 32), [gi:23129606] de Nostoc punctiforme (SEQ ID NO:
33), [gi:16127222] de Caulobacter crescentus (SEQ ID NO: 34), [gi:24373702] de Shewanella oneidensis (SEQ
ID NO: 35), (ORF 2) [CUCGC_272624] de Legionella pneumophila (SEQ ID NO: 36), [gi:15896488] de
Clostridium acetobutylicum (SEQ ID NO: 37) y [gi:20807169] de Thermoanaerobacter tengcongensis (SEQ ID
NO: 38). Los alineamientos se generaron usando el programa MegAlign, Lasergene, DNA Star, (véase, la malla
mundial en “DNAstar.com/products/megalign.php”). Se usaron los parametros por defecto de Clustal-W.

La FIG. 5B es un alineamiento de secuencias de dominios de H-NOX a modo de ejemplo. Las anotaciones de la
estructura secundaria y la numeracion encima del alineamiento se corresponden con el dominio de H-NOX de T.
tengcongensis. Las hélices a se representan por espirales, y las cadenas 3 por flechas. El bolsillo distal se define
por las hélices a oA, aD, aE y aG. Los numeros de acceso de Pubmed/NCBI son del siguiente modo:
Ther_tengcongensis gi | 20807169 | (SEQ ID NO: 39), Clos_acetobutylicum gi |15896488| (SEQ ID NO: 40),
Clos_tetani GI:75543266 (SEQ ID NO: 41), Desu_desulfuricans gi | 23475919 | (SEQ ID NO: 42), Vibr_vulnificus
gi |27361734| (SEQ ID NO: 43), Caul_crescentus gi [116127222 (SEQ ID NO: 44), Micr_degradans gi | 23027521
| (SEQ ID NO: 45), Vibr_cholerae gi [115601476| (SEQ ID NO: 46), Shew_oneidensis gi |24373702| (SEQ ID NO:
47), Rat_beta1_sGC gi |27127318| (SEQ ID NO: 48), Rat_beta2_sGC gi |21956635| (SEQ ID NO: 49), Nost
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punctiforme gi [23129606| (SEQ ID NO: 50) y Nost_sp. gi |[17229770| (SEQ ID NO: 51). La secuencia consenso
se muestra en la parte inferior de la FIG. 5B (SEQ ID NO: 52). Los alineamientos se generaron usando el
programa MULTALIN (Corpet, F. (1988) NucleicAcidsRes. 16:10881-10890) y la FIG. 5B se preparé usando el
programa ESPRIPT (Gouet, P. et al. (1999) Bioinformatics 15: 305-308.).

Las FIGS. 6A y 6B son imagenes de la estructura tridimensional del entorno hemo del dominio de H-NOX de T.
tengcongensis. Las FIGS. 6A y 6B son de Pellicena, P. et al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An
Oxygen-Binding Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101(35):12854-
12859.

Las FIGS. 7A-7F son graficas de la espectroscopia UV-visible de proteinas H-NOX después de la reduccion
anaerobia (complejos sin ligar de Fe'; linea superior en cada grafica) antes y después de exponerse a aire
(complejos de Fe'-O2; linea inferior en cada grafica) para Tt H-NOX (FIG. 7A), Tt Y140L (FIG. 7B), Tt W9F-
Y140L (FIG. 7C), Tt F78Y-Y140L (FIG. 7D), L2 H-NOX y L2 F142Y (FIG. 7E), y B1(1-385) y B1(1-385) 1145Y
(FIG. 7F). Ademas de los complejos de Fe'' y Fe'-O2 de L2 F142Y y B1(1-385) 1145Y se muestran el espectro de
L2 H-NOX y B1-(1-385) H-NOX natural después de la reduccion y exposicién al aire en la linea central en la FIG.
7E y 7F, respectivamente, para demostrar que estas proteinas no se unen a Oz antes de la adicion de una
tirosina del bolsillo distal. Los dos o tres numeros escritos en la esquina superior izquierda de cada panel
representan la longitud de onda para el pico de las lineas en la grafica. Los numeros estan escritos verticalmente
en el orden en el que aparecen las lineas correspondientes verticalmente en la grafica. Por ejemplo, el valor de
430 nm en la FIG. 7A indica el pico de la longitud de onda para la linea superior en la grafica (que representa un
complejo sin ligar de Fe'"), y el valor de 416 nm en la FIG. 7A indica el pico de la longitud de onda para la linea
inferior en la grafica (que representa un complejo de Fe'-O2). Un desplazamiento en la longitud de onda en
presencia de aire indica que la proteina se une a O2. La formacién de un doble pico entre 500 y 600 nm en
presencia de aire también es indicativa de union de Oz. Las FIGS. 7A-7F son de Boon, E. M. et al. (2005).
“Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1:53-59.

Las FIGS. 8A-8DD contienen secuencias de polinucleétidos de acidos nucleicos a modo de ejemplo que
codifican proteinas H-NOX y las secuencias de aminoacidos de las proteinas H-NOX correspondientes (SEQ ID
NO: 53-162).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que proteinas H-NOX tienen una
reactividad del NO mucho menor que la hemoglobina. Esta baja reactividad del NO intrinseca (y alta estabilidad del
NO) hace que las proteinas H-NOX naturales y mutantes sean sucedaneos de la sangre deseables debido a la
menor probabilidad de inactivacion de proteinas H-NOX por NO endégeno y la menor probabilidad de eliminacién de
NO endoégeno por proteinas H-NOX. Y, lo que es mas importante, la presencia de una tirosina del bolsillo distal en
algunas proteinas H-NOX (Pellicena, P. et al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An Oxygen-Binding
Heme Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101(35):12854-12859) sugiere alta
reactividad del NO no deseable, contraindicando el uso como sucedaneo de la sangre. Por ejemplo, por analogia,
una proteina hemoglobina de Mycobacterium tuberculosis, con una tirosina del bolsillo distal estructuralmente
analoga, reacciona extremadamente rapidamente con NO, y es usada por la Mycobacterium para eliminar y evitar
eficazmente el NO defensivo producido por un huésped infectado (Ouellet, H. et al. (30 de abril de 2002). “Truncated
Hemoglobin HbN Protects Mycobacterium Bovis From Nitric Oxide”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99(9):5902-5907).
Sin embargo, los presentes inventores descubrieron sorprendentemente que las proteinas H-NOX tienen en realidad
una reactividad del NO mucho menor que la de la hemoglobina, haciendo posible su uso como sucedaneos de la
sangre.

Adicionalmente se descubrié sorprendentemente que las proteinas H-NOX que se unen a NO pero no a Oz pueden
convertirse en proteinas H-NOX que se unen tanto a NO como a Oz por la introduccién de una mutacién de un unico
aminoacido. Por tanto, la afinidad de proteinas H-NOX por Oz y NO y la capacidad de proteinas H-NOX para
discriminar entre ligandos de Oz y de NO puede alterarse por la introduccion de una o mas mutaciones de
aminoacidos, permitiendo que las proteinas H-NOX sean confeccionadas para unirse a O2 o NO con afinidades
deseadas. Pueden introducirse mutaciones adicionales para alterar adicionalmente la afinidad por Oz y/o NO. Por
tanto, la familia de proteinas H-NOX puede manipularse para presentar propiedades cinéticas y termodinamicas
mejoradas u Optimas para administracion de Oz. Por ejemplo, se han generado proteinas H-NOX mutantes con
constantes de disociacion alteradas para la unién a Oz que mejoran la utilidad de proteinas H-NOX para varias
aplicaciones clinicas e industriales. La capacidad para ajustar las proteinas H-NOX para que se unan a y
administren O2 es una via terapéutica que trata y vence los defectos centrales de los presentes transportadores de
02. Por consiguiente, la presente invenciéon proporciona proteinas, composiciones, kits y métodos para la
administracion de oxigeno.

Hay numerosos beneficios de usar proteinas H-NOX para la administracion de O2. La principal funciéon de la
transfusion de sangre tras traumatismo y cirugia es administrar O2. Un sucedaneo de la sangre ideal evita los
desafios de la sangre convencional: contaminacion virica, requisitos de tipado, estabilidad en almacén limitada y
disponibilidad limitada. Las principales limitaciones de los sucedaneos de la sangre basados en hemoglobina son su
alta afinidad por Oz y su propensioén a reaccionar con NO. Como se ha mencionado anteriormente, la destruccion de
niveles de NO incluso bajos puede tener graves efectos sobre el estado de reposo ténico de la vasculatura y
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organos y conduce a hipertensién y dolor gastrointestinal. Adicionalmente, en el proceso de reaccionar con NO, la
hemoglobina pierde su capacidad para administrar Oz en un periodo de tiempo clinicamente relevante. Se han hecho
numerosos intentos para minimizar la toxicidad de los transportadores de oxigeno basados en hemoglobina de
primera generacion (HBOC) que incluyen reticulacion intra- e inter-molecular (“Blood Substitutes”, R. Winslow ed.
Academic Press, 2006). Aunque estas modificaciones vencieron algunos de los graves problemas de toxicidad
relacionados con la extravasacion de hemoglobina, siguié la destruccion de la unién de oxigeno debido a la alta
reactividad del NO. Estos HBOC de segunda generacién presentan afinidad reducida por el oxigeno, con valores de
p50 proximos al valor de p50 de eritrocitos, ya han fracaso en ensayos clinicos. Winslow y colaboradores han
propuesto una hipétesis alternativa: un HBOC de p50 baja con una viscosidad y presiéon oncoética coloidal apropiada
es mas apropiado para la administracion de oxigeno sin células que un HBOC de p50 alta (Tsai, A. G. et al. (2003).
“Targeted O2 Delivery by low-P50 hemoglobin: A New Basis for O2 Therapeutics,” Am. J. Physiol. Heart Circ.
Physiol. 285:H1411-H1419; Winslow (2007). “Red Cell Substitutes”, Seminars in Hematology 44:51-59). Queda por
ver si la reactividad del NO de un HBOC tal se convierte o no en un problema en ensayos clinicos. La manipulacion
de proteinas H-NOX para unirse a y administrar Oz con reactividad del NO minima proporciona un nuevo
transportador de O2 gaseoso en la sangre para su uso en sucedaneos de la sangre, en donde las proteinas H-NOX
administran Oz sin eliminar NO o son inactivadas como transportadores de Oz por NO. Estas proteinas H-NOX,
composiciones, kits y métodos se describen adicionalmente en el presente documento.

Proteinas H-NOX
Visién general de la familia de proteinas H-*NOX

A menos que se indique lo contrario, cualquier proteina H-NOX natural o mutante puede usarse en las
composiciones, kits y métodos como se describe en el presente documento. Como se usa en el presente
documento, una “proteina H-NOX” significa una proteina que tiene un dominio de H-NOX (llamado dominio de unién
al Hemo-Oxido Nitrico y Oxigeno). Una proteina H-NOX puede o puede no contener uno o varios de otros dominios,
ademas del dominio de H-NOX. Las proteinas H-NOX son miembros de una familia bien caracterizada altamente
conservada de hemoproteinas (lyer, L. M. ef al. (3 de febrero de 2003). “Ancient Conserved domains Shared by
Animal Soluble Guanylyl Cyclases And Bacterial Signaling Proteins”, BMC Genomics 4(1):5; Karow, D. S. ef al. (10
de agosto de 2004). “Spectroscopic Characterization of the Soluble Guanylate Cyclase-Like Heme Domains From
Vibrio Cholerae And Thermoanaerobacter Tengcongensis”, Biochemistry 43(31):10203-10211; Boon, E. M. et al.
(2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1:53-59; Boon, E. M.
et al. (octubre de 2005). “Ligand Discrimination in Soluble Guanylate Cyclase and the H-NOX Family of Heme
Sensor Proteins”, Curr. Opin. Chem. Biol. 9(5):441-446; Boon, E. M. et al. (2005). “Ligand Specificity of H-NOX
Domains: From sGC to Bacterial NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4):892-902). Las proteinas H-NOX también se
denominan proteinas 07700 o proteinas HNOB de Pfam (Pfam — A database of protein domain family alignments
and Hidden Markov Models, Copyright (C) 1996-2006 The Pfam Consortium; GNU LGPL Free Software Foundation,
Inc., 59 Temple Place - Suite 330, Boston, MA 02111-1307, EE.UU.). En algunas realizaciones, una proteina H-NOX
tiene, o se predice que tiene, una estructura secundaria que incluye seis hélices alfa, seguidas de dos cadenas beta,
seguidas de una hélice alfa, seguida de dos cadenas beta. Una proteina H-NOX puede ser una apoproteina que
puede unirse a hemo o una holoproteina con hemo unido. Una proteina H-NOX puede unirse covalentemente o no
covalentemente a un grupo hemo. Algunas proteinas H-NOX se unen a NO, pero no a Oz, y otras se unen tanto a
NO como a O2. Los dominios de H-NOX de aerobios facultativos que han sido aislados se unen a NO, pero no a Oz.
Las proteinas H-NOX de procariotas aerobios obligados, C. elegans, y D. melanogaster, se unen a NO y Oz. Los
mamiferos tienen dos proteinas H-NOX: 31 y 2. Un alineamiento de secuencias de H-NOX de raton, rata, vaca y
humana muestra que estas especies comparten >99 % de identidad. En algunas realizaciones, el dominio de H-NOX
de una proteina H-NOX o la proteina H-NOX entera es al menos aproximadamente cualquiera del 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 97, 98, 99 o el 99,5 % idéntica al de la regién correspondiente de una proteina H-NOX de
Thermoanaerobacter tengcongensis que se produce naturalmente o una proteina sGC que se produce naturalmente
(por ejemplo, una proteina sGC B1 que se produce naturalmente). Como se ha tratado adicionalmente en el
presente documento, una proteina H-NOX puede contener opcionalmente una o mas mutaciones con respecto a la
proteina H-NOX que se produce naturalmente correspondiente. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX incluye
uno o mas dominios, ademas del dominio H-NOX. En realizaciones particulares, la proteina H-NOX incluye uno o
mas dominios o la secuencia entera de otra proteina. Por ejemplo, la proteina H-NOX puede ser una proteina de
fusién que incluye un dominio de H-NOX y parte o toda de otra proteina, tal como albumina (por ejemplo, albumina
de suero humano). En algunas realizaciones, solo el dominio de H-NOX esta presente.

Una estructura de cristal de una H-NOX de unién a O2 procariota de Thermoanaerobacter tengcongensis (Nioche, P.
et al. (26 de noviembre de 2004). “Femtomolar Sensitivity of a NO Sensor From Clostridium Botulinum”, Science
306(5701):1550-1553; Pellicena, P. ef al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An Oxygen-Binding Heme
Domain Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101 (35):12854-12859) muestra que un
grupo hidroxilo de la cadena lateral de tirosina hace un enlace de H critico con la fraccion de Fe'-O.. Esta red de
unién a hidrégeno del bolsillo distal, que implica principalmente Y140, estabiliza un complejo de Fe'-O2 (FIG. 6B).
Esta tirosina no esta presente en proteinas H-NOX que discriminan al Oz y solo se unen a NO. Por ejemplo, se
predice que esta red de enlace de hidrogeno esta ausente en las proteinas H-NOX de sGC y procariotas aerobios,
sugiriendo esto que un factor molecular clave en la sorprendente selectividad del ligando contra el O2 mostrado por
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estas proteinas hemo. Las FIGS. 7A-7G demuestran claramente que la adicién de una tirosina en el bolsillo distal de
una proteina H-NOX natural que se une a NO pero no a Oz puede permitir que la proteina H-NOX mutante se una a
O2. Por tanto, una tirosina en el bolsillo hemo distal del pliegue hemo de H-NOX actta de interruptor para activar o
desactivar la unién de O2.

Como se ilustra en las FIGS. 6A y 6B, la estructura de la porfirina esta altamente distorsionada. Como se ilustra en
la FIG. 6A, el motivo Y-S-R conservado hace interacciones enlace de hidrogeno con las de cadenas laterales de
acido propiénico del grupo hemo. FIG. 6B, el H102 conservado es el ligando proximal al hemo (FIG. 6B).

Como se usa en el presente documento, una “proteina” incluye proteinas y fragmentos de proteinas tanto si se
aislan de fuentes naturales, se producen por técnicas recombinantes como si se sintetizan quimicamente. Una
proteina puede tener una o mas modificaciones, tales como una modificacion postraduccional (por ejemplo,
glucosilacion, etc.) o cualquier otra modificacion (por ejemplo, PEGilacion, etc.). La proteina puede contener uno o
mas aminoacidos que no se producen naturalmente (por ejemplo, tales como un aminoacido con una modificacion
en la cadena lateral). En diversas realizaciones, la proteina H-NOX tiene al menos aproximadamente 50, 100, 150,
181, 200, 250, 300, 350, 400 o mas aminoacidos. En algunas realizaciones, las proteinas H-NOX pueden incluir de
aproximadamente 50 a aproximadamente 600 aminoacidos, tal como aproximadamente 100 a aproximadamente
500 aminoacidos, aproximadamente 150 a aproximadamente 400 aminoacidos, aproximadamente 150 a
aproximadamente 300 aminoacidos, o aproximadamente 175 a aproximadamente 200 aminoacidos.

Fuentes de proteinas H-NOX

Pueden usarse en las composiciones, kits y métodos descritos en el presente documento proteinas H-NOX de
cualquier género o especie. En diversas realizaciones, la proteina H-NOX es una proteina de un mamifero (por
ejemplo, un primate (por ejemplo, ser humano, simio inferior, gorila, simio superior, Iémur, etc.), un bovino, un
equino, un porcino, un canino o un felino), un insecto, una levadura o una bacteria o se deriva de una proteina tal.
Proteinas H-NOX de mamifero a modo de ejemplo incluyen guanilato ciclasa soluble humana y de rata natural (tal
como la subunidad 1). Ejemplos de proteinas H-NOX incluyen proteinas H-NOX de mamifero naturales, por
ejemplo, H. sapiens, M. musculus, C. familiaris, B. taurus y R. norvegicus; y proteinas H-NOX de vertebrado no
mamifero naturales, por ejemplo, X. laevis, O. latipes, O. curvinotus y F. rubripes. Ejemplos de proteinas H-NOX de
unién a NO naturales de no mamifero incluyen proteinas H-NOX naturales de D. melanogaster, A. gambiae y M.
sexta; ejemplos de proteinas H-NOX de union a Oz naturales de no mamifero incluyen proteinas H-NOX naturales de
gcy-31, gcy-32, gey-33, gcy-34, gey-35, gey-36 y gey-37 de C. elegans; CG14885, CG14886 y CG4154 de D.
melanogaster; y beta-3 de M. sexta; ejemplos de proteinas H-NOX naturales procariotas incluyen T. tengcongensis,
V. cholera, V. fischeri, N. punctiforme, D. desulfuricans, L. pneumophila 1, L. pneumophila 2'y C. acetobutylicum.

Los numeros de acceso de NCBI para proteinas H-NOX a modo de ejemplo incluyen los siguiente: p1 [gi:2746083]
de Homo sapiens, 31*[gi:27127318] de Rattus norvegicus, 31 [gi:861203] de Drosophila melanogaster, CG14885-PA
[gi:23171476] de Drosophila melanogaster, GCY-35 [gi:52782806] de Caenorhabditis elegans, [gi:23129606] de
Nostoc punctiforme, [gi:16127222] de Caulobacter crescentus, [gi:24373702] de Shewanella oneidensis,
[CUCGC_272624] de Legionella pneunrophila (ORF 2), [gi:15896488] de Clostridium acetobutylicum y [gi:20807169]
de Thermoanaerobacter tengcongensis.

Proteinas H-NOX a modo de ejemplo también incluyen las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su
nombre de gen, seguido de su abreviatura de especie e identificadores de Genbank (tal como las siguientes
secuencias de proteinas disponibles a partir de 21 de mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 21 de mayo de 2007 o 22
de mayo de 2007]):

Npun5905_Npu_23129606, alr2278_Ana_17229770, S02144_Sone_24373702, Mdeg1343_Mde_23027521,
VCAO0720_Vch_15601476, CC2992_Ccr_16127222, Rsph2043_Rhsp_22958463 (gi:46192757),
Mmc10739_Mcsp_22999020, Tar4_Tte_20807169, Ddes2822_Dde_23475919, CAC3243_Cac_15896488, gcy-
31_Ce_17568389, CG14885_Dm_24647455, GUCY1B3_Hs_4504215, HpGCS-bctal_Hpul_14245738,
Gycbeta100B_Dm_24651577, CG4154_Dm_24646993 (gi:NP_650424.2, gi:62484298), gcy-32_Ce_13539160,
gcy-36_Ce_17568391 (gi:32566352, gi:86564713), gcy-35_Ce-17507861 (gi:71990146), gcy-37_Ce_17540904
(9i:71985505), GCY1a3_Hs_20535603, GCY1a2-Hs_899477 o GYCa-99B_Dm_729270 (gi:68067738)
(Lakshminarayan et al. (2003). “Ancient conserved domains shared by animal soluble guanylyl cyclases and
bacterial signaling proteins”’, BMG Genomics 4:5-13). Las abreviaturas de especies usadas en estos nombres
incluyen Ana - Anabaena Sp; Ccr - Caulobacter crescentus; Cac - Clostridium acetobutylicum; Dde -
Desulfovibrio desulfuricans; Mcsp - Magnetococcus sp.; Mde - Microbulbifer degradans; Npu - Nostoc
punctiforme; Rhsp - Rhodobacter sphaeroides;, Sone - Shewanella oneidensis; Tte - Thermoanaerobacter
tengcongensis; Vch - Vibrio cholerae; Ce - Caenorhabditis elegans; Dm - Drosophila melanogaster; Hpul -
Hemicentrotus pulcherrimus; Hs - Homo sapiens.

Otras proteinas H-NOX a modo de ejemplo incluyen las siguientes proteinas H-NOX que se enumeran por su

nombre de organismo y numero de acceso de la base de datos Pfam (tal como las siguientes secuencias de
proteinas disponibles a partir de 21 de mayo de 2006; 22 de mayo de 2006; 17 de mayo de 2007; 21 de mayo de
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2007 o 22 de mayo de 2007): Q622M5_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61P44_CAEBR de Caenorhabditis
briggsae, Q61R54_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q61V90_CAEBR de Caenorhabditis briggsae,
Q61A94_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q60TP4_CAEBR de Caenorhabditis briggsae, Q60M10_CAEBR de
Caenorhabditis briggsae, GCY37_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY31_CAEEL de Caenorhabditis elegans,
GCY36_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY32_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY35_CAEEL de
Caenorhabditis elegans, GCY34_CAEEL de Caenorhabditis elegans, GCY33_CAEEL de Caenorhabditis elegans,
Q7T040_ORYCU de Oryzias curvinotus, Q75WF0_ORYCU de Oryzias curvinotus, P79998_ORYLA de Oryzias
latipes, Q7Z2SZ5_ORYLA de Oryzias latipes, Q4SW38_TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q4RZ94 TETNG de
Tetraodon nigroviridis, Q4S6K5-TETNG de Tetraodon nigroviridis, Q90VY5_FUGRU de Fugu rubripes,
Q6INK9_XENLA de Xenopus laevis, Q5T8J7_HUMAN de Homo sapiens, GCYA2_HUMAN de Homo sapiens,
GCYB2_HUMAN de Homo sapiens, GCYB1_HUMAN de Homo sapiens, Q9N193_9PRIM de Goirilla gorilla,
Q5RAN8_PONPY de Pongo pygmaeus, Q9N192_PANTR de Pan troglodytes, Q9N194_MACMU de Macaca
mulatta, QON191 HYLLA de Hylobates lar, Q8BXH3_MOUSE de Mus musculus, GCYB1_MOUSE de Mus musculus,
Q3UTI4_MOUSE de Mus musculus, Q3UH83_MOUSE de Mus musculus, Q6XE41_MOUSE de Mus musculus,
Q80YP4_MOUSE de Mus musculus, Q80WX7_RAT de Rattus norvegicus, Q80WX8_RAT de Rattus norvegicus,
Q920Q1_RAT de Rattus norvegicus, Q54A43_RAT de Rattus norvegicus, Q80WYO_RAT de Rattus norvegicus,
Q80WY4_RAT de Rattus norvegicus, Q8CH85_RAT de Rattus norvegicus, Q80WY5_RAT de Rattus norvegicus,
GCYB1_RAT de Rattus norvegicus, Q8CH90_RAT de Rattus norvegicus, Q91XJ7_RAT de Rattus norvegicus,
Q80WX9_RAT de Rattus norvegicus, GCYB2_RAT de Rattus norvegicus, GCYA2_RAT de Rattus norvegicus,
Q4ZHR9_CANFA de Canis familiaris GCYB1_BOVIN, de Bos taurus, Q4ZHR7_PIG de Sus scrofa, Q59HN5_GRYBI
de Gryllus bintaculatus, O77106_MANSE de Manduca sexta, 076340_MANSE de Manduca sexta, QSUAFO0_APIME
de Apis mellifera, Q5FANO_APIME de Apis mellifera, Q6L5L6_APIME de Apis mellifera, PEST Q7PYK9_ANOGA de
Anopheles gambiae str, PEST Q7Q9W6_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7QF31_ANOGA de Anopheles
gambiae str, PEST Q7PS01_ANOGA de Anopheles gambiae str, PEST Q7PFY2_ANOGA de Anopheles gambiae
str, Q7KQ93_ANOGA de Anopheles gambiae, Q24086_DROME de Drosophila melanogaster, GCYH_DROME de
Drosophila melanogaster, GCYBE_DROME de Drosophila melanogaster, GCYDA_DROME de Drosophila
melanogaster, GCYDB_DROME de Drosophila melanogaster, Q9VA09_DROME de Drosophila melanogaster,
Q29CE1_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q296C8_DROPS
de Drosophila pseudoobscura, Q29BU7_DROPS de Drosophila pseudoobscura, Q7YWK7_APLCA de Aplysia
californica, Q95NK5_HEMPU de Hemicentrotus pulcherrimus, Q5ILC2_CHLRE de Chlamydomonas reinhardtii,
Q8YUQ7_ANASP de Anabaena sp, BBFL7 Q26GR8_9BACT de Flavobacteria bacterium, ATCC 700755
Q1VQE5_9FLAO de Psychroflexus torquis, HTCC2207 Q1YPJ5_9GAMM de proteobacteria gamma marina,
HTCC2207 Q1YTK4_9GAMM de proteobacteria gamma marina, Q9A451_CAUCR de Caulobacter crescentus, JF-5
Q2DG60_ACICY de Acidiphilium cryptum, Q3JOU9_RHOS4 de Rhodobacter sphaeroides, Q5LPV1_SILPO de
Silicibacter pomeroyi, PD1222 de Paracoccus denitrificans, Q3PC67_PARDE, TM1040 Q3QNY2_9RHOB de
Silicibacter sp, Q28ML8_JANSC de Jannaschia sp, MC-1 Q3XT27_9PROT de Magnetococcus sp, Q5SWXPO_LEGPL
de Legionella pneumophila, Q5WTZ5_LEGPL de Legionella pneumophila, Q5X268_LEGPA de Legionella
pneumophila, Q5X2R2_LEGPA de Legionella pneumophila, Q5ZWM9_LEGPH de Legionella pneumophila subsp
pneumophila, Q5ZSQ8_LEGPH de Legionella pneumophila subsp pneumophila, Q47Y43_COLP3 de Colwellia
psychrerythraea, T6c Q3CSZ5_ALTAT de Pseudoalteromonas atlantica, Q8EF49_SHEON de Shewanella
oneidensis, Q21E20_SACD2 de Succharofagus degradans, Q21ER7_SACD2 de Saccharofagus degradans, S14
Q1ZWE5_9VIBR de Vibrio angustum, Q8DAE2_VIBVU de Vibrio vulnificus, 12G01 Q1VCP6_VIBAL de Vibrio
alginolyticus, DAT722 Q2FA22_9VIBR de Vibrio sp, Q87NJ1_VIBPA de Vibrio parahaemolyticus, Q5E1F5_VIBF1 de
Vibrio fischeri, Q7MJS8_VIBVY de Vibrio wulnificus, SKA34 Q2C6Z5_9GAMM de Photobacterium sp,
Q2SFY7_HAHCH de Hahella chejuensis, MED92 Q2BKVO_9GAMM de Oceanospirillum sp, RED65
Q1N035_9GAMM de Oceanobacter sp, Q310U7_DESDG de Desulfovibrio desulfuricans, H 168 Q2AIW5_9FIRM de
Halothermothrix orenii, Q8RBX6_THETN de Thermoanaerobacter tengcongensis, DSM 8903 Q2ZH17_CALSA de
Caldicellulosiruptor saccharolyticus, Q97E73_CLOAB de Clostridium acefobutylicum, QYMF Q3C763_9CLOT de
Alkaliphilus metalliredigenes, Q899J9_CLOTE de Clostridium tetani y NCIMB 8052 Q2WVNO_CLOBE de Clostridium
beijerincki. Se predice que estas secuencias codifican proteinas H-NOX basadas en la identificacion de estas
proteinas como que pertenecen a la familia de proteinas H-NOX usando la base de datos Pfam como se describe en
el presente documento.

Proteinas y acidos nucleicos H-NOX adicionales, que pueden ser adecuados para su uso en las composiciones
farmacéuticas y métodos descritos en el presente documento, pueden identificarse usando métodos convencionales.
Por ejemplo, pueden usarse programas de alineamiento de secuencias y/o prediccién de estructuras convencionales
para identificar proteinas y acidos nucleicos H-NOX adicionales basandose en la similitud de su estructura de
proteina primaria y/o secundaria predicha con la de proteinas y acidos nucleicos H-NOX conocidos. Por ejemplo, la
base de datos Pfam usa algoritmos de alineamiento definidos y modelos de Hidden Markov (tal como Pfam 21.0)
para clasificar proteinas en familias tales como la familia de proteinas H-NOX (Pfam - A database of protein domain
family alignments and Hidden Markov Models, Copyright (C) 1996-2006 The Pfam Consortium; GNU LGPL Free
Software Foundation, Inc., 59 Temple Place - Suite 330, Boston, MA 02111-1307, EE.UU.). También pueden usarse
bases de datos convencionales tales como la base de datos swissprot-trembl (malla mundial en “expasy.org”, Swiss
Institute of Bioinformatics Swiss-Prot group CMU - 1 rue Michel Servet CH-1211 Geneva 4, Suiza) para identificar
miembros de la familia de proteinas H-NOX. La estructura secundaria y/o terciaria de una proteina H-NOX puede
predecirse usando los parametros por defecto de programas de prediccion de estructuras convencionales tales
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como PredictProtein (630 West, 168 Street, BB217, Nueva York, N.Y. 10032, EE.UU.). Alternativamente, la
estructura secundaria y/o terciaria real de una proteina H-NOX puede determinarse usando métodos
convencionales.

En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene el mismo aminoacido en la posicion correspondiente que
cualquiera de los siguientes restos del bolsillo distal en H-NOX de T. ftengcongensis: Thr4, lle5, Thr8, Trp9, Trp67,
Asn74, lle75, Phe78, Phe82, Tyr140, Leu144, o cualquier combinacién de dos o mas de los anteriores. En algunas
realizaciones, la proteina H-NOX tiene una prolina 0 una arginina en una posiciéon correspondiente a la de Pro115 o
Arg135 de H-NOX de T. tengcongensis, respectivamente, basandose en el alineamiento de secuencias de sus
secuencias de aminoacidos. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene una histidina que se corresponde
con His105 de B1 H-NOX de R. norvegicus. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene o se predice que
tiene una estructura secundaria que incluye seis hélices alfa, seguidas de dos cadenas beta, seguidas de una hélice
alfa, seguida de dos cadenas beta. Esta estructura secundaria se ha informado para proteinas H-NOX.

Si se desea, una proteina H-NOX recientemente identificada puede probarse para determinar si se une a hemo
usando métodos convencionales. La capacidad de una proteina H-NOX para actuar de transportador de Oz puede
probarse determinando si la proteina H-NOX se une a Oz usando métodos convencionales tales como aquellos
descritos en el presente documento. Si se desea, una o mas de las mutaciones descritas en el presente documento
pueden introducirse en la proteina H-NOX para optimizar sus caracteristicas como transportador de O2. Por ejemplo,
una o mas mutaciones pueden introducirse para alterar su constante de disociacion del Oz, kdis para oxigeno,
velocidad de auto-oxidacién del hemo, reactividad del NO, estabilidad del NO o cualquier combinacion de dos o mas
de las anteriores. Pueden usarse técnicas convencionales tales como aquellas descritas en el presente documento
para medir estos parametros.

Como se ha tratado en el presente documento, las proteinas H-NOX mutantes (por ejemplo, mutantes de clase | y
clase Il tratados mas adelante) pueden derivarse por mutagénesis de estas u otras secuencias de fuentes naturales
(por ejemplo, las secuencias enumeradas en la FIG. 2-4D o 8A-8DD o cualquier otra secuencia descrita en el
presente documento). Como se usa en el presente documento, “derivado de” se refiere a la fuente de la proteina en
la que una o mas mutaciones se introducen. Por ejemplo, una proteina que se “deriva de una proteina de mamifero”
se refiere a proteina de interés que resulta de introducir una o mas mutaciones en la secuencia de una proteina de
mamifero natural (es decir, una secuencia que se produce en la naturaleza).

Proteinas H-NOX mutantes

Como se ha tratado adicionalmente en el presente documento, una proteina H-NOX puede contener una o mas
mutaciones, tales como una mutacion que altera la constante de disociacién del Oz, la kdis para el oxigeno, la
velocidad de auto-oxidacion del hemo, la reactividad del NO, la estabilidad del NO, o cualquier combinacion de dos o
mas de las anteriores en comparacién con las de la proteina natural correspondiente. Pueden generarse paneles de
proteinas H-NOX manipuladas por mutagénesis al azar seguido de cribado empirico para constantes de disociacion
requeridas o deseadas, velocidades de disociacion, reactividad del NO, estabilidad, fisio-compatibilidad, o cualquier
combinacién de dos o mas de las anteriores en vista de la ensefianza proporcionada en el presente documento
usando técnicas como se describen en el presente documento y, adicionalmente, como son conocidas por el
experto. Alternativamente, la mutagénesis puede elegirse selectivamente como diana para regiones o restos
particulares tales como restos de bolsillo distales evidentes de la estructura tridimensional experimentalmente
determinada o predicha de una proteina H-NOX (FIG. 1A en el presente documento; y véase, por ejemplo, Boon, E.
M. et al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chemical Biology 1:53-
59, particularmente con respecto a las secuencias de proteinas H-NOX naturales y mutantes) o restos
evolutivamente conservados identificados a partir de alineamientos de secuencias (FIGS. 2-4 en el presente
documento; y véase, por ejemplo, Boon E.M. et al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate
Cyclase”, Nature Chemical Biology 1:53-59, particularmente con respecto a las secuencias de proteinas H-NOX
naturales y mutantes).

Como se usa en el presente documento, una “proteina mutante” significa una proteina con una o mas mutaciones en
comparacién con una proteina que se produce en la naturaleza. En una realizacion, la proteina mutante tiene una
secuencia que se diferencia de la de todas las proteinas que se producen en la naturaleza. En diversas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la proteina mutante es al menos aproximadamente cualquiera del 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 97, 98, 99 o el 99,5 % idéntica a la de la regiéon correspondiente de una
proteina que se produce en la naturaleza. En algunas realizaciones, la proteina mutante es un fragmento de proteina
que contiene al menos aproximadamente cualquiera de 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 o 400 aminoacidos contiguos
de una proteina de longitud completa. La identidad de secuencias puede medirse, por ejemplo, usando software de
analisis de secuencias con dichos parametros por defecto especificados (por ejemplo, Sequence Analysis Software
Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue,
Madison, WI 53705). Este programa de software iguala secuencias similares asignando grados de homologia a
diversas sustituciones, deleciones y otras modificaciones de aminoacidos.
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Como se usa en el presente documento, una “mutacion” significa una alteracion en una secuencia de acidos
nucleicos o de aminoacidos de referencia que se produce en la naturaleza. Mutaciones de acidos nucleicos a modo
de ejemplo incluyen una insercién, delecién, mutacion por desplazamiento del marco, mutacién silenciosa, mutacién
terminadora o mutacién de aminoacido. En algunas realizaciones, la mutaciéon de acido nucleico no es una mutacion
silenciosa. Mutaciones de proteinas a modo de ejemplo incluyen la insercion de uno o mas aminoacidos (por
ejemplo, la insercién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos), la delecién de uno o mas aminoacidos (por ejemplo,
una delecion del extremo N, extremo C y/o restos internos tales como la delecion de al menos aproximadamente
cualquiera de 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 o mas aminoacidos o una delecién de aproximadamente
cualquiera de 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 o 400 aminoacidos), la sustitucion de uno o mas aminoacidos
(por ejemplo, la sustitucion de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 aminoacidos), o combinaciones de dos o mas de lo anterior.
Un truncamiento funcional a modo de ejemplo de una proteina H-NOX incluye los restos 1-385 de la secuencia de
B1. En algunas realizaciones, una proteina mutante tiene al menos una alteracion de aminoacidos en comparacion
con una proteina que se produce en la naturaleza. En algunas realizaciones, una secuencia de acidos nucleicos
mutante codifica una proteina que tiene al menos una alteracién de aminoacidos en comparacion con una proteina
que se produce en la naturaleza. En algunas realizaciones, el acido nucleico no es una version degenerada de un
acido nucleico que se produce en la naturaleza que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos
idéntica a una proteina que se produce en la naturaleza. La nomenclatura usada con referencia a una mutacion de
aminoacido particular identifica primero el aminoacido natural, seguido del numero de resto y finalmente el
aminoacido sustituto. Por ejemplo, Y140L significa que la tirosina ha sido sustituida con una leucina en el resto
namero 140.

Una “mutacién evolutivamente conservada” es la sustitucion de un aminoacido en una proteina con un aminoacido
en la posicién correspondiente de otra proteina en la misma familia de proteinas. Mutaciones evolutivamente
conservadas a modo de ejemplo (también indicadas mutaciones de clase |) se enumeran en la Tabla 1A. En la Tabla
1A, las mutaciones se numeran/anotan segun la secuencia de 31 H-NOX humana, pero son analogas para todas las
secuencias de H-NOX. Por tanto, la posiciéon correspondiente en cualquier otra proteina H-NOX puede mutarse al
resto indicado. Por ejemplo, Phe4 de 1 H-NOX humana puede mutarse a una tirosina ya que otras proteinas H-
NOX tienen una tirosina en esta posicion. El resto de fenilalanina correspondiente puede mutarse a una tirosina en
cualquier otra proteina H-NOX. En realizaciones particulares, la una o0 mas mutaciones estan confinadas en restos
evolutivamente conservados. En algunas realizaciones, la una o mas mutaciones pueden incluir al menos una
mutacion evolutivamente conservada y al menos una mutacién no evolutivamente conservada. Si se desea, estas
proteinas H-NOX mutantes se someten a cribado empirico para constantes de disociacion de NO/Oz2, reactividad del
NO, estabilidad y fisio-compatibilidad en vista de la ensefianza proporcionada en el presente documento.

Tabla 1A. Mutaciones de H-NOX de clase | a modo de ejemplo que eligen como diana restos evolutivamente

conservados
F4Y Q30G 1145Y
F4L E33P 1145H
H7G N61G K151E
A8E C78H 1157F
LOW A109F E183F

En algunas realizaciones, la mutacién es una mutacioén del bolsillo distal tal como mutacién de un resto en la hélice
alfa A, D, E o G (Pellicena, P. et al. (31 de agosto de 2004). “Crystal Structure of An Oxygen-Binding Heme Domain
Related to Soluble Guanylate Cyclases”, Proc Natl. Acad Sci USA 101(35):12854-12859). Mutaciones del bolsillo
distal a modo de ejemplo (también indicadas mutaciones de clase Il) se enumeran en la Tabla 1B. En la Tabla 1B,
las mutaciones se numeran/anotan segun la secuencia de 1 H-NOX humana, pero son analogas para todas las
secuencias de H-NOX. Debido a que varias sustituciones proporcionan mutaciones viables en cada resto citado, el
resto en cada posicion indicada puede cambiarse a cualquier otro aminoacido que se produzca naturalmente o que
no se produzca naturalmente (indicado “X”). Tales mutaciones pueden producir proteinas H-NOX con varias
caracteristicas de afinidad, estabilidad y reactividad deseadas.

Tabla 1B. Mutaciones de H-NOX de clase Il a modo de ejemplo que eligen como diana restos del bolsillo
distal
V8X M73X 1145X
L9X F77X 1149X
F70X C78X

En realizaciones particulares, la mutacion es una mutacion del bolsillo distal de hemo. Como se describe en el
presente documento, un determinante molecular crucial que previene la unién de O2 en miembros de unién de NO
de la familia H-NOX es la falta de un donante de enlace de H en el bolsillo distal del hemo. Por consiguiente, en
algunas realizaciones, la mutacion altera el enlace de H entre el dominio de H-NOX y el ligando dentro del bolsillo
distal. En algunas realizaciones, la mutaciéon interrumpe un donante de enlace de H del bolsillo distal y/o confiere
unién al ligando de Oz reducida con respecto al dominio de H-NOX natural correspondiente. Restos del bolsillo distal
a modo de ejemplo incluyen hr4, lle5, Thr8, Trp9, Trp67, Asn74, lle75, Phe78, Phe82, Tyr140 y Leu144 de H-NOX
de T. tengcongensis y los restos correspondientes en cualquier otra proteina H-NOX.
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Los restos que no estan en el bolsillo distal también pueden afectar la estructura tridimensional del grupo hemo; esta
estructura afecta a su vez la unién de Oz y NO al hierro en el grupo hemo. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, la proteina H-NOX tiene una o mas mutaciones fuera del bolsillo distal. Ejemplos de restos que
pueden mutarse, pero que no estan en el bolsillo distal, incluyen Pro115 y Arg135 de H-NOX de T. tengcongensis.
En algunas realizaciones, la mutacion esta en el bolsillo proximal que incluye His105 como resto que se liga con el
hierro del hemo.

En algunas realizaciones, cuando dos o mas mutaciones estan presentes; al menos una mutacion esta en el bolsillo
distal y al menos una mutacion esta fuera del bolsillo distal (por ejemplo, una mutacion en el bolsillo proximal). En
algunas realizaciones, todas las mutaciones estan en el bolsillo distal.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la proteina H-NOX no es idéntica a la secuencia de una
proteina que se produce por un organismo en la naturaleza. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos
de la proteina H-NOX no es idéntica a una secuencia encontrada en cualquier base de datos el 21 de mayo de 2006
0 22 de mayo de 2006 (tal como todas las secuencias conocidas predichas o conocidas por ser una secuencia de
acidos nucleicos o de aminoacidos de H-NOX). En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la
proteina H-NOX no es idéntica a una secuencia encontrada en ninguna base de datos el 21 de mayo de 2007 o 22
de mayo de 2007 (tal como todas las secuencias conocidas predichas o conocidas por ser una secuencia de acidos
nucleicos o de aminoacidos de H-NOX).

Para reducir la inmunogenicidad de proteinas H-NOX derivadas de fuentes distintas de seres humanos, los
aminoacidos en una proteina H-NOX pueden mutarse a los aminoacidos correspondientes en una H-NOX humana.
Por ejemplo, uno 0 mas aminoacidos sobre la superficie de la estructura terciaria de una proteina H-NOX no humana
pueden mutarse al aminoacido correspondiente en una proteina H-NOX humana. En algunas variaciones, la
mutacion de uno o mas aminoacidos de superficie puede combinarse con la mutacién de dos o mas restos del
bolsillo distal, mutacién de uno o mas restos fuera del bolsillo distal (por ejemplo, una mutaciéon en el bolsillo
proximal), o combinaciones de dos o mas de lo anterior.

Mutaciones a modo de ejemplo se muestran en la Tabla 2. Ademas, cualquiera de los restos enumerados en la
Tabla 2 puede mutarse a cualquier otro aminoacido. Puede realizarse cualquier combinacién de mutacién descrita
en el presente documento, tal como mutaciones dobles, triples o multiples superiores. Por ejemplo, combinaciones
de cualquiera de las mutaciones descritas en el presente documento pueden hacerse en la misma proteina H-NOX.
Obsérvese que mutaciones en posiciones equivalentes en otras proteinas H-NOX de mamifero o de no mamifero
también estan englobadas por la presente invencion. Si se desea también pueden mutarse restos distintos de los
mencionados en la Tabla 2. Las proteinas H-NOX mutantes a modo de ejemplo comprenden una o mas mutaciones
que imparten uniéon a ligando de Oz o NO alterada con respecto al dominio de H-NOX natural correspondiente y son
operativas como transportador de gas Oz en sangre de mamifero fisiol6gicamente compatible.

En la Tabla 2 y todas las tablas posteriores, el nimero de resto para una mutacion indica la posicién en la secuencia
de la proteina H-NOX particular que se describe. Por ejemplo, I5A de T. tengcongensis se refiere a la sustitucion de
isoleucina por alanina en la quinta posicién en H-NOX de T. tengcongensis. La misma isoleucina para la mutacion de
alanina puede hacerse en el resto correspondiente en cualquier otra proteina H-NOX (este resto puede o puede no
ser el quinto resto en la secuencia de otras proteinas H-NOX). Como las secuencias de aminoacidos de dominios de
1 H-NOX de mamifero se diferencian como maximo en dos aminoacidos, también se espera que las mutaciones
que producen proteinas H-NOX mutantes deseables cuando se introducen en proteinas 1 H-NOX de rata naturales
produzcan proteinas H-NOX mutantes deseables cuando se introducen en proteinas 1 H-NOX naturales de otros
mamiferos, tales como seres humanos.

Tabla 2. Mutantes de H-NOX a modo de ejemplo de T. tengcongensis (Tt), L. pneumophila (Lp), D.
desulfuricans (Dd), V. cholera (Vc), N. punctiforme (Np), C. botulinum (Cb), C. acetobutylicum (Ca), rata, ser
humano, C. elegans (Ce).

Otras

Tt Lp Dd bacterias Rata Ser humano Gusano
L2 H- Dd H- Ce GCY-
Tt H-NOX NOX Nogg)zs- Ve H-NOX B1(1-385) B1(1-385) 35(1-252)
) : ) B1(1-385) 31(1-385)
Tt H-NOX His6 L2 F142Y Dd Y139L Np H-NOX 1145Y 1145Y
Cb H-
L2 FOW- ) B1(1-385) 31(1-385)
TEISA F142Y N?;(S“ 1145H 1145H
)
Cb H-
L1H- i B1(1-385) 31(1-385)
THisL NOX N%é(; c78Y c78Y
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Ca H-

Tt15L- P115A L1 F142Y NOX(1- B1(1-194) B1(1-194)
197)
Ca H-

Tt WOF NOX(1- B1 H105F 1 H105F
183)

Tt WOF-Y140L B1 H105G B1 H105G
B1(1-194) B1(1-194)
1145Y 1145Y

81(1-194) B1(1-194)

LOW-
LOW-1145Y 1145Y

Tt WOF- Y140H

Tt WOF- N74A

Tt WOY B2(1-217) B2(1-217)

B2(1-217) B2(1-217)
1142Y 1142Y

Tt WON

Tt WOH
Tt N74E
Tt N74A
Tt N74H
Tt N74A-
Y140H
Tt I75F
His6
Tt F78Y-
Y140L
TtF78Y-
Y140F
Tt P115A
Tt R135Q
His6
Tt Y140F
Tt Y140L
Tt Y140H
Tt Y140A
Tt L144F
His6

Modificaciones a proteinas H-NOX

Cualquiera de las proteinas H-NOX naturales o mutantes puede modificarse y/o formularse usando métodos
convencionales para potenciar aplicaciones terapéuticas o industriales. Por ejemplo, y particularmente como se
aplica a proteinas H-NOX manipuladas heterélogas, en la técnica se conoce varios métodos para aislar tales
agentes de supervision inmune que incluyen reticulaciéon, PEGilacion, decoloracion de hidratos de carbono, etc. (por
ejemplo, Rohlfs, R. J. ef al. (15 de mayo de 1998). “Arterial Blood Pressure Responses to Cell-Free Hemoglobin
Solutions And The Reaction With Nitric Oxide”, J. Biol. Chem. 273(20):12128-12134; Migita, R. et al. (junio de 1997).
“Blood Volume And Cardiac Index in Rats After Exchange Transfusion With Hemoglobin-Based Oxygen Carriers”, J.
Appl. Physiol. 82(6):1995-2002; Vandegriff, K. D. et al. (15 de agosto de 2004). “Kinetics of NO and O2 Binding to a
Maleimide Poly(ethylene glycol)-Conjugated Human Haemoglobin”, Biochem J. 382(Pt 1):183-189, particularmente
con respecto a la modificacion de proteinas), ademas de otras técnicas conocidas para el experto. Fusionando una
proteina H-NOX con una proteina humana tal como albimina de suero humano puede aumentarse la semivida en
suero, viscosidad y presién oncotica coloidal. En algunas realizaciones, una proteina H-NOX se modifica durante o
después de su sintesis para reducir su inmunogenicidad y/o para aumentar su tiempo de retencién en plasma. Las
proteinas H-NOX también pueden encapsularse (tal como encapsulaciéon dentro de liposomas o nanoparticulas).

Caracteristicas de proteinas H-NOX naturales y mutantes
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Como se describe en el presente documento, se ha generado un gran numero de diversas proteinas mutantes H-
NOX que proporcionan intervalos de constantes de disociacién del NO y Oz, kdis de Oz, reactividad y estabilidad del
NO. Para proporcionar transportadores de gas en sangre operativos, las proteinas H-NOX pueden usarse para
sustituir o complementar funcionalmente transportadores de Oz endégenos tales como hemoglobina. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, una proteina H-NOX tiene una velocidad de asociacion del Oz, velocidad de
disociacién del O2, constante de disociacion para la unién de Oz, estabilidad del NO, reactividad del NO, velocidad
de auto-oxidacién, tiempo de retencion en plasma, o cualquier combinacién de dos o mas de las anteriores, similar o
mejorada en comparacion con un transportador de Oz enddgeno, tal como hemoglobina.

Como se usa en el presente documento, “hemoglobina” significa una proteina o un mutante de la misma de la familia
bien caracterizada de hemoglobinas, que son metaloproteinas de transporte de Oz que contienen hierro en glébulos
rojos. La hemoglobina humana libre de estromas purificada tiene una Kb cinética para Oz de aproximadamente 200-
500 nM. Este valor es dependiente de la subunidad.

Como se usa en el presente documento, una “kdis” significa una velocidad de disociacion, tal como la velocidad de
liberacion de O2 o NO de una proteina. Una menor kdis numérica indica una velocidad mas lenta de disociaciéon. En
diversas realizaciones, la kds para Oz para una proteina H-NOX esta entre aproximadamente 0,01 y
aproximadamente 200 s a 20 °C, tal como aproximadamente 0,1 y aproximadamente 200 s™', aproximadamente 0,1
y 100 s, aproximadamente 1,0 y aproximadamente 16,0 s™', aproximadamente 1,35 y aproximadamente 23,4 s,
aproximadamente 1,34 y aproximadamente 18 s, aproximadamente 1,35 y aproximadamente 14,5 s,
aproximadamente 0,21 y aproximadamente 23,4 s, aproximadamente 1,35 y aproximadamente 2,9 s,
aproximadamente 2 y aproximadamente 3 s, aproximadamente 5 y aproximadamente 15 s*', o aproximadamente
0,1 y aproximadamente 1 s'. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene una kqis para el oxigeno que es
inferior a o igual a aproximadamente 0,65 s' a 20 °C (tal como entre aproximadamente 0,21 s™' y aproximadamente
0,65 s a 20 °C).

Por una “kas” se indica una velocidad de asociacion, tal como la velocidad de unién de O2 o NO a una proteina. Una
menor kas numeérica indica una velocidad mas lenta de asociacion. En diversas realizaciones, la kas para Oz para una
proteina H-NOX esta entre aproximadamente 0,14 y aproximadamente 60 uM's' a 20°C, tal como
aproximadamente 6 y aproximadamente 60 uM-'s™, aproximadamente 6 y 12 uM's™, aproximadamente 15 y
aproximadamente 60 pM''s™, aproximadamente 5 y aproximadamente 18 uM s, o aproximadamente 6 y
aproximadamente 15 uM-'s".

Por “constante de disociacion” se indica una “constante de disociaciéon cinética” o una “constante de disociacion
calculada”. Una “constante de disociacién cinética” o “Kp” significa una relacién de velocidad de disociacion cinética
(kdis) con respecto a velocidad de asociacion cinética (kas), tal como un valor de Ko determinado como un valor
absoluto usando métodos convencionales (por ejemplo, métodos espectroscépicos convencionales, de flujo
interrumpido o fotdlisis de destello) que incluyen métodos conocidos para el experto y/o descritos en el presente
documento. “Constante de disociacion calculada” o “Kp calculada” se refiere a una aproximacion de la constante de
disociacioén cinética basandose en una tqis medida. Un valor para la kas se deriva mediante la correlaciéon entre Kp y
kdis cinética como se describe en el presente documento.

En diversas realizaciones, la Kp cinética o calculada para la unién de Oz por una proteina H-NOX esta entre
aproximadamente 1 nM y 1 mM, tal como aproximadamente 2 nM y aproximadamente 2 uM, aproximadamente 2uM
y aproximadamente 1 mM, aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1 pM, aproximadamente 9 uM y
aproximadamente 50 uyM, aproximadamente 100 pM y aproximadamente 1 mM, aproximadamente 50 nM y
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 2 nM y aproximadamente 50 pM, aproximadamente 100 nM y
aproximadamente 1,9 uM, aproximadamente 150 nM y aproximadamente 1 yM, o aproximadamente 100 nM y
aproximadamente 255 nM, aproximadamente 20 nM y aproximadamente 2 uM, 20 nM y aproximadamente 75 nM,
aproximadamente 1 uM y aproximadamente 2 pM, aproximadamente 2 uM y aproximadamente 10 pM,
aproximadamente 2 pM y aproximadamente 9 yM, o aproximadamente 100 nM y 500 nM a 20 °C. En algunas
realizaciones, la Kp cinética o calculada para la unién de O: es inferior a aproximadamente cualquiera de 100 nM, 80
nM, 50 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM o 10 nM a 20 °C.

En diversas realizaciones, la Kb cinética o calculada para la unién de Oz por una proteina H-NOX esta dentro de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 veces la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones (tal como a
20 °C), tal como entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 veces o entre aproximadamente 0,5 y
aproximadamente 2 veces la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones (tal como a 20 °C). En diversas
realizaciones, la Kp cinética o calculada para la union de NO por una proteina H-NOX esta dentro de
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 100 veces la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones (tal como a
20 °C), tal como entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 veces o entre aproximadamente 0,5 y
aproximadamente 2 veces la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones (tal como a 20 °C).

Como se usa en el presente documento, “afinidad del oxigeno” es un término cualitativo que se refiere a la
intensidad de la unién del oxigeno la fraccion hemo de una proteina. Esta afinidad esta afectada por tanto la kadis
como la kas para el oxigeno. Un valor de Ko del oxigeno numéricamente menor significa una mayor afinidad.
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“Afinidad de NO” es un término cualitativo que se refiere a la intensidad de la unién del NO a una proteina (tal como
unién a un grupo hemo o a un oxigeno unido a un grupo hemo asociado a una proteina). Esta afinidad esta afectada
por tanto la kdis como la kas para el NO. Un valor de Kp del NO numéricamente menor significa una mayor afinidad.

Como se usa en el presente documento, “estabilidad del NO” se refiere a la estabilidad o resistencia de una proteina
a la oxidacién por NO en presencia de oxigeno. Por ejemplo, la capacidad de la proteina para no oxidarse cuando se
une a NO en presencia de oxigeno es indicativa de la estabilidad del NO de la proteina. En algunas realizaciones,
menos de aproximadamente cualquiera del 50, 40, 30, 10 o el 5 % de una proteina H-NOX se oxida después de
incubacién durante aproximadamente cualquiera de 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15 0 20 horas a 20 °C.

Como se usa en el presente documento, “reactividad del NO” se refiere a la velocidad a la que el hierro en el hemo
de una proteina de unién a hemo se oxida por NO en presencia de oxigeno a una concentracién de proteina 2 yM.
Un menor valor numérico para la reactividad del NO en unidades de s™ indica una menor reactividad del NO. En
diversas realizaciones, la reactividad del NO de una proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s a 20 °C,
tal como inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 400 s™', 300 s, 200 s, 100 s*, 75 s, 50 s, 25 51, 20 5!, 10
s1, 508" 35" 25" 18s' 155" 125", 10s", 0,8s", 0,7s"00,6s"a20°C. En diversas realizaciones, la
reactividad del NO de una proteina H-NOX esta entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 600 s™ a 20 °C, tal
como entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 400 s™', aproximadamente 0,5 y aproximadamente 100 s™,
aproximadamente 0,5 y aproximadamente 50 s, aproximadamente 0,5 y aproximadamente 10 s,
aproximadamente 1 y aproximadamente 5 s, o aproximadamente 0,5 y aproximadamente 2,1 s a 20°C. En
diversas realizaciones, la reactividad de una proteina H-NOX es al menos aproximadamente 10, 100, 1.000 o 10.000
veces inferior a la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones, tal como a 20 °C.

Como se usa en el presente documento, una “velocidad de auto-oxidacion” se refiere a la velocidad a la que el hierro
en el hemo de una proteina de uniéon a hemo se auto-oxida. Una menor velocidad de auto-oxidacion numérica en
unidades de s indica una menor velocidad de auto-oxidacion. En diversas realizaciones, la velocidad de auto-
oxidacion del hemo de una proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 1,0 h™' a 37 °C, tal como inferior a
aproximadamente cualquiera de 0,9 h™', 0,8 h™', 0,7 h", 0,6 h"", 0,5 h", 0,4 h", 0,3 h", 0,2 h"!, 0,1 h"" 0 0,05 h" a
37 °C. En diversas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de una proteina H-NOX esta entre
aproximadamente 0,006 y aproximadamente 5,0 h-" a 37 °C, tal como aproximadamente 0,006 y aproximadamente
1,0 h'', 0,006 y aproximadamente 0,9 h™', o0 aproximadamente 0,06 y aproximadamente 0,5 h' a 37 °C.

En diversas realizaciones, una proteina H-NOX mutante tiene (a) una constante de disociacién del O2 o NO,
velocidad de asociacién (kas para O2 o NO) o velocidad de disociacion (kdis para O2 o NO) dentro de 2 6rdenes de
magnitud de la de la hemoglobina, (b) tiene una afinidad del NO mas débil (por ejemplo, al menos aproximadamente
10 veces, 100 veces o 1000 veces mas débil) que la de sGC 31, respectivamente, (c) una reactividad del NO con O2
unido al menos 1000 veces inferior a hemoglobina, (d) un tiempo de retencién en plasma in vivo de al menos 2, 10,
100 o 1000 veces superior al de la hemoglobina, o (e) cualquier combinacién de dos o mas de las anteriores.

Transportadores de O2 adecuados a modo de ejemplo proporcionan constantes de disociacién dentro de dos
ordenes de magnitud de la de la hemoglobina, es decir, entre aproximadamente 0,01 y 100 veces, tal como entre
aproximadamente 0,1 y 10 veces, o entre aproximadamente 0,5 y 2 veces la de la hemoglobina. Puede usarse
varias técnicas establecidas para cuantificar constantes de disociacién, tales como las técnicas descritas en el
presente documento (Boon, E. M. et al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”,
Nature Chem. Biol. 1:53-59; Boon, E. M. et al. (octubre de 2005). “Ligand Discrimination in Soluble Guanylate
Cyclase and the H-NOX Family of Heme Sensor Proteins”, Curr. Opin. Chem. Biol. 9(5):441-446; Boon, E. M. et al.
(2005). “Ligand Specificity of H-NOX Domains: From sGC to Bacterial NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4):892-
902), Vandegriff, K. D. et al. (15 de agosto de 2004). “Kinetics of NO and O2 Binding to a Maleimide Poly/ethylene
glycol)-Conjugated Human Haemoglobin”, Biochem J. 382(Pt 1):183-189, particularmente con respecto a la medicién
de constantes de disociacion), ademas de aquellas conocidas para el experto. Transportadores de Oz a modo de
ejemplo proporcionan reactividad del NO baja o minimizada de la proteina H-NOX con Oz unido, tal como una
reactividad del NO inferior a la de la hemoglobina. En algunas realizaciones, la reactividad del NO es mucho menor,
tal como al menos aproximadamente 10, 100, 1.000 o 10.000 veces menor que la de la hemoglobina. Puede usarse
varias técnicas establecidas para cuantificar la reactividad del NO (Boon, E. M. et al. (2005). “Molecular Basis For
NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1:53-59; Boon, E. M. et al. (octubre de 2005).
“Ligand Discrimination in Soluble Guanylate Cyclase and the H-NOX Family of Heme Sensor Proteins”, Curr. Opin.
Chem. Biol. 9(5):441-446; Boon, E. M. et al. (2005). “Ligand Specificity of H-NOX Domains: From sGC to Bacterial
NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4):892-902), Vandegriff, K. D. et al. (15 de agosto de 2004). “Kinetics of NO and
02 Binding to a Maleimide Poly/ethylene glycol)-Conjugated Human Haemoglobin”, Biochem J. 382(Pt 1):183-189,
(particularmente con respecto a la medicién de la reactividad del NO), ademas de aquellas conocidas para el
experto. Debido a que la H-NOX de T. tengcongensis natural tiene una reactividad del NO tan baja, otras proteinas
H-NOX naturales y proteinas H-NOX mutantes pueden tener una reactividad del NO baja similar. Por ejemplo, H-
NOX Y140H de T. tengcongensis tiene una reactividad del NO similar a la de H-NOX de T. tengcongensis natural.

Ademas, transportadores de Oz adecuados proporcionan alta estabilidad o maximizada, particularmente estabilidad
in vivo. Puede usarse varias métricas de estabilidad, tal como estabilidad oxidativa (por ejemplo, estabilidad a la
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auto-oxidacién u oxidacion por NO), estabilidad a la temperatura y estabilidad in vivo. Puede usarse varias técnicas
establecidas para cuantificar la estabilidad, tal como las técnicas descritas en el presente documento (Boon, E. M. et
al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chem. Biol. 1:53-59; Boon, E.
M. et al. (octubre de 2005). “Ligand Discrimination in Soluble Guanylate Cyclase and the H-NOX Family of Heme
Sensor Proteins”, Curr. Opin. Chem. Biol. 9(5):441-446; Boon, E. M. ef al. (2005). “Ligand Specificity of H-NOX
Domains: From sGC to Bacterial NO Sensors”, J. Inorg. Biochem. 99(4):892-902), ademas de aquellas conocidas
para el experto. Para la estabilidad in vivo en plasma, sangre o tejido, métricas de estabilidad a modo de ejemplo
incluyen tiempo de retencion, velocidad de eliminacion y semivida. Se espera que las proteinas H-NOX de
organismos terméfilos sean estables a altas temperaturas. En diversas realizaciones, los tiempos de retencion en
plasma son al menos aproximadamente 2, 10, 100 o 1000 veces mayores que los de la hemoglobina (por ejemplo,
Bobofchak, K. M. et al. (agosto de 2003). “A Recombinant Polymeric Hemoglobin With Conformational, Functional,
And Physiological characteristics of an in vivo O2 transporter’”, Am. J. Physiol. Heart Circ-c. Physiol. 285(2):H549-
H561). Como sera apreciado por el experto, los sucedaneos de la sangre basados en hemoglobina estan limitados
por la rapida eliminacién de la hemoglobina sin células del plasma debido a la presencia de receptores para la
hemoglobina que eliminan la hemoglobina sin células del plasma. Como no hay receptores para proteinas H-NOX en
el plasma, se espera que las proteinas H-NOX naturales y mutantes tengan un tiempo de retencion en el plasma
mas largo que el de la hemoglobina. Si se desea, el tiempo de retencion en el plasma puede aumentarse PEGilando
o reticulando una proteina H-NOX o fusionando una proteina H-NOX con otra proteina usando métodos
convencionales (tales como aquellos descritos en el presente documento y aquellos conocidos para el experto).

En diversas realizaciones, la proteina H-NOX tiene una constante de disociaciéon del Oz entre aproximadamente
1 nM y aproximadamente 1 mM a 20 °C y una reactividad del NO de al menos aproximadamente 10 veces menor a
la de la hemoglobina en las misma condiciones, tales como a 20 °C. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX
tiene una constante de disociacion entre aproximadamente 1 nM a aproximadamente 1 mM a 20 °C y la reactividad
del NO es inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100
s',20s" 01,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene una constante de disociacion del Oz
dentro de 2 érdenes de magnitud de la de la hemoglobina y una reactividad del NO al menos aproximadamente 10
veces menor que la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones, tal como a 20 °C. En algunas realizaciones, la
proteina H-NOX tiene una kdis para el oxigeno entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 200 s a 20 °C y
una reactividad del NO al menos aproximadamente 10 veces menor que la de la hemoglobina bajo las mismas
condiciones, tal como a 20 °C. En algunas realizaciones, la proteina H-NOX tiene una kdis para el oxigeno que es
inferior a aproximadamente 0,65 s™' a 20 °C (tal como entre aproximadamente 0,21 s™' y aproximadamente 0,64 s a
20 °C) y una reactividad del NO al menos aproximadamente 10 veces menor que la de la hemoglobina bajo las
mismas condiciones, tal como a 20 °C. En realizaciones particulares, la constante de disociacion del Oz de la
proteina H-NOX esta entre aproximadamente 2 nM y aproximadamente 50 pM, aproximadamente 50 nM y
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 uM, aproximadamente 150 nM y
aproximadamente 1 pM, o aproximadamente 100 nM y aproximadamente 255 nM a 20°C. En diversas
realizaciones, la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 80 nM a
20 °C, tal como entre aproximadamente 20 nM y aproximadamente 75 nM a 20 °C. En algunas realizaciones, la
reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos aproximadamente 100 veces inferior o aproximadamente
1.000 veces inferior a la de la hemoglobina bajo las mismas condiciones, tal como a 20 °C. En algunas realizaciones,
la reactividad del NO de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C, tal como inferior a
aproximadamente 600 s™', 500 s, 400 s, 300 s*', 200 s, 100 s, 75 s, 50 s', 255", 20 s, 10 s!, 50 s, 3 s, 2
s',18s" 158", 12s',10s", 085", 0,7s"00,6s"a20°C. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de
la proteina H-NOX esta entre 0,01 y 200 s a 20 °C, tal como aproximadamente 0,1 y aproximadamente 200 s,
aproximadamente 0,1 y 100 s, aproximadamente 1,35 y aproximadamente 23,4 s, aproximadamente 1,34 y
aproximadamente 18 s, aproximadamente 1,35 y aproximadamente 14,5 s, aproximadamente 0,21 y
aproximadamente 23. 4 s, aproximadamente 2 y aproximadamente 3 s, aproximadamente 5 y aproximadamente
15 s, o aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1 s™'. En algunas realizaciones, la constante de disociacion del
02 de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 100 nM y aproximadamente 1,9 uM a 20 °C, y la kdis para el
oxigeno de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente 1,35 sy aproximadamente 14,5 s™' a 20 °C. En algunas
realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX es inferior a aproximadamente 1 h™' a
37 °C, tal como inferior a aproximadamente cualquiera de 0,9 h', 0,8 h™', 0,7 h", 0,6 h"',0,5h*, 0,4 h",0,3h", 0,2 h
"0 0,1 1 h'. En algunas realizaciones, la kqs para el oxigeno de la proteina H-NOX esta entre aproximadamente
1,35 s y aproximadamente 14,5 s a 20 °C, y la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX es
inferior a aproximadamente 1 h™' a 37 °C. En algunas realizaciones, la kdis para el oxigeno de la proteina H-NOX esta
entre aproximadamente 1,35 s y aproximadamente 14,5 s a 20 °C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX
es inferior a aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s™', 100 s, 20
s 01,8 s a 20 °C). En algunas realizaciones, la velocidad de auto-oxidacion del hemo de la proteina H-NOX es
inferior a aproximadamente 1 h' a 37°C, y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es inferior a
aproximadamente 700 s™' a 20 °C (por ejemplo, inferior a aproximadamente 600 s, 500 s, 100s™",20s"'01,8s" a
20 °C).

En algunas realizaciones, la viscosidad de la solucién de proteina H-NOX esta entre 1 y 4 centipoise (cP). En
algunas realizaciones, la presién oncoética coloidal de la solucion de proteina H-NOX esta entre 20 y 50 mm de Hg.
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La Tabla 3 enumera tamafios, afinidades del oxigeno, estabilidades de auto-oxidacion, velocidades de reactividad
del NO y modificaciones para proteinas H-NOX naturales y mutantes a modo de ejemplo. En la Tabla 3, el tamafio
del transportador se refiere al peso molecular de una proteina H-NOX modificada (por ejemplo, PEGilada) o sin

modificar.
Tabla 3: Realizaciones a modo de ejemplo para proteinas H-NOX

Tamario del Afinidad del . s - A Decoracion de
transportador oxigeno Estabilidad (auto-oxidacion) Reactividad del NO (s") la particula
>1 MD <1 nM 1 hora 0,01a0,1 Reticulacion
0,5kDa1MD 1nMa100nM | 1ha12h 0,1a1 PEGilacion
0,1kD a0,5kD 100nMa1uM | 12ha48h 1a10 Encapsulacién
0,01 kD a 0,1 kD 1uMa10uM | 48 h a2 semanas 10a 100

Datos a modo de ejemplo para mutantes particulares se informan en las Tablas 4-12. En la Tablas 4-12, 1y 2 se
refieren a proteinas derivadas de proteinas H-NOX de rata. Como las secuencias de aminoacidos de dominios de 31
H-NOX de mamifero se diferencian como mucho por dos aminoécidos, se esperan resultados similares para las
mutaciones correspondientes en otras proteinas 1 H-NOX de mamifero, tales como 31 humana. Como se muestra
en la Tabla 4, la introduccién de una o mas mutaciones en proteinas H-NOX naturales permite alterar la velocidad de
auto-oxidacion y velocidad de disociacion del O2. Si se desea, la velocidad de auto-oxidacién o velocidad de
disociacion del O2 puede alterarse adicionalmente combinando cualquiera de las mutaciones individuales o dobles
enumeradas en la Tabla 4 o introduciendo una o mas mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se
describe en el presente documento.

Tabla 4. Se enumeran estabilidad a la auto-oxidacién, propiedades de unién del O: (tales como velocidad de
disociacion del O2) y restos de enlace de H del bolsillo distal para proteinas H-NOX naturales y mutantes de
la clase Il

Proteina

‘ Estabilidad

Actividad de unién de O2®

‘ Restos del bolsillo distal

Tt H-NOX, una H-NOX procariota y un ligador de Oz fuerte

Tt H-NOX kox ~ 0° kdis = 1,22 Trp9, Phe78, Tyr140
Tt Y140F kox = 0,05 Kais= 15,79 Trp9, Phe78, Phe 140
Tt Y140L kox=0,19 kais=20.¢ Trp9, Phe78, Leu 140
Tt Y140H kox = 0,87 kais = 5,03 Trp9, Phe78, His140
Tt Y140A Estable® Complejo parcial®® Trp9, Phe78, Ala140
Tt WOF Kox ~0° kais= 1,84 Phe9, Phe78, Tyr140
Tt WOF-Y140L kox=0,12 No se forma complejo Phe9, Phe78, Leu140
Tt WOF-Y140H kox = 0,11 Kdis = 23,4 Phe9, Phe78, His140
Tt F78Y-Y140L Kox~ 0° kais = 0,83 Trp9, Tyr78, Leu140
Tt F78Y-Y140F Kox~ 0° Kais = 1,48 Trp9, Tyr78, Phe140

Proteinas H-NOX procariotas para las que la proteina natural no se une a Oz

L2 H-NOX Estable? No se forma complejo Phe9, Phe78, Phe142
L2 F142Y Establef Kdis = 3,68 Phe9, Phe78, Tyr142
L2 FOW-F142Y Establef Se une a 02® Trp9, Phe78, Tyr142
L1 H-NOX kox =10,31 No se forma complejo Leu9, Leu78, Phe142
L1 F142Y kox=1,8 Kais = 1,73¢ Leu9, Leu78, Tyr142
H-NOX eucariotas para las que la proteina natural no se une a Oz

B2(1-217) kox=10,18 No se forma complejo Leu9, Cys76, He142
B2(1-217) 1142Y g Leu9, Cys76, Tyr142
B1(1-194) kox=4,3 No se forma complejo Leu9, Cys78, lle145
B1(1-194) 1145Y kox=2,8 g Leu9, Cys78, Tyr145
B1(1-194) LOW-I145Y kox ~10 g Trp9, Cys78, Tyr145
31(1-385) Estable® No se encuentra complejo | Leu9, Cys78, lle145
B1(1-385) 1145Y kox=0,72 kdis = 2,69 Leu9, Cys78, Tyr145
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1(1-385) 1145H Leu9, Cys78, His145
1(1-385) C78Y Leu9, Tyr78, lle145
Otras H-NOX predichas que se unen a O2 como construccién natural

Dd H-NOX(728-899) kox = 0,98 kdis= 5,80 Phe9, Phe75, Tyr139
Dd Y139L Phe9, Phe75, Leu139
Cb H-NOX(1-175) Construccion no estable” g Trp9, Phe78, Tyr140
Cb H-NOX(1-186) Ligeramente mas estable’ g Trp9, Phe78, Tyr140
Ca H-NOX(1-197) Construccion no estable” g Trp9, Phe78, Tyr140
Ca H-NOX(1-183) Ligeramente mas estable’ g Trp9, Phe78, Tyr140
Ce GCY-35(1-252) Estable Se une a 0O2® Phe9, Thr78, Tyr144

aLa construccion es estable a la oxidacion (evaluada por la velocidad de auto-oxidacion, kox [h™'] a 37 °C) y/o
pérdida de hemo. °La actividad de union de O2 se evalud por la velocidad de disociacion del Oz del hemo a 20 °C
(s™). °Después de 24 horas a 37 °C, todavia no hay indicacion de auto-oxidacion. 9Solo una pequefia porcion de
la proteina forma un complejo con O, la velocidad informada representa la cinética para esta poblacion. °La
proteina se une a O, pero la kds no se determin6. fAunque relativamente estable, esta proteina precipitd a
medida que se oxidd, dificultando medir la kox. 9No aplicable debido a la inestabilidad o rapida oxidacion.
h“Construccion no estable” significa que la proteina se oxida inmediatamente en las condiciones probadas.
“Ligeramente mas estable” significa que la proteina se oxida durante un periodo de minutos a horas, pero no
sigue siendo estable mas alld de 24 horas en las condiciones probadas.

La Tabla 5 ilustra la alteracién de la velocidad de asociacion del Oz (kas), velocidad de disociacion del Oz (kais),
constante de disociacion del O2 (Kb) y velocidad de auto-oxidacion (kox) en proteinas H-NOX por la introducciéon de
una o mas mutaciones. En algunas realizaciones, cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas
en la Tabla 5 se combinan con otra mutacién (tal como otra mutacién en la Tabla 5 o cualquier otra mutacién
descrita en el presente documento) para alterar adicionalmente la velocidad de asociacion del Oz, velocidad de
disociacién del Oz, constante de disociacion del Oz, velocidad de auto-oxidacién, o combinaciones de dos o mas de
las anteriores.

Tabla 5. Constantes cinéticas de unién de O para proteinas hemo de Fe' ligado a histidilo

Proteina Kp? Kas® Kais® Kox? Ref.
Tt H-NOX 89,7+6,2 136+1,0 1,22 £ 0,09 e i
Tt P115A 212+21 10,4 +1,1 0,22 + 0,01 e j
Tt 15A ~80 0,82 + 0,03 0,7 j
Tt15L ~1000 9,50 + 0,64 0,6 j
Tt 15L-P115A ~30 0,28 + 0,01 0,6 j
Tt WOF 305 + 31 6,02 + 0,62 1,84 £ 0,17 e i
Tt Y140F f 157+1,4 15,7+9,8 0,05 j
Tt Y140L ~2000 Seminal 20,1+2,0 0,19 i
Tt Y140H ~500 5,03 + 0,69 0,87 j
Tt WIF-Y140H ~2500 23437 0,11 j
Tt WIF-Y140L No se observa complejo con O2 0,12 i
Tt F78Y-Y140F ~150 1,48 £ 0,33 e j
Tt F78Y-Y140L ~80 0,83+0,17 e i
Tt WOF-N74A Milimolar muy lenta j
Dd H-NOX Milimolar muy lenta 7,13 0,45 0,14 j
Dd Y139L No se observa complejo con Oz j
B1(1-385) 1145Y 70.000,00 0,00004 2,69+0,61 0,72 i
L2 F 142Y 9200 + 3000 0,40+0,14 3,68 £ 0,71 i
Hs Hb beta 267 60 16 n
Hs Hb alfa 560 50 28 k
Sw Mb 880 17 15 0,006 k
Bj FixL 140.000 0,14 20 2,7 I
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HemAT-B ‘ 720 ‘ 32 ‘ 23 0,06 ‘ M

aconstante de disociacion a 20 °C (nM); Pvelocidad de asociacion del Oz al hemo a 20 °C (ULM-'s™"); cvelocidad de
disociacion del Oz del hemo a 20 °C (s™); velocidad de auto-oxidaciéon

del hemo (h™") a 37 °C; edespués de 24 horas a 37 °C, todavia no hay indicacién de auto-oxidacion; fsolo una
pequeria porcion de la proteina forma un complejo con O2, aunque la cinética para esta poblacién pudo medirse;
iBoon, E.M. et al. (junio de 2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature
Chemical Biology 1(1):53-59, idatos sin publicar; “Springer, B. A. et al. (1994) “Family Physicians Key Partners in
Preventing Suicide Among Youth”, Chem. Rev. 94:699-714; 'Gilles-Gonzalez et al. (1994) “Heme-Based Sensors,
Exemplified for the Kinase FixL, are a New Class of Heme Protein with Distinctive Ligand Binding and
Autoxidation”, Biochemistry 33:8067-8073. mAono, S. et al. (2002) “Resonance Raman and Ligand Binding
Studies of the Oxygen-Sensing Signal Transducer Protein HemAT from Bacillus Subtilis”, J. Biol. Chem.
277:13528-13538. "Antonini, E. ef al. (1971). “Hemoglobin and Myoglobin in Their Reactions with Ligands”, North-
Holland Publ., Amsterdam.

La Tabla 6 ilustra que la velocidad de asociacion del Oz, velocidad de disociacion del Oz, velocidad de auto-
oxidacion del O2, reactividad del NO y estabilidad de complejos Fe'-O2 en proteinas H-NOX puede alterarse por la
introduccion de una o mas mutaciones. En algunas realizaciones, cualquiera de las mutaciones individuales o dobles
enumeradas en la Tabla 6 se combinan con otra mutacién (tal como otra mutacion en la Tabla 6 o cualquier otra
mutaciéon descrita en el presente documento) para alterar adicionalmente la velocidad de asociacion del Oq,
velocidad de disociacion del O, velocidad de auto-oxidacion del Oz, reactividad del NO o estabilidad de complejos
Fe'-O2 en una proteina H-NOX. Como sera apreciado por el experto, la introduccion de una o mas mutaciones
adicionales, tales como aquellas descritas en el presente documento, puede usarse para alterar adicionalmente
estos valores.

Tabla 6. Velocidad de asociacion del Oz, velocidad de disociacion del Oz, velocidad de auto-oxidacién del Oq,
reactividad del NO y estabilidad de complejos Fe'"-O2 en proteinas H-NOX.

Proteina Kas® Kais® kox® Reactividad del NO¢ Estabilidad del complejo

Fe'-O2

se oxida durante la

noche en aire a TA,

estable a 4 °C en aire,

estable anaerébica

siempre estable

Hs Hb 23 11 0,006 <0,001 s (~ 7.000 )¢

Tt H-NOX 13,6
Tt Y140H ~10

0,54 + 0,07 s
1,7+0,4 s

1,22
5,03

Muy lenta
0,87

se oxida durante la
noche en aire a TA,
estable a 4 °C en aire,
estable anaerobica

se oxida durante la
noche en aire a TA,
estable a 4 °C en aire,
estable anaerobica
ayelocidad de asociacion del Oz al hemo a 20 °C (uM-'s™); bvelocidad de disociacion del Oz del hemo a 20 °C (s
"); cvelocidad de auto-oxidacion del hemo (h™") a 37 °C; “Para la determinacion de reactividades del NO: proteinas
purificadas (Tt WT (sigla del inglés wild-type: natural) HNOX, Tt Y140H HNOX, hemoglobina de Homo sapiens
(Hs Hb)) se prepararon a 2 1M en tampon A y se preparé éxido nitrico (NO) a 200 1M en tampén A (tampén A:
Hepes 50 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM) a 20°C. Usando espectroscopia de flujo interrumpido, la proteina se mezclé
rapidamente con NO en una relacién 1:1 con un tiempo de integracion de 0,00125 segundos. Las longitudes de
onda del cambio maximo se ajustaron a una exponencial simple, midiendo esencialmente la etapa limitante de la
velocidad de la oxidacion por NO. Los productos finales de la reaccién fueron NO férrico para las proteinas H-
NOX y acuo férrico para Hs Hb. ®Para Hs Hb, la reaccion de la proteina con NO fue tan rapida que la reaccion se
completé en el plazo del tiempo muerto del experimento (0,001 segundos). La reactividad del NO por la
hemoglobina es aproximadamente 7.000 s a 20 °C basado en Eich, R. F. et al. (1996) “Mechanism of NO-
Induced Oxidation of Myoglobin and Hemoglobin”, Biochemistry 35:6976-6983.

B1(1-385) 1145Y | ~105 | 2,69 0.72 lenta a Fe-NO

La Tabla 7 demuestra que la constante de disociacion para la unién de Oz puede cambiarse significativamente
mutando uno o mas restos en proteinas H-NOX. Los valores de Kb cinética para estas proteinas H-NOX a modo de
ejemplo oscilan de 21,20 nM a 1000000,00 nM a 20 °C. Si se desea, la constante de disociacion para la unién de O2
puede alterarse adicionalmente combinando cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas en la
Tabla 7 o introduciendo una o mas mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se describe en el presente
documento.
Tabla 7. Proteinas H-NOX naturales y mutantes y proteinas de referencia dispuestas por el valor de la
constante de disociacién para la unién de O2

Proteina

Kb cinética (nM)

+

Kb calculada (nM)

Tt P115A

21,2

2,1
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Tt N74H 27
Tt 15L-P115A 30
Tt N74A 32
Tt 15A 80
Tt F78Y-Y140L 80
Tt H-NOX His6 89
Tt H-NOX 89,7 6,2
Tt wt (sigla del inglés wild-type: natural) 90
Tt F78Y-Y140F 150
Tt W9Y 218
Tt R135Q His6 252
Hs Hb beta 267
Tt WOF 305 31
Tt WOH 456
Tt Y140H 500
Hs Hb alfa 560
Tt WON 573
Tt 175F-His6 713-773
HemAT-B 720
Sw Mb 880
Tt15L 1000
Tt L144F-His6 1092-1185
Tt Y140L 2000
Tt WOF-Y140H 2500
L2 F142Y 9200 3000
Bj FixL 140000
Tt WIOF-N74A 1000000
Dd H-NOX 1000000
1(1-385) 1145Y

1000000

La Tabla 8 demuestra que las velocidades de disociacion para la unién de O2 pueden cambiarse significativamente
mutando uno o mas restos en proteinas H-NOX. Las velocidades de disociacién para estas proteinas H-NOX a
modo de ejemplo oscilan de 0,21 s a 23,4 s a 20 °C. Si se desea, la velocidad de disociacion para la union de O:
puede alterarse adicionalmente combinando cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas en la
Tabla 8 o introduciendo una o mas mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se describe en el presente

documento.

Tabla 8. Proteinas H-NOX naturales y mutantes y proteinas de referencia dispuestas por el valor de la
velocidad de disociacién para la unién de Oz

Proteina kais(s™) +
Tt N74A 0,21 0,004
Tt P115A 0,22 0,01
Tt15L-P115A 0,28 0,03
Tt N74E 0,38 0,01
Tt N74H 0,44 0,01
Tt I5A 0,82 0,03
Tt F78Y-Y140L 0,83 0,17
Tt H-NOX His6 1,2 0,02
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Tt H-NOX 1,22 0,09
Tt F78Y-Y140F 1,48 0,33
L1F142Y 1,73

Tt WOF 1,84 0,17
B1(1-385) 1145Y 2,69 0,61
Tt W9Y 3,07 0,1
Tt R135Q His6 3,56 0,08
L2 F 142Y 3,68 0,71
Tt Y140H 5,03 0,69
Tt W9H 6,42 0,11
Dd H-NOX 713 0,45
Tt WON 8,09 0,14
TtI5L 9,5 0,64
Tt I75F-His6 10,48 0,12
Sw Mb 15

Tt Y140F 15,7 9,8
Hs Hb beta 16

Tt L144F-His6 16,06 0,21
Bj FixL 20

Tt Y140L 20,1 2
HemAT-B 23

Tt WIF-Y140H 23,4 3,7
Hs Hb alfa 28

La Tabla 9 demuestra que las velocidades de asociacion para la union de Oz pueden cambiarse significativamente
mutando uno o mas restos en proteinas H-NOX. Las velocidades de asociacion para estas proteinas H-NOX a modo
de ejemplo oscilan de 60 uM-'s™a 0,14 uM-'s™" a 20 °C. Si se desea, la velocidad de asociacion para la union de O2
puede alterarse adicionalmente combinando cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas en la
Tabla 9 o introduciendo una o mas mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se describe en el presente
documento.

Tabla 9. Proteinas H-NOX naturales y mutantes y proteinas de referencia dispuestas por el valor de la
velocidad de asociacién para la unién de O:

Proteina kas (UM-'s™) +
Hs Hb beta 60
Hs Hb alfa 50
HemAT-B 32
Sw Mb 17
Tt Y140F 15,7 14
Tt H-NOX 13,6 1
Tt P115A 10,4 1.1
Tt WOF 6,02 0,62
L2 F142Y 0,4 0,14
Bj FixL 0,14
Tt WIOF-N74A muy lenta?
Dd H-NOX muy lenta®
31(1-385) 1145Y muy lenta?
aPor “muy lenta” se indica mas lenta que la hemoglobina, tal como aproximadamente uno a dos 6rdenes de
magnitud mas lenta que la hemoglobina.
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La Tabla 10 ilustra el efecto de mutaciones de H-NOX a modo de ejemplo en la uniéon de O2 y NO. Cada numero
enumerado en la Tabla 10 para las formas no ligadas a Fe es para un unico pico (que esta enumerado entre las
columnas B y o). Si se une O2 o NO, este Unico pico se fracciona en dos picos  y a (que estan enumerados bajo las
columnas B y «a, respectivamente). Si se desea, la unién de O2 o NO puede alterarse adicionalmente combinando
cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas en la Tabla 10 o introduciendo una o mas
mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se describe en el presente documento.

Tabla 10: Posiciones de picos de UV-visible? para algunos complejos de proteina hemo de Fe' ligado a

histidilo
Proteina Soret B o
Complejo no ligado de Fe'
sGC 431 555
B1(1-385) 1145Y 429 549
Tt H-NOX 431 565
Tt WOF-Y140L 430 560
Ve H-NOX 429 568
Np H-NOX 430 555
L2 H-NOX 428 557
L2 F142Y 428 557
Tt I75F-His6 431 569
Tt L144F-His6 433 564
Hb 430 555
Complejo de Fe'-NO
sGC 398 537 572
B1(1-385)1145Y 399/416 542 574
Tt H-NOX 420 547 575
Tt WOF-Y140L 423 540 573
Ve H-NOX 398 540 573
Np H-NOX 416/400 543 576
L2 H-NOX 399/416 544 575
L2 F142Y 417 544 578
Tt 175F-His6 418 545 574
Tt L144F-His6 416 544 574
Hb 418 545 575
Complejo de Fe'-02
sGC No se observa complejo
31(1-385) 1145Y 416 541 575
Tt H-NOX 416 556 591
Tt WIF-Y 140L No se observa complejo
Ve H-NOX No se observa complejo
Np H-NOX No se observa complejo
L2 H-NOX No se observa complejo
L2 F142Y 417 542 577
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Tt 175F-His6 416 552 589
Tt L144F-His6 416 544 574
Hb 415 541 577

anm (a 20°C)

La Tabla 11 contiene posiciones de picos de UV-visible para algunos complejos de Fe (Il), Fe (lll), Fe(ll)-NO y Fe(ll)-
O2. Si una hemoglobina o proteina H-NOX es anaerobia, tiene un pico de Soret a ~431 nm, y esta en un estado no
ligado. Si la proteina H-NOX no se une a Oz, entonces el pico de Soret no cambiara cuando se afiada O2. Si la
proteina H-NOX se une a Oz, entonces su pico de Soret se desplazara a entre 414 nm y 418 nm cuando se afiada
O2, que es el mismo desplazamiento que se produce en hemoglobina, indicativo de Oz unido al hemo. Los picos de
Soret para H-NOX oxidada (Fe(lll)) o H-NOX unida a NO en un estado hexacoordinado pueden ser relevantes para
el estado de la proteina H-NOX después del almacenamiento o uso. Si la proteina H-NOX no se une a NO, entonces
el pico de Soret no cambiara cuando se afiada NO. Si la proteina H-NOX se une a NO y forma un complejo de
nitrosilo ferroso hexacoordinado, entonces su pico de Soret se desplazara a entre 420 nm y 424 nm cuando se
afiada NO. Si la proteina H-NOX se une a NO y forma un complejo de nitrosilo ferroso pentacoordinado, el pico de
Soret se desplazara a ~399 nm. Si se desea, la union de O2 o NO puede alterarse adicionalmente combinando
cualquiera de las mutaciones individuales o dobles enumeradas en la Tabla 11 o introduciendo una o mas
mutaciones adicionales en una proteina H-NOX, como se describe en el presente documento.

Tabla 11. Posiciones de picos de UV-visible para algunos complejos de Fe (ll), Fe (lll), Fe(ll)-NO y Fe(ll)-Ox.

Complejo Proteina Soret B o
Fe (1) Tt wt 430 563
Tt W9y 430 569
Tt N74A 433 558
TtN74H 431 561
Tt N74A-Y140H 430 567
Tt W9H 431 563
Tt N74E 433 559
Tt WON 431 569
Tt wt Hiss 430 565
Complejo Proteina Soret pa o
Fe (ll1) Tt wt 413 550 585
Tt W9y 409 N.A.
Tt N74A 416 554 586
Tt N74H 408 N.A.
Tt N74A-Y140H 407 N.A.
Tt W9H 407 N.A.
Tt N74E 408 N.A.
Tt WON 408 N.A.
Tt wt Hiss 413 550 586
#’N.A.” indica bandas a y 3 no asignables debido a baja sefal a longitudes de onda mas largas.
Complejo Proteina Soret B o
Fe(ll)-NO Tt wt 420 550 578
Tt W9Y 420 552 576
Tt N74A 421 572
Tt N74H 424 562
Tt N74A-Y140H 421 549 576
Tt WOH 420 548 575
Tt N74E 422 544 571
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Tt WON 421 541 576
Tt wt Hiss 420 547 576

Fe(ll)-O2 Tt wt 416 556 591
Tt WOY 416 555 590

Tt N74A 418 553 589

Tt N74H 418 553 589

Tt N74A-Y140H 414 555 584

Tt WOH 418 556 589

Tt N74E 417 555 587

Tt WON 416 588 553

Tt wt Hise 416 556 591

La Tabla 12 contiene velocidades de auto-oxidacion para proteinas H-NOX de T. tengcongensis a modo de ejemplo.
Si se desea, la velocidad de auto-oxidacion puede alterarse adicionalmente combinando cualquiera de las
mutaciones enumeradas en la Tabla 12 o introduciendo una o mas mutaciones individuales en una proteina H-NOX,
como se describe en el presente documento. La media de valores de 2 nm y 3 nm en la Tabla 12 se refieren a un
desplazamiento en el pico de Soret de UV-Vis de 2 a 3 nm durante el periodo de tiempo de la observacion; este
cambio extremadamente pequefio puede ser debido a auto-oxidacion.

Tabla 12. Velocidades de auto-oxidacion para proteinas H-NOX de T. tengcongensis (Tt

Proteina Velocidad de auto-oxidacion (25 °C, h'')2
Tt wt Estable
Tt WY Estable
Tt N74A Estable
Tt N74H estable a 4 °C, muy
lentaa TA (2 nm)
Tt WOH Estable
Tt N74E muy lenta a 4 °C
(2nm), lentaa TA
Tt WON estable a 4 °C, muy
lentaa TA (3 nm)
Tt wt Hise Estable
Tt 175F-Hiss Estable
Tt L144F-Hise Estable
2“Estable” indica falta de oxidacion del hemo después de al menos 24 horas.
“TA” indica temperatura ambiente.

Acidos nucleicos de H-NOX

Se describen acidos nucleicos que codifican cualquiera de las proteinas H-NOX mutantes descritas en el presente
documento. Como se usa en el presente documento, un “acido nucleico” se refiere a dos o mas
desoxirribonucleétidos y/o ribonucleétidos en forma tanto mono como bicatenaria y, a menos que se limite de otro
modo, engloba analogos conocidos de nucleétidos que se producen naturalmente que se hibridan con acidos
nucleicos de un modo similar a nucleétidos que se producen en la naturaleza. En algunas realizaciones, el acido
nucleico es un acido nucleico recombinante. “Acido nucleico recombinante” significa un acido nucleico de interés que
esta libre de uno 0 mas acidos nucleicos (por ejemplo, genes) que, en el genoma que se produce en la naturaleza
del organismo del que se deriva el acido nucleico de interés, flanquean el acido nucleico de interés. En algunas
realizaciones, un acido nucleico de H-NOX puede estar ligado operativamente a otro acido nucleico que codifica
toda o una parte de otra proteina de forma que el acido nucleico recombinante codifique una proteina de fusién que
incluye una proteina H-NOX (por ejemplo, un dominio de H-NOX con o sin otro dominio de una proteina H-NOX) y
toda o parte de otra proteina, tal como albumina de suero humano. Por tanto, el término incluye, por ejemplo, un
ADN recombinante que se incorpora en un vector, en un plasmido o virus autobnomamente replicante, o en el ADN
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gendémico de un procariota o eucariota, o que existe como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc, un
fragmento de ADN genomico o un fragmento de ADNc producido por PCR o digestion con endonucleasa de
restriccion) independiente de otras secuencias.

En el presente documento también se describen vectores con uno o mas acidos nucleicos que codifican cualquiera
de las proteinas H-NOX mutantes que se describen en el presente documento. Como se usa en el presente
documento, un “vector” significa una construccién que puede administrar, y opcionalmente expresar, uno o mas
acidos nucleicos de interés en una célula huésped. Ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a, plasmidos,
vectores viricos, vectores de expresion de ADN o ARN, cosmidos y vectores de fago. En algunas realizaciones, el
vector contiene un acido nucleico bajo el control de una secuencia de control de la expresién. Una “secuencia de
control de la expresion” significa una secuencia de acidos nucleicos que dirige la transcripcion de un acido nucleico
de interés. Una secuencia de control de la expresién puede ser un promotor, tal como un promotor constitutivo o
inducible, o un potenciador. La secuencia de control de la expresién esta ligada operativamente al segmento de
acido nucleico a transcribir.

En realizaciones particulares, el acido nucleico incluye un segmento de o la secuencia de acidos nucleicos entera de
cualquiera de los acidos nucleicos mostrados en FIGS. 2-4D o 8A-8DD. En algunas realizaciones, el acido nucleico
incluye al menos aproximadamente 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 o mas nucleétidos contiguos de
un acido nucleico de H-NOX y contiene una o mas mutaciones (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 mutaciones)
en comparacion con el acido nucleico de H-NOX del que se derivé. En diversas realizaciones, un acido nucleico de
H-NOX mutante contiene menos de aproximadamente 20, 15, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 o 2 mutaciones en
comparacién con el acido nucleico de H-NOX del que se derivé. También pueden utilizarse variantes degeneradas
de cualquier acido nucleico que codifique una proteina H-NOX mutante.

En el presente documento también se describen una célula o poblacion de células que contienen al menos un acido
nucleico que codifica una proteina H-NOX mutante descrita en el presente documento. Células a modo de ejemplo
incluyen células de insecto, planta, levadura, bacterianas y de mamifero. Estas células son utiles para la produccion
de proteinas H-NOX mutantes usando métodos convencionales, tales como aquellos descritos en el presente
documento.

Formulaciones de proteinas H-NOX

Cualquier proteina H-NOX natural o mutante descrita en el presente documento puede usarse para la formulacion de
composiciones farmacéuticas o no farmacéuticas. Como se ha tratado adicionalmente mas adelante, estas
formulaciones son utiles en varias aplicaciones terapéuticas e industriales.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica incluye una o mas proteinas H-NOX naturales o mutantes (tal
como cualquiera de las proteinas naturales o mutantes H-NOX descritas en el presente documento) y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En diversas realizaciones, la proteina H-NOX es una proteina aislada o purificada.
Por “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se indica cualquier material que, cuando se combina con un principio
activo, permite que el componente retenga la actividad biolégica y no provoque una respuesta inmunitaria
inaceptable (por ejemplo, una alergia grave o choque anafilactico) basandose en el conocimiento de un médico
experto. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales tales
como soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsién de aceite/agua y diversos
tipos de agentes humectantes. Diluyentes a modo de ejemplo para administracién de aerosol o parenteral son
solucién salina tamponada con fosfato o solucién salina normal (0,9 %). Las composiciones que comprenden tales
vehiculos se formulan por métodos convencionales muy conocidos (véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; y Remington, The
Science and Practice of Pharmacy 202 ed. Mack Publishing, 2000, particularmente con respecto a formulaciones).

Aunque puede emplearse cualquier vehiculo adecuado conocido para aquellos expertos en la materia en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el tipo de vehiculo variara dependiendo del modo de
administracion. Las composiciones pueden formularse para cualquier modo apropiado de administracion que
incluye, por ejemplo, administracion intravenosa, intra-arterial, intravesicular, inhalacién, intraperitoneal,
intrapulmonar, intramuscular, subcutanea, intra-traqueal, transmucosa, intraocular, intratecal o transdérmica. Para
administracion parenteral, tal como inyeccion subcutanea, el vehiculo puede incluir, por ejemplo, agua, solucién
salina, alcohol, una grasa, una cera o un tampén. Para administracion por via oral puede emplearse cualquiera de
los vehiculos anteriores o un vehiculo sélido tal como manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina
sbdica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa o carbonato de magnesio. También pueden usarse microesferas
biodegradables (por ejemplo, polilactato, poliglicolato) como vehiculos.
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En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas o no farmacéuticas incluyen un tampén (por ejemplo,
solucion salina tamponada neutra, solucién salina tamponada con fosfato, etc.), un hidrato de carbono (por ejemplo,
glucosa, manosa, sacarosa, dextrano, etc.), un antioxidante, un agente quelante (por ejemplo, EDTA, glutation, etc.),
un conservante, otro compuesto util para unir y/o transportar oxigeno, un principio inactivo (por ejemplo, un
estabilizador, carga, etc.), o combinaciones de dos o mas de los anteriores. En algunas realizaciones, la
composicién se formula como un liofilizado. Las proteinas H-NOX también pueden encapsularse dentro de
liposomas o nanoparticulas usando tecnologia muy conocida. Otras formulaciones a modo de ejemplo que pueden
usarse para proteinas H-NOX se describen, por ejemplo, por las patentes de EE.UU. n.° 6.974.795 y 6.432.918,
particularmente con respecto a formulaciones de proteinas.

Las composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse como parte de una formulacién de
liberacién sostenida (por ejemplo, una formulacién tal como una capsula o esponja que produce una lenta liberacion
del compuesto tras la administracién). Tales formulaciones pueden prepararse generalmente usando tecnologia muy
conocida y administrarse, por ejemplo, por implantacién oral, rectal o subcutanea, o por implantacién en el sitio diana
deseado. Las formulaciones de liberacién sostenida pueden contener una proteina H-NOX dispersada en una matriz
de vehiculo y/o contenida dentro de un depoésito rodeado por una membrana controladora de la velocidad. Los
vehiculos para su uso dentro de tales formulaciones son biocompatibles, y también pueden ser biodegradables. En
algunas realizaciones, la formulacién proporciona un nivel relativamente constante de liberacién de proteina H-NOX.
La cantidad de proteina H-NOX contenida dentro de una formulacion de liberacion sostenida depende del sitio de
implantacion, la velocidad y duracién esperada de la liberacién, y la naturaleza de la afeccion que va a tratarse o
prevenirse.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica contiene una cantidad eficaz de una proteina H-NOX natural
o mutante. El término “cantidad eficaz” se refiere a tal cantidad de una o mas proteinas descritas en el presente
documento que en combinacién con sus parametros de eficacia y toxicidad deben ser eficaces en una forma
terapéutica dada basandose en el conocimiento del especialista practicante. Como se entiende en la materia, una
cantidad eficaz puede estar en una o mas dosis. Como se entiende en el contexto clinico, una dosificacién eficaz de
una composicién farmacéutica puede o puede no lograrse conjuntamente con otro farmaco, compuesto o
composicion farmacéutica. Por tanto, una cantidad eficaz puede considerarse en el contexto de administrar uno o
mas agentes terapéuticos, y un Unico agente puede considerarse que se administra en una cantidad eficaz si,
conjuntamente con uno o varios de otros agentes, puede ser o se logra un resultado deseable o beneficioso.

Una dosis a modo de ejemplo de hemoglobina como sucedaneo de la sangre es de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 5 gramos o mas de hemoglobina extracelular por kilogramo de peso corporal del paciente. Por
tanto, en algunas realizaciones, una cantidad eficaz de una proteina H-NOX para administracién a un ser humano
esta entre algunos gramos y mas de aproximadamente 350 gramos. Otras dosis a modo de ejemplo de una proteina
H-NOX incluyen aproximadamente cualquiera de 4,4, 5, 10 o 13 G/DL (en la que G/DL es la concentracién de la
solucién de proteina H-NOX antes de infusion en la infusién) a una velocidad de infusién apropiada tal como
aproximadamente 0,5 ml/min (véase, por ejemplo, Winslow, R. Capitulo 12 en Blood Substitutes). Se apreciara que
el contenido unitario de principios activos contenidos en una dosis individual de cada forma de dosificacion no
necesita constituir por si misma una cantidad eficaz ya que la cantidad eficaz necesaria podria alcanzarse por el
efecto combinado de una pluralidad de administraciones. La selecciéon de la cantidad de una proteina H-NOX para
incluir en una composicion farmacéutica depende de la forma de dosificacion utilizada, la afeccion que esta
tratandose y el fin particular a lograr segun la determinacion del experto en la materia en el campo.

Composiciones a modo de ejemplo incluyen proteinas H-NOX recombinantes genéticamente manipuladas que
pueden aislarse o purificarse, que comprenden una o mas mutaciones que confieren en conjunto unién de ligando
de O2 o NO alterada con respecto a la proteina H-NOX natural correspondiente, y operativas como un transportador
de gas en sangre de mamifero fisioldgicamente compatible. Por ejemplo, proteinas H-NOX mutantes como se
describen en el presente documento.

En el presente documento también se describen sucedaneos de la sangre que comprenden o consisten
esencialmente en una o mas proteinas H-NOX naturales o mutantes. En la técnica se conocen tampones adecuados
y otros componentes para formular sucedaneos de la sangre.

Para reducir o prevenir una respuesta inmunitaria en sujetos humanos a los que se administra una composicion
farmacéutica pueden usarse proteinas H-NOX humanas (tanto proteinas humanas naturales como proteinas
humanas en las que se han introducido una o mas mutaciones) u otras proteinas H-NOX no antigénicas (por
ejemplo, proteinas H-NOX de mamifero). Para reducir o eliminar la inmunogenicidad de proteinas H-NOX derivadas
de fuentes distintas de seres humanos, los aminoacidos en una proteina H-NOX pueden mutarse a los aminoacidos
correspondientes en una H-NOX humana. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos sobre la superficie de la estructura
terciaria de una proteina H-NOX no humana pueden mutarse al aminoacido correspondiente en una proteina H-NOX
humana.
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Aplicaciones terapéuticas de proteinas H-NOX

Cualquiera de las proteinas H-NOX naturales o mutantes (por ejemplo, proteinas H-NOX aisladas o purificadas) o
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento puede usarse en aplicaciones terapéuticas.
Pueden seleccionarse proteinas H-NOX particulares para tales aplicaciones basandose en la velocidad de
asociacion del Oz deseada, velocidad de disociacion del Oz, constante de disociacion para la unién de Oq,
estabilidad del NO, reactividad del NO, velocidad de auto-oxidacion, tiempo de retencién en plasma, o cualquier
combinacién de dos o0 mas de los anteriores para la indicacion particular que esta tratandose. Las proteinas H-NOX
pueden usarse para tratar enfermedad cardiovascular, enfermedad neurolégica, hipoxia tumoral, pérdida de sangre
o heridas. Por ejemplo, una proteina H-NOX de unién de Oz puede usarse en la mayoria de las situaciones en las
que actualmente se utilizan glébulos rojos o expansores del plasma. Especificamente, la proteina H-NOX puede
usarse como sucedaneos de glébulos rojos para el tratamiento de traumatismo (por ejemplo, campo de batalla, alivio
de desastres o accidentes), hemorragias, choque hemorragico, cirugia (por ejemplo, cirugia de aneurisma
abdominal, cirugia ortopédica tal como cirugia de atroplastia de cadera, o cualquier otra cirugia que produce alta
pérdida de sangre), hemodilucidén, usos de extensiéon de sangre (por ejemplo, auto-donacién suplementante), y
cualquier otra situacién en la que se pierde volumen de sangre o se reduce la capacidad de llevar O2. Ejemplos de
aplicaciones de reparacion de heridas incluyen cicatrizacién después de radiacion (por ejemplo, efecto de oxigeno
hiperbarico), reparacion posquirtrgica, reparacion de Ulceras diabéticas y heridas por quemaduras.

También puede usarse una H-NOX de unién de oxigeno para aumentar temporalmente la administracién de O2
durante o después de la pre-donacién de sangre autéloga antes de la devolucion de la sangre autéloga al individuo
(tal como una sustitucion de sangre que se extrae durante procedimientos quirurgicos en los que la sangre del
individuo se extrae y se guarda para reinfusion al final de la cirugia o durante la recuperacién). En algunas
realizaciones, las proteinas H-NOX también actuan de simples expansores del volumen que proporcionan presion
oncoética debido a la presencia de la gran molécula de proteina H-NOX.

Debido a que la distribucidon en la vasculatura de proteinas H-NOX extracelulares no esta limitada por el tamafio de
los globulos rojos, las proteinas H-NOX de la presente invencion pueden usarse para administrar Oz a areas en las
que no pueden penetrar los glébulos rojos. Estas areas pueden incluir cualquier area de tejido que se localice aguas
abajo de obstrucciones al flujo de glébulos rojos tales como areas aguas abajo de uno o mas trombos, oclusiones de
células falciformes, oclusiones arteriales, oclusiones vasculares periféricas, globos de angioplastia, instrumentos
quirargicos, tejidos que padecen privacion de oxigeno o son hipoéxicos, y similares. Adicionalmente, todos los tipos
de isquemia de tejido pueden tratarse usando proteinas H-NOX. Tales isquemias de tejido incluyen, por ejemplo,
isquemia perioperativa, accidente cerebrovascular, accidente cerebrovascular emergente, ataques isquémicos
transitorios, aturdimiento miocardico e hibernaciéon, angina aguda o inestable, angina emergente e infarto de
miocardio (por ejemplo, infarto de miocardio por elevaciéon del segmento ST). Otras indicaciones cardiovasculares a
modo de ejemplo que pueden tratarse usando proteinas H-NOX incluyen cardioplejia y anemia de células
falciformes. Indicaciones diana a modo de ejemplo incluyen afecciones de deficiencia de hemoglobina funcional tales
como en las que se indica un sucedaneo de la sangre o transportador de O2, que incluyen pérdida de sangre,
hipoxia, etc.

Las proteinas H-NOX también pueden usarse como complemento con radiacion o quimioterapia para el tratamiento
de cancer. En algunas realizaciones, una proteina H-NOX se usa como complemento de radioterapia en tumores
sélidos (por ejemplo, individuos con malos pronésticos pre-metastasicos) o como complemento de terapia PDT en
tumores superficiales (por ejemplo, cancer de colon, pulmén o de piel, o cancer en otra superficie o localizacion
accesible). Las proteinas H-NOX pueden usarse para tratar anemia, proporcionandose capacidad portadora de
oxigeno adicional en un paciente que padece anemia. Indicaciones neurolégicas a modo de ejemplo incluyen
accidente cerebrovascular isquémico, lesion cerebral traumatica y lesibn de médula espinal. Los métodos vy
composiciones son aplicables tanto a situaciones agudas (que proporcionan el oxigeno rapido a tejidos o un sitio
especifico, por ejemplo, infarto agudo de miocardio, oxigenacion de tejidos local o sistémica aguda, o transfusion de
sangre) y croénicas (por ejemplo, recuperacion pos-aguda de infarto cardiaco).

En diversas realizaciones, la invencion proporciona composiciones farmacéuticas para administrar Oz a un individuo
(por ejemplo, un mamifero, tal como un primate (por ejemplo, un ser humano, un simio inferior, un gorila, un simio
superior, un lémur, etc.), un bovino, un equino, un porcino, un canino o un felino) administrando a un individuo en
necesidad del mismo una proteina H-NOX natural o mutante en una cantidad suficiente para administrar Oz al
individuo. En algunas realizaciones, la invencién proporciona composiciones para llevar o administrar gas en sangre
a un individuo tal como un mamifero, que comprende la etapa de administrar (por ejemplo, transfundir, etc.) a la
sangre del individuo (por ejemplo, un mamifero) una o mas de composiciones de H-NOX. Los métodos para
administrar transportadores de Oz a sangre o tejidos (por ejemplo, sangre o tejidos de mamifero) se conocen en la
técnica. En diversas realizaciones, la proteina H-NOX es una apoproteina que puede unirse a hemo o es una
holoproteina con hemo unido. La proteina H-NOX puede o puede no tener hemo unido antes de la administracion de
la proteina H-NOX al individuo. En algunas realizaciones, el Oz esta unido a la proteina H-NOX antes de que se
administre al individuo. En otras realizaciones, el O2 no esta unido a la proteina H-NOX antes de la administraciéon de
la proteina al individuo y la proteina H-NOX transporta Oz de una localizacion en el individuo a otra localizacion en el
individuo.
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Los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar cualquier individuo. Para su uso en el
presente documento, a menos que se indique claramente de otro modo, “un individuo” como se usa en el presente
documento se refiere a un mamifero que incluye, pero no se limita a, un primate (por ejemplo, un ser humano, simio
inferior, gorila, simio superior, lémur, etc.), un bovino, un equino, un porcino, un canino y un felino. Por tanto, las
composiciones se usan tanto en el contexto de medicina humana con de veterinaria, que incluye uso en animales
agricolas y mascotas domésticas. El individuo puede haber sido diagnosticado con, ser sospechoso de tener o estar
en riesgo de desarrollar una indicacion, tal como una enfermedad cardiovascular, una enfermedad neuroldgica,
hipoxia (por ejemplo, hipoxia tumoral), una pérdida de sangre o una herida. El individuo puede presentar uno o mas
sintomas asociados a la indicacién. El individuo puede estar genéticamente o de otro modo predispuesto a
desarrollar una afeccion tal.

Como se usa en el presente documento, “en necesidad del mismo” incluye individuos que tienen una afecciéon o
enfermedad (tal como una enfermedad cardiovascular, una enfermedad neurolégica, hipoxia tal como hipoxia
tumoral, una pérdida de sangre o una herida) o estan “en riesgo” de la afeccion o enfermedad. Como se usa en el
presente documento, un individuo “en riesgo” es un individuo que esta en riesgo de desarrollo de una afeccion, tal
como una enfermedad cardiovascular, una enfermedad neurolégica, hipoxia (por ejemplo, hipoxia tumoral), una
pérdida de sangre o una herida. Un individuo “en riesgo” puede o puede no tener una enfermedad o afeccion
detectable, y puede o puede no tener enfermedad detectable mostrada antes de los métodos de tratamiento
descritos en el presente documento. “En riesgo” indica que un individuo tiene uno o mas de los llamados factores de
riesgo, que son parametros medibles que establecen una correlacion con el desarrollo de una enfermedad o
afeccion y se conocen en la técnica. Un individuo que tiene uno o mas de estos factores de riesgo tiene una mayor
probabilidad de desarrollar la enfermedad o afeccién que un individuo sin este (estos) factor(es) de riesgo. Estos
factores de riesgo incluyen, pero no se limitan a, edad, sexo, raza, dieta, historia de enfermedad previa, presencia de
enfermedad precursora, consideraciones genéticas (es decir, hereditarias) y exposicion medioambiental. La cirugia,
presencia en o préxima a zona militar o de guerra, o condiciones que predisponen a un individuo a pérdida de
sangre (tal como hemofilia) son factores de riesgo a modo de ejemplo para la pérdida de sangre.

Estos métodos pueden usarse para tratar o retrasar cualquier afeccién para la que la administracién de Oz es
beneficiosa. Por “tratamiento” o “tratar” se indica un enfoque para obtener un resultado beneficioso o deseado, que
incluye resultados clinicos. Para los fines de la presente invencién, resultados beneficiosos o deseados incluyen,
pero no se limitan a, alivio de sintomas asociados a una afeccion (tal como, pero no se limita a, una enfermedad
cardiovascular, una enfermedad neurolégica, hipoxia tal como hipoxia tumoral, una pérdida de sangre o una herida),
reduccion del grado de los sintomas asociados a una afeccion, o prevencién de un empeoramiento de los sintomas
asociados a una afeccion. En algunas realizaciones, el tratamiento con una o mas proteinas divulgadas en el
presente documento va acompafiado por ninguno o menos efectos secundarios que estan asociados a las terapias
actualmente disponibles.

Como se usa en el presente documento, “retrasar” el desarrollo de una enfermedad o afeccién significa aplazar,
impedir, ralentizar, retardar, estabilizar y/o posponer el desarrollo de la enfermedad o afeccion, tal como una
enfermedad cardiovascular, una enfermedad neuroldgica, hipoxia (por ejemplo, hipoxia tumoral), una pérdida de
sangre o una herida. Este retraso puede ser de duraciones de tiempo variables, dependiendo de la historia de la
enfermedad y/o individuo que esta tratandose. Como es evidente para un experto en la materia, un retraso suficiente
o significativo puede, en efecto, englobar prevencion, en el que el individuo no desarrolla la enfermedad o afeccion.
Por ejemplo, el método puede reducir la probabilidad de desarrollo de enfermedad en un periodo de tiempo dado y/o
reducir el grado de la enfermedad en un periodo de tiempo dado, cuando se compara con no usar el método. En
algunas realizaciones, tales comparaciones se basan en estudios clinicos usando un numero estadisticamente
significativo de sujetos. El desarrollo de enfermedad puede ser detectable usando técnicas clinicas convencionales.
El desarrollo también puede referirse a progresion de la enfermedad que puede ser inicialmente indetectable e
incluye manifestacién, reaparicion y aparicion.

Se espera que las proteinas H-NOX naturales y mutantes con una Kbp relativamente baja para Oz (tal como inferior a
aproximadamente 80 nM o inferior a aproximadamente 50 nM) sean particularmente Utiles para tratar tejidos con
baja tension del oxigeno (tal como tumores, algunas heridas u otras areas en las que la tensién del oxigeno es muy
baja, tal como una p50 inferior a 1 mm de Hg). La alta afinidad de tales proteinas H-NOX por Oz puede aumentar la
duracién de tiempo que el O2 permanece unido a la proteina H-NOX, reduciéndose asi la cantidad de Oz que es
liberada antes de que la proteina H-NOX alcance el tejido que va a tratarse.

Aunqgue no se pretende quedar ligado a teoria alguna particular, la utilidad de un sucedaneo de glébulos rojos sin
células como liquido de reanimacion se cree que esta influido por la p50 del transportador de O2. Por ejemplo, un
transportador de O2 basado en hemoglobina PEGilada llamado MP4 parece administrar O2 mas eficazmente a la
microvasculatura que algunos transportadores de O2 basados en hemoglobina de menor afinidad. Se informa que
MP4 tiene una p50 de ~ 5 mm de Hg, (quizas Kp 100 a 200 nm), y la p50 de la hemoglobina sin estroma es 14 mm
de Hg (Ko ~400 nm). Como MP4 puede administrar oxigeno en tejidos (PO2 ~ 5 a 10 mm de Hg), es probable que la
afinidad de O apropiada por transportadores para administrar Oz a tejido hipoxicos sea inferior a aproximadamente
5 mm de Hg, y quizas inferior a aproximadamente 2 mm de Hg, que se corresponde aproximadamente con una Kp
inferior a aproximadamente 80 nm. Estos valores indican que MP4 ha sido manipulado con una mayor afinidad de O2
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(inferior a p50) que la hemoglobina nativa. Desde una perspectiva del equilibrio, esto sugiere que las proteinas de
unién de Oz de alta afinidad pueden ser mas satisfactorias en la administracién de Oz a areas de baja tension de Oz,
tales como la vasculatura periférica.

En algunas realizaciones para la administracion directa de una proteina H-NOX con Oz unido a un sitio particular en
el cuerpo (tal como un tejido, 6rgano, herida o tumor), la kdis para O2 es mas importante que el valor de ko debido a
que el Oz ya esta unido a la proteina (haciendo que la kas sea menos importante) y se necesite liberar oxigeno en o
proximo a un sitio particular en el cuerpo (a una velocidad influida por la kdis). En algunas realizaciones, la kdis
también puede ser importante cuando las proteinas H-NOX estan en presencia de gldbulos rojos en la circulacion,
en la que facilitan la difusion de Oz de glébulos rojos, y quizas prolonguen la capacidad de glébulos rojos diluidos de
transportar Oz a otros puntos en la vasculatura.

En algunas realizaciones para la administracion de una proteina H-NOX que circula en la circulacion sanguinea de
un individuo, la proteina H-NOX se une a Oz en los pulmones y libera Oz en uno o varios de otros sitios en el cuerpo.
Para algunas de estas aplicaciones, el valor de ko es mas importante que la kdis ya que la unién de Oz esta en o
proxima al equilibrio. En algunas realizaciones para hemodilucién extrema, la kp es mas importante que la kadis
cuando la proteina H-NOX es el transportador de O2 primario debido a que la proteina H-NOX se unira y liberara Oz
continuamente a medida que se desplaza a través de la circulacion. Como la hemoglobina tiene una p50 de 14 mm
de Hg, los glébulos rojos (que actuan de capacitores) tienen una p50 de ~30 mm de Hg, y los HBOC se han
desarrollado con intervalos entre 5 mm de Hg y 90 mm de Hg, el intervalo de Ko 6ptimo para proteinas H-NOX
puede estar por tanto entre ~2 mm de Hg y ~100 mm de Hg para algunas aplicaciones.

También puede usarse proteinas H-NOX para la obtencion de imagenes. En particular, la obtencién de imagenes de
luz (por ejemplo, tomografia de coherencia optica; véase, por ejemplo, Villard, J. W. (2002). “Use of a Blood
Substitute to Determine Instantaneous Murine Right Ventricular Thickening with Optical Coherence Tomography”,
Circulation 105:1843-1849, particularmente con respecto a tomografia de coherencia 6ptica) es complicada por los
eritrocitos. La perfusion con una solucion de H-NOX permite imagenes mas claras de la circulacion y paredes de
vasos debido a que la proteina H-NOX es mucho mas pequefia que los eritrocitos.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse a un individuo por cualquier medio
convencional tal como por administracion oral, tépica, intraocular, intratecal, intrapulmonar, intra-traqueal o aerosol;
por adsorcion de membrana transdérmica 0 mucosa; o mediante inyeccidén (por ejemplo, inyeccion subcutanea,
intravenosa, intra-arterial, intravesicular o intramuscular). Las proteinas H-NOX también pueden incluirse en
soluciones parenterales de gran volumen para su uso como sucedaneos de la sangre. En realizaciones a modo de
ejemplo, la proteina H-NOX se administra a la sangre (por ejemplo, administracion a un vaso sanguineo tal como
una vena, arteria o capilar), una herida, un tumor, un tejido hipéxico o un érgano hipéxico del individuo.

En algunas realizaciones se usa una formulacién de liberacion continua sostenida de la composicion. La
administracion de una proteina H-NOX puede producirse, por ejemplo, durante un periodo de segundos a horas
dependiendo del fin de la administracion. Por ejemplo, como vehiculo de administracién a la sangre, un transcurso
de tiempo de administracion a modo de ejemplo es tan rapido como sea posible. Otros transcursos de tiempo a
modo de ejemplo incluyen aproximadamente cualquiera de 10, 20, 30, 40, 60, 90 o 120 minutos. Velocidades de
infusion a modo de ejemplo para soluciones de H-NOX como sustitucion de sangre son de aproximadamente 30
ml/hora a aproximadamente 13.260 ml/hora, tal como aproximadamente 100 mi/hora a aproximadamente 3.000
ml/hora. Una dosis total a modo de ejemplo de proteina H-NOX es aproximadamente 900 mg/kg administrada
durante 20 minutos a 13.260 ml/hora. Una dosis total a modo de ejemplo de proteina H-NOX para un cerdo es
aproximadamente 18,9 gramos.

Frecuencias de dosificacion a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 veces (es
decir, diariamente) a la semana. En algunas realizaciones, una proteina H-NOX se administra al menos 2, 3,406
veces al dia. La proteina H-NOX puede administrarse, por ejemplo, durante un periodo de algunos dias o semanas.
En algunas realizaciones, la proteina H-NOX se administra durante un periodo prolongado, tal como algunos meses
o afos. La frecuencia de dosificacién de la composicion puede ajustarse durante el transcurso del tratamiento
baséandose en la opinién del médico que administra.

Como se observa anteriormente, la seleccion de cantidades de dosificacion para proteinas H-NOX depende de la
forma de dosificacion utilizada, la frecuencia y numero de administraciones, la afeccion que esta tratandose y el fin
particular a lograr segun la determinacion del experto en la materia en el campo. En algunas realizaciones, una
cantidad eficaz de una proteina H-NOX para administracion a ser humano esta entre algunos gramos a mas de 350
gramos.

En algunas realizaciones, dos o mas proteinas H-NOX diferentes se administran simultaneamente, secuencialmente
o concurrentemente. En algunas realizaciones, otro compuesto o terapia util para la administracion de O2 se
administra simultdneamente, secuencialmente o concurrentemente con la administraciéon de una o mas proteinas H-
NOX.
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Otras aplicaciones terapéuticas a modo de ejemplo para las que pueden usarse proteinas H-NOX se describen, por
ejemplo, por las patentes de EE.UU. n.° 6.974.795 y 6.432.918, particularmente con respecto a aplicaciones
terapéuticas para transportadores de O:.

Aplicaciones industriales de las proteinas H-NOX

Las proteinas H-NOX y la composicion descritas en el presente documento también pueden utilizarse para varias
aplicaciones in vitro o industriales (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.° 6.455.676, en particular con
respecto a aplicaciones in vitro o industriales). Las proteinas H-NOX particulares pueden seleccionarse para tales
aplicaciones a base de la velocidad de asociacion del Oz deseada, la velocidad de disociacién del Oz, la constante
de disociacion para la unién del Oz, la estabilidad del NO, la reactividad del NO, la velocidad de auto-oxidacion, la
semivida o cualquier combinacién de dos o mas de las aplicaciones particulares anteriores. En diversas
realizaciones de las aplicaciones industriales, la proteina H-NOX es una apoproteina que tiene la capacidad de
unirse al hemo o es una holoproteina con el hemo unido.

Las proteinas H-NOX pueden usarse, por ejemplo, como patrones de referencia para instrumentacion analitica que
precise de tales patrones de referencia. La administracion de Oz mediante las proteinas H-NOX puede utilizarse para
la potenciacién del crecimiento celular en un cultivo celular manteniendo o disminuyendo los niveles de Oz in vitro.
Para estas aplicaciones, las proteinas H-NOX pueden afadirse a un medio de cultivo celular para administrar Oz al
medio (y a las células en el medio). En algunas realizaciones, el Oz esta unido a la proteina H-NOX antes de
afnadirla al medio de cultivo celular. En otras realizaciones, el Oz no esta unido a la proteina H-NOX antes de su
adicion al medio de cultivo celular, y la proteina H-NOX transporta Oz desde un emplazamiento en el medio a otro
emplazamiento en el medio.

Como alternativa, las células se pueden modificar de forma genética para codificar una proteina H-NOX para
aumentar la cantidad de O2 obtenido por las células. Por ejemplo, las células que expresan un compuesto de interés
(tal como una molécula pequefia o proteina util en aplicaciones farmacéuticas) se pueden modificar de forma
genética para producir también una proteina H-NOX que facilite el crecimiento de las células, en especial en
condiciones de bajo Oz (Sullivan ef al. (2006). "Targeted Oxygen Delivery within Hepatic Hollow Fiber Bioreactors via
Supplementation of Hemoglobin-Based Oxygen Carriers," Biotechnol. Prog. 22: 374-87; Frey et al. (2001).
"Dissection of Central Carbon Metabolism of Hemoglobin-Expressing Escherichia Coli by 13C Nuclear Magnetic
Resonance Flux Distribution Analysis in Microaerobic Bioprocesses," Applied and Environmental Biology 67(2): 680-
687). Ademas, las proteinas H-NOX pueden utilizarse para eliminar Oz de soluciones que necesitan la eliminacién de
Oa2.

Kits con proteinas H-NOX

También se describen en el presente documento articulos de fabricacion y kits que incluyen cualquiera de las
proteinas H-NOX descritas en el presente documento y un embalaje adecuado. En algunas realizaciones, un kit
incluye (i) una proteina H-NOX (tal como una proteina H-NOX natural o mutante descrita en el presente documento
o formulaciones de la misma, como se describe en el presente documento) y (ii) instrucciones para el uso del kit
para administrar O2 a un individuo. En diversas realizaciones, el kit presenta (i) una proteina H-NOX (tal como una
proteina H-NOX natural o mutante descrita en el presente documento o formulaciones de la misma, como se
describe en el presente documento) y (ii) instrucciones para el uso del kit para cualquiera de los usos industriales
descritos en el presente documento (por ejemplo, el uso de una proteina H-NOX como un patrén de referencia para
instrumentacion analitica que precise tal patréon de referencia, la potenciacion del crecimiento celular en un cultivo
celular manteniendo o aumentando los niveles de Oz in vitro, la adicién de O2 a una solucion o la eliminacion de O2
de una solucién).

Se conoce en la técnica el embalaje adecuado para las composiciones descritas en el presente documento, e
incluyen, por ejemplo, viales (por ejemplo, viales sellados), recipientes, ampollas, botellas, tarros, embalajes flexibles
(por ejemplo, Mylar sellado o bolsas de plastico), y similares. Estos articulos de fabricacion pueden adicionalmente
esterilizarse y/o sellarse. También se proporcionan formas de dosificacion unitarias que comprenden las
composiciones descritas en el presente documento. Estas formas de dosificacién unitarias pueden almacenarse en
un embalaje adecuado en dosificaciones unitarias individuales o mudltiples, y también pueden adicionalmente
esterilizarse y sellarse. Normalmente, las instrucciones suministradas en los kits son instrucciones escritas sobre una
etiqueta o prospecto de envase (por ejemplo, un folio de papel incluido en el kit), pero también son aceptables
instrucciones leibles mediante una maquina (por ejemplo, instrucciones portadas en un disco de almacenamiento
magnético u o6ptico). En general, las instrucciones con referencia al uso de las proteinas H-NOX incluyen informacion
como la dosificacién, el programa de dosificacion y la via de administracion para el tratamiento o uso industrial
pretendido. Adicionalmente, el kit puede comprender una descripcion de la seleccién de un individuo adecuado o
tratamiento.

Los envases pueden ser dosis unitarias, embalajes a granel (por ejemplo, embalajes de multidosis) o dosis

subunitarias. Por ejemplo, también pueden proporcionarse kits que contengan dosificaciones suficientes de las
proteinas H-NOX divulgadas en el presente documento para proporcionar tratamiento eficaz para un individuo
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durante un periodo prolongado, tal como aproximadamente cualquiera de una semana, 2 semanas, 3 semanas, 4
semanas, 6 semanas, 8 semanas, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses 0 mas.
Ademas, los kits pueden contener dosis unitarias multiples de las proteinas H-NOX e instrucciones para su uso,
embaladas en cantidades suficientes para el almacenamiento y el uso en farmacias, por ejemplo, farmacias de
hospitales y farmacias de preparacion de compuestos. En algunas realizaciones, el kit incluye una composicién seca
(por ejemplo, liofilizada) que puede reconstituirse, resuspenderse o rehidratarse para formar una suspension en
general acuosa estable de la proteina H-NOX.

Métodos a modo de ejemplo para la produccion de proteinas H-NOX

En el presente documento también se describen métodos para la produccién de cualquiera de las proteinas H-NOX
mutantes descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, el método implica cultivar una célula que
tiene un acido nucleico que codifica una proteina H-NOX mutante en condiciones adecuadas para la produccion de
la proteina H-NOX mutante. En diversas realizaciones, la H-NOX mutante también se purifica (tal como purificacién
de la proteina H-NOX de las células o el medio de cultivo).

Como se observa anteriormente, las secuencias de varias proteinas H-NOX naturales y acidos nucleicos son
conocidas y pueden usarse para generar proteinas H-NOX mutantes y acidos nucleicos. Técnicas para la mutacion,
expresion y purificacion de proteinas H-NOX recombinantes se han descrito por, por ejemplo, Boon, E.M. et al.
(2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chemical Biology 1:53-59, y
Karow, D. S. ef al. (10 de agosto de 2004). “Spectroscopic Characterization of The Soluble Guanylate Cyclase-Like
Heme Domains From Vibrio Cholerae And Thermoanaerobacter Tengcongensis”, Biochemistry 43(31):10203-10211,
particularmente con respecto a la mutacién, expresién y purificacion de proteinas H-NOX recombinantes. Estas
técnicas u otras técnicas convencionales pueden usarse para generar cualquier proteina H-NOX mutante.

En particular, las proteinas H-NOX mutantes descritas en el presente documento pueden generarse por varios
métodos que se conocen en la técnica. La mutacién puede producirse en tanto al nivel de aminoacidos por
modificacién quimica de un aminoacido como al nivel de codones por alteraciéon de la secuencia de nucleétidos que
codifica un aminoacido dado. La sustitucion de un aminoacido en cualquier posicién dada en una proteina puede
lograrse alterando el codén que codifica ese aminoacido. Esto puede llevarse a cabo por mutagénesis dirigida a sitio
usando, por ejemplo: (i) la técnica de Amersham (kit de mutagénesis de Amersham, Amersham, Inc., Cleveland,
Ohio) basado en los métodos de Taylor, JW. et al. (20 de diciembre de 1985). “The Use of Phosphorothioate-
Modified DNA in Restriction Enzyme Reactions to Prepare Nicked DNA”, Nucleic Acids Res. 13(24):8749-8764;
Taylor, J.W. et al. (20 de diciembre de 1985). “The Rapid Generation of Oligonucleotide-Directed Mutations at High
Frequency Using Phosphorothioate-Modified DNA”, Nucleic Acids Res. 13(24):8765-8785; Nakamaye, K. L. et al. (22
de diciembre de 1986). “Inhibition of Restriction Endonuclease Nci | Cleavage by Phosphorothioate Groups and its
Application to Oligonucleotide-Directed Mutagenesis”, Nucleic Acids Res, 14(24):9679-9698; y Dente et al. (1985).
En DNA Cloning, Glover, Ed., IRL Press, paginas 791-802, (ii) el kit de Promega (Promega Inc., Madison, Wis.), o (iii)
el kit de Biorad (Biorad Inc., Richmond, Calif.), basado en los métodos de Kunkel, T. A. (enero de 1985). “Rapid And
Efficient Site-Specific Mutagenesis Without Phenotypic Selection”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82(2):488-492; Kunkel,
T. A. (1987). “Rapid And Efficient Site-Specific Mutagenesis Without Phenotypic Selection”, Methods Enzymol.
154:367-382; Kunkel, patente de EE.UU. n.° 4.873.192, particularmente con respecto a la mutagénesis de proteinas.
La mutagénesis también puede llevarse a cabo por otros medios comercialmente disponibles o no comerciales, tales
como aquellos que utilizan mutagénesis dirigida a sitio con oligonucle6tidos mutantes.

La mutagénesis dirigida a sitio también puede llevarse a cabo usando mutagénesis basada en PCR tal como la
descrita en Zhengbin ef al. (1992), paginas 205-207, en PCR Methods and Applications, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York; Jones, D. H. et al. (febrero de 1990). “A Rapid Method For Site-Specific Mutagenesis
And Directional Subcloning by Using the Polymerase Chain Reaction to Generate Recombinant Circles”,
Biotechniques 8(2):178-183; Jones, D. H. et al. (enero de 1991). “A Rapid Method For Recombination And-Site-
Specific Mutagenesis by Placing Homologous Ends on DNA Using Polymerase Chain Reaction”, Biotechniques
10(1):62-66, particularmente con respecto a la mutagénesis de proteinas. La mutagénesis dirigida a sitio también
puede llevarse a cabo usando mutagénesis en casete con técnicas que son conocidas para aquellos expertos en la
materia.

Un acido nucleico de H-NOX mutante puede incorporarse en un vector, tal como un vector de expresion, usando
técnicas convencionales. Por ejemplo, pueden usarse enzimas de restriccion para escindir el acido nucleico de H-
NOX mutante y el vector. Luego pueden ligarse los extremos compatibles del acido nucleico de H-NOX mutante
escindido y el vector escindido. El vector resultante puede insertarse en una célula (por ejemplo, una célula de
insecto, una célula de planta, una célula de levadura o una célula bacteriana) usando técnicas convencionales (por
ejemplo, electroporacion) para la expresion de la proteina H-NOX codificada.

En particular, proteinas heterélogas se han expresado en varios sistemas de expresién bioldgicos tales como células
de insecto, células vegetales, células de levadura y células bacterianas. Por tanto, puede utilizarse cualquier sistema
de expresion de proteinas biolégicas adecuadas para producir grandes cantidades de proteina H-NOX
recombinante. En algunas realizaciones la proteina H-NOX (por ejemplo, una proteina H-NOX mutante o natural) es
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una proteina aislada. Como se usa en el presente documento, una “proteina aislada” significa una proteina separada
de uno o mas componentes con los que la proteina esta naturalmente asociada en la naturaleza que incluyen, por
ejemplo, acidos nucleicos, lipidos y otras proteinas. Una proteina aislada tampoco se produce en una biblioteca de
proteinas, tal como una biblioteca de 2, 5, 10, 20, 50 o mas proteinas diferentes. Una proteina aislada puede
obtenerse, por ejemplo, por expresion de un acido nucleico recombinante que codifica la proteina o por sintesis
quimica de la proteina.

Si se desea, las proteinas H-NOX pueden purificarse usando técnicas convencionales. Como se usa en el presente
documento, una “proteina purificada” significa una proteina (por ejemplo, una proteina H-NOX mutante o natural)
que ha sido separada de uno o mas componentes que estan presentes cuando la proteina se produce. En algunas
realizaciones, la proteina esta al menos aproximadamente el 60 %, en peso, libre de otros componentes que estan
presentes cuando la proteina se produce. En diversas realizaciones, la proteina esta al menos aproximadamente el
75 %, 90 % o el 99 % en peso pura. Una proteina purificada puede obtenerse, por ejemplo, por purificacion (por
ejemplo, extraccion) de una fuente natural, un sistema de expresién recombinante o una mezcla de reacciéon para
sintesis quimica. Métodos de purificacion a modo de ejemplo incluyen inmunoprecipitacion, cromatografia en
columna tal como cromatografia de inmunoafinidad, purificacién por inmunoafinidad de perlas magnéticas e
inmunopurificacion con un anticuerpo unido a placa, ademas de otras técnicas conocidas para el experto. La pureza
puede ensayarse por cualquier método apropiado, por ejemplo, por cromatografia en columna, electroforesis en gel
de poliacrilamida o analisis de HPLC. En algunas realizaciones, la proteina purificada se incorpora en una
composicién farmacéutica de la invenciébn o se usa en un método descrito en el presente documento. La
composicion farmacéutica de la invencién puede tener aditivos, transportadores u otros componentes, ademas de la
proteina purificada.

Ejemplos

También describen ejemplos, que pretenden ser puramente a modo de ejemplo de la invencién y, por tanto, no
deben considerarse que limitan la invencién de ningun modo, y detallan aspectos y realizaciones de la invencién
tratados anteriormente. Los ejemplos no pretenden representar que los experimentos mas adelante sean todos o los
unicos experimentos realizados. A menos que se indique lo contrario, la temperatura es en grados centigrados y la
presion es atmosférica o proxima a atmosférica.

Ejemplo 1: Produccion de proteinas H-NOX naturales y mutantes

Se produjeron, expresaron y purificaron proteinas H-NOX naturales y mutantes usando métodos convencionales,
esencialmente como se describe por Boon, E.M. ef al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble
Guanylate Cyclase”, Nature Chemical Biology 1:53-59 y Karow, D. S. ef al. (10 de agosto de 2004). “Spectroscopic
Characterization of The Soluble Guanylate Cyclase-Like Heme Domains From Vibrio Cholerae And
Thermoanaerobacter Tengcongensis”, Biochemistry 43(31):10203-10211, particularmente con respecto a la
mutagénesis, expresion y purificacion de proteinas H-NOX. La mutagénesis se realizd6 usando el protocolo
QuickChange® de Strategene (La Jolla, CA). La expresion de las proteinas en cultivo celular y posterior purificacion
de las proteinas se realizé como se describe por Karow, D. S. et al. (10 de agosto de 2004). “Spectroscopic
Characterization of The Soluble Guanylate Cyclase-Like Heme Domains From Vibrio Cholerae And
Thermoanaerobacter Tengcongensis”, Biochemistry 43(31):10203-10211.

Ejemplo 2: Caracterizacion de proteinas H-NOX mutantes como vehiculos de administraciéon de oxigeno
Kb cinética: Relacion de kdis con respecto a kas

El valor de Kb cinética se determiné para proteinas H-NOX naturales y mutantes esencialmente como se describe
por Boon, E.M. et al. (2005). “Molecular Basis For NO Selectivity in Soluble Guanylate Cyclase”, Nature Chemical
Biology 1:53-59, particularmente con respecto a la medicién de las velocidades de asociacion del Oz, velocidades de
disociacion del Oz, constantes de disociacion para la unién de Oz, velocidades de auto-oxidacion y velocidades de
disociacién del NO.

kas (velocidad de asociacion del Oz)

La asociacion de Oz al hemo se midio usando fotdlisis de destello a 20 °C. No fue posible evaporar el complejo de
Fe'-O2 como resultado de la muy rapida cinética de recombinacion geminada; por tanto, el complejo de Fe'-CO se
sometio a fotdlisis de destello con luz de laser a 560 nm (Hewlett-Packard, Palo Alto, CA), produciendo el producto
intermedio de Fe' pentacoordinado, a lo que le sigui6 la unién de O2 molecular a diversas longitudes de onda. Se
prepararon muestras de proteina por reduccion anaerobia con ditionito 10 mM, seguido de desalacion sobre una
columna PD-10 (Millipore, Inc., Billerica, MA). Entonces, las muestras se diluyeron a hemo 20 uM en TEA 50 mM,
NaCl 50 mM, tampoén a pH 7,5, en una cubeta de cuarzo de atmésfera controlada, con un tamario de 100 yla 1 mly
una longitud de trayectoria de 1 cm. El gas CO se circul6 sobre el espacio de cabeza de esta cubeta durante 10
minutos para formar el complejo de Fe'-CO, formacion que se verificd por espectroscopia UV-visible (maximo de
Soret 423 nm). Entonces, esta muestra se usé tanto para medir la cinética de re-enlace de CO después de la
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fotolisis de destello mientras que estaba bajo 1 atmosfera de gas CO, como se abrié y se agitd en aire durante 30
minutos para oxigenar completamente el tampdn antes de que la fotdlisis de destello observara eventos de re-enlace
de CO. La asociacion del Oz al hemo se monitorizé a multiples longitudes de onda frente al tiempo. Estas trazas se
ajustaron con una exponencial simple usando el software Igor Pro (Wavemetrics, Inc., Oswego, OR; ultima versién
de 2005). Esta velocidad fue independiente de la longitud de onda de observacion, pero dependiente de la
concentracién de O2. Durante todo el transcurso se usé espectroscopia de UV-visible para confirmar todos los
complejos y productos intermedios (Cary 3K, Varian, Inc. Palo Alto, CA). Los datos de absorcién transitoria se
recogieron usando instrumentos descritos en Dmochowski, I. J. et al. (31 de agosto de 2000). “Enantiomeric
Discrimination of Ru-Substrates by Cytochrome P450cam”, J Inorg Biochem. 81(3):221-228, particularmente con
respecto a la instrumentacion. El instrumento tiene un tiempo de respuesta de 20 ns, y los datos se digitalizan a 200
megamuestras s,

kdis (velocidad de disociacion del O2)

Para medir la kdis, los complejos de Fe'-O2 de proteina (hemo 5 uM), diluidos en TEA 50 mM anaerobio, NaCl 50
mM, tampon a pH 7,5, se mezclaron rapidamente con un volumen igual del mismo tampon (anaerobio) que contenia
diversas concentraciones de ditionito y/o gas CO saturante. Los datos se adquirieron en un espectrofotometro de
flujo interrumpido HI-TECH Scientific SF-61 con un bafio de temperatura constante Neslab RTE-100 fijado a 20 °C
(TGK Scientific LTD., Bradford On Avon, Reino Unido). La disociacion del Oz del hemo se monitoriz6 como un
aumento en la absorbancia a 437 nm, un maximo en el espectro de diferencia de Fe' - Fe'-O2, 0 425 nm, un maximo
en el espectro de diferencia de Fe' - Fe!-CO. Las trazas finales se ajustaron a una exponencial simple usando el
software que es parte del instrumento. Cada experimento se hizo un minimo de seis veces, y las velocidades
resultantes se promediaron. Las velocidades de disociacién medidas son independientes de la concentraciéon de
ditionito (se probaron ditionito 100, 50, 25, 10, 5 y 2,5 mM) e independiente de CO saturante como trampa para las
especies reducidas, tanto con como sin ditionito 10 mM presente.

Kb cinética

La Kb cinética se determina calculando la relacion de kdis con respecto a kas usando las mediciones de kadis y Kas
descritas anteriormente.

Kb calculada

Para medir la Kb calculada se representaron los valores para la kdis y la Kb cinética que se obtuvieron como se ha
descrito anteriormente. Se definié una relacion lineal entre kdis y Ko cinética por la ecuacion (y=mx+b). Entonces, los
valores de kdis se interpolaron a lo largo de la linea para derivar la Kp calculada usando Excel: MAC 2004 (Microsoft,
Redmond, WA). En ausencia de una kas medida, esta interpolacion proporciona una forma para relacionar kais con
Kbp.

Velocidad de auto-oxidacion

Para medir la velocidad de auto-oxidacidon, las muestras de proteina se redujeron anaerobiamente, luego se
diluyeron a hemo 5 yM en TEA 50 mM aerobio, NaCl 50 mM, tampén a pH 7,5. Estas muestras se incubaron luego
en un espectrofotometro Cary 3E equipado con un bafio de temperatura constante Neslab RTE-100 fijado a 37 °C y
se barrieron periédicamente (Cary 3E, Varian, Inc., Palo Alto, CA). La velocidad de auto-oxidacion se determiné a
partir de la diferencia entre el maximo y el minimo en el espectro de diferencia de Fe'" - Fe' representado frente al
tiempo y se ajusté con una exponencial simple usando Excel: MAC 2004 (Microsoft, Redmond, WA).

Velocidad de reacciéon con NO

La reactividad del NO se midi6 usando proteinas purificadas (Tt WT HNOX, Tt Y140H HNOX y hemoglobina de
Homo sapiens (Hs Hb)) preparada a 2 yM en tampén A y NO preparado a 200 pM en tampo6n A. (Tampon A: Hepes
50 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM). Los datos se adquirieron en un espectrofotdémetro de flujo interrumpido HI-TECH
Scientific SF-61 equipado con un bafio de temperatura constante Neslab RTE-100 fijado a 20 °C (TGK Scientific
LTD., Bradford On Avon, Reino Unido). La proteina se mezcl6é rapidamente con NO en una relacién 1:1 con un
tiempo de integracion de 0,00125 s. Las longitudes de onda del cambio maximo se ajustaron a una exponencial
simple usando el software que es parte del espectrémetro, esencialmente midiendo la etapa limitante de la velocidad
de la oxidacion por NO. Los productos finales de la reaccion fueron NO férrico para las proteinas H-NOX y acuo
férrico para Hs Hb.

Mediciones de p50
Si se desea, el valor de p50 para las proteinas H-NOX mutantes o naturales puede medirse como se describe por
Guarnone, R. et al. (septiembre/octubre de 1995). “Performance Characteristics of Hemox-Analyzer For Assessment

of The Hemoglobin Dissociation Curve”, Haematologica 80(5):426-430, particularmente con respecto a la medicién
de valores de p50. El valor de p50 valor se determina usando un analizador HemOx. La camara de medicién

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2611 157 T3

empieza al 0 % de oxigeno y se eleva lentamente, incrementalmente, hacia el 100 % de oxigeno. Una sonda de
oxigeno en la camara mide el % de saturaciéon de oxigeno. Una segunda sonda (luz UV-Vis) mide dos longitudes de
onda de absorcion, ajustadas a los picos alfa y beta de los espectros de UV-Vis de la hemoproteina (por ejemplo,
una proteina tal como H-NOX complejada con hemo). Estos picos de absorcion aumentan linealmente a medida que
la hemoproteina se une oxigeno. Entonces se representa el cambio en porcentaje de sin unir al 100 % unido contra
los valores de % de oxigeno para generar una curva. La p50 es el punto en la curva en el que el 50 % de la
hemoproteina esta unida a oxigeno.

Especificamente, el analizador Hemox (TCS Scientific Corporation, New Hope, PA) determina la curva de
disociacion de oxihemoproteina (ODC) exponiendo 50 ul de sangre o hemoproteina a una presion parcial creciente
de oxigeno y desoxigenandola con gas nitrégeno. Un electrodo de oxigeno Clark detecta el cambio en la tension del
oxigeno, que se registra en el eje x de un registrador x-y. EI aumento resultante en la fraccion de oxihemoproteina
se monitoriza simultdneamente por espectrofotometria de longitud de onda dual a 560 nm y 576 nm y se muestra
sobre el eje y. Se toman muestras de sangre de la vena antemedia, se anticoagula con heparina y se mantiene a
4 °C sobre hielo humedo hasta el ensayo. Cincuenta ul de sangre completa se diluyen en 5 pl de solucion Hemox,
un tampoén proporcionado por el fabricante que mantiene el pH de la solucién a un valor de 7,4 + 0,01. El tampén de
muestra se extrae en una cubeta que es parte del analizador Hemox y la temperatura de la mezcla se equilibra 'y se
lleva a 37 °C; entonces la muestra se oxigena al 100 % con aire. Después de ajustar el valor de pO2, la muestra se
desoxigena con nitrogeno; durante el procedimiento de desoxigenacion la curva se registra en un papel
cuadriculado. El valor de p50 se extrapola en el eje x como el punto al que la saturaciéon de Oz es el 50 % usando el
software que es parte del analizador Hemox. El tiempo requerido para un registro completo es aproximadamente 30
minutos.

Los valores de p50 para cualquiera de las proteinas H-NOX pueden compararse con los de la hemoglobina como
indicacion de la afinidad relativa de la proteina H-NOX por el O2 en comparacién con la de la hemoglobina. La Tabla
13 enumera previamente valores de p50 informados para hemoglobina.

Tabla 13. Variantes de hemoglobina y sus afinidades de oxigeno informadas

Nombre Modificacién Kb (nM) | p50 (mm de Hg) | Referencia/fabricante
Hemoglobina (sin estromas) ~400 14

Hemoglobina (de RBC) 27

Hemopure (HBOC-201) Bovina polimerizada 36 Biopure

Oxiglobina (HBOC-301 Bovina polimerizada 54 Biopure

Hemospan (MP4) Maleimida-PEG 5 Sangart

Polyheme Piridoxal 28-30 Northfield Labs
Hemolink O-rafinosa 40 Hemosol

Hemassist Diaspirina 32 Baxter

Mediciones de la viscosidad

Si se desea, la viscosidad de las soluciones de H-NOX puede medirse usando un reémetro de cono/plato (modelo
DV-III, Brookfield; Middleboro, MA) con el husillo del cono CPE-40 a una velocidad de cizallamiento de 200/s.
Soluciones con viscosidades entre 1 y 4 centipoise (cP) administradas en experimentos de administracion de
oxigeno por hemodilucién se informan como seguras (Winslow, R. M. et al. (octubre de 2004). “Comparison of PEG-
Modified Albumin And Hemoglobin in Extreme Hemodilution in the Rat”, JAppl Physiol. 97(4):1527-1534, las patentes
de EE.UU. n.° 6.974.795 y 6.432.918, particularmente con respecto a la medicion de viscosidad). Por consiguiente,
en algunas realizaciones, la viscosidad de la solucion de proteina H-NOX esta entre 1 y 4 cP.

Mediciones de la presiéon oncética coloide

Si se desea, la presiéon oncoética coloide puede medirse usando un osmoémetro coloide segun las instrucciones del
fabricante (modelo 4420, Wescor; Logan, UT). Métodos a modo de ejemplo para medir la presion oncética coloide se
describen en Vandegriff, K. D. et al. (noviembre de 1997). “Colloid Osmotic Properties of modified Hemoglobins:
Chemically Cross-Linked Versus Polyethylene Glycol Surface-Conjugated”, Biophys. Chem. 69(1):23-30, en la malla
mundial en “anaesthesiamcq.com/FluidBook/fl2_4.php”; las patentes de EE.UU. n.° 6.974.795 y 6.432.918,
particularmente con respecto a medir la presidon oncoética coloide. Soluciones con la presion oncética coloide entre 20
y 50 mm de Hg administradas en experimentos de administracién de oxigeno por hemodilucion se informan como
seguras (Winslow, R. M. et al. (octubre de 2004). “Comparison of PEG-Modified Albumin And Hemoglobin in Extreme
Hemodilution in the Rat”, J Appl Physiol. 97(4):1527-1534). Por consiguiente, en algunas realizaciones, la presion
oncética coloide de la solucion de proteina H-NOX esta entre 20 y 50 mm de Hg.

Ejemplo 3: Modelo de cirugia para mutantes de H-NOX de transportadores de O2: Comparacion de un panel
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de mutantes de H-NOX de transportadores de O2y H-NOX en hemodilucién extrema en la rata.

Para evaluar la capacidad de mutantes de H-NOX para transportar Oz en un modelo de cirugia puede realizarse una
adaptacion de un protocolo establecido (Winslow, R. M. et al. (octubre de 2004). “Comparison of PEG-Modified
Albumin And Hemoglobin in Extreme Hemodilution in the Rat”, J Appl Physiol. 97(4):1527-1534, particularmente con
respecto a modelos de cirugia) usando transfusién de intercambio continuo en la rata.

Ratas Sprague-Dawley macho aclimatadas se anestesian por inyeccion intramuscular de una mezcla para roedor
que contiene una mezcla de ketamina (40 mg/kg), acepromazina (0,75 mg/kg) y xilazina (3 mg/kg). Catéteres hechos
de tubo de polietileno (PE-50 y PE-10 de Clay Adams) se implantan en ambas arterias femorales y una vena
femoral. Los catéteres se externalizan en la base de la cola y se cubren por una vaina para la cola para proteccion y
futuro acceso. Después del cierre de las heridas quirdrgicas, los animales se devuelven a sus jaulas y se deja que
se despierten y se recuperen durante 24 h antes del inicio del experimento. A los animales se les da libre acceso a
alimento y agua durante la recuperacion. Para las medidas hemodinamicas, el catéter de la arteria femoral se
conecta mediante una llave de paso y una aguja de calibre 23 a un transductor de presién, y la tensién arterial se
muestrea continuamente a 100 Hz.

El pH arterial, PCO2 y POz se miden en un analizar de gas en sangre modelo 248 de Bayer usando muestras de
sangre heparinizadas de 100 pl. Se mide acido lactico en sangre de la arteria femoral usando un analizador de
lactato de YSI (Yellow Springs Institute, Yellow Springs, OH). El COz2 total, bicarbonato convencional (HCO) y exceso
de base (EB) se calculan a partir de PCO2, pH y la concentracién de Hb.

Animales completamente conscientes (n = 5 para cada grupo de tratamiento) se colocan en jaulas de Plexiglas. Las
canulas arteriales y venosas se lavan con 200 y 100 pl, respectivamente, de solucién salina heparinizada (100 U/ml).
Los catéteres arteriales y venosos se conectan a una bomba de infusién (Labconco modelo 4262000, Kansas City,
MO), y la transfusioén por intercambio se lleva a cabo a una velocidad de 0,5 ml/min durante 100 minutos. Por tanto,
el volumen total de solucién intercambiada es 50 ml 0 2,5 volumenes de sangre. La bomba peristaltica se opera de
forma que la sangre se extraiga a exactamente la misma velocidad a la que se infunde el material de prueba. Las
soluciones de prueba se calientan a 37 °C en un bafio de agua antes de la infusion y se mantienen calientes durante
la infusién por una almohadilla calentadora. Al final del periodo de intercambio de 100 minutos, los animales que
sobreviven se monitorizan durante 70 minutos adicionales antes de la eutanasia. Se toman muestras de sangre (0,3
ml) cada 10 minutos para analisis hematologicos y de gas en sangre.

Los grupos de tratamiento incluyen animales a los que se administran una o mas proteinas H-NOX que han sido
previamente probadas para constantes de disociacion del NO u O2, reactividad del NO, estabilidad, fisio-
compatibilidad, o combinaciones de dos o mas de las anteriores. Los grupos tratados con H-NOX de glébulos rojos y
penta-almidon proporcionan controles positivos y negativos, respectivamente.

Los criterios de valoracion objetivos incluyen supervivencia y la aparicién de metabolismo anaerobio, sefializado por
el desequilibrio acido-base y la acumulacién de acido lactico. Las proteinas H-NOX que aumentan la velocidad de
supervivencia (tal como produciendo un aumento estadisticamente significativo en la velocidad de supervivencia) en
comparacién con las del grupo de control son utiles para oxigenar tejidos en hemodilucion extrema. Se espera que
tales proteinas H-NOX también sean Utiles para tratar otras indicaciones para las que es beneficiosa la
administracion de Oo.

Ejemplo 4: Modelo de traumatismo para mutantes de H-NOX de transportadores de O2: Comparacion de los
efectos de mutantes de H-NOX de transportadores de O:y soluciones de hemoglobina recombinantes sobre
la tension arterial, circulacion sanguinea intestinal y oxigenacién del intestino en un modelo de rata de
choque hemorragico.

Para evaluar la capacidad de proteinas H-NOX para transportar Oz en un modelo de traumatismo puede realizarse
una adaptacion de un protocolo establecido (Raat, N. J. et al. (enero de 2005). “Effects of Recombinant-Hemoglobin
Solutions rHb2.0 and rhb1.1 on Blood Pressure, Intestinal Blood Flow, And Gut Oxygenation in a Rat Model of
Hemorrhagic Shock”, J Lab Clin Med. 145(1):21-32, particularmente con respecto a modelos animales de
traumatismo) en un modelo de rata de presion fijada (40 mm de Hg) de choque hemorragico y reanimacion.

Se anestesian ratas Wistar con una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de 90 mg/kg de ketamina, 0,5 mg/kg de
medetomidina y 0,005 mg/kg de sulfato de atropina. La temperatura corporal de cada rata se mantiene entre 36,5 °C
y 37,5 °C usando una almohadilla calefactora termocontrolada por una sonda de temperatura dispuesta en el recto
de la rata. Ademas, la pérdida de calor se compensa usando una lampara de calentamiento ceramica posicionada
40 a 50 cm por encima de la rata. Para la ventilacion mecanica se realiza una traqueotomia y una longitud de 3,5 cm
de tubo de poli(cloruro de vinilo) 6F se dispone 0,5 cm en la trdquea y se asegura con una sutura. Se usa un
ventilador para bebés modificado para ventilar al animal. Para minimizar la pérdida de liquido ventilatorio, un filtro de
humedad se coloca antes del tubo de ventilacion. Se usa un puerto lateral de este filtro para monitorizar el CO2 al
final de la respiracion usando un capnégrafo. Los parametros de ventilacion tales como la fase inspiratoria (0,25 -
0,35) y la velocidad de respiracion (50-75 respiraciones/min) se ajustan para mantener los valores de la PCO2
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arterial entre 35 y 45 mm de Hg durante la cirugia como se comprueba tomando una muestra de sangre de
referencia. No se hacen mas ajustes hasta el final del experimento.

Se canulan vasos usando catéter de vena de polietileno de 0,5 x 0,9 mm. Los catéteres se llenan de 0,9 % de
solucién de NaCl con 25 Ul de heparina. El catéter de la arteria carétida derecha se acorta a 20 cm y se ajusta a un
transductor de presion para la monitorizacién continua de la tensién arterial media (MAP) y la frecuencia cardiaca.
La MAP se calcula usando esta formula:

(tensidn arterial sistolica - tensidn arterial diastolica)/3 + tension arterial diastélica.

Ademas, la vena yugular se canula para el soporte de liquido con 15 ml/kg/h de lactato de Ringer y 5 ml/kg/h de
anestesia de mantenimiento (ketamina 50 mg/kg/h en lactato de Ringer). La arteria femoral se canula para la
extraccién de sangre y el muestreo de gas en sangre arterial. La vena femoral se canula para la infusién de los
liquidos de reanimacién y el muestreo de gas en sangre venosa.

Se realiza una laparotomia en la linea media en cada rata: el abdomen se cubre con envoltura de Saran para
prevenir la evaporacién de fluidos corporales. Se perfora un pequefio orificio en la envoltura de Saran para permitir
el acceso de la fibra optica para mediciones de PO2 microcirculatoria. También se canula una vena ileocecal con un
catéter de polietileno de 0,8 mm para el muestreo de sangre venosa mesentérica.

La POz microvascular intestinal se mide usando la técnica previamente descrita de extincién dependiente del
oxigeno de fosforescencia de paladio-porfirina. Después de 2,5 a 3 horas de cirugia, meso-tetra(4-carboxi-
fenil)porfina de paladio (Il) acoplada a solucion de HSA (50 mg en 10 ml de 4 % de solucién de albumina, 4 mmol/l
de solucion de paladio-porfirina, pH ajustado a 7,4 con HCI) se infunde a una dosis de 12 mg/ kg de peso corporal a
una velocidad de 9,6 ml/kg/h durante 15 minutos.

La excitacion del paladio-porfirina con un pulso de luz produce emisién de fosforescencia con un decaimiento en el
tiempo que se relaciona cuantitativamente con la concentracion de oxigeno (Vanderkooi, J. M. et al. (25 de abril de
1987). “An Optical Method for Measurement of Dioxygen Concentration Based Upon Quenching of
Phosphorescence”, J. Biol. Chem. 262(12):5476-5482). Se hacen mediciones de POz microvascular con una fibra
optica posicionada por encima de la parte proximal del ileon. La lampara de destello se registra antes de infundir el
paladio-porfirina y se usa un algoritmo de desconvolucién para calcular las concentraciones de oxigeno. Después de
la infusion de la solucién de paladio-porfirina y 45 minutos de estabilizacion se toman muestras de sangre de
referencia (0,2 ml/muestra) de la arteria femoral, vena femoral y vena mesentérica para la determinacion del gas en
sangre. Las muestras de sangre se analizan en un analizador de gas en sangre y un hemoximetro.

Se induce choque hemorragico extrayendo sangre de la arteria femoral en jeringuillas de 3 ml con heparina (25 Ul/ml
de sangre) a una velocidad de aproximadamente 1 ml/min durante varios minutos hasta que la MAP es
aproximadamente 40 mm de Hg. La MAP se mantiene a este nivel usando mas extracciones de sangre o infusiones
de sangre durante 45 minutos. Justo antes de la reanimacién se extraen muestras de sangre (0,2 ml/muestra) de la
arteria femoral, vena femoral y vena mesentérica para la determinacién de gas en sangre, y se reinfunde una
cantidad similar de sangre de rata (recogida durante el choque hemorragico). Después de este periodo de choque,
los animales se asignan aleatoriamente a 1 de 8 grupos de reanimacioén diferentes. La reanimacion se lleva a cabo
con proteinas H-NOX naturales o mutantes o con otro transportador de O, tal como solucién de hemoglobina
recombinante rHb1.1 (Baxter), rHb2.0 (Baxter), hemoglobina sin suero (solucion patrén), MP4 (Sangart), Hemopure
(Biopure) o Polyheme (Northfield Labs) (Raat, N. J. ef al. (enero de 2005). J Lab Clin Med. 145(1):21-32;
concentracién de reserva 100 mg/ml), todas a una dosis de 20 ml/kg (2 g/kg) infundida a una velocidad de 60
mi/kg/h. Se usa HSA (13,4 % de soluciéon de albumina) infundida a la misma dosificacién (20 ml/kg) y velocidad
como control para el efecto del volumen sobre la presion y flujo durante la reanimacién. Cuando se completa la
reanimacion se toman muestras de sangre de 0,2 ml de la arteria femoral, vena femoral y vena mesentérica después
de 30, 60, 90 y 120 minutos, y cada vez se devuelve una cantidad similar de sangre de rata.

H-NOX que producen la misma vasoconstriccion sistémica o menos (tal como sustancialmente o significativamente
menos), el mismo aumento de MAP o menos, o el mismos aumento en la resistencia vascular mesentérica (MVR) o
menos después de la reanimacion en comparaciéon con la que se produce por otro transportador de Oz (tal como
rHb1.1, rHb2.0, hemoglobina sin suero, MP4, Hemospan, o Polyheme) o por HAS oncoéticamente igual son Utiles
para tratar choque hemorragico. Se espera que tales proteinas H-NOX también sean utiles para tratar otras
indicaciones para las que es beneficiosa la administracion de O-.

A menos que se defina de otro modo, los significados de todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento son aquellos comunmente entendidos por un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Un experto en la materia también apreciaréa que cualquier método y material similar o
equivalente a aquellos descritos en el presente documento también puede usarse para poner en practica o probar la
invencion.

Para su uso en el presente documento, a menos que se indique claramente de otro modo, el uso de los términos

45



10

15

20

25

30

35

40

ES2611 157 T3

“ » o«

un”, “una” y similares se refiere a uno o mas.

Referencia a “aproximadamente” un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) realizaciones
que se refieren al valor o parametro por si mismo. Por ejemplo, descripcién con referencia a “aproximadamente X’
incluye descripcién de “X”.

Se entiende que el aspecto y realizaciones de la invencién descritos en el presente documento incluyen “que

comprende”, “que consiste” y “que consiste esencialmente en” aspectos y realizaciones.
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Ser
Arg
Glu
150
Glu

Thr

Glu
Arg
His
Ser
55

Arg
Arg

Ile

Ser
135
Val
Ser

Asp

Ser
Lys
Gln
40

Ala
Cys
Ser
His
Gln
120
Ser
Ala

Gln

Gly

49

Val
val
25

Ile
Cys
Phe
Thr
Lau
105
Leu
Arg
Arg
Asn

Pro
185

Gln
19

Cys
Tyr
Thr
Val
Gly
90

Ile
Thr
Thx
Glu
Asp

170
Leu

His
His
Pro
Gly
Arg
75

Arg
Met
Asn
Gly
Phe

155
Ile

Thx

Tyr
Ile
Aszp
Glu

60
Phe

Tyr
Arg
Met
Met
140
Tyr
Ser

Val

Val
Ile
Lys
45

Ser
Phe
Phe
Phe
Asp
125
Ser
Gly
Gly

Ile

Gln
Asp
30

Leu
Phe
Ser
Cys
Thr
110
Asp
Lys
Leu

Gly

Val
190

Glu
15

Cys
Met
Asp
Asn
Asp
95

Tyr
Asn
Tyr
Glu

Thr
175

Glu
Lys
Pro
Phe
Phe
80

Phe
Pro
Gly
Leu
Ile

160
Ala
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Met
Tyr
Ser
Lys
Phe
65

Gly

Len

Leu
Mat
145
His

Thr

<210>7
<211>190
<212> PRT

Tyr
Gly
Pro
Leu
50

Met
Tyr
Asn
Met
Thr
130
Gly

Ile

Phe

Gly
Glu
Ser
35

Ala
Asp
Asp
Gly
Arg
115
Lau
Gln
Glu

Gln

<213> Manduca sexta

<400> 7

Met
1
Tyrxr

Gln
Axrg
Phe
65

Gly

Leu

Met
145
Arqg

Thr
<210>8

<211>190
<212> PRT

Tyx
Gly
Pro
Leu
50

Met
Tyr
Asn
Met
Thr
130
Gly

Ila

FPhe

Gly
Glu
Ser
Ala
Asp
Asp
Gly
Arg
115
Leu
Gln

Glu

Gln

Leu
Glu
20

Phe
Lys

Gln

Leu
109
Ala
His
Ile

Leu

Leu
180

Leu
Glu
20

Phe
Lys=

Gln

Leu
100
Ala
Hisg
Ile

Leu

Leu
180

Leu
Lys
Ser
Lys
Met
Val
85

Asp
Pro
Tyxr
Arg
Val

165
Thx

Leu
Arg
Ser

Lys

VvVal
a5

Asp
Pro
Tyr
Arg
Leu

165
Thr
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Leu
Trp
Val
Ala
Gly
70

Leau
Asn
Ser
Arg
Glu
150
Arg

Phe

Leu
Trp
val
Ala
Gly
70

Leau
Asn
Ser
Arg
Glu
150

Arg

Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

Glu
Glu
His
Gln
55

Val
Ser
Leu
Phe
Ser
135
Val

Glu

Asp

Glu
Glu
His
Gln
55

Val
Ser
Leu
Phe
Ser
1356
Val

Glu

Asp

Asn Leu
Asp Ile
25
Gln Val
40
Gin Val
Tyr Phe
Val Leu
Hig Glu
105
Ile Cys
120
Lys Arg
Ala Arg
Glu Ile

Asn Axg
185

Asn Met
Asp Ile
25
Gln Val
Glu Val
Tyxr Phe
Val Leu
His Glu
105
Ile Cys
120
Lys Arxrg
Ala Arg
Glu Len

Asn Arxg
185

50

Ser
10

Arg
Tyr
Leu
Val
Gly
90

Tyr
Glu
Arg
Tyx
Len

170
Ala

Ala
10

Tyr
Leu
vVal
Gly
20

Tyr

Glu

His

Len
170
Ala

Glu
Arg
Pro
Gly
Gly
75

Arg
Leu
Asn
Gly
Phe
155
Phe

Phe

Glu

Pro
Gly
Gly
75

Arg
Leu
Asn
Gly
Phe
155
Phe

Phe

Tyxr
Gln
Glu
Val
60

Phe
His
Lys
Glu
Phe
140
Tyxr
Asp

Thr

Tyr
Gln
Glu
Ile
60

Phe
Hisg
Lys
Glu
Phe
140
Tyr

Asp

Thx

Ile
Ala
Asn
45

Ser
Val
Met
Phe
Thx
125
Val
His
Thr

Leu

Ile
Ala
Asn
45

Thr
vVal
Mot
Phe
Thr
125
val
His
Thr

Leu

Lys
Gly
Lau
Glu
Gly
Arg
Ser
110
Lys
Tyx
Lys=s
Val

Ala
180

Axrg
Gly
Leu
Glu
Ser
Arg
Ser
110
Arg
Tyxr
Lys
Val

Ala
190

Ser
15

Ile
Leu
Arg
Gln
Asp
a5

Tyr
Gln
Tyr
Glu

His
175

Gln
15

Val
Ile
Arg
Gln
Asp
95

Tyr
Gln
Tyr
Glu

His
175

Vval
2sp
Gln
Asp
Tyr
80

Phe
Pro
Gly
Thr
Met

160
val

Thr
Glu
Thr
Glu
Tyr
80

Phe
Pro
Gly
Ala
Met

160
Val
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<400> 8

Met
1
Tyr
Pro

Arg

Glu
65
Trp

Met
Thr
Met
Ile
145
Vval

Lys

<210>9
<211>190
<212> PRT

Lys=
Gly
Asp
S0

Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu

Glu

Phe

Gly
Asn
Arg

35
Ile

Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyr
Gly
Arg

Lys

Thx
Asp
Val
Phe
Arg
Ser

Glu

100

Arg
Val
Ser
Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Ala
Glu
Tyr
85

Val
Leu
Ser
Ser
Glu
165
Pro

<213> Clostridium acetobutiylicum

<400>9

Met
1
Tyx
Arg
Asn
Ile

65

Asp
Sex
Lys
Phe
Ile
145
vVal

Asp

<210> 10
<211> 189

Lys
Gly
Lys
Asn
50

Ile
Phe
Meb
Pro
Thr
130
Lys
Glu

Ile

Gly
Glu
Lys

35
Phe

Tzrp
Pro
Phe
Pro
115
Tyr
Gly
Lys

Tyr

Thr
Thr
20

Ile
Ile
Glu
Ala
Asp
100
Leu
Arg
Ser

Thr

Tyr
180

Val
Val
Phe
Glu
Lys
Phe
85

Val
Ile
Ser
Ala
Lys

165
Lys

ES2611 157 T3

Val
val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His
Ile
Lys
Lys
150
Lys

Val

Vval
Val
Ser
Asp
Ile
70

Phe
His
Leu
Lys
Asn
150
Glu

Lys

Gly
Asp
Pro
Val
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg
135
Phe

Asp

Phe

Gly

Glu

Pro
Ile
55

Gly
Glu
Val
Ile
Arg
135
His
Ser

Ser

Thr

Glu

Leu

40
Ser

Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe

Gly

Glu

Thr
Asn
Phe
440

Ser
Glu
His
Val
Lys
120
Gly
Phe

val

Phe

51

Trp
Ser
25

Glu
Glu
Gln
Arg
Leu
105
Pro
Met
Lys
Phe

Tyr
185

Trp
Ala
25

Glu
Lys
Asp
Glu
Met
105
Pro
Met
Asn

val

Lys
185

Ile
10

Asp
Lys
Agn
Arg
20

Thr
Val
Tyr
Glu
Ser

170
Lys

Val
10

Leu
Asp
Lys

Asn

.Asn

S0
Thrx

Ile
Phe
Glu
Leun

170
Ile

Lys
Lys
Ile
Thr
Ile
75

Leu
Lys
Ala
Asp
Glu
155
Arg

Lys

Lys=s
Glu
Vval
Val
Val
15

Leu
Lys
Ser
Asp
Lys
155
lys

Asn

Thr
Ser
Asp
Gly
60

Lys
val
Met
Lys
Tyr
140
Ile

Leu

Asn

Thr
Lys
Glu
Asn
60

Ile
Tyr
Lys
Lys
Tyr
140
Ile
Phe

Lys

Leau
vVal
Asp
45

Lys
Thr
Asn
Ile
Asp
125
Phe
Ser

Lys

val

Cys
val
Asp
45

Glu
Ala
Ser
Phe
Arg
125
Leu
Glu
Thr

Leu

Arg
Gly
Asp
Asn
Phe
Phe
Lys
110
Ala
Leu

Val

val

Trp
190

Lys
Gly
Ser
Glu
Phe
Phe
Pro
11¢
Glu
Lys
Ile

Phe

Leu
190

Asp
15

Trp
Glu
val
Ser
Leu
95

Gly
Ile
Gly
Glu

Arg
175

Arg
15

Phe
Lys
Lys
His
Phe
95

Gly
Ala
Gly
Glu

Asp
175

Leu
Glu
Vval
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu
Leu
Glu

160
Ile

Leu
Glu
Val
Ser
lys
8¢

Lys=
Ala
Ile
Leu
Glu

160
Lys
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Majority

<400> 10

Met
1

Tyr:

Ile
Tyr
Agp
65

Serxr
Phe
Pro
Gly
Ile
145
Glu
Val

<210> 11

<211> 186
<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 11

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile

Gly

Gly
Ala
130
Val
Ile

Gln

Gly
Pro
Gly
35

Lau
Lau
Tyr
Gln
Met
115
Leu

Ile

Glu

"Phe

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly
Met

Leu
i80

Val
Val
Phe
Ala
Leu
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile
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aAsn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150

Ile

Glu

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

Glu

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Lau
Phe
120
Tyr
Thr
Gln

Lys

52

Leu
Ile
25

ile
Lys=
Met
Val
Hig
105
Arg
Ser
val

Gln

Glu
185

Glu
10

Lys
Ile
vVal
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys

170
Ser

Leu
Lys=
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155

Asn

Glu

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Glu
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

val
Ala
Asp
45

Ile
Phe
Asn
Gly
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Leu
Gln
30
Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His

Cys

Arg
15

Val
Lys
Ala
Gln
Arg
95

Ile
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Rsp
Thr

160
His



10

15

‘Met:
1
Phe
Met
Tyrxr
Asp
65
Sexr
Phe
Fro
Leu
Ile
145
Glu

Lys

<210> 12
<211> 189
<212> PRT
<213> Rattus

<400> 12

Met
1
His
Ile
Tyr
Asp
65
Ser
Phe
Pro
Gly
Ile
145
Glu

Val

<210> 13
<211> 188
<212> PRT

Tyr Gly
Gly Glu
Glu Gly
35
Azn Leu
50
Ile Leu
Gly Tyr
Leu Gln
Gly Met
115
Leu Leu
130
Gly Ile
Ile Asp

Giu Arg

norvegicus

Tyr Gly
Gly Lys
Glu Gly
Asp Leun
50
Leu Leu
Gly Tyr
Leu Gln
Gly Met
115
Ala Leu
130
Val Ile
Val His

Gln Phe

<213> Homo sapiens

Phe
Glu
20

Gln
Ile
Glu
Asp
Asn
100
Arg
His
Val

Ile

Ala
180

Phe
Asp
20

Ser
Val
Glu
Azp
Asn
100
Arg
Val
Gly
Val

Ala
180

Val
Ile
Phe
Gly
Leu
Lys
85

Leu
Ala
Tyrxr
Llys
Val

165
Ile

Val
Lys
Phe
Gly
Ala
Asn
g5

Leu
Ala
Leu
Leu
Glu

165
Ile
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Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pxro
Tyr
Ala
150
Lys

Ala

Asn
Trp
Lau
Ala
FPhe
70

Ile
Asp
Pro
His
Vval
150
Ile

Ile

Tyr
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Ser
135
vVal
Arg

Arg

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Arg

Ile

Glu

Ala
Lys
Arg
40

Val
Lys
Gln
Leu
Phe
120
Glu
Ala

Lys

Glu

Ala
Glu
Arg

40
Val

Asn
Leu
Phe
129
Tyr
Ser

Lys

Lys

53

Leu
Ile
25

Gln
Glu
Thr
val
His
105
Arg
Arg
Ser

Gly

Asn
185

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Sar
Val

Asn

Val
185

Glu
10

Lys
Ile
Ile
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Pro
Lys
Glu

170
Gln

Glu
10

Lys
Val
val
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys

170
Glu

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
15

Gly
His
Thr
Gly
Leu

155
Pro

Leu
Arg
Tyrxr
Leu
Phe
75

Gly
His
Ser
Aryg
Lys
155
Gly

Thr

Leu
Lys
Asp
Asn
60

Glu
Ala
Leu
Glu
Leu
140
His

Ile

Leu
Glu
Asp
Glu
60

Glu
Ser
Leu
Thr
Pro
140
Thr
Glu

Ala

Val
Ala
Asgp
45

Ile
Phe
Thx
Gly
Lys
125
Glu
Gly

Asp

vVal
Ala
Asp
45

Ile
Phe
Thr
Ala
Arg
125
Gly
Leu

Asp

Lys

Leu
Met
30

Glu
Pro
Cys
Pro
Thrx
110
Asp
His
Val

Glu

Leu
Ala
30

Val
Ser
Cys
Thrx
Ser

110
Glu

His

Cys

Ly= His
15
Val Ser
Ile Thr
Ala Asp
Gln Asp
Arg Asp
Leu Tyr
Gly Glu
Ile Val
Glu Val
160

Ala Glu
175

Arg Glu
val Glu
Leu Ser
Ala Asn
Val Glu
80
Arg His
95
Ile Tyr
Ser Asp
Glu His
Gly Ser
160

Asp His
175
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<400> 13

Met Tyx
1
Tyr Gly

Glu Glu

Asp Leu
50

Ile Leu

65

Gly Tyr

Leu Gln
Gly Met

Gly Leu
130

val Ile

145

Ile Asp

Gln Phe
<210> 14

<211>190
<212> PRT

Gly
Pro
Gly
35

Val
Gln
Asp
Asn
Arg
115
Ile

Gly

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 14
Met Tyr

1
Phe Gly

Asp Val

Gly
Glu

Phe

- 35

Leu Ile
50

Leu Lys

65

Tyr Asp

Glu Asn
Met Asn
Leu Leu
130
Gly Ile
145
Met Ser

Glu His

<210> 15
<211> 188

Gln
Leu
Arg
Leu
Ala
115
His
Ile
Ile

Val

Phe
Glu
20

Phe
Ala
Met
Thr
Lau
100
Ala
Leu
Ile
Lys

Ile
180

Phe
Glu
20

Mat
Glu
FPhe
Met
Asp
100
Pro
Tyr
Glu

Leu

Val
180

Val
Val
Leu
Ala
Phe
Ile
85

Asp
Pro
His
Ile
Val

165
Glu

Xle
Thr
Thr
Ala
Gly
Leu
85

Ala
Ser
Tyr
Ala
Asp

165
Phe
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Asn
Trp
Val
Ala
Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
Lys=
150

Ile

Glu

Asn
Trp
Tyr
Cys
Glu
70

Arg
Leu
Phe
Ser
Vval
150
Met

Leu

His
Glu
Arg
Ser
55

Lys
Arg
Leu
Phe
Tyr
135
Thr
Gln

Lys

Thr
Glu
Thr
Lys
55

Tyr
Thr
Asn
Arg
Asp
135
Ala

Asn

Val

Ala
Asp
Ile
40

Lys
Met
Val
His
Arg
120
Ser
Vval
Gln

Glu

Cys
Lys
val
40

val
Phe
Leu
Ser
Val
120
Arg
Lys
Glu

Val

54

Leu
Tle
25

Ile
val
Phe
Leu
Asp
105
Cys
Glu
Ala
Arg

Ser
185

Leu
Leu
25

Tyr
Leu
Phe
Gly
Tyr
105
Glu
His
Asp
Glu

Gln
185

Glu
10

Lys
Tyr
Leu
Phe
Gly
His
Thr
Arg
Gln
Asn

170
Lys

Gln
10
Lys

Asp
Lys
Gly
Leu
Glu
Gly
Phe
Val

170
Lys=s

Leu

Lys

Asn
val
75

Ser
Leu
Asp
Glu
Gln
155
Glu

Glu

Ser
Ala
Asp
Val
Phe
75

Asn
Ala
Gly
Leu
Phe
155
Glu

Ala

Lau
Glu
Asp
Leu
60

Phe
Asn
Ala
Ala
Gly
140
Ile
Glu

Glu

Leu
Pro
Ile
Ser
60

Cys
Leu
Leu
Ala
Cys
140
Asp

Arg

His

val
Ala
Ser
45

Asn
Cys
Val
Thx
Glu
125
Leu
His

Cys

val
Ala
Ile
45

Met
Lys
Thr
Sear
Asp
125
His
Thr
Thr

Arg

Ile
Gln
30

Lys
Ala
Gln
Arg
Ile
110
Lys
Gln
Gly

Asp

Thr
Glu
30

Thr
Glu
Met
Glu
Tyr
110
Gly
Ile
Asp
Gly

Gln
190

Arg
Leu
Thr
Gly
Glu
Glu
95

Tyr
Gly
Asp
Thr

His
175

Glu
15

Val
Ile
Ala
Ser
Phe
95

Gln
Ala
val
Val

Lys
175

Asn
Asp
Tyr
Glu
Ser
80

Phe
Pro.
Lys
Ile
Glu

160
Thr

Lys
Gln
Lys
Ile
Gly
80

Ile
Glu
Met
Pro
Ala

160
Lys
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<212> PRT

<213> Manduca sexta

<400> 15

Met
1
Phe
Met
Tyr
Ala

65

Ser
Phe
Pro
Gly
Ilea
145
Glu
Gln

<210> 16

<211>189
<212> PRT

Tyr

Glu
Asn
50

Ile
Gly
Leau
Gly
Ala
130
val
val

FPhe

Gly
Glu
Gly
35

Leu
Leu
Tyx
Gln
Met
115
Leu
Ile

Lys

Leu

<213> Mus musculus

<400> 16

Met
1
Tyr
Glu
Tyr
Glu

65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu

Thr

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile

Gln

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Len
Ile
Asp

Phe

Phe
Glu
20

Ser
Ile
Glu
Asp
Asn
100
Arg
Val
Gly

Val

Ile
180

Phe
Glu
Gln
Val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly
Meatb

Leu
180

Val
Thr
Phe
Thr
Leu
Lys
85

Leu
Ser
Leu
Ile
Glu

165
Thr

Val
vVal
Phe
Ala
Meat
Thr
85

Leu
ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile
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Asn
Trp
Len
Ala
Phe
70

ITle
Pro
Pro
Hisg
Val
150

Ile

Glu

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Vval

Glu

Tyxr
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Gly
Ser
Tyr

135
Lys

Thr

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

Glu

Ala
Thr
Arqg
49 -
Val
Lys
Gln
Leu
Phe
120
Tyxr
Thr
Lys=

Ser

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
129
Tyr
Thr

Gln

Lys

55

Leu
Ile
25

Gln
Glu
Thr
val
His
1905
Arg
Ser
val
Thr

Thr
185

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Mat
vVal
His
105
Arg
Ser
val

Gln

Glu
185

Glu
10

Lys
Ile
VvVal
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Asp
Ala
Lys

170
Thr

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg

170
Ser

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Ser
155
Glu

Gly

Leu
Lys
Thr
Leu
Phe
75

Gly
His

Thr

Gln
155
Asn

Lys

Leu
Lys
Glu
Gln
60

Glu
Ala
Leu
Glu
Pro
140
Lys

Glu

Arg

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Aszp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

val
Ala
Asp
415

Ile
Phe
Thr
Gly
Arg
125
Gly
Leu

Cys

val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Met
Aap
Glu
Pro
Cys
Pro
Thr
110
Pro
Leu
His

Asp

Ile

Gln
30
Ser

Asn

Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His

Cys

lys
15

Val
Ile
Ala
GIn
Arg
Leu
Glu
Glu

Asn

His
175

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
95

Tle
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Thr
Ala
Thr
Asp
80

Asp
Tyr
Asp
His
Thr

160
val

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His
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<210> 17
<211> 183
<212> PRT

<213> Nostoc punctiforme

<400> 17

Met
1
Phe
Val
Lys
Ile

65

Gly
Leu
Lys
Leu
Ile
145
Ile

Leu
<210> 18

<211> 189
<212> PRT

Tyr
Gly
Asp
Leu
50

Mat
Tyr
Glu
Leu
Ser
130
Gly

Thr

Val

Gly
Glu
vVal
35

val
Gln
Gly
Asn
Gln
115
Leu
Leu

Gln

Ile

<213> Takifugu rubripes

<400> 18

Leu
Glu
20

Phe
Lys
Ala
Glu
Leu
100
Pro
His
Ile

Thr

Tyr
180

Val
Thr
Leu
Ala
Phe
Met
g5

Asp
Pxo
Tyr
Lys
Gln

165
Lys
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Asn
Trp
Ser
Ala
Gly
Leu
Asn
Sexr
Arg
Gly
150

Asn

Pro

Lys
Lys
Met
Ser
55

Glu
Asp
Leu
Phe
Ser
135
Leu

Arg

Asn

Ala
Gln
Glu
490

Val
Phe
Met
His
Glu
120
Asp

Gly

Asp

56

Ile
Ile
25

Gly
Ile
Trp
Sar
Ala
105
Cys
Arg

Thr

Glu

Gln Asp
10
Lys His
Tyr Pro
Leu Ser
Val Gln
75
Gly Asp
Arg Val
Thr Asp
Glu Gly
Arg Phe
155

Gly Ala
170

Lys
Asp
Leu
60

Tyr
Thr

Gly

Leu
140
Asp

Glu

Val
Ala
Asp
45

Ser
Thr
Leu
Val
Glu
125
Thr

Thr

His

Cys
Glu
30

Ile
Pro
Ala

Pro

Ser

‘110

Glu
Pro
Glu

Asp

Ser
15

Val
Thr
Lys
Gln
Glu
95

Phe
Asn
Met
Val

Glu
175

Asp
His
Gln
Glu
80

Phe
Pro
Ser
Val
His

160
Phe
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Tyr
Ile
Tyr
Asp
65

Ser
Phe
Pro
Asn
Ile
145
Glu
Ile

<210> 19

<211> 185
<212> PRT

Tyr

Gly
Glu
Asp
Ile
Gly
Leu
Gly
Ser
130
Val

Ile

Lys

Gly

Pro
Gly

35
Len

Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Glu

Phe

Phe

Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
aAsn
100
Arg
Ile
Gly
Met

Leu
180

<213> Anopheles gambiae

<400> 19
Tyx
1
Gly
Glu
Asn
Ile
65
Gly
Leu
Gly
val
Gly
145
Ile
Lys
<210> 20

<211> 188
<212> PRT

Gly
Leu
Gly
Leu
50

Leu
Tyr
Gln
Met
Leu
130
Ile

Lys

Arg

Phe
Asn
Gln
35

Ile
Glu
Asp
Asn
Aryg
115
His
Val
Ile

Arg

val
Ile
20

Phe
Glu
Leu
Lys
Leu
100
Ala
Tyxr
Lys
Ile

Thr
180

val

Val
Phe

Ala

Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
Ile
85

Pxo
Tyr
Ala
Arg

165
Ala

ES2611 157 T3

Asn

Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Met

Glu

Tyxr
Glu
Val
Ala
Gly
70

Leu
Ala
Ser
Ser
Val
150
Arg

Val

His

Glu
Val
Ala
55
Gly
‘Leeu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

Glu

Ala
Gln
Arg
Val
55

Lys
Gln
Leu
Phe
Glu
135
Ala

Lys

Pro

Ala

Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Gln

Lys

Leu
Ile
Gln
40

Asp
Thx
Val
His
Arg
120
Arg
Ser

Gly

Ile

57

Leu

Ile
25

Ile
Lys
Meat
val
His
105
Arg
Ser
Val

Pro

Asp
185

Glu
Lys
25

Ile
Ile
Phe
Leu
Asp
105
Cys
Pro
Lys
Asp

Thx
185

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys

170
Ser

Leu
10

Lys
Tyr
Leu
Phe
Gly
His
Thr
Gly
Leu

Pro
170

Arg
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Axy
Gln
155

Ser

Glu

Leu
Lys
Glu
Asn
Glu
15

Ala
Leu
Glu
Leu
His

155
vVal

Leu Val

Glu Ala

Glu Asp
45

Lys Ile

60

Glu Phe

Sar Asn.

Leu Gly

Asp Ala
125

Glu Gly

140

Gln Ile

Lys Glu

Glu Glu

Val lLeu
Ala Gln

Asp Asp
45

Ile Pro

60

Phe Cys=

Thr Pro

Gly Thr

Thr Asn
125

Glu His

140

Gly val

Glu Pro

Leu Arxrg

15
Gln Leu
30
Ala Lys

Asp Ala
Cys Gln

Val Arg
95

Thr Ile

110

Glu Lys

Leu Gln
His Gly

Cys Asp
178

Lys Asn
i5

Val Asn

30

Ile Thr

Alz Gly
Gln Asp
Axrg Asp
95

Leu Tyr
110

Gly Gln
Ile Val
Asp Val

Glu Ala
175

Asn

Asp

Thr

Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His

Phe

Tyr
Asp
Ser
80

Phe
Pro
Leu
Ile
Glu

160
Lys
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<213> Apis mellifera

<400> 20

Met
1
Phe
Met
Tyr
Glu

65

Ser
Phe
Pro
Gly
Ile
145
Asp

Gln
<210> 21

<211> 189
<212> PRT

Tyr

Asp
Glu
Asn
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Ala
130
Val
Ile

Phe

<213> Bos taurus

<400> 21

Met
1
Tyr
Glu
Tyr
Glu

65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu

Thr

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile

Gln

Gly

Ser
Gly
35

Ile
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Glu

Leu

Gly
Pro
Gly

Leu

Tyr
Gln
Met
115
Leu
ITlea

Asp

Pha

Phe

Glu
20

Gln
Ile
Glu
Asp
aAsn
100
Arg
Ile
Gly
Met

Ile
180

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
Asn
1¢0
Arg
Ile
Gly
Mat

Leu
180

Val

Thr
Phe
Ser
Leun
Lys
85

Ala
Leu
Ile
Arg

165
Thr

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu

Ala

‘Leu

Ile

Lys=
165
Ile

ES2611 157 T3

Asn

Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
val
150
Ile

Asn

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
Hig
Ile
150
Val

Glu

Tyr

Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Leu

Thx

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
Ile

Glu

Ala

Ala
Arg
490

vVal
Arg
Gln
Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Lys

Ser

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Gln

Lys

58

Leu

Ile
25

Gln
Asn
Met
val
His
105
Arg
Sar
vVal
Thr

Gly
185

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
val
His
105
Arg
Ser
Val
Gln

Glu
185

Glu
10

Lys
Ile
Arg
Phe
Leu
920

Asp
Cys
Asp
Ala
Lys

170
Pro

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg

170
Ser

Leu

Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Lys
155

Asn

Gly

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
t'.-":ly
His
Thx
Arg
Gln
155

Asn

Lys

Leu

Asp
Asp
Asn
60

Glu
Ala
Leu
Glu
Pro
140
Lys
Glu

Val

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

val

Ala
Asp
45

Ile
Phe
Thr
Gly
Arg
125
Gly

Lau

Cys

val
Ala
hsp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Vval

Ala
30

Glu
Pro
Cys
Pro
Thr
110
Pro
Leu
His

Asp

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Asp
Leu
His

Cys

Lys
15

val
Ile
Ala
Gln
Arg
25

Leu
Glu
Glu
Gly

His
175

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
Ile
Lys
Gln

Gly

Asp
175

Thr

Asn
Thr
Asn
Asp
Asp
Tyxr
Asp
His
Thr

160
Val

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His
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<210> 22

<211>190

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardltii

<400> 22

Met Leu Gly Trp Tyr Bsp Arg Ala Ile Glu Ser Phe Leu Lys Gln Leu
1 5 10 15
Gly Ala Asp Ala Trp Arg Gly Thr Leu His Ser Ala Val Gly Gln Asp

- 20 25 30
Pro Val Leu Trp Cys Thr Pro Ser Cys Pro Ala Gly Asp Thr Ala Thr
35 40 45
Leu Ala Leu Phe Cys Ser Ala Ala Gln Ser Asn Thr Leu Glu Ala Thr
50 55 60
Pro His Gln Leu Leu Glu Glu Phe Gly Glu Tyr Phe Val Ser Tyr Leu
65 70 75 80
Thr Glu Gln Gly Tyr Ser Asn Leu Leu Arg Thr lLeu Gly Thr Ser Leu
85 : 90 95
Leu Glu Phe Leu Gln Asn Leu Asp Asp Val His Leu His Leu Gly Leu
100 105 110
Met Phe Pro Ala Met Ala Val Pro Ala Phe Glu Cys Thr Asp Val Gly
115 120 125
Pro Thr Cys Leu Lys Leu His Tyr His Ser His Arg Pro Ala Leu Gly
130 135 140
Pro Ile Val Val Gly Val Leu lLys Gly Leu Ala Glu Gln Tyr Trp Gly
145 150 155 160
Leu Gly Gly Glu Gln Leu Gln Val Glu Leu Leu Arg Gly Arg Asp AsSp
165 170 175
Cys Gly Ser Glu Asp Asp Asp His Asp Val Phe Arg Val Ser
180 185 190

<210> 23

<211> 189

<212> PRT

<213> Oryzias curvinotus

<400> 23

59
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Met
1
Tyr
Ile
Ty
Asp

65

Sear
Phe
Pro
Asn
Ile
145
Glu
Ile

<210> 24

<211> 189
<212> PRT

Tyr

Glu
Asp
Ile
Gly
Leu
Gly
Asn
130
vVal

Ile

Lys

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Lau
Tyr
Gln
Met
115
Leun
Ile

Glu

Phe

<213> Oryzias latipes

<400> 24

Met
1
Tyr

Ile
Tyr
Asp
Ser
Phe
Pro
Asn
Ile
145

Glu
Ile
<210> 25

<211> 189
<212> PRT

Tyr

Gly

Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Asn
130
Val
Ile

Lys

Gly

Pro

Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Glu

Phe

Phe
Glu
29

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly
Met

Lau
180

Phe

Glu
20

G1ln
val
GIn
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly

Met

Leu
180

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile

val

val

Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
ITle

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Lau
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
Hisg
Ile
150
Val

Glu

Asn

Trp

Lau
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Val

Glu

His
Glu
vVal
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
ITle

Glu

His

Glu

Val
Ala
55

Gly
Len
Ala
Serx
Tyx
138
Lys
Ile

Glu

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thx
Gln

Lys

Ala

Asp

Arg
Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyxr
Thr

Gln

Lys

60

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
val
His
105
Arg
Ser
val

Gln

Asp
185

Leu

Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg

Ser

Val

Gin

Asp
185

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
80

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys

170
Ser

Glu
10
Lys

Ile
val
Phe
Leu
=1

Asp
Cys
Glu
Ala
Lys

170
Ser

Leu
Arg
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155

Ser

Glu

Leu

Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thy
Arg
Gln
155

Ser

Glu

Leu
Glu
Glu
Lys
60

Glu
Ser
L&u
Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

Leu

Glu

Glu
Lys
60

Glu
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

Val
Ala
Asp
45

Ile
Phe
Asn
Gly
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Val

Ala

Asp
45

Ile
Phe
Asn
Gly
Ala
125
Gly
Ile

Glu

Glu

Len
Gln
30

Ala
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu

Leu

His

Cys

Leu

Gln
30

Ala
Asn
Cyé
Val
Thr
110
Glu
Leu
His

Cys

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Axg
95

Ile
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Arg
15
Leu

Lys
Ala
Gln
Axrg
Ile
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His

Asn

Asp

Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His
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<213> Strongylocentrotus purpuratus

<400> 25
Met

1
His
Ile
Tyr
Asp
65
Serxr
Phe
Pro
Gly
Ile
145
Glu

Val
<210> 26

<211> 189
<212> PRT

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Leau
Gly
Leu
Gly
Ala
130
val
Val

Gln

<213> Sus scrofa

<400> 26

Met
1
Tyr

Glu

Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu

Thr

Tyr
Gly

Glu

Asgp
Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val

Ile

Gln

Gly
Gln
Gly
35

Leau
Lau
Tyr
Gln.
Met
115
Leu
Ile

His

FPhe

Gly
Pro

Gly

35
Leu

Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile

Asp

Phe

Phe
Asp
20

Ser
Val
Glu
Asp
Asn
100
Arg
val
Gly
val

Ala
180

Phe
Glu

20
Gln

Val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile

Gly

Leu
180

Val
5
Lys
Phe
Gly
Ala
Asn

85

Lau
Ala
Leu
Leu
Glu

165
Ile

val
val

Phe

Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
val
150
Ile

Ile

Asn

Trp

Leu

Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Val

Glu

His
Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Arg
Ile

Glu

His
Glu

vVal

Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyxr
135
lys
Ile

Glu

Asn
Leu
Phe
129
Tyr
Ser

Lys

Lys

Ala
Asp

Arg

40
Ser

Lys
Arg
Leu

Phe
120

Tyx’

Thx
Gln

Lys

61

Leu
Tle
25

Ile
Lys
Met
VvVal
His
105
Arg
Sex
val

Asn

Val
185

Leu
Ile

25
Ile

Lys
Met
Val
His
105
Arg
Sex
Val
Gln

Glu
185

Glu
10

Lys
Val
Val
Pha
Leu
80

Asp
Cys
Glu
Ala
1lys

170
Glu

Glu
10
Lys

Ile

Val
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg

170
Ser

Leu
Arg
Tyr
Leu
Phe
75
Gly
Hisz
Ser
Arg
Lys.
155
Gly

Thr

Leu
Lys

Tyr

Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155
Asn

Lys

Leu
Glu
Asp
Glu
60

Glu
Ser
Leu
Thr
Pro
140
Thr
Glu

Ala

Leu
Glu

Asp

aAsn
60
Val

Ser

Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

Val
Ala
Asp
45

Ile
Phe
Thrx
Ala
Axg
125
Gly
Leu

Asp

Lys

Val
Ala

Asp

45
Leu

Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Lau
Ala
30

vVal
Ser
Cys
Thr
Ser
1i0
Asp
Lau
His

Cys

Ile
Gin

30
Ser

Asn
Cysg
val
Ala
110
Glu
Leu
His

Cys

Arg
15

Val
Leu
Ala
val
Arg
25

Ile
Ser
Glu
Gly

Asp
175

Arg
15
Leu

Lys

Ala
Gln
Arg
25

Ile
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Glu
Glu
Ser
Asn
Glu
80

His
Tyr
Asp
His
Ser

160
His

Asn
Asp

Thr

Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His
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15

<210> 27
<211> 184
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Majority

<400> 27
Met
1
Tyr
Glu
Asp
Ile
65
Gly
Leau
Gly
Leu
Ila
145
Glu
Phe
<210> 28

<211>172
<212> PRT

Tyr
Gly
Gly
Leu
50

Leu
Tyr
Gln
Met
Ile
130
Gly
Ile

Leu

Gly
Glu
Ser
35

Val
Gln
Asp
Asn
Arg
115
Leu
Ile
Glu

Ile

<213> Homo sapiens

<400> 28

Phe
Glu
29

Phe
Ala
Leu
Thr
Leu
190
Ala
His
Tle

Val

Glu
180

Val
Val
Leu
Ala
Phe
Ile
85

Asp
Pro
Tyx
Lys
Ile

165
Glu

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Val
Ala
Gly
70

Leu
Ala
Ser
Tyxr
Thr
150
Gln

Lys

His
Glu
Arg
Sér
55

Lys
Arg
Leu
Phe
Ser
135
val

Gln

Asn

Ala
Asp
Jle
40

Lys
Met
Vval
His
Arg
120
Glu
Ala
Lys

Ser

62

Leu
Ile
25

Ile
Val
Phe
Leu
Asp
105
Cys
Arg
Gln

Gly

Glu
10

Lys
Tyr
Leu
Phe
Gly
90

His
Thxr
Glu
Gln

Glu
170

Leu
Lys
Asp
Gly
Glu
75

Serxr
Leu
Asp
Gly
Phe

155
Glu

Leu
Glu
Asp

Ile

60

Phe
Asn
Ala
Ala
Leu
140
His

Cys

Val

Ala
Sar
45

Ser
Cys
Val
Thr
Glua
125
Gln
Gly

Asp

Gly
30

Leu
Ala
Gln
Arg
Ile
110
Gly
Asp
Thr

His

Axrg
15

Val
Thr
Gly
Glu
Glu
95

Tyr
Gly
Ile

Glu

val
175

Asn
Asp
Tyr
Asp
Sar
Phe
Pro
Gly
Tyr
Ile

160
Gln
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15

Met

Tyr

Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile

145
Glu

<210> 29
<211>172
<212> PRT

Tyr

Gly

Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
val

Ile

Gly

Pro

Gly
35

Leu
Leu
Tyrx
Gln
Met
115
Leau

Ile

Asp

<213> Rattus norvegicus

<400> 29

Met
1
Tyx
Gln
Tyr

Glu
65
Serxr

Phe
Pro
Lys

Ile
145
Glu

<210> 30
<211>170
<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 30

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val

Tle

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile

Asp

Phe
Glu
20

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly

Met

Phe
Glu
20

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly

Met

Val

Val

Phe
Ala
Met
Thr
85

Lau
Ala
L&u

Ile

Lys
165

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thx
85

Leu
Ala
Leu

Ile

Lys
165
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Asn

Trp

Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile

150
Val

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile

150
Val

His

Glu

Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tvx
135
Lys

Ile

Ala

Asp

Axrg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr

Gln

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr

Thr

Gln

63

Leu
Tle
25

Jle
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Ser

Val

Gln

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Ser

Val

Gln

Glu
10
Lys

Tle
val
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glu

Ala

Arg
1790

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu

Ala

Arg
170

Leu Leu

Lys Glu

Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln

155
Asn

Leu
Lys
Tyxr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln

155
Ser

Asp
Asn
80

Vval

Ser

Leu

Glu
140
Gln

Glu

Lau
Glu
Asp
Asn
60

val
Ser
Lau
Asp
Glu
140
Gln

Glu

val

Ala

Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly

Ile

Val
Ala
His
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly

Ile

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu

Leu

Hisg

Ile
Gln
390

Ser
Asn
Cys
val
Thx
110
Glu

Leu

His

Arg
15
Leu

Lys
Ala
Gln
Arg
95

Ile
Lys
Gln

Gly

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
Ile
Lys

Gln

Gly

Asn

Asp

Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp

Thr
160

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp

Thr
160
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15

Met

Phe

Tyr

Asp
65
Ser

Phe
Pro
Leu
Ile

145
Glu

<210> 31
<211>170
<212> PRT

Tyr
Gly
Glu

Asn
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Leu
130
Gly

Ile

Gly
Glu
Gly

Leu

Leu
Tyr
Gln

Met
115

Ile

Asp

Phe
Glu
20

Gln

Ila

Glu
Asp
Asn
100
Arg
His
val

Ile

<213> Drosophila melanogaster

<400> 31
Met
1
Tyr
Hisg
Asp
Cys

65

Gly
Leu
Lys
Ala
Ile

145
Lys

<210> 32
<211>173
<212> PRT

Tyr
Gly
Asn
Ile
50

Met

Tyx

Gln

Met
Val
130
Gly

Ala

Gly
val
Ser
35

Ala
Asn
Asp
Ser
Lys
115
Ile
Gln

Tyr

Met
Asp
20

Phe
Glu
Phe
Lys
Ile
100
Ser
Lau

Met

Val

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 32

Val
Ile
Phe

Gly

Leu
Lys
85

Leu
Ala
Tyxr
Lys

Val
165

Leu
Ile
Lys
Ala
Phe
Met
85

Asp
Pro
'i'yr
Thr

Ile
165
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Asn
Trp
Leu

Ala

Phe
70

Ile
Asp
Pro
Tyr
Ala

150
Lys

Tyr
Trp
Thr
Lau
Gly
70

ile
Asn
S_er
Arg
Glu

150
Glu

Tyr
Glu
Val

Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Ser

135
Val

Glu
Arg
His
Ser
55

Arg
Arg
Ile
Mat
Ser
1235

val

Ser

Ala
Lys

40
Vval

Lys
Gln
Leu
Phe
120
Glu

Ala

Lys

Ser
Lys
Gln
40

Ala
Cys
Serx
His
Gln

120
Ser

Gln

64

Ile
25
Gln

Glu

Thr
Val
His
105
Arg
Arg

Ser

Gly

val
Vval
25

Ile
Cys
Phe
Thr
Leu
105
Leu
Arg
Arg

Asn

Glu
10

Lys
Ile

Ila

Phe
Leu
90

Asp
Cys
Pro

Lys

Glu
170

Gln
10

Cys
Tyr
Thr
Val
Gly
90

Ile
Thr
Thr
Glu

Asp
170

Leu
Lys
Tyr

Leu

Phe
75

Gly
His
Thr
Gly

Leu
155

His
His
Pro
Gly
Arg
Arg
Met
Asn
Gly

Phe
155

Leu
Lys=
Asp
Asn
€0

Glu
Ala
Leu
Glu
Leun

140
His

Tyr
Ile
Asp
Glu
60

Phe
Tyr
Axrg
Met
Met

140
Tyr

Val
Ala
Asp

45
Ila

Phe
Thr
Gly
Lys
125
Glu

Gly

Val
Ile
Lys
45

Ser
Phe
Phe
Phe
Asp
125

Ser

Gly

Leu
Met
30

Glu

Pro

Cys
Pro
Thr
110
Asp
His

Val

Gln
Asp
30

Lau
Phe
Ser
Cys
Thr
110
Asp
lys=

Leu

Lys
15

Vval
Ile

Ala

Gln
Arg
95

Leu
Gly
Ile

Glu

Glu
15

Cys
Met
Asp
Asn
Asp
95

Tyr
Asn

Tyr

Glu

His
Ser
Thr

Asp

Asp
80

Asp
Tyr
Glu
vVal

Val
160

Glu
Lys
Pro
Phe
Phe
80

Phe
Pro
Gly

Leu

Ile
160
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Met
Ty
Leu
Leu
Glu
65

Thr

Phe

Tyx
Asp

Pro
145
Thr

<210> 33
<211> 169
<212> PRT

<213> Nostoc punctiforme

<400> 33
Met
1
Phe
val
Lys
Ile

65

Gly
Leu
Lys
Leu
Tle

145
Ile

<210> 34
<211> 166
<212> PRT

Phe
Gly
Gly
Arg
50

Ile
Gly

Leu

Lys
Gly
130
Ile

Glu

Tyr
Gly
Asp
Leu
50

Met
Tyr
Glu
Leu
Ser
130
Gly

Thr

Gly

Trp

Lys Asp

20

Thr Glu

35

Leu Val

Txrp Glu

Trp Asp

Asp Ser

100

Thr Lys

115

Thr Leu

Val Lys

Val val

Gly
Glu
val
35

Val
Gln
Gly
Asn
Gln
115
Leu

Leu

Gln

Leu
Glu
20

Phe
Lys
Ala
Glu
Leu
1900
Pro
His
Ile

Thr

<213> Caulobacter crescentus

<400> 34

Ile
Ile
Sexr
Asn
Ala
Glu

85
Leu

Leu
Leu
Gly

Met
165

Val
Thr
Leu
Ala
Phe
Met
85

Asp
Pro
Tyr
Lys

Gln

ES2611 157 T3

His
Trp
Glu
Ser
Tyr
70

Leu

Asp

Arg
Leu
Val

150
Lys

Asn
Trp
Ser
Ala
Gly
70

Leu
Asn
Ser
Arg
Gly

150
Asn

i65

Glu
Glu
Ile
Met
55

Gly

Lau

Ser

Gly
His
135
Val

val

Lys
Lys
Met
Ser
55

Glu
Asp
Leu
Phe
Ser
135
Leu

Arg

Ser
Lys
Ala
40

Ala
Gly

Arg

Leu

Pro
120
Tyx
Arg

Gln

Ala
Gln
Glu
40

val
Phe
Met
His
Glu
120
Asp
Gly

Asp

65

Phea
Ile
25
His
Asn
Phe
Ala
His
105
Ser
Tyr
Glu

Glu

Ile
Ile
25

Gly
Ile
Trp
Ser
Ala
105
Cys
Arg
Thx

Glu

Arg
10

Val
Tyr
val
Leu
Met

90
Tyr

Phe

Ser

Val

Arg
170

Gln
10

Lys
Tyr
Leu
val
Gly
80

Arg
Thx
Glu

Arg

Gln
His
Tyr
Ile
Ile
75

Ala

Phe

Arg
Lys
Ala

155
Lys=

Asp
His
Pro
Sex
Gln
75

Asp
Val
Asp

Gly

Phe
155

Leu
Met
Asn
Gly
Gln
Pro

Ile

Cys
Arg
140
Arg

Gln

Met
Lys
Asp
Leu
60

Tyr
Thr
Gly
Met
Leu

140
Asp

val
Ser
Asp
45

Ile
Phe
Asp

Asp

Asp
125
Ser
Arg

Glu

Vval
Ala
Asp
45

Ser
Thr
Leu
Val
Glu
125
Thr

Thr

Thr
Lys
30
Asp
Pro
Thr
Leu
His
110
Val
Gly

Ile

Cys
Glu
30

Ile
Pro
Ala
Pro
Ser
110
Glu

Pro

Glu

Arg
15

Phe
Glu
Ile
Met
Glu

95
Val

Gln
Leu

Tyr

Ser
15

Val
Thr
Lys
Gln
Glu
95

Phe
Asn

Met

Val

Lys
Glu
Thr
Glu
Glu
80

Gly

Val

Ala
Tyx

Asp
160

Arg
Asp
His
Gln
Glu
80

Phe
Pro
Sex

val

His
160
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Met
His
Gly
Leu
Lou
65

Pro
val
Ala

Met

Thr
145
Ala

<210> 35
<211> 167
<212> PRT

Lys
Gly
Ala
val
50

Arg
Val
Asn
Cys

Ala
130

Glu

Ala

Gly
Ala
Tyr

35
Glu

Trp
Phe
Asp
Pro
115
Tyr
Gly

Cys

val
Asp
20

Thr
Thr
Phe
Phe
Ile
100
His

Thr

Ala

val

<213> Shewanella oneidensis

<400> 35

Met
1
Cys

Asp
Ser
val
65

His
Gly
Pro
Ala
Leu

145
His

<210> 36
<211> 169
<212> PRT

Lys
Gly
Arg
Ile
50

Val
Thx
Ile
Ser
Leu
130
Len

Asp

Gly
Met
Val
35

Val
Lys
Asp
His
Leu
115
Arg
Phe

Thr

Ile
Ser
20

Tyr
Gln
Ala
val
Asp
100
Pro
Tyx
Gly

Cys

<213> Legionella pneumophila

<400> 36

Ile
Ala
Ser
Ala
Gly
Glu
85

Ile
Leu

Ser

Ala

Glu
165

Ile
Val
Val
Asp
Phe
Val
85

Val
His
Serxr

Ala

Met
165
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Phe
Trcp
‘Leu
Ser
Gln
70

Gly
His
Lys

Gln

Arg
150
Lys

Phe
Trp
Ser
Val
Gly
70

Asp
Ile
Ile
Sexr
Ala

150
His

Asn
Asp
Gly
Ala
55

Glu
His
Ala

Leu

Arg
135

Gln

Asn
Asn
Ala
Ala
55

Gln
Lys
His
Asn
Pro
135
Gln

Thr

Asp
Ser
40

Arg
Ala
vVal
Glu
Arg

120
Arg

Phe

Val
Glu
Lys
40

Gln
Phe
Phe
Leu
Gly
120
Arg

His

66

Leu
Ile
25

Tyx

Leu

Ser
val
105
Ala

Met

His

Leu
Leu
25

Ser
Arg
Leu
Asp
Glu
105
Gln
Arg

Phe

Gln
10

Leu
Asp
Ser
Pro
Ser
20

His
ITle

Cys

Glu

Glu
10

Leu
Tyr
Leu
Phe
Asp
20

Val
Leu
Leu

Gln

Glu
Asp
Asp
Leu
His
75

Arg
Lys
Asp

Ala

Val
155

Asp
Glu
Ala
Asn
Asn
75

Phe
Asn
Leu
Cys

Gln
155

Val
Glu
Glu
Ser
60

Leu
Ser
Leu

Ala

Leu
140

Ile

Met
Lys
Glu
Met
60

Gly
Thr
Lys
Pro
Phe

140
Lys

Vval
Ala
Glu
45

Arg
Ala
Phe
Tyr
Gly

125
Ala

Thr

Val
His
Ser
45

Pro
Leu
Ser
Leu
Asn
125
Cys

Ile

Ser
Gly
30

Trp

Gly

Leu
Ala
110
Gly

Gln

Phe

val
Ala
30

Glu
Ile
Ala
Leu
Tyr
110
Asn

Ala

Gln

Ala
15

Val
Glu
Glu
Ala
Ala
a5

Gly
Val

Gly

Glu

Ala
15

Pro
Leu
Gln
Ser
val
25

His
Gln
Glu

Ile

Ala
Sér
Thr
Leu
Tyr
80

Gly
Ala
Ala
Phe

Hisg
160

Gln
Lys
Phe
Asp
Arg
Met
Glu
Ile
Gly

Ser
160
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Met
1
Glu
Ser
Phe
Val

€5

Lys
Glu
Tyrxr
Met

Gly
145
val

<210> 37
<211> 166
<212> PRT

1lys
Ser
His
Gln
50

Ile
Tyr
Ala
Thx
Glu
130
Leu

Arg

Gly
Tyr
Gly

35
Lau

Pro
Leu
Glu
115
Met
Ile

Glu

Ila
Thr
20

Ala
Val
Gln
Gln
Glu
100
Leu
Ile
Lys=s

Asn

Ile
Leu
Tyr
Lys
Glu
Phe
85

Thrx
Pro
Tyr
Gly

Leu
165

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 37

Mal

Tyr

Asn

Ile
65
Asp

Ser
Lys
Phe
Ile

145
val

<210> 38
<211> 163
<212> PRT

Lys
Gly
Lys
Asn
50

ITle

Phe

Pxro

Thr
130
Lys

Glu

Gly
Glu
Lys=

35
Phe

Trp
FPro
Phe
Pro
115
Tyxr
Gly

Lys

Thr
Thr
20

Ile
Ile
Glu
Ala
Asp
100
Leu
Arg

Ser

Thr

Val
Val
Phe
Glu
Lys
Phe
85

Val
Ile
Sex

Ala

Lys
165
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Phe
val
Thr
Ala
Tyr
70

Phe
His
His
Thr
Cys

150
Pro

Val
Val
Ser
Asp
Ile
70

Phe
His
Leu
Lys
Asn

150
Glu

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 38

Asn
Asp
Ser
Leu
55

Gly
Arg
Ile
Phe
Ser
135
Ile

Ala

Gly
Glu
Pro
Ile
55

Gly
Glu
Val
Ile
Arg

135
His

Glu
Gln
Ile
40

Ala
Glu
Glu
His
Glu
120
Ser

Lys

Lys

Thr
Asn
Phe
40

Ser
Glu
His
val
Lys
120
Gly

Phe

67

Phe
Ile
25

Gly
Met
Tyr
iys=
Phe
105
Cys
Arg
Tyr

Thr

Trp
Ala

25
Glu

Lys
Asp
Glu
Met
105
Pro

Met

Asn

Leu
10

Ile
Thr
Lys
Leu
Lys
20

Glu
Gln

Pro

His

val
10

Lau
Asgp
Lys
Asn
Asn
90

Thr
Ile
Phe

Glu

Asn
Met
Tyr
Asn
Phe
75

Ser
Val
Tyr
Leu

Lys
155

Lys
Glu
Val
Val
Val
75

Leu
Lys
Sexr

Asp

Lys
155

Phe
Asp
Serx
Gly
60

Glu
val
Lys
His
Ala

140
Glu

Thr
Lys
Glu
Asn
60

Ile
Tyr
Lys
Lys
Tyxr

14¢
Ile

val
Ser
Pro
45

Lys
Val
Phe
Lys
Ser
125
Asp

Asn

Cys
val
Asp
45

Glu
Ala
Ser
Phe
Arg
125
Leu

Glu

Glu
His
30

Lys
Pro

Phe

Gln

Leu

110
Gln

Phe

Mat

Lys
Gly
30

Ser
Glu
Phe
Phe
Pro
110
Glu
Lys

Ile

Lys
15

Leu
Glu
Thr
Ala
Phe
95

Tyr
Asn
Ala

Thr

Arg
15

Phe
Lys
Lys
His
Phe
95

Gly
Ala
Gly

Glu

Ser
Lys
Leu
Ser
Lys
80

Leu
Asp
Gln

Glu

Ile
160

Leu
Glu
Val
Ser
Lys
80

Lys
Ala
Ile

Leu

Glu
160
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Met
Tyx
Pro
Arg

Glu
65

Trp
Met
Thr
Met
Ile

145
Val

<210> 39
<211> 188
<212> PRT

Lys
Gly
Asp
Arg
50

Ile
Phe
Met
Pro
E1lu
130
Glu

Glu

Gly
Asn
Axrg
Ile
Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyr
Gly

Arg

Thr
Asp
20

Val
Phe
Arg
Ser
Glu
100
Arg
Val

Ser

Ile
Vval
Ile
Ala
Glu
Tyr
85

val
Leu

Sear

Ser

ES2611 157 T3

Val
Val
Thr
Lys
val
70

Phe
His
Ile
Lys

Lys
150

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 39

Met
1
Tyr
Pro

Arg

Glu
65

Irp
Met
Thr
Met
Ile
145
Val
Lys
<210> 40

<211> 184
<212> PRT

Lys
Gly
Asp
Arg
50

Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu
Glu

Phe

Gly
Asn
Arg

35
Ile

Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyr
Gly
Arg

Lys

Thr
Asp
20

Val

Pro

Ser
Glu
100
Arg
Val
Ser

Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Ala
Glu
Tyx
85

Val
Leu
Ser
Ser
Glu

165
Pro

<213> Clostridium acetobutiylicum

<400> 40

Val
Val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His
Ile
Lys
Lys
150
Lys=

Val

Gly
Asp
Pro
Val
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg

135
Phe

Gly
Asp
Pro
Vval
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg
135
Phe

Asp

Phe

Thr
Glu
Leu
40

Ser
Arg
Gly
Gln
Ly=
120
Lys

Phe

Thr
Glu
Leu
40

Ser
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe

Gly

Glu

68

Trp

Ser
25

Glu

Glu
Gln
Arg
Leu
105
Pro

Meat

Lys=s

Trp
Ser
25

Glu
Glu
Gln
Arg
Leu
105
Pxo
Met
Lys

Phe

Tyr
185

Ile
19

Leu
Asp
Lys
Asn
Arg
90

Thr
Val
Tyrxr

Glu

Ile
10

Leau
Asp
Lys
Asn
Arg
20

Thr
Val
Tyr
Glu
Ser

170
Lys

Lys
Lys=
Ile
Thr
Ile
75

Lys
Ala
Asp

Glu
155

Lys
Lys
Ilea
Thr
Ile
75

Leu
Lys
Ala
Asp
Glu
155
Arg

Lys

Thr
Ser
hsp
Gly
Lys
Val
Met
Lys
Tyr

140
Ile

Thr
Ser
Asp
Gly
60

Lys=s
Val
Met
Lys
Tyr
140
Ile

Lei.t

Asn

Leau
Val
Asp
45

Lys
Thr
Asn
Ile
Asp
125
Phe

Ser

Lau
Val
Asp
45

Lys
Thr
Asn
Ile
Asp
125
Phe

Ser

Lys

Arg
Gly
30

Asp
Asn
Phe
Phe
Lys
110
Ala

Leu

Val

Arg
Gly
30

Asp
Asn
Phe
Phe
Lys
110
Ala
Leu

Val

val

Asp
15

Trp
Glu
val
Ser
Leu
95

Gly
Ile
Gly

Glu

Asp
15

Trp
Glu
Val
Ser
Leu
95

Gly
Ile
Gly
Glu

Arg
175

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu

Leu

Glu
160

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu
Len
Glu

160
Ile
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Sex
Lys
Phe
Ile
145
Vval
Asp
<210> 41

<211> 184
<212> PRT

Lys
Gly
Lys
Asn
50

Ile
Phe
Met
Pro
Thr
130
Lys
Glu

Ile

Gly
Glu
Lys

35
Phe

Trp
Pro
Phe
Pro
115
Tyx
Gly
Lys

Tyr

<213> Clostridium tetani

<400> 41
Met
1
Tyxr
Ser
Lys
His
65
Asp
Ser
Lys
Phe
Ile
145
_Leu
Asn
<210> 42

<211>172
<212> PRT

Lys
Asn
Asn
Lys
50

Leu
Phe
Lau
Pro
Tyr
130
Glu
Glu

Ille

Gly
Asp
Lys

35
val

Txp
Pro
Phe
Pro
115
Tyx
Gly
Arg

Tyr

Thr
Thr
20

Ile
Ile
Glu
Ala
Asp
100
Leu
Arg
Ser

Thx

Tyrxr
180

Thr
Asp
Ile
Ile
Arg
Ala
Asp
100
Leu
Glu
Ser

Thr

Leu
180

val
val
Phe
Glu
Lys
Phe
85

Val
Ile
Ser
Ala
Lys

165
Lys

Ile
Val
Phe
Glu
Gln
Phe
85

Ile
Val
Ser
Ile
Asn

165
Lys

<213> Desulfovibrio desulfuricans
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Val
Vval
Ser
Asp
Ile
70

Phe
His
Leu
Lys
Asn
150
Glu

Lys

vVal
Val
Lys
Tyxr
Ile
70

Phe
His
Thr
Lys
Lys=
150
Glu

Lys

Gly
Glu
Pro
Ile
55

Gly
Glu
val
Ile
Arg
135
His

Ser

Ser

Ala
Asn
Pro
Ile
55

Gly
Gln
Val
Ile
Arg
135
Tyr
Ser

Glu

Thr Trp Val

10

Asn Ala Leu

25

Phe Glu Asp

40
Sar

Lys

Lys

Glu Asp Asn

His
val
Lys
120
Gly
Phe
Vval

Phe

Thx
Lys
Thr
40

Ala
Lys
His
Val
Glu
120
Gly
Phe
Leu

Phe

69

Glu

Met
105

Pro

Met
Asn

Val

Trp
Ala
25

Glu
Lys
Asp
Glu
Met
105
Pro
Met
lys

Lys

Asn
Q0

Thx
Ile
Phe
Glu

Leu
179

Met
10

Met
Asn

Ser

. Asn

Asn
90

Thr
Ile
Phe
Glu

Leu
170

Lys
Glu
Val
_Val
Val
75

Leu
Lys
Ser
Asp
Lys

155
Lys

Arg
Ser
val
Glu
Leu
75

Leu
Lys
Ser
Asp
Asp

155
Lys

Thr

Lys

Glu
Asn
60

Ile
Tyr
Lys
Lys
Tyr
140
Ile

Phe

Thr
Ser
Glu
Lys
60

Val
Tyr
Lys
Sex
Tyrxr
1490
Ile

Leu

Cys
Val
Asp
Glu
Ala
Ser
Phe
Arg
125
Leu

Glu

Thr

Cys
Val
Asp
45

Leu
Ser
Ser
Pha
Lys
125
Leu
Glu

Lys

Lys
Gly
Ser
Glu
Phe
Phe
Pro
110
Glu
lys
Ile

Phe

Arg
Gly
Ser
Glu
Phe
Phe
Pro
110
Glu
Leu

Ile

Phe

Arg
15

Phe
Lys
Lys
His
Phe
95

Gly
Ala
Gly
Glu

Asp
175

Lys=
15

Trp
Asp
Len
Tyrxr
Phe
95

Gly
Ala
Gly
Glu

Gln
175

Leu
Gliu
Val
Ser
Lys
80

Lys
Ala
Ile
Leu
Glu

160
Lys

Leu
Asp
Leu
Gly
Asn
80

Asn
Ala
Ile
Leu
Glu

160
1lys
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<400> 42

Met Arg
1
Tyr Gly

Val Phe

Ala Glu
50

Glu Lys

65

Gln Tyr

Asp Ila
Lys Phe

Ser Gln
130

Ala Glu

145

Lys Gly

<210> 43
<211> 185
<212> PRT

Gly
Asp
Met
35

Ile
Ala
Phe
His
Glu
115
Arg
Phe

Arg

<213> Vibrio vulnificus

<400> 43

Met Lys
1

Phe Gly
Gly val

Leu Ile
50

Gln Glu

65

Ser Asn

Arg Hisg

Asp Ala

Met Val
130

Gly Leu

145

Gln Met

Ala Leu

<210> 44
<211> 186

Gly

Tyr
35

Val
Val
Arg
Val
Lys
115
Phe
Met
Glu

val

Ile
Asp
20

Pro
Val
Gly
Lys
Arg
100
Tyr
Asp
Lys

Thr

Ile

Thr
20

Thx
His
Phe
Ser
Glu
100
Pro
Asp
Arg
Thx

Lys
180

Leu
Val
Gly
Cys
Arg
Gly
85

His
Asp
Tyr
Lys

Thr
165

Ile

val
Ala
Leu
Gly
Serxr
85

Glu
Pro
Tyr
Gly
Leu

165
Gly

ES2611 157 T3

Pro
Phe
Asn
Gln
Ala
70

Glu
Leu
Asp
Gly
Glu

150
Ala

Phe

Leu
val
Ser
Glu
70

Leu
Tyr
Glu
Lys
Cys
150
Asn

Lys

Lys
Ala
Ser
Axrg
Serxr
Thr
Thx
Gln
Glu
135
Lys

Arg

Thr

Asp
Gly
Gln
55

Ala
His
Ile
Phe
Ser
135
Ala

Pro

Gln

Ile
His
Tyr
40

Thr
Leu
Leu
Lys
Gly
120
Tyr

Val

val

Glu

Azp
Ser
40

Val
Vval
Gln
His
Ile
120
Ala
Lys
Thr

Asp

70

Phe
Val
25

Pro
Gly
Gln
Lys
Asp
105
Asp

Phe

Thr

Phe

Ile
25

Tyr
Thr
Phe
Cys
Val
105
Phe
Arg
His
Gly

Gly
185

Met
10

Sar
Asp
Glu
Ala
Glu
20

Asn
Thr
Val
Ile

Phe
170

Leu
10

Leu
Asp
Gly
Asp
His
90

Glu
Ile
Cys
Phe

Ser
170

Asn
Lys
Gln
Gln
Phe
75

Phe
Pro
Leu
Gly
Ser

155
Ile

Glu

Asp
His
Leu
Asn
75

Ser
Val
Glu
Met
Gly

155
Hisg

Phe
Thr
Val
Pro
60

Asn
Leu
Gly
Val
Tle
149

Ser

Lys

Leu

Arg
Arg
Ser
60

Leu
Thr
Lys
Gin
Gly
140
Glu

val

Ile
Mat
Leu
45

Lys
Arg
Leu
vVal
Met
125

Ile

Glu

Val

Ala
Lys
45

val
Leu
Phe
Lys
Asp
125
His

Glu

Arg

Lys
Gly
30

Arg
Leu
Met
Ala
Arg
110
Thr
Lys

His

Glu

Gly
30

Leu
Glu
Ala
Gln
Leu
110
Arg
Val
Leu

Phe

Glu
15

Glu
Gln
Phe
Tyr
Met
95

Pro
Tyr
Ala

Ala

Glu
15

Asp
Val
Gln
Ser
Phe
95

Tyxr
Met
Cys
Ala

Asn
175

Ile
Pro
Met
Phe
Arg
Asn
Pro
Lys
Ala

Gly
160

Lys

Glu
Ser
Leu
Ile
80

Ile

Pro

‘Lys

Leu

Ile
160
val
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<212> PRT

<213> Caulobacter crescentus

<400> 44

Met
1
His
Gly
Leu
Leu

65

Pro
Val
Ala
Met
Thr

145
Ala

Trp

<210> 45
<211> 180
<212> PRT

Lys
Gly
Ala
Vval
50

Arg
Val
Asn
Cys
Ala
130
Glu
Ala

Pro

Gly
Ala
Tyr

35
Glu

Trp
Phe
Asp
Pro
115
Tyx
Gly
Cys

Ser

Val
Asp
29

Thr
Thr
Phe
Phe
Ile
100
His
Thr
Ala

Val

Leu
180

<213> Microbulbifer degradans

<400> 45

Ile
Ala
Ser
Ala
Gly
Glu
85

Ile
Leu
Ser
Ala
Glu

165
Glu

ES2611 157 T3

Phe
Trp
Leu
Ser
Gln
Gly
His
Lys
Gln
Arg
150
Lys

Ala

Asn
Asp
Gly
Ala
55

Glu
His
Ala
Leu
Arg
135
Gln
Gly

Ala

Leu
Asp
Ser
40

Arg
Ala
VvVal
Glu
Arg
120
Arg
Phe

Asp

Ala

Leu

ITle
25

Tyr

Leu
Met
Ser
VvVal
105
Ala
Met
His
Serxr

aAsn
185

Gln
19
Leu

Ser
Pro
Ser
20

His
Ile
Cys
Glu
Ala

170
Asp

Glu
Asp
Asp
Leu
His
75

Arg
Lys
Asp
Ala
Val

155
Cys

Val
Glu
Glu
Ser
€0

Leu
Ser
Leu
Ala
Leu
140
Ile

Val

Vval
Ala
Glu
45

Arg
Ala
Phe
Tyxr
Gly
125
Ala
Thr

Phe

Ser
Gly
30

Trp
Gly
Arg
Len
Ala
110
Gly
Gln
Phe

His

Ala
15

Val
Glu
Glu
Ala
Ala
95

Gly
val
Gly
Glua

Ile
175

Ala
Ser
Thr
Leu
Tyr
80

Gly
Ala
Ala
Phe
His

160
Gly

Met Lys Gly Ala Val Leu Ile Ala lLeu Asn Asp Met Val Glu Glu Val

1

5

10

15

Phe Ser Met Ala Val Trp Asp Gln Val lLeu Ala Lys Val Lys Pro Asp

71
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Ser
Val
Glu
65

Lys
Ser
Asn
Leu
Gly
145
Ser
val

<210> 46

<211> 181
<212> PRT

Glu
Gly
50

Len
Phe
Ser
Ala
Gln
130
Leu

Gln

Lys

Gly
35

Leu
Val
Pro
Ile
Ser
115
Met
Ile

Cys

Ile

<213> Vibrio cholerae

<400> 46

Met
1
FPhe
Ser
Leu
Asp

65

Ser
Leu
Asp
Thr
Leu
145
Gln
Glu

<210> 47

<211> 181
<212> PRT

Gln
Gly
Glu
Ala
50

Leu
Leu
Ser
Ala
Met
130
Ile

Pro

Phe

Gly
Val
Gly
Met
Val
Pro
Val
Tyx
115
Ser
Leu

Val

Leu

20
Ile

Val
Arg
Ile
His

100
Leu

Ile
Gln

Ile
180

Ile
Leu
20

val
Val
Axrg
Glu
Asp
100
Leu
Tyr
Gly
Cys

Pro
180

<213> Shewanella oneidensis

<400> 47

Tyr
Val
Ser
Phe
85

Gly
Pxo
Tyx
Gly

Cys
165

Ile
Phe
Tyr
Gly
Ala
Asn
85

Lys
Pro
Tyr
Ala
Meat

165
Ser

ES2611 157 T3

Ila
Ala
Phe
70

Cys
val
Thr
Tyr
.Ala

150
VvVal

Tyx
Trp
Thx
Tyxr
Tyr
70

Tyr
Val
Gln
Ser
Ala

150
His

Ser
Leu
55

Gly
Asp
Ile
Ile
Ser
135
Ala

His

Thx
Asp
Ser
Leu
55

Gly
Pro
Ile
Phe
Lys
135

Lys

Cys

Ala
40

Ser
Thr
Leu
His
Asn
120
Pro

Glu

Gln

Val
Gln
Gly
40

Ser
Glu
His
His
Glu
120
Arg

Gln

Gly

72

25
Glu

Glu
Tyr
His
Lys
105
Cys
Arg
His

Gly

Leu
Met
25

Gln
Glu
Tyr
Lys
Lys
105
Asn
Gln
Phe

Ala

Ser
Leu
Leu
Thr
90

Glu
Thr
Lys
Tyxr

Ala
170

Ser
10

Leu
Gln
Lys
Leu
Ser
20

Glu
Arg
Leu

Asn

Asp
170

Tyr Asp

Thr Gly
a0

Phe His

75

Asn Ile

Val Asp
Lys Leu

Leu Cys
140

Lys Ala

155

Asp Glu

Asp Met
Glu Asp
Tyr Asn

Ala Gln
60

Phe Thr

75

Asp Leu

Val Gln
Val Glu

Cys Ala
140

Gln Pro

155

Hig Cys

Asp
Val
Gln
Phe
Lys
Ser
125
Val

Asp

Cys

val
Leu
Asp
45

Ile
His
Lys
Arg
Glu
125
Ala

Val

Glu

30
Ala

Pxo
Leu
Asp
Leu
110
Asp
Leu

val

Leu

Ile
Lys
30

Asp
Pro
Leu
Thr
Leu
110
Lys
Ala

Lys

Ile

Glu
vVal
Asn
Leu
95

Tyr
Ser
Ala

Ser

Tle
175

Glu
15

Pro
Glu
Ala
Phe
Phe
95

Tyr
Thr
Glu
Ile

val
175

Val
Asn
Ser
80

Leu
Serxr
His
Glu
Val

160
Asp

Lys
Ser
Leu
Pro
Asn
80

Leu
Pro
Leu
Gly
Thr

160
val
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Met
1
Cys

Asp
Ser
Val
65

His
Gly
Pro
Ala
Leu
145
His
Glu

<210> 48

<211> 189
<212> PRT

Lys

Gly

Arg
Ile
50

val
Thr
Ile
Ser
Leau
130
Lau

Asp

Leu

Gly

Val
35

val
Lys
Asp
His
Leu
115
Arg
Phe
Thr

Gln

<213> Rattus norvegicus

<400> 48

Met
1
Tyr

Glu
Tyr
Glu
65

Sex
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu

Thx
<210> 49

<211>191
<212> PRT

Tyx
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
val
Ile

Gln

Gly
Pro
Gly
Leu
Leu
Tyr
Glin
Met
115
Leu
Ile
Asp

Phe

<213> Rattus norvegicus

Ile

Ser
20

Tyr
Gln
Ala
val
Asp
100
Pro
Tyxr
Gly
Cys

Asn
180

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
aAsn
100
Arg
Ile
Gly

Met

Leu
180

Ile

Val

Val
Asp
Phe
val
85

val
His
Ser
Ala
Met

165
Asp

val
Vval
Pha
Ala
Melt
Thr
85

Leu
Ala
Leau
Ile
Lys

165
Ile

ES2611 157 T3

Phe

Trp

Ser
Val
Gly
70

Asp
Ile
Ile
Ser
Ala

150
His

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe

79
Ile

Pro
His
Ile
150
Val

Glu

Asn

Asn

Ala
Ala
55

Gln
Lys
His
Asn
Pro
135
Gln

Thr

His
Glu
Vval
Ala
55

Gly
Leq
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

Glu

val

Glu

Lys
40

Gln
Phe
Phe
Leu
Gly
120
Arg
His

Gly

Ala
Asp
Axry
49

Ser
Lys
Ary
Leu
Phe
120
Tyr
Thr

Gln

Lys

73

Leu
25

Ser
Arg
Leu
Asp
Glu
105
Gln
Arg
Phe

Ala

Lau
Ile
25

Ile
Lys
Met
val
His
105
Arg
Ser
val
Gln

Glu
185

Glu
10

Asp

Met

Leu Glu Lys

Tyr
Leu
Phe
Asp
20

Val
Leu
Leu

Gln

Asp
170

Glu
10
Lys
Ile
val
Phe.
Leu
80
Asp
Cys
Glu
Ala
Arg

170
Ser

Ala
Asn
Asn
75

Phe
Asn
Leu
Cys
Gln

155
His

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155

Ser

Lys=

Glu
Met
60
Gly
Thr
Lys=
Pro
Phe
14490
Lys

Cys

Leu

Glu

Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
1490
Gln
Glu

Glu

Val
Hig
Ser
45

Pro
Leu
Ser
Leu
Asn
125
Cys
Ile

Met

Val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile

Glu

Glu

Val

Ala
30

Glu

Ile

Leu
Tyr
110
Asn
Ala
Gln

Leu

Ile
Gin
30

Ser
Asn
Cys
vVal
Thr
110
Glu
Leu
His

Cys

Ala
15
Pro

Leu
Gln
Ser
Val
95

His
Gln
Glu

Ile

Ile
175

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
95

Ile
Lys
Gln
Gly

Asp
175

Gln

Lys

Phe
Asp
Arg
80

Mat
Glu
Ile
Gly
Serxr

160
Ile

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr

160
His
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<400> 49

Meatf
1l
Phe

Asp

Leu
Leu
65

Tyr

Glu

Leu
Gly
145

Glu

<210> 50
<211> 183
<212> PRT

Tyxr
Gly

Val

Ile
50

Lys
Asp
Asn
Asn
Leu
130
Ile

Ser

Hisg

Gly
Glu

Phe

35
Gln

Leu

Leu
Ala
115
Hisg
Ile
Ile

Val

Phe
Glu

20
Mat

Glu
Phe
Met
Asp
100
Pro
Tyr
Glu

Leu

val
180

<213> Nostoc punctiforme

<400> 50

Met
1
Phe
val
Lys
Ile

65

Gly
Leu
Lys
Leu
Ila
145
Ila

Leu

<210> 51

Tyr
Gly
Asp
Leu
50

Tyr
Glu
Leu
Ser
130
Gly
Thr

vVal

Gly
Glu
vVal
35

Val
Gln
Gly
Asn
Gln
115
Leu
Len
Gln

Tle

Leu
Glu
20

Phe
Lys
Ala
Glu
Leu
100
Pro
His
Ile
Thx

Tyr
180

Ile
Thr

Thr

Ala
Gly
Leu
85

Ala
Ser
Tyr
Ala
Asp

165
Phe

Val
Thx
Leu
Ala
Phe
Met
85

Asp
Pro
Tyr
Lys
Gln

165
Lys

ES2611 157 T3

Asn

Trp

Tyr

Cys
Glu
70

Arg
Leu
Phe
Sar
Val
150
Met

Leu

Asn
Trp
Serx
Ala
Gly
Leu
Asn
Sexr
Axg
Gly
150

Asn

Pro

Thr
Glu

Thr

Lys=
55

Tyr
Thr
His
Arxg
Asp
135
Ala
Asn

Val

Lys=
Lys
Met
Ser
55

Glu
Asp
Leu
Phe
Ser
135
Leu
Arg

Asn

Cys
Lys

val

40
vVal

Phe
Leu
Ser
Val
120
Arg
Lys

Glu

val

Ala
Gln
Glu
40

val
Phe
Met
His
Glu
120
Asp

Gly

Asp

74

Leau
Leu

25
Tyr

Leu
Phe
Gly
Tyr
105
Glu
His
Asp

Glu

Gln
185

Ile
Ile
25

Gly
Ile
Trp
Ser
Ala
105
Cys
Arg

Thr

Glu

Gln
190
Lys

Asp

Asp
Lys
Gly
90

Leu
Glu
Gly
Phe
Val

170
Lys

Gln
10

Lys
Tyr
Leu
Val
Gly
90

Arg
Thr

Glu

Gly
170

Ser
Ala

Asp

Vval
Phe
75

Asn
Ala
Gly
Leu
Phe
155
Glu

Ala

Aap
His
Pro
Ser
Gln
75

Asp
Val
Asp
Gly
Phe

155
Ala

Leu
Pro

Ile

Ser
60

Cys
Lau
Leu
Ala
Cys
140
Asp
Arg

His

Met
Lys
Asp
Leu
60

Tyr
Thr
Gly
Met
Leu
140
Asp

Glu

Val
Ala

Ile

45
Mat

Lys
Thr
Ser
Asp
125
His
Thr

Thr

Arg

Val
Ala
Asp
45

Ser
Thr
Leu
Vval
Glu
125
Thr
Thr

His

Thrx
Glu

30
Thr

Glu
Met
Glu
Tyr
110
Gly
Ile
Asp

Gly

Gln
180

Cys
Glu
320

Ile
Pro
Ala
Pro
Ser
110
Glu
Bro

Glu

Asp

Glu
15
val

Ile

Ala
Serxr
Phe
95

Gln
Ala
Val
val
Lys

178
Ile

Ser
15

Val
Thr
Lys
Gln
Glu
85

Phe
aAsn
Met
Val

Glu
175

Lys
Gln

Lys

Ile
Gly
80
Ile
Glu
Met
Pro
Ala

i60
Lys

Arg
Asp
His
Gln
Glu
80

Phe
Pro
Sex
Vval
His

160
Phe
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<211> 187
<212> PRT

<213> Nostoc sp.

<400> 51

Met
1
His

Asp

Tyr
Glu
65

Glu
Phe
Pro
Ser
val
145
Glu

Phe

<210> 52
<211>73
<212> PRT

Tyr
Gly

Ile

His
50

Leu
Gly
Met
Gln
Met
130
Leu
Val

Ser

Glu

Asp
35

Leu
Lau
Tyxr
Glu
Leu
115
Glu
Gly

Thx

Ile

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Majority

<400> 52

Met
1
Ile

Phe
Pro

Phe
65

<210> 53
<211> 555
<212> ADN

Lys
Leu
Gly
Ala

50
Glu

Leu
Asp

290
Phe

Val
Ile
Gly
Asn
100
Arg
Leu
Leu

Gln

Lys
180

Gly Ile

val
Thr

Phe

Gly
Ala
Glu
85

Leu
Pro
His
Leu
Thr

165
Tyrxr

Gln
5

Gly Glu Glu

20

Glu Asn Leu

35

Pro Pro Phe

Glu 1Ile

Ile

ES2611 157 T3

Asn Lys
Trp Glu

Val Gly

Ala Ala
55

Phe Gly

70

Leu Leu

Asp Asn

Pro Ala

Tyr Gln
135

His Gly

150

Ala Phe

Glu Asp

Asp Met
Val Phe
Glu Phe
Leu Met
55

Gln Glu
70

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 53

Ala
Ala

Met
40

Ser
Glu
Ala
Leu
Phe
120
Ser
Leu

Arg

Ser

Val
Glu
Leu
40

Tyr

Val

75

Ile Gln Asp Met Ile Ser Lys His
10 15
Ile Lys Gln Lys Ala Gly Leu Glu
25 30
Glu Ala Tyr Ser Asp Asp Val Thr
45

Glu Val Leu Gly Lys Pro Ala Glu
€0
Tyr Trp Val Thr Tyr Thr Ser Glu
75 80
Ser Ala Gly Asp Ser Leu Pro Glu
20 95
His Ala Arg Val Gly Leu Ser Phe
105 110
Glu Cys Gln His Thr Ser Ser Lys
125
Thr Arg Cys Gly Leu Ala Pro Met
140
Gly Lys Arg Phe Gln Thr Lys Val
155 160
Glu Thr Gly Glu Asp His Asp Ile
: 170 175
Asn Leu Tyr
185

Tyr Gly Glu Asp Val Trp Asp Asp
10 15

Tyr Asp Asp Leu Val Ser Glu Glu
25 30

Leu Agp Asp Ile His Val Lys Tyr

45
Ser Arg Leu Gly Leu Ile Gly Ala
&0
Phe-
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atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgteca
tggtttocet
gtacacctac
cctgttgcaa
tttttagggce
gtegaaagag

caatcgtcgg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgecat
ttatagaggg
gogaaaaaga

doagtttttg

<210> 54
<211> 184
<212> PRT

agtga

ES2611 157 T3

gacatggata

aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagqg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttea

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 54
Mat Lys

1
Tyr Gly

Pro Asp

Arg Arg
50
Glu Ile
65
Trp Phe

Met Met

Thr Pro

Glu
130
Glu

Met

Ile
145
val Glu

Lys Phe

<210> 55
<211> 555
<212> ADN

Gly

aAsn
Arg

35
Ile

Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyr
Gly

Arg

Lys

Thr

Asp
20
val

Phe

Ser
Glu
100
Arg
Val
Ser

Gly

Asn
180

Ile

val
Ile
Ala
Glu
Tyrxr
85

Val
Leu
Ser
Ser
Glu

165
Pro

Val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

Glu

Leu

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggeaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaaqg

Trp Ile
10
Ser Leu
25

Glu Asp

40

Val
55
Gly

Lys

val
70
Phe Ala

Hiz Leu

Ile Ala

Sear
Arg
Gly
Gln

Lys=

Glu Lys

Gln Asn

Lys

Lys
Ile
Thr

Ile

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctccaaggct
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

Thr Leu

Ser Val
Asp

45
Gly Lys
60

Lys Thr

15

Arg Arg
S0
Leu Thr
105

Pro Val

120

Lys Arg
135
Lys Phe
150
Lys Asp

Val Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 55

atgaagggga
gtggttgatyg
gaggatattg
aaaaatgtea
tggtttcect
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
ccegtttttg

caategtegy
aatcetttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcocgaaaaaga
agtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttca

Lys
Phe

Gly

Met. Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Pha
140

Ile Ser

155

Phe Ser

170

Glu

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttecaagg
aggctaaaag

76

Arqg

Leu Lys

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctccaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Arg Asp Leu

15

Gly Trp Glu
30
Asp

Glu val

Asn Val Asn
Glu
80

Met

Phe Ser

Phe Leu
95

Lys Gly &Ala
110
Ala

Ile Glu

Leu Gly Leu

val Glu Glu
160
Ile

Val Arg

175

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttecagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattte
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
4290
480
540
555

60

120
180
249
300
360
420
480
540
555
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<210> 56
<211> 184
<212> PRT

ES 2611

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 56
Met

1
Tyx
Pro

Arg

Glu
65

Trp
Met
Thr

Met

Ile
145
Val

Lys
<210> 57

<211> 555
<212> ADN

Lys
Gly
Asp
Arg
50

Ile
Phe
Met

Pro

Glu

130
Glu

Glu

Phe

Gly
Asn
Arg
Ile
Trp
Pro
Asp
Pro

115
Tyxr

Gly
Arg

Lys

Thr
Asp
20

val
Phe
Arg
Ser
Glu
100
Arg

Val

Ser
Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Al=a
Glu
Tyr
85

Val
Leu

Ser

Ser

Glu
165
Pro

Val Gly

Val Asp

Thr Pxo

Thr

Glu

Leu

157713

Ile
10
Lau

Trp

Ser
25

Glu Asp

40

Val
55
Gly

Lys

Val
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Ser
Arg
Gly
Gln

Lys

Glu Lys

Gln Asn

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
45
Gly Lys

Lys Thrx

75

Arg Arg
90
Leu Thr
105

Pro Val

120

Lys Arxg

135
Lys Phe
150
Lys Asp

Val Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 57

atgaagggga
gtggttgatyg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttccoet
gtacacctac
cetgttgcaa
tttttaggge
gtegaaagag
cecgtttitg

caatecgtaegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcettacceaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtga

<210> 58
<211> 184
<212> PRT

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagy
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcttttea

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 58

Lys

Phe

Gly

Met Tyr

Lys Glu

Leau
Lys
Ala

Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125

Phe Phe

140

Ile Ser

155

Ser
170

Phe

Glu

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgttteta
ttittcaagg
aggctaaaag

77

Arg

Leu Lys

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tecaggataaa

Arg
Gly
30

Agp
Asn
Phe
Phe
Lys
110
Ala

Leu

val

Val

Asp
i5

Trp
Glu
Val
Ser
Leu
95

Gly
Ile

Gly

Glu

Arg
175

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu

Leu

Glu
160
Ile

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
ttteagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatett
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555
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Met Lys Gly Thr Ile Val Gly

Tyr Gly Asn Asp Val Val

20
Val

Asp

Pro Asp Arg Ile Thr Pro

35
Tle val
55

Gly

Arg Arg Phe Ala

50
Ile

Lys

Glu
65

Trp

Glu Val
70

Phe

Trp

Phe Pro Ser Tyr Ala

85
Glu val
100

Arg

Met Met Asp His Leu

Thr Pro Leu Ile Ala

115
Tyr

Pro

Glu
130
Glu

Met Val Ser Lys Arg

135
Ile Phe
145

Vval

Gly Ser Ser Lys
150
Glu Lys
165

Pro

Glu Arg Gly Asp

Asn Val Phe

180

Lys Phe Lys

<210> 59

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 59

Thr
Glu
Lau
40

Ser
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe

Gly

Ile
10
Lau

Trp

Ser
25
Glu Asp

Glu Lys

Gln Asn

Arg Arg

Leu Thr
105
Pro Val

Met Tyr

Lys Glu

Phe Ser

170

Glu

Lys

Lys

Thr

Lys
Ala
Asp
Glu

Arg

Thr Leu

Ser Val

Ile Asp
45
Lys

Asp

Gly
60
Lys

Ile Thr

75
Leu

Val Asn

Ile
Lys Asp
125
Leu Phe
140
Ile Ser
155

Leu Lys

Arg Asp
15
Gly Trp

Asp Glu

Asn Val

Phe Ser
Leu
95
Gly

Phe

Lys
110
Ala Ile

Leu Gly

Val Glu

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
g0

Met
Ala
Glu

Leu

Glu

160

val Arg

175

Ile

atgaagggga caatcgtogg gacatggata aagaccetga gggaccttta cgggaatgat 60

gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggttteccet
gtacacctac
cctgtigcaa
tttttaggge
gtegaaagag
ccegtitttg

aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cetattttge
agcettaccaa
aagatgecat
ttatagaggyg
gcgaaaaaga
agtga

aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttetaaa
tggettttca

<210> 60

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 60

tgggaaccag
atttttgcta
ggaaggeaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgtttcta
tttttecaagg
aggctaaaag

78

atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatcac
agtggaagag
atttaaaaac

120
180
240
300
360
420
480
540
555



ES2611 157 T3

Mat Lys Gly Thr Ile val Gly Thr Trp Ile Thr Leu Leu

10
Leu

Lys Arg Asp

15

Asn Val val Glu Ser Ser Val Trp Glu

25
Glu

Tyr Gly Asp Asp Lys Gly

Val Ile Thr Leun Ile Glu Val

49
Ser

Pro Asp Arg Pro

35
Ile

Asp Asp Asp
45

Lys

Asp

Phe RAla Val Glu Thr

55
Gly

Arg Arg Asn Val Asn

50
Ile

Lys Lys Gly
60
Glu Lysz

65
Trp

Glu Val
70

Phe

Gln Thr Phe Glu

80
Met

Ile
75
Leu

Trp Arg Arqg Asn Ser

Phe Ala Val Asn Phe Leu

95
Gly

Pro Ser Tyr
85

Val

Gly Arg Arg
Glu
100

Arg

Leu G1ln Leu Thr Met Ile Ala

105
Pro

Met Met Asp His Lys Lys

iio

Thr Pro Leu Ile Ala Vval Ala Ala Ile Glu

115
Tyrc

Pro Lys
120

Lys

Lys Asp

125

Val His Phe Leu Leu

140
Ile

Glu
130
Glu

Met Ser Lys Arg Met Gly

1325
Phe

Tyxr Asp

Glu Glu val €lu

155

Glu
160
Ile

Ile Ser Ser Phe Ser

145
val

Gly Lys
150

Lys

Lys

Glu Gly Leu val

165
Pro

Glu Phe Ser

170

Arg Gly Asp Lys Arg

175
Phe Glu

Asn vVal

180

Lys Phe Lys

<210> 61

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 61

10

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggttteect
gtacacctac
cctgttgcaa
tttttaggge
gtecgaaagag
ccegtttttg

caategtegg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcegaaaaaga
agtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttetaaa
tggcttttea

aagacectga
tgggaaccag
atttttgcecta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttcaagyg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tecaggataaa

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatgee
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
855

<210> 62

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 62

79



10

15

Met
Tyr

Pro

Glu
€5

Trp
Met
Thr
Met
Ile
145
Val
Lys

<210> 63

<211> 555
<212> ADN

Lys
Gly
Asp
Arg
50

Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu
Glu

Phe

Gly
Asn
Arg
Ile
Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyrxr
Gly
Arg

Lys

Thr
Asp
20

Val

Phe

Ser
Glu
100
Arg
Val
Ser

Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Ala
Glu
Tyx
85

Val
Leu
Ser
Ser
Glu

165
Pro

ES2611 157 T3

Val

Val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His
Ile
Lys
Lys
150
Lys

Val

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 63

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgteca
tggtttccet
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtegaaagag
ceegtttttg

<210> 64
<211> 184
<212> PRT

caatcgtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gogaaaaaga
agtga

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 64

Gly
Asp
Pro
val
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg
135
Phe
Asp

Phe

gacatttata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggecttttca

Thr
Glu
Leu
40

Serxr
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Ly=
Phe
Gly

Glu

80

Trp
Ser
25

Glu
Glu
Gln
Arg
Leu
105
Pro
Met
Lys

Phe

Ile
10

Leu
Asp
Lys
Asn
Arg
Thr
Val
Tyrxr
Glu

Ser
170

aagaccatga
tgggaaccag
atttttgcta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagcdcacte
tacgttteta
tttttcaagyg
aggctaaaaqg

Lys
Lys
Ile
Thr
Ile
75

Leu
Lys
Ala
Asp
Glu

155
Arg

Thr

Ser

Gly
60

Lys
val
Met
Lys
Ala
140
Ile

Leu

Leu
Val
Asp
Lys
Thx
Asn
Ile
Asp
125
Phe
Ser

Lys=

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

Arg Asp
15

Gly Trp

30

Asp Glu

Asn Val
Phe Ser
Phe Leu
95

Lys Gly
110

Ala Ile
Leu Gly
Val Glu

vVal Arg
175

Leu

Glu

val

Glu
80

Met
Ala
Glu
Leu
Glu

160
Ile

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcageogaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555



10

15

Met
Tyr

Pro

Glu

Met

Ile
145
Val

Lys

<210> 65
<211> 555
<212> ADN

Lys
Gly
Asp
Arg
50

Ile
Phe

Met

Pro

Glu
130
Glu
Glu

Phe

Gly
Asn
Arg

35
Ile

Trp
Pro
Asp

Pro
115

Tyr
Gly
Arg

Lys=

Thr
Asp
20

val

Phe

Ser
Glu

100
Arg

val

Ser

Gly

Asn
180

Ile
Vval
Ile
Ala
Glu
Tyr
85

Val

Lau

Ser
Ser
Glu

165
Pro

ES2611 157 T3

val
Val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His

Ile

Lys
Lys
150
Lys

Val

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 65

Gly
Asp
Pro
vVal
55

Gly
Ala

Leu

Ala

Arg
135
Phe
Asp

Phe

Thr
Glu
Leu
40

Ser
Arg
Gly
Gln

Lys=
120

Lys
Phe
Gly

Glu

Phe
Ser
25

Glu
Glu
Gln
Arg
Leu

105
Pro

Met
Lys

Phe

Ile
10

Leu
Asp
Lys
Asn
Arg
80

Thr

Val

Tyr
Glu

Ser
170

Lys
Lys
Ile
Thr
Ile
75

Lys

Ala

Asp

Glu
155
Arg

Thr
Ser
Asp
Gly
60

Lys
Val

Met

Lys

Tyr
140
Ile

Leu
Val
Asp
45

Lys
Thr
Asn

Ile

Asp
125

Phe
Ser

Lys

Arg Asp Leu

Gly Glu
30
Asp

Trp

Glu val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Met

Ser
Phe Leu
95
Lys Gly Ala
110
Ala

Ile Glu

Leu Gly Leu
Glu
160

Ile

Val Glu

Val Arg

175

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttccct
gtacacctac
cetgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
cecghttttg

caatcegtcegg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcettaceaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaaaaaga

agtga

gacatttata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagy
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttea

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
dggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgttteta
tttttcaagg
aggctaaaag

gggaccettta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctcecaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctetyg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatttt
agtggaagag
atttaaaaac

60

1290
180
249
300
360
4290
480
540
555

<210> 66
<211> 184
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 66

81



10

15

Mat
Tyr
Pro
Arg

Glu
65

Trp
Met
Thr
Met
Ile
145
Val
Lys

<210> 67

<211> 555
<212> ADN

Lys
Gly
ASP
Arg
50

Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu
Glu

Phe

Gly
Asn

Arg

Trp
Pro
Asp

Pro

Gly
Arg

Lys

Thr Ile

Asp Val
20
Val Ile
35
Ile

Phe Ala

Arg Glu

Ser Tyr
85

Glu val
100
Arg Leu
115
Tyr

Val Ser

Ser Ser

Glu
165
Pro

Gly

Asn
180

ES 2611

val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

Glu

Leu

157713

Phe Ile
10
Sar Leu
25

Glu Asp

40

val
55
Gly

Lys

val
70
Phe Ala

Hig Leu

Ile Ala

Ser
Arg
Gly
Gln

Llys

Glu Lys

Gln Asn

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
45
Gly Lys
€0

Lys Thr

75

Arg Arg
90
Leu Thr
105

Pro Val

120

lys Arg
135
Lys Phe
150
lys Asp

Val Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 67

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtea
tggtttccct
gtacacctac
cetgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
cecgtttttyg

<210> 68
<211> 184
<212> PRT

caategtcyy
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatyg
cctattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagaggy
gcgaaazaga
agtga

gacatttata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttea

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 68

Lys
Phe

Gly

Met Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Rla
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Phe Phe
140

Tle Ser

155

Phe Ser

170

Glu

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggceaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgttteta
tttttcaagg
aggctaaaaqg

82

Arg

Leu Lys

gggacettta
atagggtaat
aggtgagtga
acataasaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

Arg
Gly
30

Asp
Asn
Phe
Phe
Lys=s
110
Ala
Leu
val

Val

Asp
15

Trp
Glu
Val
Ser
Lau
95

Gly
Ile
Gly
Glu

Arg
175

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
8o

Met
Ala
Glu
Leu
Glu

160
Iie

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttecagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatcac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555
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Met Thr Thr Phe Ile Thr Leu Leu

10
Lau

Lys CGly Ile val Gly Lys Arg Asp

15

Asn Val val Glu Ser Val Gly Trp Glu

30
Asp

Ser
25
Glu

Tyr Gly Asp
20

Val

Asp Lys

Ile Thr Leu Ile Glu Val

40
Ser

Pro Asp Arg Pro

35
Ile

Asp Asp Asp

45

Phe Ala Val Glu Thr Lys Asn Val Asn

55
Gly

Gly
60
Lys

Arg Arg
50

Ile

Lys Lys
Glu
80

Met

Ile Thr Phe Ser

75
Leu

Glu Glu vVal Gln

70
Phe

Trp Arg Arg Asn

val Phe Leu
95

Gly

Phe Pro Ser Tyr Ala Gly Asn

85
Val

Arg Arg

90

Glu Gln Thx Met Ile Ala

100
Arg

Leu
105
Pro

Asp His Leu Lys Lys

110

Pro Leu Ile Ala Val Ala Lys Ala Ile Glu

115
Tyxr

Pro Lys
120

Lys

Asp
125
His Phe Leun Leu
140
Ile

Glu Val Ser Gly

130
Glu

Arxrg
135
Phe

lys Tyr Asp
Glu
160

Ile

Phe Glu Glu Val Glu

155
Arg

Ile Ser
145

val

Gly Ser Ser Lys

150
Lys

Lys

Phe Ser Leu val

170

Glu
165
Pro

Glu Arg Gly Asp Gly Lys Arg

175

Phe Asn Val Phe Glu

180

Lys Lys

<210> 69

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 69

10

atgaagggga
gtggttygatyg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttecct
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
ccogttittyg

caategtegg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgcecat
ttatagaggg
gegaaaaaga
agtga

gacatttata

aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggctttteca

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcagg
ctagtgaatt
ggagccactc
tacgttteta
tttttcaagg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
caataaaaac
ttttaatgat
cteccaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctetyg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555

<210> 70

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 70

83
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Val Thr Phe Ile Thr Leu

10
Leu

Met Thr Ile Gly Lys Leu Arg Asp

15
Trp

Lys Gly

Vval val Glu Ser Ser val Glu

25
Glu

Tyr Gly Asn Asp Lys Gly

20
Val

Asp

Thr Leu Ile Glu Val

40
Serxr

Pro Asp Arg Ile Pro Asp

35
Ile

Asp Asp Asp

45

Phe Ala val Glu Thr Lys Asn Val Asn

55
Gly

Arg Gly
60

Lys

Arg Lys Lys
Glu
80

Met

Glu vVal Thr
70

Phe

Gln Ala Ile
75

Leu

Glu Phe Ser
65

Trp

Ile Trp Arg

Ala Val Phe Leu

95
Gly

Phe Pro Ser Tyr Asn

85
Val

Gly Arg Arg
90

Glu Thr
100

Arg

Leu Gln Leu Ile Ala

105
Pro

Met Met Asp His Lys Met Lys

1i0

Thr Pro Pro Leu Ile Ala Val Ala Ile Glu

115
Tyr

Lys
120
Lys

Lys Asp
125

Phe

Ala

Glu
130
Glu

Mat Val Ser Lys Arg Met Leu Gly Leu

135
Phe

Tyr Asp Tyr

140
Phe Glu Glu Ile
155

Arg

Val Glu Glu
160

Ile

Ile Ser Ser Ser

145
Val

Gly Lys
150

Lys

Lys
Glu Vval
165
Pro

Phe Ser Leu

170

Glu Arg Gly Asp Gly Lys Arg

175

Phe Asn Val Glu

180

Lys Lys Phe

<210> 71

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 71

10

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggttteect
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtegaaagag
ccagtttttg

caatcgtegyg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cetattttge
agettaccas
aagatgceat
ttatagaggyg
gegaaaaaga
agtga

gacatacata

aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcttttca

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgcta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggageccactce
tacgtttcta
tttttecaagg
aggctaaaaqg

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctctg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtag¢gattac
agtggaagag
atttaaaaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
555

<210> 72

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 72

84
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Thr Ile Val Thr Tyr Ile Thr Leu Leu

10
Leu

Arg Asp

15
Irp

Met Lys Gly Gly Lys

Glu Ser Ser Val Glu

25
Glu

Asn Asp Val Val Lys Gly

20
Val

Tyr Gly Asp

Ile Thr Leu Ile Glu Val

40
Ser

Pro Asp Asp Asp

45
Lys=

Pro Asp Arg Asp

35

Ile Ala val Thr Asn Val Asn

55
Gly

Phe Glu Lys Gly

60
Lys

Arg Arg Lys

Thr Glu
80
Mat

Gln Ile
75

Leu

val Phe Ser
70

Phe

Glu Glu Asn

€5
Trp

Ile Trp Arg Arg

Val Phe Leu
85

Gly

Phe Pro Ser Tyr Ala Asn

85
Val

Gly Arg Arg

g0

Gln Leu Thr Met Ile Ala

105
Pxo

Glu His Leu
100

Arg

Met Lys Lys
110

Ala

Met Asp

Thr Pro Pro Leu Ile Lys Val Lys Asp Ile Glu

125
Phe

115
Tyr

120

Glu Lys Leu Leu

130
Glu

Met Val Ser Met Tyr Asp Tyr Gly

140
Ile

Lys Arg
135
Phe Glu
160

Ile

Glu Glu

155

Ile Ser Phe Ser Val Glu

145
Val

Gly Ser Lys
150

Lys

Lys
Glu Val
165
Pro

Phe Ser Leu

170

Glu Gly Asp Gly Lys Arg

175

Arg

Phe Asn Val Phe Glu

180

Lys Lys

<210>73

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 73

10

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg

‘aaaaatgtca

tggtttccct
gtacacctac
cctgttgcaa

tttttaggge

gtcgaaagag
ccegtttttg

caatcgtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgeeat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtga

gacaaatata

aagtgtaggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttetaaa
tggettttea

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacta
tacgttteta
tttttcaagy
aggetaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
atecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
E55

<210> 74

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 74

85



10

15

ES2611 157 T3

Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Asn Ile Lys Thr

Asp Val val Asp Glu Ser Leu Ser Vval
20 25
Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 40 45
Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Asn Ile Lys
65 : 70 75
Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu
85 920
Val His Leu Gln Leu Thr
195

Pro

Tyr Gly Asn Lys

Pro Asp

Thr

Val Asn

Glu Mot Ile

100

Met Asp Lys

Leu Ile Ala Val Ala Lys Asp

125
Phe

Pro
115
Tyr

Pro Lys
120
Glu Lys
130

Glu

val Tyr Asp Tyxr

140
Ile

Ser Lys Arg
135
Phe Glu Glu
155
Ser Arg

170

Gly Ser Ser Lys Phe Ser

150
Lys

Lys

Glu Phe Leu
165

Pro

Glu Arg Gly Asp Gly Lys

FPha Asn Vval Phe Glu

180

Lys

<210> 75

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 75

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtea
tggtttecet
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
ccegtttttg

caategtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gogazaaaga
agtga

gacacacata
aagtgtgggt
gattaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttea

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaag

‘gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctccaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tc¢aggataaa

<210> 76

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 76

86

Arg Asp
15
Gly Trp
30
Asp

Asn Val

Phe Ser

Phe Leu
Lys
110
Ala Ile

Leu Gly

Val Glu

Leun
Glu
Glu Val
Asn
Glu
80

Met
Gly ala
Glu

Leu

Glu

160

Val Arg

175

cgggaatgat
tacacctctg
aaaaactggt
tttecagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Iie

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555



10

15

Met Lys

Tyr Gly

Pro
Arg Axrg
50

Glu Ile
65

Trp Phe
Met

Thx Pro

Met Glu
130
Ile Glu
145
Val Glu

Lys Phe

Gly Thr Ile

Asn Asp Val

20
Val

Arg Ile

Ile Phe Ala

Trp Arg Glu

Pro Ser Tyr
85
Glu Val
100

Arg

Asp
Pro Leu
115
Tyr

Val Ser

Gly Ser Ser
Glu
165

Pro

Arg Gly

Asn
180

Lys

ES 2611

Val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

"Glu

Leau

157713

Ile
i0
Leu

His

Ser
25

Glu Asp

40

Val
55
Gly

Lys

Val
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Ser
Arg
Gly
Gln

Lys=s

Glu Lys

Gln Asn

Lys=
ILys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
45
Gly Lys
60

Lys Thr

75

Arg Arg
99
Leu Thr
105

Pro Val

120

Lys Arg
135
Lys Phe
150
Lys Asp

Val Phe

Lys
Phe

Gly

Met Tyr

Lys Glu

Leau
Lys
Ala
Asp

Glu

Val aAsn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Phe Ser

170

Glu

Arg

Leu Lys

Arg Asp Leu

15
Trp

Gly Glu

Asp Glu Val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Mat

Ser

Phe Leu

95

Lys Gly Ala

110

Ala Ile Glu

Lau Leu

Val Glu Glu

160
Ile

vVal arg

175

<210> 77
<211> 555
<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 77

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttcect
gtacacctac
cctgttgcaa
tttttaggge
gtcgaaagag
coccgtttttyg

cagceagtegyg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cetattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagagqgg
gogaaaaaga
acgtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttetaaa
tggctttteca

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggceaga
ctagtgaatt
ggagccactc
tacgtttcta
tttttecaagg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctccaaggcet
aaagaaagat
aagaaatttce
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

<210> 78
<211> 184
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 78

87

60

120
1890
2490
300
360
420
480
540
555



10

15

Met Lys

Tyr Gly

Pro Asp

Arg Arg
50
Glu Ile
65
Trp Phe
Met

Thr Pro

Glu
130
Glu

Met

Ile
145
Val Glu

Lys Phe

Gly Thr Ala

Asn Asp Val

Arg Val Ile
35
Ile

Phe Ala

Trp Glu

Pro Ser Tyr
85
Glu vVal
100

Arg

Asp
Pro Leu
115
Tyr

Val Ser

Gly Ser Ser
Glu
165

Pro

Arg Gly

Asn
180

Lys

ES 2611

Val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

Glu

Leu

157713

Trp 1le

10
Ser Leu
25

Glu Asp

40

vVal
55
Gly

Lys

val
70
Phe Ala

Hisg Leu

Ile Ala

Sex
Arqg
Gly
Gln

lys

Glu Lys

Gln Asn

Lys=s
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
45
Gly Lys
60

Lys Thr

15

Axrg Arg
a0
Leu Thr
1405

Pro Val

120

lys Arg
135
Lys Phe
150
Lys Asp

Val Phe

Lys
Phe

Gly

Met Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Pha Ser

170

Glu

Arg

Leu Lys

Arg Asp Leun

15
Trp

Gly Glu

Asp Glu Val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Met.

Ser

Phe Leu

95

Lys Gly &ala

110

Ala Ile Glu

Leu Gly lLeu

Val Glu Glu

160
Ile

Val Arg

175

<210> 79
<211> 555
<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 79

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattyg
aaaaatgtca
tggttteecct
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtcgaaagag
ccagtttttyg

cacttgtcgg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgceeat
ttatagaggg
gogaaaaaga
agtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggayg
tagttctaaa
tggettttea

aagacoctga
tgggaaccag
atttttgeta
dggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttecaagg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctacaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

cgggaatgat
tacacctctg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgecaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

<210> 80
<211> 184
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 80

88

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555



10

15

ES2611 157 T3

Met Lys Gly Thr Leu Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu

Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val

Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 40 45
Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Asn Ile Lys
65 70 75
Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu Val
85 90
Glu Vval His Leu Gln Leu Thr
100 105

Thr
Asn

Met Met Asp Lys Met Ile

Thr Pro Leu Ile Ala Pro Val Ala

115
Tyr

Pro Arg Lys

120
Lys

Lys Asp
125
Glu vVal Phe
130

Glu

Met Ser Lys Arg Met

135
Phe

Tyr Asp Tyr

1490

Phe Glu Glu Ile Ser
155

Ser Arg

170

Ile
145
val

Gly Ser Ser Lys

150
Lys

Lys
Glu Phe
165
Pro

Glu Arg Gly Asp Gly Leu Lys

Phe Asn Val Phe Glu

180

Lys Lys=

<210> 81

<211> 555

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 81

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtea
tggtttcect
gtacacctac
cctgttgecaa
tttttaggge
gtegaaagag
ccogtttttyg

cacttgtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcttttca

aagaccctga
tgggaaceag
atttttgcta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgtttecta
tttttcaagg
aggctaaaag

gggacecttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctgcaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

<210> 82

<211> 184

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 82

89

Arg Asp
i5

Gly Trp

Asp

Asn Val

Phe Ser
Phe

95
Lys
110

Ala Ile

Leu Gly

val Glu

Leu
Glu
Glu Vval
Asn
Glu
80

Leu Met

Gly Ala

&lu
Leu

Glu

160

Val Arg

175

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgecaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Ile

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555



10

15

Met Lys

Tyr Gly

Pro Asp
Arg
50
Glu Ile
65
Trp Phe

Met Met

Thr Pro

Met Glu
130
Ile Glu

145

Gly Thr Leu

Asn Asp Val

20
Arg Val Ile
35
Ile

Phe Ala

Trp Arg Glu

Pro Ser Tyr
85
Glu Val
100

Arg

Asp

Ala
115
Tyr

Leu

Val Ser

Gly Ser Ser

ES 2611

Val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

Glu

Leu

157713

Ile
10
Leau

Trp

Ser
25

Glu Asp

40

Val
55
Gly

Lys

vVal
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Sexr
Arg
Gly
Gln

Lys

Glu Lys

Gln Asn

Lys
Lys
Ile
Thr Gly

Ile

Thr Leu

Ser vVal

Asp Asp
45

Lys
60

Lys Thr

75

Arg
Leu Thr
105

Pro Val

120

Lys Arg
135
Lys Phe

150

Lys

Phe

Met

Lys

Leu
Lys
Ala
Tyr Asp

Glu Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Arg Asp Leu

15
Gly Trp Glu
30
Asp

Glu val

Asn Val Asn
Glu

80

Phe Ser

Phe Leu
95

Lys Gly Ala
110
Ala

Ile Glu

Leu Gly Leu

Glu Glu
160
Ile

Val

val
Lys
<210> 83

<211> 555
<212> ADN

Glu

Phe

Lys

Gly

Asn
180

Glu
165
Pro

Lys

Val Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 83

Gly

Glu

Phe

Ser
170

Leu Lys

Vval Arg

175

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aasaaatgtca
tggttteecet
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtegaaagag
coegtttttg

caategtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcecttaccaa
aagatgecat
ttatagaggyg
gcgaaaaaga
agtga

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttcectaaa
tggcttttea

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgcta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgttteta
ttttteaagg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctgecagget
aaagaaagat
aagaaattte
teaggataaa

cgggaatgat
tacacectetg
aaaaactggt
tttcagcgaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

<210> 84
<211> 184
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 84

90

60

120
180
240
300
360
420
480
540
555



10

15

Met Lys

Tyr Gly

Pro Asp

Arg Arg
50
Glu Ile
65
Trp Phe
Met

Thr Pro
Glu
130
Glu

Met

Ile
145
Val Glu

Lys Phe

Gly Thr Ile

Asn Asp Val

20

Arg Val Ile

Ile Phe Ala

Trp Arg Glu

Pro Ser Tyr
85
Glu Val

100

Asp

Ala
115
Tyr

Lau

Val Ser

Gly Ser Ser

Arg Gly Glu
165
Asn Pro

180

Lys

ES 2611

Val Gly

Val Asp

Thx Pro

Thr

Glu

Leu

157713

Ile
10
Leu

Trp

Ser
25

Glu Asp

40

val
55
Gly

Lys

val
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Ser
Axrg
Gly
Gln

Lys

Glu Lys

Gln Asn

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
Gly
60

Lys

Lys

Thx

75

Arg Arg
20
leu Thrxr
105

Pro Val

120

Lys Arg
135
Lys Phe
150
Lys Asp

Val Phe

Lys=
Phe

Gly

<210> 85

<211> 567

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 85

atgaagggga
gtggttgatyg
gaggatattg
aaaaatgteca
tggtttecect
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtcegaaagag
coagtitttg

caatcgtegg
aatctitaaa
atgacgatga
‘acgaaatatg
actattttge
agecttaccaa
aagatgeeat
ttatagqaggg
gcgaaaaaga
agtataagaa

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttca
aaattga

<210> 86

<211> 188

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 86

Met Tyr

Liys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Llys Asp
125
Tyr Fhe
140

Ile Ser

155

Phe Ser

170

Glu

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgcta
ggaagdgcagg
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaag

91

Arg

Leu Lys

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
aaataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaatttc
tcaggataaa

Arg Asp Leu

15
Gly Trp Glu
30
Asp

Glu Val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Met

Ser
Phe Leu
25

Lys Gly Ala
110
Ala

Ile Glu

Leu Gly Leu
Glu
160

Ila

Val Glu

Val Arg
175

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactqggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
567



10

15

ES2611 157 T3

Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu

Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Sex Leu Ser Vval

20 25
Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp

Lys

Pro Asp Arg Ile Asp Asp

Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys

Glu Ile Arg Glu Val Gly Arg Gln Glu Ile Thr
65 70 75

Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu
85 90

Val His Leu Gin Leu Thr
105
Pro

Lys

Val Asn

Glu Ile
100

Arg

Met Met Asp Lys Met

Thxr Pro Leu Ile Ala Val Ala

115
Tyr

Pro Lys Asp
125

Phe

Lys
120
Glu Lys
130

Glu

Met Val Ser Lys Arg Met

135
Phe

Tyr Asp Tyr

140
Ile

Glu Glu

155

Ile Ser Ser Phe

145
val

Gly Lys Ser
150

Lys

Lys
Glu Phe
165
Pro

Ser Leu
170

Lys

Glu Arg Gly Asp Gly Lys

Phe Asn Val Phe Glu Asn

180

Lys Lys Tyr

185

Lys

<210> 87

<211> 567

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 87

atgaaggdgga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtceca
tggttteect
gtacacectac
cctgttgcaa
tttttaggge
gtcogaaagag
cocgtttttyg

caategtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
actattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtataagaa

gacatggata

aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagy
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcttttea
aaattga

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggcagy
ctagtgaatt
ggageccacte
tacgtttcta
tttttcaagqg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
ccataaaaac
ttttaatgat
ctccaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

<210> 88

<211> 188

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 88

92

Arg Asp
15
Gly Trp
30
Asp Glu

Asn Val

Phe Ser

Phe Leu
95

Lys
110
Ala Ile

Leu Gly

val Glu

Leu
Glu
val
Asn
Glu
80

Met
Gly ala
Gliu

Leu

Glu

160

Val Axg

175

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgatcac
agtggaagag
atttaaaaae

Ile

60

120
180
240
300
360
420
480
540
567



10

15

ES2611 157 T3

Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu
1 5 10
Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val
20 25
Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 _ 40 45
Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Ala Ile Lys Thr
65 70 75
Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu Val Asn
85 90
Met Met Asp Glu Val His Leu Gln Leu Thr Lys Met Ile
100 105
Thr Pro Pro Arg Leu Ile Ala Lys Pro Val Ala Lys Asp
115 120 125
Met Glu Tyr Val Ser Lys Arg lys Met Tyr Asp His Phe
130 - 135 140
Ile Glu Gly Ser Ser Lys Phe Phe Lys Glu Glu Ile Ser
145 150 155
Val Glu Arg Gly Glu Lys Asp Gly Phe Ser Arg Leu Lys
165 170
lys Phe Lys Asn Pro Val Phe Glu Tyr Lys Lys Asn
ig0 185
<210> 89
<211> 591
<212> ADN
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis
<400> 89
atgaagggga caatcgtogg gacatggata aagacecctga gggaccttta
gtggttgatg aatctttaaa aagtgtgggt tgggaaccag atagggtaat
gaggatattg atgacgatga ggttaggaga atttttgeta aggtgagtga
aaaaatgtca acgaaatatg gagagaggta ggaaggceaga acataaaaac
tggttteocet cctattitge agggagaagg ctagtgaatt ttttaatgat
gtacacetac agettaccaa gatgataaaa ggagecacte ctecaagget
cctgttgeaa aagatgecat tgaaatggag tacgtttceta aacagaagat
tttttaggge ttatagaggg tagttctaaa ttttteaagg aagaaattte
gtcgaaagag gocgaaaaaga tggettttea aggctaaaag tceaggataaa
cccgtttttg agtataagaa aaatctcecgag caccaccacce accaccactg
<210> 90
<211> 196
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 90

93

Arg Asp Leu

15
Gly Trp
30

Asp

Glu

Glu Val

Asn Val Asn

FPhe Glu
80
Met

Ser
Phe Leu
95

Gly

Lys Ala

110

Ala Ile Gilu

Leu Gly Leu

Val Glu Glu
160

Val Ile

Arg
175

cgggaatgat
tacacectcetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac
a

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
591



10

15

ES2 611157 T3
Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu
1 5 10
Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val
20 25
Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 40 45
Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Asn Ile Lys Thr
65 _ 70 75
Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu Val Asn
85 920
Met Met Asp Glu Val His Leu Gln Leu Thr Lys Met Ile
100 105
Thr Pro Pro Arg Leu Ile Ala Lys Pro Val Ala Lys Asp
115 120 125
Met Glu Tyr Val Ser Lys Gln Lys Met Tyr Asp Tyr Phe
130 135 140
Ile Glu Gly Ser Ser Lys Phe Phe Lys Glu Glu Ile Ser
145 150 155
Val Glu Arg Gly Glu Lys Asp Gly Phe Ser Arg Leu Lys
165 170
Lys Phe Lys Asn Pro Val Phe Glu Tyr Lys Lys Asn Leu
180 185
His His His His
195
<210> 91
<211> 567
<212> ADN
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis
<400> 91
atgaagggga caatecgtegg gacatggata aagacccectga gggaccttta
gtggttgatg aatetttaaa aagtgtgggt tgggaaccag atagggtaat
gaggatattg atgacgatga ggttaggaga atttttgeta aggtgagtga
aaaaatgtca aggaaatatg gagagaggta ggaaggeagg ccataaaaac
tggtttceet cctattttge agggagaagg ctagtgaatt ttttaatgat
gtacacctac agcttaccaa gatgataaaa ggagccacte ctccaagget
cctgtigecaa aagatgccat tgaaatggag tacgtttcta aaagaaagat
tttttaggge ttatagaggg tagttctaza tttttcaagg aagaaattte
gtcegaaagag gcgaaaaaga tggcecttttca aggotaaaag tcaggataaa
ccagtttitg agtataagaa aaattga
<210> 92
<211>188
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 92

94

Asp
15
Gly Trp
30
Asp Glu

Asn Val

Phe Ser

Phe Leu
95
Lys Gly
110
Ala Ile

Leu Gly

Val Glu

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu

Leu

Glu

160

Val Arg
175
Glu His
190

cgggaatgat
tacacctetg
aaazactggt
tttcagcgaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Ile

His

60

120
180
240
300
360
4290
480
540
567



10

15

Met
Tyr

Pro

Glu
65

Trp
Met
Thr
Meat
Ile
145
Val
Lys
<210> 93

<211> 591
<212> ADN

Lys
Gly
Asp
Axrg
50

Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu
Glu

Phe

Gly
Asn
Arg

35
ITle

Txp
Pro
Asp
Pro
115
Tyr
Gly
Arg

Lys

Thr
Asp
20

val
Phe
Arg
Ser
Glu
100
Arg
Val
Ser

Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Ala
Glu
Tyr
85

Val
Leu
Ser
Serxr
Glu

165
Pro

ES2611 157 T3

val
Val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His
Ile
Lys
Lys
150

Lys

Val

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 93

Gly
Asp
Pro
Vval
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg
135
Phe

Asp

Phe

Thr Trp
Glu
Leu
40

Ser
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe

Gly

Glu

atgaagggga
gtggttgatyg
gaggatattg
aaaaatgteca
tggtttecct
gtacacctac
cctgttgeoaa
tttttaggge
gtcgaaagag
ceegtttttg

caategtcgg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaazaaga
agtataagaa

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagy
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcttttca
aaatctegag

<210> 94
<211> 196
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 94

Ile
10
Ser Leu
25
Glu Asp

Glu Lys

GIn Ala

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser val
Asp

45
Gly Lys
60

Lys Thr

75

Arg Arg

Leu Thr
105

Pro Val

Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Ile
Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Phe Ser
170
Tyr Lys

185

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgeta
ggaaggeagg
ctagtgaatt
ggagccactc
tacgtttecta
tttttcaagyg
aggctaaaaqg
cacgaccace

95

Arg

Lys

Leu Lys

Asn

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
ccataaaaac
ttttaatgat
ctccaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa
accaccactg

Asp-

Arg
Gly
Asp
Asn
Phe
Phe
Lys
110
Ala
Leu

Val

val

Asp
15

Trp
Glu
val
Ser
Leu
a5

Gly
Ile
Gly
Glu

Arg
175

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu
Leu
Glu

160
Ile

cgggaatgat
tacacctctg
aaaaactggt
tttecagegaa
gatggatgaqg
tattgcaaaqg
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac¢
a

60

120
180
240
300
360
420
480
540
591
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Arg Asp Leu

15
Gly Trp Glu
30
Asp

Glu val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Met

Ser
Phe Leu
95

Gly

Lys Ala

. 110

Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu
1 5 10
Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val
20 25
Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 ' 40 45
Arg Arg Ile Phe Rla Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Ala Ile Lys Thr
65 70 75
Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu Val Asn
85 20
Met Met Asp Glu Val His Leu Gln Leu Thr Lys Met Ile
100 105
Thr Pro Pro Arg Leu Ile Ala Lys Pro Val Ala Lys Asp
115 120 125
Met Glu Tyr Val Ser Lys Arg Lys Met Tyr Asp Tyr Phe
130 135 _ 140
Ile Glu Gly Ser Ser Lys Phe Phe Lys Glu Glu Ile Ser
145 15¢ 155
Val Glu Arg Gly Glu Lys Asp Gly Phe Ser Arg Leu Llys
165 170
Lys Phe Lys Asn Pro Val Phe Glu Tyr Lys Lys Asn Leu
180 185
His His His His
195
<210> 95
<211> 567
<212> ADN
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis
<400> 95
atgaagggga caatcegbtegg gacaaatata aagaccctga gggaccttta
gtggttgatg aatctttaaa aagtgtgggt tgggaaccag atagggtaat
gaggatattg atgacgatga ggttaggaga atttttgeta aggtgagtga
aaaaatgtcea acgaaatatg gagagaggta ggaaggecaga acataaaaac
tggtttcect cectattttge agggagaagg ctagtgaatt ttttaatgat
gtacacctac agcttaccaa gatgataaaa ggagecactc ctecaagget
cectgttgeaa aagatgecat tgaaatggag tacgtttcta aaagaaagat
tttttaggge ttatagaggg tagttctaaa tttttceaagg aagaaatttc
gtogaaagag gcegaaaaaga tggetttteoa aggetaaaag tcaggataaa
cocgtitttyg agtataagaa aaattga
<210> 96
<211> 188
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 96

96

Ala Ile Glu

Leu Gly Leu

Val Glu Glu
160
Val Arg Ile

175
Glu His
190

His

cgggaatgat
tacacctety
aaaaactggt
tttcagcgaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
567
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Met Lys Gly Thr Ile Val Gly

Gly Asn Asp Val Vval

20
Val

Tyr Asp

Pro Asp Arg Ile Thr Pro

Ala Val

55

Arg Arg Ile Phe Lys

50

Glu
65

Trp

Glu Val
70

Phe

Ile Trp Arg Gly

Phe Pro Ser Tyr Ala

85
Met Glu Val His Leu

100
Arg

Met Asp

Thr Pro Leu Ile Ala

115
Tyxr

Pro

Met Glu Val Ser

130
Glu

Lys Arg
135
Ile Phe
145

Val

Gly Ser Ser Lys
150
Glu Lys
165

Pro

Glu Arg Gly Asp

Phe Asn Val Phe

180

Lys Lys

<210> 97

<211> 567

<212> ADN

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 97

Thr
Glu
Leu

40
Ser

Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe
Gly

Glu

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttecet
gtacacctac
cctgttgecaa
tttttaggge
gtegaaagag
coccgttttty

caatecgtegg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgecat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtataagaa

gacacatata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagy
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggcettttea
aaattga

<210> 98

<211> 188

<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 98

Ile
10
Leu

Asn

Ser
25
Glu Asp

Glu Lys

Gln Asn

Arg Axg
20

Leu Thr
105
Pro Val

Met Tyr

Lys Glu

Phe Ser
170
Tyr Lys
185

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgceta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggageccacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaaqg

97

Lys

Lys

Thr

Ala

Asp

Arg

Thr Leu

Ser Val

Ile Asp Asp
45

Gly Lys

ITle
75
Leu

Lys Thr

Val Asn

Lys Met Ile

Lys Asp

125

Tyr Phe
140

Glu Ile

155

Ser

Leu Lys

Lys Asn

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaaggcet
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

Arg Asp
15
Gly Trp
30
Asp Glu

Asn Val

Phe Ser

Phe Leu
95

Lys Gly
110
Ala Ile

Leu Gly

val Glu

Leu

Glu

Val

Asn

Glu
80

Met
Ala
Glu
Leu

Glu

160

Val Arg

175

cgggaatgat
tacacctaetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaaqg
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Ile

60

120
180
240
300
360
420
480
540
567
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Met
Tyx
Pro
Arg

Glu
&5

Trp
Met
Thr
Met
Ile
145
Val
Lys
<210> 99

<211> 567
<212> ADN

Lys
Gly
Asp
Arg
Ile
Phe
Met
Pro
Glu
130
Glu

Glu

Phe

Gly
Asn
Arg

35
Ile

Trp
Pxo
Asp
Pro
115
Tyr
Gly
Arg

Lys

Thr
Asp
20

Val
Phe
Arg
Ser
Glu
100
Arg
Vval
Ser

Gly

Asn
180

Ile
Val
Ile
Ala
Glu
Tyx
85

vVal
Leu
Ser
Ser
Glu

165
Pro

ES2611 157 T3

Val
Val
Thr
Lys
Val
70

Phe
His
Ile
Lys
Lys
150
Lys

Val

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 99

Gly
Asp
Pro
vVal
55

Gly
Ala
Leu
Ala
Arg
135
Phe

Asp

Phe

Thr
Glu
Leu
40

Sar
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe
Gly

Glu

His
Sar
25

Glu
Glu
Gln
Arg
Leu
105
Pro
Met
Lys

Phe

Tyr
185

Ile
10

Leu
Asp
Lys
Asn
Arg
20

Thr
Val
Tyr
Glu
Ser

170
Lys

Lys
Lys
Ile
Thr
Ile
75

Leau
Lys
Ala
Asp
Glu
155
Arg

Lys

Thr
Ser
Asp
Gly
60

1lys=s

Val

Lys=
Tyr
140
Ile
Leu

Asn

Leu
val
Asp
45

Lys
Thr
Asn
Ile
Asp
125
Phe

Ser

Lys

atgaagggga
gtggttgatg
gaggatattyg
aaaaatgtca
tggtttecct
gtacacctac
cctgttgeoaa
tttttaggge
gtegaaagag
ceegtttttg

caatcgtegg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gcgaaaaaga
agtataagaa

gacatggata
aagtgtgggt
gottaggaga
gagagaggta
agygagaagyg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttetaaa
tggcttttea
aaattga

aagaccctga
tgggaacecag
atttttgeta
ggaaggeage
ctagtgaatt
ggageccacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaag

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
atataaaaac
ttttaatgat
ctccaaggcet
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataaa

<210> 100
<211> 188
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 100

98

Arg Asp
Gly
30

Asp

Trp
Glu

Asn Val

Phe Ser

Phe Leu
95
Lys Gly
110
Ala Ile

Leu Gly

Val Glu

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
80

Met
Ala
Glu

Leu

Glu

160

Val Arg

175

cgggaatgat
tacacctcetg
aaaaactggt
tttcagcgaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

Ile

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
567
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Met Lys Gly Thr Ile Val Gly

Tyr Gly Asn Asp Val Val

20
Val

Asp

Pro Asp Arg Ile Thr

35
Ile

Pro

val
55
Gly

Arg Phe Ala Lys
S0

Glu Ile

65

Trp

Glu Val
70

Phe

Trp Arg

Phe Pro Ser Tyr Ala

85
¢lu val
100

Arg

Met Met Asp Hig Leu

Thx Pro Leu Ile Ala

115
Tyr

Pro

Glu
130
Glu

Met Val Ser Lys Arg

135
Ile Phe
145

val

Gly Ser Ser Lys

150
Glu Glu Lys
165

Pro

Arg Gly Asp

Phe Asn val Phe

180

Lys Lys

<210> 101
<211> 573
<212> ADN
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 101

Thr
Glu
Leau
40

Ser
Arg
Gly
Gln
Lys
120
Lys
Phe
Gly

Glu

atgaagyggga
gtggttgatg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttcect
gtacacctac
cctgttgecaa
tttttaggge

gtcgaaagag
cecgtttttg

caatcgtegyg
aatctttaaa

atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agettaccaa
aagatgccat
ttatagaggg

gegaaaaaga
agocaccacea

gacatggata
azgtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa

tggettttca
ccaccaccac

<210> 102
<211>190
<212> PRT
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 102

Ile
10
Leu

Trp

Ser
25
Glu Asp

Glu Lys

Gln His

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp
Gly

60
Lys

Lys

Thr

75

Arg
90
Thr

Arg

Leu
105
Pro

val
Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Phe Ser
170
Tyr Lys

185

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgcta
dgaaggcaga
ctagtgaatt
ggagecacte
tacgtttcta
tttttcaagg

aggctaaaag
tga

99

Arg

Lys

Leu Lys

Asn

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acttcaaaac
ttttaatgat
ctccaagget
aaagaaagat
aagaaattte

tcaggataaa

Axg Asp

15
Gly Txp
30
Asp

Glu Val

Asn Val

Phe Serxr

- 80

Phe Leu Met
95

Lys Gly

110

Ala Ile

Leu Gly

Val Glu

160
val Arg
175

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag

atttaaaaac

Leu

Glu

Asn

Glu

Ala

Glu

Leu

Glu

Ile

60

120
lg0
240
300
360
420
480

540
573
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Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu
1 . 5 k1)
Tyxr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val
20 25
Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp
35 40 45
Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys Thr Gly Lys
50 55 60
Glu Ile Trp Arg Glu Val Gly Arg Gln Asn Phe Lys Thr
65 70 75
Trp Phe Pro Ser Tyr Phe Ala Gly Arg Arg Leu Val Asn
85 90
Met Met Asp Glu Val His Leu GIln Leu Thr Lys Met Ile
100 105
Thr Pro Pro Arg Leu Ile Ala Lys Pro Val Ala Lys Asp
115 120 125
Met Glu Tyr Val Ser Lys Arg Lys Met Tyr Asp Tyr Phe
130 135 14¢
Ile Glu Gly Ser Ser Lys Phe Phe Lys Glu Glu Ile Ser
145 150 i55 .
Val Glu Arg Gly Glu Lys Asp Gly Phe Ser Arg Leu Lys
165 170
Lys Phe Lys Asn Pro Val Phe Glu His His His His His
180 185
<210> 103
<211> 573
<212> ADN
<213> Thermoanaerobacter tengcongensis
<400> 103
atgaagggga caatcgtcgg gacatggata aagaccctga gggaccttta
gtggttgatg aatetttaaa aagtgtggat tgggaaccag atagggtaat
gaggatattg atgacgatga ggttaggaga atttttgcta aggtgagtga
aaaaatgtca acgaaatatyg gagagaggta ggaaggcaga acataaaaac
tggttteect cctattttge agggagaagg ctagtgaatt ttttaatgat
gtacacctac agcttaccaa gatgataaaa ggagecacte ctccaagget
cctgttgcaa aagatgccat tgaaatggag tacgtttcta aaagaaagat
tttttagggt ttatagaggg tagttcetaaa ttttteaagg aagaaattte
gtogaaagag gcgaaaaaga tggetttteca aggctaaaag tcaggataaa
cacgtttitg ageaccacea. ccaccaccac tga
<210> 104
<211>190
<212> PRT

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 104

Met Lys Gly Thr Ile Val Gly Thr Trp Ile Lys Thr Leu

1

5

10

Tyr Gly Asn Asp Val Val Asp Glu Ser Leu Lys Ser Val

20

25

Pro Asp Arg Val Ile Thr Pro Leu Glu Asp Ile Asp Asp

35

4

0

Arg Arg Ile Phe Ala Lys Val Ser Glu Lys

100

45

Thr Gly Lys

Arg Asp Leu

15
Trp

Gly Glu

Asp Glu Val

Asn Val Asn

Phe Glu
80
Met

Ser

Phe Leu

95

Lys Gly ala

110

Ala Ile Glu

Leu Gly Leu

Val Glu Glu

160
Ile

Val Arg

His
129

175

cgggaatgat
tacacctetyg
aaaaactggt
tttcagegaa
gatggatgag
tattgecaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac

60

120
180
2490
300
360
420
480
540
573

Arg Asp Leu

15

Gly Trp Glu

30

Asp Glu Val

Asn Val Asn
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Glu
€5

Trp
Met
Thrx
Met
Ile
145
val
Lys

<210> 105

<211> 591
<212> ADN

50
Ile

Phe

Pro
Glu
130
Glu
Glu

Phe

Trp
Pro
Asp
Pro
115
Tyxr
Gly
Arg

Lys

Arg
Ser
Glu
100
Val
Ser
Gly

Asn
180

Glu
Tyr
85

Val
Lau
Ser
Ser
Glu

165
Pro

ES2611 157 T3

55
Val Gly
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Arg
Gly
Gln

Lys

120

Lys Arg
135
Lys Phe
150
Ly=s Asp

Val Phe

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 105

atgaagggga
gtggttgatyg
gaggatattg
aaaaatgtca
tggtttccct
gtacacctac
cctgttgeaa
tttttaggge
gtegaaagag
ceegtttttg

caatcgtcgg
aatctttaaa
atgacgatga
acgaaatatg
cctattttge
agcttaccaa
aagatgccat
ttatagaggg
gogaaaaaga
agtataagaa

<210> 106
<211> 196
<212> PRT

gacatggata
aagtgtgggt
ggttaggaga
gagagaggta
agggagaagg
gatgataaaa
tgaaatggag
tagttctaaa
tggettttea
aaatctcgag

<213> Thermoanaerobacter tengcongensis

<400> 106

Lys
Phe
Gly

Glu

Gln
Arg
Leu
105
Pro
Met
Lys
Phe

His
185

Asn
Arg
20

Thr
val
Tyxr
Glu
Ser

170
His

Ile
15

Leu
Lys
Ala
Asp
Glu
155
Arg

His

60
Lys

vVal
Met
Lys
Tyr
140
Ile

Len

His

Thr
Asn
Ile
Asp
125
Phe
Ser
Lys

His

Phe
Phe
Lys
110
Ala
Leu
Val
Val

His
190

Ser
Leu
95

Gly
Ile
Gly
Glu

Arg
175

Glu
80

Met
Ala
Glu
Phe
Glu

160
Ile

aagaccctga
tgggaaccag
atttttgcta
ggaaggcaga
ctagtgaatt
ggagccacte
tacgtttcta
tttttcaagg
aggctaaaag
caccaccace

gggaccttta
atagggtaat
aggtgagtga
acataaaaac
ttttaatgat
ctecaagget
aaagaaagat
aagaaattte
tcaggataza
accaccactg

cgggaatgat
tacacctetg
aaaaactggt
tttcagcgaa
gatggatgag
tattgcaaag
gtacgattac
agtggaagag
atttaaaaac
a

101

60

120
180
240
300
360
429
480
540
591
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Met Lys Gly Thr Ile

Tyr Gly Asn Asp Val

20

Pro Asp Arg Val Ile

Arg Ile Phe Ala

50
Ile Glu

Trp Arg

Phe Pro Ser Tyr
85

Glu Val
100
Arg

Met Met Asp

Thr Pro Leu
115

Tyr

Pro

Glu
130
Glu

Met Val Ser
Ile
145

vVal

Gly Ser Ser

Glu Glu
165
Pro

Arg Gly

Lys Phe Lys Asn

180
His His
195

His His

<210> 107
<211> 564
<212> ADN
<213> Legionella pneumophila

<400> 107

atgatgteta
tectacacec
acgtctateg
aaaaatggeca
tttgcaaaaa
gcgettgaaa
cattttgaat
cctttggecyg
atgactattg
acaaaaggeg

tgaaaggaat
tggtagatca
gtacatacte
aaccaacate
aatatcctea
cacatattea
gecaatatea
attttgegga
ttegtgaaaa
atcctgatga

<210> 108
<211>187
<212> PRT
<213> Legionella pneumophila

<400> 108

ES2611 157 T3

Val Gly

Val Asp

Thr Pro

Thr

Glu

Lau

Ile
10
Leu

Trp

Ser
25

Glu Asp

40

Val
55
Gly

Lys

val
70
Phe Ala

His Leu

Ile Ala

Ser
Arg
Gly
Gln

Lys

Glu Lys

Gln Asn

Lys
Lys
Ile
Thr

Ile

Thr Leu

Ser Val

Asp Asp
45
Gly Lys

Lys Thr

75

Arg Arg
20
Leu Thr
105

Pro Val

120

Lys Arg
135
Lys Phe
150
Ly= Asp

Val Phe

catattaaac
aattattatg
toeccaaagaa
agtgatttta
atttttcagg
tttegaagtg
cagtcaaaat
aggtttaata
tetgectgea
gtga

Lys
Phe
Gly

Glu

Met Tyr

Lys Glu

Leu
Lys
Ala
Asp

Glu

Val Asn

Met Ile

Lys Asp
125
Tyr Phe
140

Ile Ser

155

Phe Ser
170

Tyr Lys

185

gaatttctea
gatagtcatt
ttatttcaat
caagaatatg
gaaaaaaagt
azaaaattgt
caaatggaaa
aaaggttgta
aaaacagget

102

Arg

Lys

Leu Lys

Asn Leu

attttgtaga
tgaagtccca
tggttaaage
gtgagtattt
cggtgtttca
atgactatac
tgatttacac
ttaaatatca
ttaaggtaag

Arg Asp

15
Gly Trp
30
Asp Glu

Asn Val

Phe Ser

FPhe Leu
95

Lys Gly
110
Ala Ile

Leu Gly

val Glu

Val Arg
175

Glu His

190

aaaaagtgaa
tggtgecctac
gettgetatg
gtttgaggtt
atttttggaa
tgaactacee
ttecttegegt
taaagaaaac
atttgtatta

Leu
Glu
Val
Asn
Glu
Met
Ala
Glu
Leu
Glu
160

Ile

His

60

120
180
240
300
360
420
480
540
Ee4



10

15

Met Met

Glu Lys

His Leu
Glu
50

Thr

Lys

Pro
65
Phe Ala

Gln Phe

Leu Tyr

Gln Asn
130
Phe Ala
145
Met Thr

Arg Phe

Lys

Leu

Lys

Asp

Gln

Glu

Val

Ser Met Lys
Glu
20

Ser

Ser Ser
His
35

Phe Gln

Ser Val Ile

Lys Tyr
85
Glu ala
100

Tyr

Leu

Thr
115
Glua

Gly Leu

Ile Val Arg
165
Leu Thr

180

ES 2611

Gly Ile

Tyvr Thr

Gly ala

Ile
Leu

Tyx

157713

Phe Asn
10
Val Asp
25

Thr Ser

40

vVal
B5
Gln

Leu

Leu
70
Pro Gln

Leu Glu

Glu Leu

Lys
Glu
Phe
Thr

Pro

Ala Leu

Tyr Gly

Glu

Gln

Ile

Ala

Glu

Phe Leu

Ile Ile

Thr
45
Lys=

Gly

Met
60

Tyr Leu

15

Phe Arg

His Ile
105

Hisz Phe

120

Ile
135
Lys

Met

Ile
150
Glu Asn

Lys Gly

Tyr
Gly
Leu

Asp

Thr Sar

Cys Ile

Glu
His
Glu
Ser

Lys

Lys Lys

Phe Glu

Gln
125
Pro

Cys

Arg
140

Tyr His

155

Ala
170
Asp

Pro

Pro
185

lys

<210> 109
<211> 564
<212> ADN

<213> Legionella pneumophila

<400> 109

atgatgtcta
tcctacaccece
acgtctatecg
aaaaatggca
tttgcaaaaa

gegettgaaa
cattttgaat
cotttggecg
atgactattg
acaaaaggcqg

tgaaaggaat
tggtagateca
gtacatacte
aaccaacate
aatatectcea

cacatattca
gecaatatea
attatgcgga
ttegtgaaaa
atcctgatga

<210> 110
<211>187
<212> PRT
<213> Legionella pneumophila

<400> 110

catattcaac
aattattatg
tcecaaagaa
agtgatttta
atttttcagg

tttegaagtg
cagtcaaaat
aggtttaata
tetgectgea

gtga

gaatttcteca
gatagtcatt
ttatttcaat
caagaatatg
gaaaaaaagt

aaaaaattgt
caaatggaaa

aaaggttgta

aaaacaggct

103

Thr Gly

Glu

attttgtaga
tgaagtccea
tggttaaage
gtgagtattt
cggtgtttea

atgactatac
tgatttacac
ttaaatatca
ttaaggtaag

Phe
15
Asp

Asn

Met
30
Tyr Ser

Asn Gly

Phe Glu

80
Val
95
Lys

Ser

Val
110
Tyr Hig

Leu Ala

Lys Glu

Phe Lys

175

Val
Ser
Pro
Lys
Val
Phe
Lys
Ser
Asp
Asn

160
Val

aaaaagtgaa
tggtgectac
gettgetatyg
gtttgaggtt
atttttggaa

tgaactacce
ttcttegegt
taaagaaaac
atttgtatta

60

120
180
240
300

360
420
480
540
564
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Met Met Ser Met

1 5

Glu Lys Ser Glu

His Leu Lys Ser
35

Glu Leun
50

Thx

Lys Phe

Pro Ser Val

65
Phe Ala Lys Lys
85
Gln Phe Glu
100

Tyr

Leu

Leu Tyr Asp

115

Gln Asn Gln Met

130
Tyr Ala Glu
145

Met

Gly

Thr Ile Val

Lys
Sexr
His
Gln
Ile
Tyr
Ala
Thr
Glu
Leu

Arg

ES2611 157 T3

Gly Ile I

Tyr Thr

Gly Ala

Leu

Tyr

le Phe Asn

10
Val Asp
25

Thr Ser

40

val
55
Gln

Leu

Leu
70
Pro Gln

Leu Glu

Glu Leu

Lys=
Glu
Phe
Thr

Pro

Ala Leu

Tyr Gly

Phe Arg
90
His Ile
105

His Phae

120

Ile
135
Lys

Met

Tle
150

Glu Asn

165

Phe Val Leu

180

Arg

<210> 111
<211> 564
<212> ADN
<213> Legionella pneumophila

<400> 111

atgatgtcta
tectacacee

tgaaaggaat
tggtagateca

Thr

acgtctateg
aaaaatggca
tttgcaaaaa
gocgeottgaaa
cattttgaat
cctttggeeg
atgactattyg
acaaaaggcy

gtacatacte
aaccaacatc
aatatcctca
cacatattca
gccaatatea
attatgegga
ttcgtgaaaa
atcctgatga

<210> 112
<211> 187
<212> PRT
<213> Legionella pneumophila

<400> 112

Lys Gly

catatggaac
aattattatg
tcccaaagaa
agtgatttta
atttttcagg
tttegaagtg
cagtcaaaat
aggtttaata
tetgectgea
gtga

Tyx
Gly
Leu

Asp

Thx Ser

Cyszs Ile
Ala
17¢
Asp

Pro

Pro
185

gaatttctca
gatagtcatt
ttatttcaat
caagaatatg
gaaaaaaagt
aaaaaattgt
caaatggaaa
aaaggttgta

aaaacaggcect

Ala

Glu Phe Leu

Gin Ile Ile

Thr
45
Lys

Ile Gly
Met
60
Glu Tyr
75

Glu

Lau

Lys Lys

His Phe Glu

Glu Gln
125
Pro

Cys
Ser Arxg
140
Tyr

Lys His

155
Lys

Thr Gly

Glu

attttgtaga
tgaagtacca
tggttaaage
gtgagtattt
cggtgttteca

atgactatac
tgatttacac
ttaaatatca
ttaaggtaag

Asn Phe
15
Met Asp
30
Tyr Ser

Asn Gly

Phe Glu

80
Val
a5
Lys

Ser

Val
110
Tyr His

Leu Ala

Lys Glu

Val
Ser
Pro
Lys
Val
Phe
Lys
Ser
Asp

Asn

160

Phe Lys

175

aaaaagtgaa
tggtgectac
gettgetatyg
gtttgaggtt
atttttggaa
tgaactacec
ttettogegt
taaagaaaac
atttgtatta

Vval

60

120
180
240
300
360
420
480
540
564

Met Met Ser Met Lys Gly Ile Ile Txp Asn Glu Phe Leu Asn Phe Val

1

5

10

15

Glu Lysz Ser Glu Ser Tyr Thr Leu Val Asp Gln Ile Ile Met Asp Ser

20

25

104

30
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Ile Thr
45

Lys

His Leu Lys Ser His Gly Ala Thr Ser Gly Tyr Ser Pro

35
Lau

Tyr
40
Val Lys Ala
55

Gln

Ala Met
60

Tyr

Glu Leu Asn
50

Thr

Lys Phe Gln Leu Gly Lys

Glu
75
Glu

Phe Glu Val
80

Phe

Val Ile Leu Glu Leu

70
Pro

Pro Ser Gly
65

Phe

Tyr

Val
95
Lys

Ala Tyr Gln Phe Phe Ser

85
Ala

Arg
20
Ile

Lys Lys Lys Lys

Glu Val
110
Tyr

Thr His His Phe
1905

His

Gln Glu
100

Tyr

Phe Leu Leu Glu Lys

Glu Gln
125
Pro

Thr Glu Leu Pro Phe His Ser

120
Tyr

Leu Tyr Asp

115

Gln Glu Ile Ser Leu Ala

135
Lys

Gln Asn Met Met Thr Sex

130
Ala

Arg
140
Tyr

Asp
Glu Asn
160
vVal

Ile His
150

Glu

Tyr Glu Leu Ile

145
Met

Gly Gly Cys Lys

155
Lys

Lys
Ala Thr
170
Asp

Thr Ile Val Arg Asn Leu Pro Phe

165
Thr

Gly Lys

175

Phe Val Pro Glu

185

Leu
ig80

Arg Lys Gly

<210> 113
<211> 543
<212> ADN
<213> Legionella pneumophila

<400> 113

10

atgaaaggta
acctgggace
ggcacttact
cagecacgcett
aagtgeogcaa
ggaacaatte
tatgaagage
cattttgcaa
aagcagacte
tga

tegtttttac
aactegtate
cggatacaga
ctgttttttt
tttttttaaa
atgtggaagt
ctgetgcaaa
tggggetcat
actgecatgtt

ctocttaaat
ctcactagac
atttcagcaa
agaggecttt
aaaggacatg
agaaaagtta
ccaattggtt
ccagggagcea
azaaaaagat

gacatgatta
ctteccaagtyg
ttgattaagg
ggtgaataca
acattaaaaqg
taccecagatg
atggtgtate
gcgcaacatt
gatcattgte

tagaacaatt
gtggaagtta
ccattgecgaa
tgtttcctat
aatttttaaa
aaacattacc
gatcgcatag
ttaaaaagaa
gtttggagat

tggcatagaa
tacagcagge
gaggaccaat
cttatecgagt
aagcattgat
taccattage
aagactctgt
aattaccatt
tacctttgag

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
543

<210> 114
<211> 180
<212> PRT
<213> Legionella pneumophila

<400> 114

105
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15

‘Met
1
Phe
Ser
Gln
Val
65
Lys
Lys
Asp

Leu

Gly
145

Lys
Ile
<210> 115

<211> 543
<212> ADN

Lys
Gly
Gly
Gln
50

Phe
Cys
Serxr
Glu
Val

130
Leu

Gln

Thr

Gly
Ila
Gly
35

Leu

Leu

Ile
Thrx
115
Met.

Ile

Thr

Phe

Ile
Glu
20

Ser
Ile
Glu
Ile
Asp
100
Leu

val

Gln

His

Glu
180

<213> Legionella pneumophila

<400> 115

Val
Thr
Tyx
Lys
Ala
Phe
85

Gly
Pro
Tyr

Gly

Cys
165

atgaaaggta
acctgggace
ggcacttact
cageacgett
aagtgcgcaa
ggaacaattce
tatgaagage
cattacgcaa
aagcagacte
tga

tegtttttac
aactcgtate
cggatacaga
ctgttttttt
tttttttaaa
atgtggaagt
ctgetgcaaa
tggggctcat
actgcatgtt

<210> 116
<211> 180
<212> PRT

<213> Legionella pneumophila

<400> 116

ES2611 157 T3

Phe Thr

Trp Asp

Thr Ala

Ala Ile
55
Phe Gly
70
Leu Lys

Thr Ile

Thr Ile

Ser
Gln
Gly
40

Ala
Glu
Lys
His

Ser

Asn
10
val

Leu

Leu
25
Gly Thr

Ly=s Arg

Tyr Met

Asp
Ser
Tyr
Thr

Phe

Met Ile

Ser Leu

Ser Asp

Asn Gln
60

Pro Ile

75

Mat
20
Glu

Asp

Val
105

Tyr Glu

120

Ser
135
Ala

Arg.

Ala
150

ctocttaaat
ctcactagac
atttcagcaa
agaggacttt
aaaggacatg
agaaaagtta
ccaattggtt
ccagggagea
aaaaaaagat

His

Gln

Lys

Arg Arg

His Phe

Thr
Val
Glu
Leu

Lys

Leu Lys

Glu Lys
Ala
125
Hig

Pro

Cys
140

Lys Lys

155

1lys Asp

170

gacatgatta
cttecaagtg
ttgattaagyg
ggtgaataca
acattaaaag
tacceagatg
atggtgtate
gcgecaacatt
gatcattgte

106

Asp

His Cys

tagaacaatt
gtggaagtta
ccattgegaa
tgtttcectat
aatttttaaa
aaacattacce
gatcgcatag
ttaaaaagaa
gtttggagat

Ile
Asp
Thr
His
Leau
Glu
Leu
110
Ala

Phe

Ile

Arg

Glu
15
Leu

Gln
Pro
Glu Phe
Ala Ser
Ser

80
Leu

Ser

Phe
95
Tyr Pro

Asn Gln

Ala Met

Thr Ile
160

Leu Glu

175

tggcatagaa
tacagcaggce
gaggaccaat
cttategagt
aagcattgat
taccattage
aagactetgt
aattaccatt
tacctttgag

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
543



10

15

Met Lys Gly Ile Val

Phe Glu
20
Ser

Gly Ile Thr

Ser Gly Gly
35

Leu

Tyr
Gln Gln
50
Phe

Ile Lys
Val
65

Lys

Leu Glu Ala

Ala Ile Phe
85

Gly

Cys

Lys Ser Ile Asp
100
Thr Leu
115

Met

Asp Glu Pro
Val
130

Leu

Leu Val Tyr
Gly
145

Lys

Ile Gln Gly

Gln Thr His Cys
165
Glu

180

Ile Thr Phe

<210> 117
<211> 525
<212> ADN
<213> Desulfovibrio desulfuricans

<400> 117

atgaagatge
gatgacgtgt
tectacectg
cageccaagt

tacaggcagt
cacaggcace
caggacgata
ggcatcatca
gceggtaagy

geggtattit
ttgctcatgt
atcaggtgtt
tgttttttga

actttaaagg
tgacaaagga
cgettgttat
aggecagctge
ggcgaacaac

<210> 118
<211> 174
<212> PRT
<213> Desulfovibrio desulfuricans

<400> 118

ES2611 157 T3

Phe Thr

Trp Asp

Thr Ala

Ser
Gin

Gly

Leu Asn
10
Leu Val
25

Gly Thr

40

Ala Ile
55
Phe Gly
70
Leu Lys

Thr Ile

Thr Ila

Ala
Glu
Lys
His

Ser

Lys Arg

Tyr Met

Asp
Ser
Tyr
Thr

FPhe

Met Ile

Ser Leu

Ser Asp
45
Asn Gln
60

Pro Ile

15

Met
90
Glu

Asp

Vval
105

Tyr Glu

120

Ser
135
Ala

Arg

Ala
159

Met Leu

gecgaaaata
ttctaaaace
gogccagatg
aaaagcaggg

ggaaaccctt
caatccegge
gacatataag
ggagtttaaa

ggcaagggtt

His
Gln

Lys

Arg Axg

His Phe

Lys Asp
170

tttatgaatt
atgggcgage
gcectgaaatag
cgtgcaagcee

aaagagtttc
gtacgeceege
tegcagaggg
aaggaaaaag
acatttatta

107

Thr
val
Glu
Leu
Lys

155
Asp

Leu Lys

Glu Lys
Ala
125
His

Pro

Cys
140
Lys Lys

His Cys

ttataaaaga
ctgtctteat
tatgecageg
tgcaggettt

tgctggecat
ctaaatttga
attacggaga
tgcgtatcag
aatga

Glu
15
Leu

Ile Gln

Asp Pro
30
Thr

Glu Phe

His Ala Ser
Ser
80

Leu

Leu Ser

Phe
95
Tyr

Glu
Leu Pro
110
Ala

Asn GIn

Tyr Ala Met

Thr Ile
160
Glu

Ile

Leu
175

Arg

gatctatggg
gecgggaaat
cacgggegaa
taacagaatg

gaatgatate
gtatgacgat
atactttgtg
cteggageat

60

120
180
240

300
360
420
4180
525
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Ile
10
His

Met Lys Met Arg Gly Ile Leu Pro Lys Phe Met Asn

Glu Ile Phe Ala

25
Ser

Tyr Gly Vval Val Ser

20
Phe

Asp Asp Lys
Gln
45

Gln

Glu Val
35

Ala

Met Asn
40

Gln

Pro Pro Gly Tyr Pro Asp

Thr Glu
60
Ala

Gln Met Glu Ile Val

50
Phe

Cys Arg Gly

55
Arg Ala Gln
75

Lys

Phe
65
Tyr

Glu Lys Ala Gly Ser Leu Phe

70

Gln Phe Lys Glu Thr Glu Phe
85
His

Leu
S0
Lys

Arg Tyr Gly
Thr
105

Gln

Ile Hisz Leu Asn Pro

100
Fhe

Mat Asn Asp Arg Asp

Glu Thr Leu:
125

Gly

Pro Pro Lys Gly

115
Ser

Tyr Asp Asp
120

Gly

Asp

Gln Glu Phe Val

140
Ile

Tyr Lys
130

Ala

Arg Asp Tyr
135

Lys

Tyr
Ala val
145
Ala

Ala Glu Phe Lys Glu Ser

150
Thr

Lys Arg

155
Thr Ile

Ala Val

170

Gly Lys Gly Arg Thr Phe

165

Arg

<210> 119
<211> 525
<212> ADN
<213> Desulfovibrio desulfuricans

<400> 119

atgaagatge
gatgacgtgt
tectacectyg
cagcccaagt
tacaggeagt
cacaggecacc
cagggegata
ggcatcatca

gecggtaagg

gcggtatttt
ttgectecatgt
atcaggtgtt
tgttttttga
actttaaagg
tgacaaagga
cgcttgttat
aggecagotge
ggegaacaac

gocgaaaata
ttctaaaace
gegecagatg
aaaagcaggg
ggaaaccctt
caateceecgge
gacatataag
ggagtttaaa
ggcaagggtt

tttatgaatt
atgggcgage
gectgaaatag
cgtgcaagecc
aaagagtttc
gtacgeecge
tegcagaggg
aaggaaaaad
acatttatta

ttataaaaga
ctgtetteat
tatgecageg
tgcaggettt
tgctggecat
ctaaatttga
attacggaga
tgcgtatcag
aatga

<210> 120
<211> 174
<212> PRT
<213> Desulfovibrio desulfuricans

<400> 120

Met
1
Glua
Glu

Gln

5

20

35

Lys Met Arg Gly Ile Leu Pro Lys
Ile Tyr Gly Asp Asp Val Phe Ala

Pro Val Phe Met Pro Gly Asn Ser

10

25

40

Met Ala Glu TIle Val Cys Gln Arg

108

Ile Phe Mat Asn
His Val Ser Lys

Tyr Pro Asp Gln

45

Thr Gly Glu Gln

Phe Ile
15
Thxr Met
30
Val Leu

Pro Lys

Asn Arg

80
Leu
95
Val

Leu

Gly
110
Val

Ile Ile

Ser Glu

Lys
Gly
Arg
Leu
Met
Ala
Arg
Thr
Lys

His

160

Lys

gatctatggg
gecgggaaat
cacgggogaa
taacagaatyg
gaatgatate
gtatgacgat
actttttgtyg
ctcggagecat

€0

120
180
2490
300
360
420
480
525

Phe Ile Lys

15

Thr Met Gly

30

Val lLeu Arg

Pro Lys Leu
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15

Phe
65
Tyr

Pro
Tyr

Ala
145
Ala

<210> 121
<211> 1158
<212> ADN

50
Phe

Arg
Asn
Pro
Lys
130
Ala

Gly

Glu
Gln
Asp
Lys
115
Sexr

Ala

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 121

Lys
Tyr
Ile
100
Phe
Gln
Glu

Gly

Ala
Phe
85

Hig
Glu
Arg
Phe

Arg
165

atgtacggat
gtgtgggaag
ataatatatg
ctecaatgcetg
tectggttatg
cttgatgete
aggtgcactyg
ggacttecagy
gaaatagaca
attgaagaaa
aatggtacca
ataatatttg
ceogecagetee
attgatatta
aaggaaggat
atcagetget
tttctatgtt
agtgacatece
gaggaataca
agagecctygg

ttgtgaatca
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatcet
atacaatcett
tgcacgaceca
atgcagaaaa
atattgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacyg
accgggacet
agectgggaa
gtttecatgg
tgttggatgt
tacgtectcaa
caccaagtgt
ctetgecatga
aactcaccca
aagattga

<210> 122
<211> 385
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 122

ES2611 157 T3

55
Gly Arg

Lys Gly

Arg His

Tyxr Asp

Ala
Glu
Leu

Asp

Ser Leu

Thr Leu
90
Thr Lys
105

Gln Gly

120

Asp Tyr
135
Lys Lys
150

Thr Thr

cgecectggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtaotg
cettgetace
gggcaaadgga
tggaatcate
tcagcaaaga
agaagaggat
catcagaecoca
agtggteact
ttgcagecett
gatcctttet
ggagaaatta
gggtcaaatg
catgaacctyg
tgecacgege
agaactggaa

Gly
Glu

Ala

Glu Leu

Lys Val

Val
170

Arg

Gln
75

Lys
Asgp
Asp
Phe
Arg

155
Thr

60
Ala

Glu
Asn
Thr
Val
140

Ile

Phe

Phe
Phe
Pro
Leu
125
Gly

Ser

Ile

Asn
Leu
Gly
110
Val
Ile

Ser

Lys

Arg
Leu
a5

Val
Met
Ile

Glu

Met
80

Ala
Arg
Thr

Lys

His
160

ttgetggtga
ttagatgaag
ttggttgetg
gggaagatgt
ggctctaatg
atctaceocag
cteattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattct
cagtgtggca
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctacttac
gacgatttga
gatettgtte
atccteactg

teccgcaatta
aaggacagtt
ctgeaageaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgegtge
actactactc
cacaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
gcaaagettt
atgctatata
tectegetggt
ctgttittgt
atgaactgac
ctgaageaga
caaggagagg
ttttgggaga
acaggctaca

cggecccgag
tcttgtcaga
agtectcaat
ttgecaagaa
tectacagaac
accttcocttt
agagagagaa
ccatggcact
tcaattttta
atttgaagaa
toctttteat
cagagttecte
tegteocteat
attgagaage
tgggactgag
tagecatactt
getgtatceta
acaatttaga
getcacgtta

109

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
9260
1020
1080
1140
1158



Mat
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser

Phe

Pro

Lys
Ila
145
Glu
Thr
Glu
Ser
Arg
225
Pro
val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
Val

Leu

Asp
385

<210> 123
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly

Leu

Gly

Gly
130
Val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Leu
290
Leu
Leu
Leu
Leu

Glu
370

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
155
Tyr
Lau
Leu
Pro
Val
275
Glu
Lys
Cys
Tyr
Leu

355
Ile

<213> Homo sapiens

<400> 123

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
Asn

100
Arg

Ile
Gly
Met
Leu
180
Asp
Thr
Vval
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu
340
Gly

Leu

val
val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu

Ala

Leu
Ile
Lys
165
Ile
Arg
Phe
Val
Pro
245
Ile
Val
Glu
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thx

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile

Asp

Pro

His
Ile
150
val
Glu
Phe
Cys
Thr
230
Gly
Asp
Len
Asp
Met
310
Ser
Asp

Gin

Asp

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu

Ala

Ser

Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gin
Asn
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile

Phe

Arg

375

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Lau
Phe
120
Tyrx
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Leu
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

110

Leu
Ile
25

Ile

Lys

val
His

105
Arg

Ser
vVal
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Leu
Asn
Leu
345
Glu

Gln

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
90

Asp

Cys

Glu
Ala
Arg
170
Serxr
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His
Glu

Leu

Len
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His

Thr

Arg
Gln
155
Asn
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leau
Gly
Gly
Thr
Glu

3215
Asp

Tyr

Thr

Leu

Glu

Asn
60

Val
Ser

Leu

Asp

Glu
140
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala

Lys

Leu
380

Val
Ala
Asp
45

Lau
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Glu
205
Ile
Tyxr
Val
Leu
Leu
285
Ile
Asp
Lau
Thr
Leu

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
vVal
Thrx

110
Glu

Leu
His
Cys
Asp
120
Ser
ITle
Arg
Phe
Ser
270
Asp
Ser
Sar
Thr
Arg
350

Thr

Ala

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
Ile

Lys=

Gln
Gly
Asp
175
Phe
Axrg
Phe
Val
Ser
255
His
Val
Cys
Ile
Arg
335
Asp
Gln

Leu

aAsn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr

Gly

Asp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Asp
Leu
240
Leu
Ile
Glu
Leu
Leau
320
Arg
Leu

Glu

Glu



atgtacggat
gtgtgggaag
ataatatatyg
ctcaatgetyg
tctggttatg
cttgatgetc
aggtgcactg
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa
aatggtacce
ataatatttg
ccocageotee
attgatatta
aaggaaggat
atcagctgcet
tttctatgtt
agtgacatcc
gaggaataca
agageactagg

ttgtgaatca
acatcaaaaa
atgactecaa
gagaaatcct
atacaatctt
tgcacgacea
atgcagaaaa
attatgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacg
accgggacct
agecctgggaa
gtttecatgg
tgttggatgt
tacgtctcaa
caccaagtgt
ctetgeatga
aactcaccea
aagattga

ES2611 157 T3

cgecctggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtcctg
ccttgetace
gggcaaagga
tggaatcatce
tcagcaaaga
agaagaggat
catcagcececa
agtggtcact
ttgcageott
gatcetttet
ggagaaatta
gggtcaaatyg
catgaacctyg
tgeccacgege
agaactggaa

ttgctggtga
ttagatgaag
ttggttgetg
gggaagatgt
ggectctaatg
atctacccag
cteattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattot
cagtgtggea
ctgtctgtet
cacatcaata
gaatgtgagqg
atctacttac
gacgatttga
gatettgtte
atccteoactg

tecgcaatta
aaggacagtt
ctgcaagcaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgegtge
actactactc
cacaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
gcaaagettt
atgetatata
tctegetggt
ctgtttttgt
atgaactgac
ctgaagcaga
caaggagagg
ttttgggaga
acaggctaca

cggececgag
tettgtcaga
agtecteaat
ttgecaagaa
tetacagaace
accttecttt
agagagagaa
ccatggcact
teaattttta
atttgaagaa
tectttteat
cagagttete
tegteocteat
attgagaage
tgggactgag
tagcatactt
gctgtateta
acaatttaga
gectcacgtta

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
=10
1020
1080
1140
1158

<210> 124
<211> 385
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 124
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Met Tyr Gly Phe Val Asn His Ala Leu Glu Leu Leu Val Ile Arg Asn

Tyr Gly Pro Glu Val Trp Glu Asp Ile Lys Lys Glu Ala Gln Leu Asp
20 25 30
Glu Glu Gly Gln Phe Leu Val Arg Ile Ile Tyr Asp Asp Ser Lys Thr
. 35 40 45
Tyr Asp Leu Val Ala ala Ala Ser Lys Val Leu Asn Leu Asn Ala Gly

Glu Ile Leu Gln Met Phe Gly Lys Met Phe Phe Val Phe Cys Gln Glu
65 70 75 80
Ser Gly Tyr Asp Thr Ile Leu Arg Val Leu Gly Ser Asn Val Arg Glu
85 90 95
Phe Leu Gln Asn Leu Asp Ala Leu His Asp His Leu Ala Thr Ile Tyr
100 105 110
Pro Gly Met Arg Ala Pro Ser Phe Arg Cys Thr Asp Ala Glu Lys Gly
115 120 125
Lys Gly Leu Ile Leu His Tyr Tyr Ser Glu Arg Glu Gly Leu Gln Asp
130 135 140
Tyr Val Ile Gly Ile Ile Lys Thr Val Ala Gln Gln Ile His Gly Thr
145 150 - 155 160
Glu Ile Asp Met Lys Val Ile Gln Gln Arg Asn Glu Glu Cys Asp His
165 170 175
Thr Gln Phe Leu Ile Glu Glu Lys Glu Ser Lys Glu Glu Asp Phe Tyr
180 185 190
Glu Asp Leu Asp Arg Phe Glu Glu Asn Gly Thr Gln Glu Ser Arg Ile
185 200 205
Ser Pro Tyr Thr Phe Cys Lys Ala Phe Pro Phe His Ile Ile Phe Asp
210 215 2290
Arg Asp Leu Val Val Thr Gln Cys Gly Asn Ala Ile Tyr Arg Val Leu
225 230 235 240
Pro Gln Leu Gln Pro Gly Asn Cys Ser Leu Leu Ser Val Phe Ser Leu
245 250 255
Val Arg Pro His Ile Asp Ile Ser Phe His Gly Ile Leu Ser His Ile
260 265 270
Asn Thr Val Phe Val Leu Arg Ser Lys Glu Gly Leu Leu Asp Val Glu
275 280 285
Lys Leu Glu Cys Glu Asp Glu Leu Thr Gly Thr Glu Ile Ser Cys Leu
290 295 300
Arg Leu Lys Gly Gln Met Ile Tyr Leu Pro Glu Ala Asp Ser Ile Leu
305 310 315 320
Phe Leu Cys Ser Pro Ser Val Met Asn Leu Asp Asp Leu Thr Arg Arg
325 330 335
Gly Leu Tyr Leu Ser Asp Ile Pro Leu His Asp Ala Thr Arg Asp Leun
340 345 350
Val Leu Leu Gly Glu Gln Phe Arg Glu Glu Tyr Lys Leu Thr Gln Glu
355 360 365
Leu Glu Ile Leu Thr Asp Arg Leu Gln Leu Thr Leu Arg Ala Leu Glu
370 375 380
AsSp
385

<210> 125
<211> 1158
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 125

atgtacggat ttgtgaatca cgeecctggag ttgoctggtga tcecgeaatta cggecccgag 60
gtgtgggaag acatcaaaaa agaggcacag ttagatgaag aaggacagtt tettgtcaga 120
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ataatatatg
ctcaatgetyg
tetggttatyg
cttgatgete
aggtgcactyg
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa
aatggtacce
ataatatttg
ceagagetec
attgatatta
aaggaaggat
atcagcectget
tttaetatgtt
agtgacatca
gaggaataca
agagccctgy

atgactccaa
gagaaatcet
atacaatett
tgecacgacca
atgecagaaaa
atcatgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacyg
accgggacct
agcetgggaa
gtttecatgg
tgttggatgt
tacgtctcaa
caccaagtgt
ctetgeatga
aactcacceca
aagattga

ES2611 157 T3

aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtectg
cctigctace
gggcaaagga
tggaatcatce
tcagecaaaga
agaagaggat
catcagcceca
agtggtcact
ttgcagectt
gatcctttet
ggagaaatta
gggtcaaatg
catgaacctg
tgecacgege
agaactggaa

ttggttgetyg
gggaagatgt
ggctctaatg
atctacccag
ctecattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattct
cagtgtggca
ctgtctgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctacttac
gacgatttga
gatcttgtte
atcectecactg

ctgcaagcaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgcgtge
actactacte
cacaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
gcaaagettt
atgctatata
toetegetggt
ctgtttttgt
atgaactgac
ctgaagecaga
caaggagagy
ttttgggaga
acaggctaca

agtectcaat
ttgecaagaa
tetacagaac
accttecttt
agagagagaa
ccatggcact
tcaattttta
atttgaagaa
tectttteat
cagagttctc
tegtectcat
attgagaagce
tgggactgag
tagcatactt
gctgtatcta
acaatttaga
gctcacgtta

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
9260
1020
1080
1140
1158

<210> 126
<211> 385
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 126
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Met
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
lys
His
145
Glu
Thr
Glu
Ser
Arg
225
Pro
val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
val

Leu

Asp
385

<210>127
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Leu

290
Leu

Leu
Leu
Leu

Glu
370

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
125
Tyr
Leu
Leu
Pro
val
275
Glu

Lys

Cys
Tyx
Leu

355
Ile

<213> Homo sapiens

<400> 127

Phe

Glu

20

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg

Ile

Gly

Leu
180
Asp
Thr
val
Gln
His
260
Phe
Cys

Gly

Ser
Leu
340
Gly

Leu

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys
165
Ile
Arg
Phe
Val
Pro
245
Ile
val
Glu

Gln

Pro
325
Ser
Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
val
Glu
Phe
Cys
Thr
230
Gly
Asp
Leu
Asp
Met
310
Ser
Asp

Gln

Asp

His
Glu
vVal
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Asn
Ile
Arg
Glu

295
Ile

Val
Ile
Phe

Arg
375

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Leu

Tyr

Met
Pro
Arg

360
Leu

114

Leu

Ile
25
Ile

-Lys

Met
Val
His

105
Arg

Ser.

Val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr

Leu

Asn
Leu
345
Glu

Gln

Glu
10

Lys
Ile
val
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg
170
Sar
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly

Pro

Leu
330
His
Glu

Leu

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
Hisg
Thxr
Arg
Gln
155
Asn
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leu
Gly
Gly
Thr
Glu
315
Asp
Asp
Tyr

Thr

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu

300
Ala

Asp
Ala
Lys

Leu
380

Val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Glu
205
Ile
Tyr
val
Leu
Lau
285
Ile

Asp

Leu
Thrx
Leu

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
1990
Ser
Tle
Arg
Phe
Ser
270
Asp

Ser

Ser

Thr

Arg
350
Thr

_Ala

Arg
Leu
Lys
Ala
Gln
Axg
Ile
Lys
Gln
Gly
Asp
175
Phe
Arg
Phe
val
Ser
255
His
Val
Cys

Ile

Arg
335
Asp

Gln

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asgsp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Lsp
Leu
240
Leu
Ile
Glu
Leu
Leu
320
Arg
Leu

Glu

Glu
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atgtacggat
gtgtgggaay
ataatatatg
ctecaatgetg
tetggttatg
cttgatgete
aggtgecactg
ggacttecagyg
gaaatagaca
attgaagaaa
aatggtaccc
ataatatttg
ceccagetee
attgatatta
aaggaaggat
atcagetgcet
tttectatgtt
agtgacatcce
gaggaataca
agagcectgg

ttgtgaatea
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatcct
atacaatctt
tgeacgacca
atgcagaaaa
atattgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacg
acegggacct
agectgggaa
gtttccatgg
tgttggatgt
tacgtctcaa
caccaagtgt
ctectgeatga
aactcaccea
aagattga

ES2611 157 T3

cgeectggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtoctg
cettgctace
gggcaaagga
tggaatcate
tcagcaaaga
agaagaggat
catcagcceca
agtggtcact
ttgcagectt
gatcctttct
ggagaaatta
gggtcaaatg
catgaacctg
tgeccacgege
agaactggaa

ttgetggtga
ttagatgaag
ttggttgetg
gggaagatgt
ggctetaatg
atctacacag
ctcattttge
aaaacagtgy
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattet
cagtgtggea
ctgtetgtet
cacatc¢aata
gaatgtgagyg
atectacttac
gacgatttga
gatettgtte
atectcactyg

<210> 128
<211> 385
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 128

Ala Glu
10

Lys

Met Tyr Phe Val His Leu
1 5
Tyr Gly Pro Glu Val

20

Gln

Asn
Glu Ile
25

Ile

Trp Asp

Glu Glu Gly Phe Leu Val Arxg Ile

40
Ala Ser
B5

Gly

Tyr Asp Leu Val Ala Ala Lys Val

50
Glu Ile Phe
&5

Ser

Gln Met Phe
70

Ile

Leu Lys

Val Leu
90
Asp

Thr
85
Leu

Gly Tyr Asp Leu Arg

Ala His
105
Arg

Phe Gln Asn Leu

100
Arg

Leu Asp
Phe
120
Tyr

Meat Ala Ser
115

Lau

Pro Gly Pro Cys

Lys Gly Ile Leu His Ser Glu

130
val

Tyr
135

Ile Ile Ile Lys Thr Val Ala

150

Ile
145

Gly

115

teegeaatta
aaggacagtt
ctgcaagecaa
ttttegtott
tecagagaatt
gaatgcgtge
actactacte
cacaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
geaaagettt
atgctatata
tetegetgat
ctgtttttgt
atgaactgac
ctgaagcaga
cadaggagagyg
ttttgggaga
acaggeoetaca

Leu Leu

Lys Glu
Tyr
45
Leu Asn
60
Phe Val
75
Gly Ser

His Leu

Thr Asp
Glu
140
G1ln

Arg

Gln
155

Val
Ala
Asp
Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly

Ile

cggeeecgag
tettgteaga
agteoctcaat
ttaccaagaa
tctacagaac
accttecttt
agagagagaa
ccatggeact
tcaattttta
atttgaagaa
tecttttcat
cagagttcte
tegtecteat
attgagaage
tgggactgag
tageatactt
getgtateta
acaatttaga
getecacgtta

Ile Arg
15
Gln Leu
30
Ser Lys

Asn Ala

Tyr Gln

Val Axg
25

Thr Ile
110
Glu Lys

Leu Gln

His Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1158

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp

Thr

160
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Glu Ile

Thr Gln

Glu Asp
Pro
210
Asp

Ser

Arg
225
Pro Gln
val

Asn Thr
Leu
290
Leu

Lys

Arg
305
Phe Leu

Gly Leu

val Leu
Glu
370
Asp
385

Leu

Arg Pro

Asp Met

Lys

ES2611 157 T3

VvVal Ile

165

Phe Leu
180
Leu Asp
195
Tyr Thr

Leu Val

‘Leu Gln

Ile
Arg
Phe
Val

Pro

Glu Glu

Phe Glu

Gln
Lys

Glu

Gln Arg
170
Glu Ser
185

Asn Gly

200

Cys Ly=s
215
Thr Gln
230

Gly Asn

245

His
260
Val Phe
275
Glu Cys

Lys Gly

‘Cys Ser

Ile

val

Glu

Gln

Pro

Asp Ile

Leu Arg

Ala
Cys
Cys
Ser

Ser

Phe Pro

Gly Asn
Leu
250
His

Ser

Phe
265

Lys Glu

280

Glu
295
Ile

Asp

Met
310

Ser Val

325

Leu
340
Gly

Tyr

Leu
355

Ile Leu

Ser

Glu

Thr

Asp Ile

Gln Phe

Leu
Tyx
Met
Pro

Arg

Thr Gly

Leu Pro

Leu
330
His

Asn

Leu
345

Glu Glu

360

Asp Arg

375

Leu

Gln Leu

<210> 129

<211> 1158

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 129

atgtacggat
gtgtgggaayg
ataatatatg
ctcaatgetg
tctggttatg
cttgatgete
aggtgcactg
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa
aatggtacec
ataatatttg
ccccagetee
attgatatta
aaggaaggat
atcagctget
tttetatgtt
agtgacatec
gaggaataca
agagcectgg

ttgtgaatca
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatecct
atacaatctt
tgttcgacca
atgcagaaaa
atattgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacg
accgggacct
agactgggaa
gtttccatgg
tgttggatgt
tacgtctcaa
caccaagtgt
ctetgeatga
aactcaccca
aagattga

cgecctggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtectg
ccttgetace
gggcaaagga
tggaatcatc
tcagcaaaga
agaagaggat
catcagaecca
agtggtceact
ttgeageett
gatcctttet
ggagaaatta
gggtcaaatyg
catgaacctg
tgecacgege
agaactggaa

ttgctggtga
ttagatgaag
ttggttgetg
gggaagatgt
ggctetaatyg
atctacccag
ctecattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattet
cagtgtggea
ctgtotgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctacttac
gacgatttga
gatettgttce
atcctcactg

<210> 130
<211> 385

116

Asn Glu

Lys Glu

Thr Gln

Phe His
220
Ala Ile
235
Leu Ser

Gly Ile

Gly Leu

Thr Glu
300
Glu ala
315
Asp Asp

Asp Ala

Tyr Lys

Thr Leu
380

tcegeaatta
aaggacagtt
ctgcaagcaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgegtge
actactacte
¢acaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
gcaaagcttt
atgctatata
tetegoetgat
ctgtttttgt
atgaactgac
ctgaagcaga
caaggagagg
ttttgggaga
acaggctaca

Glu
Glu
Glu
2905
Ile
Tyr
val
Leau
Lau
285
Ile
Asp
Leu
Thr
Leu

365
Arg

Cys Asp
175
Asp Phe
190
Ser Arg

Ile Phe

Arg Val

His
Tyr
Ile
Asp

Leu

240

Phe Ser
255
Ser His
270
Asp Val

Ser Cys

Ser Ile

Leu

Ile

Glu

Leu

Leu

320

Thr Arg
335
Arg Asp
350
Thr Gln

Ala Leu

cggcccegay
tettgtcaga
agtectcecaat
ttgccaagaa
tctacagaac
accttocttt
agagagagaa
ccatggecact
tcaattttta
atttgaagaa
toctttteat
cagagttetc
tegtecteat
attgagaage
tgggactgag
tageatactt
getgtateta
acaatttaga
goetcacgtta

Arg

Glu

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1158
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130

Met
1
Tyr
Glu
Tyr
Glu

65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thr
Glu
Sear
Arg
225
Pro
Val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
Val
Leu

Asp
385

<210> 131
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Lau
2950
Lau
Leu
Leu

Lau

Glu
370

Gly
Pro
Gly
Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
195
Tyr
Leu
Leu
Pro
Val
2175
Glu
Lys
Cys
Tyr
Leu

355
Ile

<213> Homo sapiens

<400> 131

FPhe
Glu
20

Gln
vVal
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile

Gly

Leu
180
Asp
Thr
Val
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Lau
340
Gly

Leu

VvVal

val

Phe

Ala

Met

Thx

85
Leu

Ala
Len
Ile
Lys
165
Ile
Arg
Phe
val
Pro
245
Ile
val
Glua
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
val
Glu
Phe
Cys
Thr
230
Gly
Asp
Lau
Asp
Met
310
Ser
Asp
Gln

Asp

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Asn
Ile
Arg
Glu
295
Ile
vVal
Ile

Phe

Arg
375

Ala
Asp
Axrg
Ser
Lys
Axrg
Leu
Phe
120
Tyxr
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Len
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

117

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
Phe
105
Arg
Ser
Val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Leu
Asn
Leu
345
Glu

Gln

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
90

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His

Glu

Leu

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thxy
Arg
Gln
155
Asn
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leu
Gly
Gly
Thr
Glu
315
Asp
Asp
Tyr

Thr

Leu
Glu
Asp
Asn
60

vVal
Ser
Lau
Asp
Glu
140
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala
Lys

Leu
380

Val
Ala
Asp
Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Glu
205
Ile
Tyr
Val
Leu
Lau
285
Ile
Asp
Leu
Thrx
Leu

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
190
Ser
Ile
Arg
Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg
350

Thrx

Ala

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
95

Ile
Lys
Gln
Gly
Asp
175
Phe
Arg
Phe
Val
Ser
255
His
Val
Cys
Ile
Arg
335
Asp
Gln

Leu

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Asp
Leu
240
Leu
Ile
Glu
Leu
Leu
320
Arg
Leu

Glu

Glu



atgtacggat
gtgtgggaag
ataatatatg
ctcaatgectg
tctggttatg
cttgatgete
aggtgeactg

ggacttcagg
gaaatagaca
attcgaagaaa
aatggtaccc
ataatatttg
ccecagetce
attgatatta
aaggaaggat
atcagetget
tttetatgtt
agtgacatce
gaggaataca
agagecctgg

ttgtgaatea
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatcct
atacaatctt
tgggtgaceca
atgcagaaaa

atattgtecat
tgaaggttat
aagagtcaaa
aggaatcacg
accgggacct
agectgggaa
gtttcoccatgg
tgttggatgt
tacgtotcaa
caccaagtgt
ctctgcatga
aactcacceca
aagattga

ES2611 157 T3

cgecctggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtoectyg
ccttgetace
gggcaaagga

tggaatcate
tcagcaaaga
agaagaggat
catcagccca
agtggtcact
ttgcageett
gatcetttcet
ggagaaatta
gggtcaaatg
catgaacctyg
tgcocacgege
agaactggaa

ttgctggtga
ttagatgaag
ttggttgctg
gggaagatgt
ggctetaatg
atctacccag
ctcattttge

aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag
tatacattet
cagtgtggeca
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctacttac
gacgatttga
gatcttgtte
atccteactg

tccgeaatta
aaggacagtt
ctgcaagcaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgegtge
actactacte

cacaacaaat
gtgatcatac
atcttgacag
gcaaagcttt
atgctatata
tctegetggt
ctgtttitgt
atgaactgac
ctgaagcaga
caaggagagg
ttttgggaga
acaggetaca

cggececgag
tettgtcaga
agtcctcaat
ttgecaagaa
tctacagaac
acetteocttt
agagagagaa

ccatggcact
tcaattttta
atttgaagaa
teectttteat
cagagttctc
tegtectcat
attgagaagce
tgggactgag
tagcatactt
getgtateta
acaatttaga
geteacgtta

60

120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1158

<210> 132
<211> 385
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 132

118



Met
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thx
Glu
Serxr
Axg
225
Pro
val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly

val

Leu

Asp
385

<210> 133
<211> 585
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile
Gln
Asp
Pxo
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Leu
250
Leu
Leu
Leu

Leu

Glu
370

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
195
Tyx

Leu

Pro
Val
275
Glu
Lys=s
Cys
Tyxr
Leu

355
Ile

<213> Homo sapiens

<400> 133

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile

Gly

Leu
180
Asp
Thr
val
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu

340
Gly

Leu

val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys
165
Ile
Arg
Phe
Val
Pro
245
Tle
Val
Glu
Gln
Pro
325

Ser

Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
val
Glu
Phe
Cys
Thr
230
Gly
Asp
Lau
Asp
Met
310
Ser
Asp

Gln

Asp

His
Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Serx
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Asn
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile

Phe

Arg
375

Ala
Asp
Arg
49

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyx
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Leu
Tyxr
Met
Pro
Arg

360
Leu

119

Leau
Ile
25

Ile
Lys
Met
Vval
Gly
105
Arg
Ser
val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Leu
Asn
Leu

345
Glu

Gln

Glu
10

Lys
Ile
Vval
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glua
Ala
Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His

Glu

Leu

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155
Asn
Lys
Thr
Phea
Ala
235
Leu
Gly
Gly
Thr
Glu
315
Asp
Asp

Tyr

Thr

Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
1440
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala

Lys

Lau
380

Val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ilie
Glu
Glu
Glu
205
Ile
Tyr
Val
Leu
Leu
285
Ile
Asp
Leu
Thr
Lau

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
190

Ser

Ile

Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg

350
Thr

Ala

Arg
Leu
Lys
Ala
Gln
Axrg
95

Ile
Lys=s
Gln
Gly
Asp
175

Phea

Arg

Phea.

Val
Ser
255
His
val
Cys
Ile
Arg
335
Asp

Gln

Leu

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Asp
Leu
240
Ile
Glu
Leu
Leu
320
Arg
Leu

Glu

Glu



10

15

atgtacggat
gtgtgggaag
ataatatatg
ctcaatgetg
tctggttatg
cttgatgete
aggtgcactg
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa

ttgtgaatca
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatcct
atacaatctt
tgcacgacceca
atgcagaaaa
atattgtecat
tgaaggttat
aagagtcaaa

<210> 134
<211>194
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134

Met
1
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65
Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thr

Glu

<210> 135
<211> 585
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Vval
Ile
Gln

Asp

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 135

Phe
Glu
Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Axg
Ile
Gly
Met

Leu
180

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys

165
Ile

ES2611 157 T3

cgeectggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtcectg
cettgctace
gggcaaagga
tggaatcate
tcagcaaaga
agaagaggat

Asn His

Trp Glu

Leu Val

ttgctggtga
ttagatgaag
ttggttgectyg
gggaagatgt
ggctctaatg
atctacccag
ctcattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag

toeogeaatta
aaggacagtt
ctgeaagecasa
ttttecgtett
tcagagaatt
gaatgcgtge
actactacte
cacaacaaat
gtgatcatac
attga

cggeccegag
tettgtcaga
agtcetcaat
ttgecaagaa
tetacagaac
accttcettt
agagagagaa
ccatggeact
tcaattttta

Ala
Asp

Arg

Glu
19
Lys

Leau Leu
Ile
25

Ile

Lys

Ile Tyr

40

Ala Ala
B5
Phe Gly
70
Ile Leu

Asp Ala

Pro Ser

Ser
Lys
Arg
Leu

Pha

Lys Val Leu
Phe
15

Gly

Met Phe

Val Leu

90
His Asp His
105
Arg

Cys Thr

120

His Tyr
135
Ile Lys
150
val Ile

Glu Glu

Tyr
Thr
Gln

Lys

Ser Glu

Val Ala Gln

155

Gln Axrg Asn
170

Glu Ser

185

Lys

Leu
Glu
Asp
Asn
60

val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glua

Glu

Val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

Ile
Gin
30

Ser
Asn
Cys
val
Thx
110
Glu
Leu
His
Cys

Asp
190

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
85

Ile
Lys
Gln
Gly
Asp

175
Phe

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His

Tyx

60

120
180
240
300
360
420
480
540
585

atgtacggat ttgtgaatca cgecctggag ttgetggtga tccgecaatta cggecccgag 60

120



gtgtgggaag
ataatatatg
ctcaatgectg
tectggttatg
cttgatgete
aggtgecactg
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa

acatcazaaa
atgactccaa
gagaaatcct
atacaatctt
tgcacgaceca
atgcagaaaa
attatgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa

ES2611 157 T3

agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtectg
ccttgetace
gggeaaagga
tggaatcatce
tcagecazaga
agaagaggat

ttagatgaag
ttggttgctg
gggaagatgt
ggctetaatg
atctacccag
ctcattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag

aaggacagtt
ctgcaageaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgcgtge
actactacte
cacaacaaat
gtgatcatac
attga

tettgteoaga
agtectcaat
ttgecaagaa
tctacagaac
accttacttt
agagagagaa
ccatggcact
tcaattttta

120
180
240
300
360
420
480
5490
585

<210> 136
<211> 194
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 136

Ala Glu
10

Lys

Met Tyr Gly Phe Val His Leu Leu Leu Val Ile Asn

1 5
Tyr Gly Pro Glu Val
20 .

Gln

Asn Arg

Glu Ile
25
Ile

Glu Ala Gln
30

Ser

Trp Asp Lys Leu Asp

Glu Glu Gly Phe Val Ile Thr

35
Leu

Leu Arg
40

Ser

Tyr Asp Asp
45

Lau

Lys

Val Ala Ala Ala

55
Gly

Val Leu Asn Asn Ala

60
Val

Tyr Asp Lys Gly
Glu
80

Glu

Glu
65
Ser

Ile Gln Phe Met Phe Gln

70
Ile

Phe
75
Gly

Leu Met Lys Phe Cy=z

Thr Val Val
85

Leu

Leu Leu
80

Asp

Gly Tyr Asp Arg Ser Asn Arg

95
Ala Thr Ile
110

Glu

Phe Gln Ala His His Len

105
Arg

Asn Leu
100

Arg

Leu Asp Tyr

Thr Ala
125
Gly

Ala Pha
120

Tyr

Met Ser
115

Leu

Pro Gly Pro Cys Asp Lys Gly

His Glu Glu
140

Gln

Lys Gly Ile Leu Ser Leu Gln

130
Val

Tyr
135
Lys

Arg Asp
Thr
160
His

Thr Ala Gln His

155
Asn

Tle Ilé Ile
150

val

Tyr val Ile Gly

145
Glu

Gly

Ile Asp Met Lys Ile Gln Gln Blu Glu

165
Ile

Arg
170
Sex

Cys Asp

175

Thr Glu Glu Glu Phe

185

Gln Phe Leu Glu Glu

180

Lys Lys Asp

120

Tyr

Glu Asp
<210> 137

<211> 585

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 137

20

atgtacggat
gtgtgggaag
ataatatatg
ctcaatgetg
tetggttatg
cttgatgete
aggtgcacty
ggacttcagg
gaaatagaca
attgaagaaa

ttgtgaatca
acatcaaaaa
atgactccaa
gagaaatcct
atacaatectt
tgecacgacca
atgcagaaaa
attatgtcat
tgaaggttat
aagagtcaaa

cgectgggag
agaggcacag
aacttatgat
ccaaatgttt
gegtgtectg
ccttgctace
gggcaaagga
tggaateate
tcagcaaaga
agaagaggat

ttgectggtga
ttagatgaag
ttggttgctg
gggaagatgt
ggctctaatg
atetacccag
ctecattttge
aaaacagtgg
aatgaagaat
ttttatgaag

121

tcegeaatta
aaggacagtt
ctgcaagecaa
ttttegtett
tcagagaatt
gaatgegtge
actactactc
cacaacaaat
gtgatcatac
attga

cggeccegag
tettgtcaga
agtcctcaat
ttgeccaagaa
tetacagaac
accttoettt
agagagagaa
ccatggcact
tocaattttta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
585



10

15

<210> 138
<211> 194
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138

Met
1
Tyxr
Glu
Tyr
Glu
65
Ser
Phe
Pro
Lys
Tyr
145
Glu
Thr

Glu

<210> 139
<211> 1158
<212> ADN

Tyx
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile

Gln

Asp

Gly Phe
Glu
20

Gln

Pro

Gly
35
Leu Val

Leu Gln

Tyr Asp

Gln Asn
1900
Met Arg
115
Leu Ile

Ile Gly

Agp Met

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu

Ile

Lys

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile

150
val

165

Phe Leu

isg

<213> Rattus norvegicus

<400> 139

atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacg
ctecaatgetg
tetggetatg
ctegacgeee
cggtgocaccg
gggettcagg
gagatagaca
attgaagaaa
aacggtaccc
atcatatttg
ceccagetee
attgacatca
aaggaagggt
attagctgec
ttectetgtt
agtgacatee
gaggagtaca
agggetttgg

ttgtgaacea
acatcaaaaa
atgattccaa
gtgaaatect
ataccatctt
tgcacgacca
atgcagazaaa
acattgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa
aggactcccg
accgggacct
agcectgggaa
gtttcecacgg
tgctggatgt
tccgtetcaa
caccaagtgt
ctectecatga
aactgacaca
aggattga

Ile

Glu

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys

Ile

Glu

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr

Gln

Lys

Trp
ITle
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Ser
val
Gln

Glu
185

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leu
a0

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg

170
Ser

Leu
Lys
Tyx
Leu
Phe
75

Gly
His
Thx
Arg
Gln
155
Asn

Lys

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Lau
Asp
Glu
140
Gln
Glu

Glu

Val
Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu

Glu

tgecctggag
agaggcgcag
aacctatgac
gecagatgttt
gegtgtectyg
cctogecace
aggcaaaggg
cgggattate
tcagcaaaga
agaagaggat
tatcageeceg
agtagtcacyg
gtgcageett
gattctttea
tgagaaactt
aggecaaatg
gatgaacttg
tgctacacga
agagetggaa

ctgctggtga
ctggatgaag
ttggtggetg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctacccag
ctcattetge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag
tacaccttet
cagtgtggaa
ctagtctgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctatttac
gatgacctaa
gacetggtee
atcctecacag

122

teccgcaatta
aaggccagtt
ctgegageaa
ttttegtett
tecagggagtt
ggatgcgege
actactactc
ctcaacagat
gtgatcatac
atctggacag
geaaagegtt
atgctatcta
tetctotggt
cogtetttgt
atgaactgac
cggaageaga
caagaagagqg
ttttgggaga
acaggetgea

Ile Arg
15
Gln Leu
30
Ser Lys

Asn Ala

Cys Gln

80
Val

95
Thr Ile
110
Glu Lys

Leu Gln

His Gly

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
Glu
Tyrx
Gly
Asp

Thr

160

Cys Asp
175
Asp Phe

190

cggtcocccgag
tettgtgaga
agtcctcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
accttcette
ggaaagagag
ccatggeact
ccaattttta
gtttgaagag
tectttteac
cagagtgetc
cegeccteat
actgagaage
tggggecagag
tagcatacte
cctgtacetg
acagttceagg
geteacactyg

His

Tyr

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1158



10

<210> 140
<211> 385
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 140

Met
1

Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thr
Glu
Ser
Arg
225
Pro
val
aAsn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
Val

Leu

Asp
385

<210> 141
<211> 1158
<212> ADN

Tyr

Gly
Glu
Asp
Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
120
Val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gin
Arg
Thr
Lau
290
Leu
Leu
Leu

Leu

Glu
370

Gly

Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
195
Tyr
Leu
Leu
Pro
Val
275
Glu
Lys
Cys
Tyr
Lau

355
Ile

Phe

Glu
20

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly
Met
Leu
180
Asp
Thr
vVal
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu
340
Gly

Len

Val

val
Phe
Ala
Met
Thrx
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys=
165
ITle
Arg
Phe
Val
Pro
245
Ile
Val
Glu
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn

Trp
Leu
Ala
Fhe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
val
Glu
Phe
Cys
Thr
230
Gly
Asp
Leu
Asp
Met
310
Ser
Asp
Gln

Asp

His

Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Sar
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Lys
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile

Phe

Arg
375

Ala

Asp
Arg
40
Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
129
Tyr
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys .
Ser
Ser
280
Leu
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

123

Leu Glu Leu Leu Val

Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Serx
Val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Lau
Asn
Leau
345
Glu

Gln

10

Lys
Ile
val
Phe
Leu
20

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly

Pro

Teu

330
His

Glu

Leu

Lys
Tyr
Leu
Phe
15

Gly
His
Thr
Axrg
Gln
155
Ser
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leu
Gly
Gly
Ala
Glu
315
Asp
Asp

Tyr

Thr

Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu
Glu
GIn
His
229
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala

Lys

Leu
380

Ala
Asp
45

Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Asp
205
Ile
Tyr
vVal
Leu
Leu
285
Ile

Asp

Thr

Leu
365
Arg

Ile

Gln
30

Ser
Asn
Cys
vVal
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
120
Ser
Ile
Arg
Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg
350
Thr

Ala

Arg Asn

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
25

Ile
Lys
Gln
Gly
Asp
175
Phe
Arg
Phe
Val
Ser
255
His
vVal
Cys
Ile
Arg
335
Asp

Gln

Leu

Asp

Thr

Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Asp
Len
240
Leu
Ile
Glu
Leu
Leu
320
Arg
Leu
Glu

Glu
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<213> Rafttus norvegicus

<400> 141

atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacg
ctcaatgctyg
tetggoetatg
ctcgacgeec
cggtgcaccg

gggcttcagg
gagatagaca

attgaagaaa
aacggtacee
atcatatttg
ccccagetee
attgacatca
aaggaagggt
attagectgece
ttcctetgtt
agtgacatege
gaggagtaca
agggetttgg

ttgtgaacca
acatcazaaa
atgattccaa
gtgaaatcct
ataccatctt
tgcacgacca
atgcagaaaa
actacgtgat
tgaaggttat

aagaatcaaa
aggactcceg
accgggacct
agectgggaa
gtttccacgg
tgctggatgt
tecgteteaa
caccaagtgt
¢tetacatga
aactgacaca
aggattga

tgcectggag
agaggcgcag
aacctatgac
gcagatgttt
gcgtgtcectg
cctegecace
aggcaaaggg
cgggattate
tcagcaaaga

agaagaggat
tatcageecg
agtagtcacg
gtgcagecett
gattctttca
tgagaaactt
aggecaaatyg
gatgaacttyg
tgctacacga
agagctggaa

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggetg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctacceag
ctecattetge
aagactgtag
agtgaagaat

ttttatgaag
tacacecttcet
cagtgtggaa
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagyg
atctatttac
gatgacctaa
gacckggtece
atcctcacag

tccgeaatta
aaggccagtt
ctgcgagecaa
ttttegtett
tcagggagtt
ggatgcgege
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac

atctggacag
gcaaagegtt
atgetateta
tctetctggt
cegtetttgt
atgaactgac
cggaagcaga
caagaagagqg
ttttgggaga
acaggetgea

cggtecccgag
tcttgtgaga
agtectcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
accttcette
ggaaagagag
ccatggcact
ccaattttta

gtttgaagag
tecetttteac
cagagtgctc
cegecectaat
actgagaagc
tggggcagag
tagcatecte
cctgtacetg
acagttecgg
getcacactg

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
200
9260
1020
1080
1140
1158

<210> 142
<211> 385
<212> PRT
<213> Rafttus norvegicus

<400> 142

124



Met
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Tyr
145
Glu
Thr
Glu
Serx
Arg
22%
Pro
Val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly

val

Leu

<210> 143
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Lau
290
Leu
Leu
Leu

Leu

Glu

Gly
Pro
Gly
Leu
Leu
Tyr
Gln
Meat
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
195
Tyr
Leu
Leu
Pro
val
275
Glu
Lys
Cys
Tyr
Leu

355
Ile

Asp
385

<213> Rattus norvegicus

<400> 143

Phe
Glu
20

Gln
val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile

Gly

Leu
180
Asp
Thr
Val
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu
340
Gly

Leu

370

Val

Val

Phe

Ala

Met
Thx
85

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys
165
Ile
Arqg
Phe
val
Pro
245
Ile
val
Glu
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thr
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Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Val
Glu
Phe
Cys
Thrx
230
Gly
Asp
Leu
Asp
Met
310
Ser
Asp
Gln

Asp

His
Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Lys
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile
Phe

Axg

ala
Asp
Arg
Ser
Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyx
Thx
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Leu
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

125

Leau
Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
His
105
Arg
Ser
vVal
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys

Thx

Asn
Leu
345
Glu

Gln

375

Glu
10

Lys
Ile
Val
Phe
Leun
20

Asp
Cys
Glu
Ala
Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Leu
2540
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His

Glu

Leu

Leu
Lys
Tyx
Leu
Phe
75

Gly
His
Thx
Arg
Gln
155
Ser
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leu
Gly
Giy
Ala
Glu
315
Asp
Asp
Tyr

Thr

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Vval
Ser
Leu
Asp
Glu
1490
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala
Lys

Leu

Val
Ala
Asp
Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Asp
205
Ile
Tyr
Val
Leu
Leu
285
Ile
Asp
Leu
Thr
Leu

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
190

Sexr

Ile

Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg
350
Thr

Ala

aso

Arg
15

Leu
Lys
Ala
Gln
Arg
a5

Ile
Lys
Gln
Gly
Asp
175
Phe
Arg
Phe
vVal
Ser
255
His
vVal
Cys
Ile
Arg
335
Asp
Gln

Leu

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyrxr
Ile
Asp
Leu
240
Leu

Ile

Glu

Leu
320
Arg
Leu
Glu

Glu



10

atgtacggtt
gtatgggaag
ataatctacyg
ctcaatgetyg
tctggetatg
ctcgacgece
cggtgecacag
gggettcagy
gagatagaca
attgaagaaa
aacggtacce
atcatatttg
cececagetee
attgacatca
aaggaagggt
attagetgee
ttectetgtt
agtgacatecc
gaggagtaca
agggetttgg

ttogtgaacea
acatcaaaaa
atgattacaa
gtgaaatcet
ataccatctt
tgcacgacca
atgcagaaaa
accatgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa
aggactceceg
accgggacct
agcctgggaa
gtttccacgg
tgctggatgt
tecgtctcaa
caccaagtgt
ctctcocatga
aactgacaca
aggattga

<210> 144
<211> 385
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 144

Met
1

Tyr

Tyxr
Gly

Glu Glu

Tyr Asp
Glu
65

Ser

Ile
Gly

Phe Leu

Pro Gly

Lys Gly
130
His val
145
Glu Ile

Thr Gln

Glu Asp

Ser Pro

Gly Phe
Glu
20

Gln

Pro

Gly
35
Leu Val

Leu Gln

Tyr Asp

Gln Asn
100
Met Arg
115
Leu Ile

Ile Gly

Asp Met

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu

Ile

Lys

ES2611 157 T3

tgecetggag
agaggcgcag
aacctatgac
geagatgttt
gegtgteetyg
cctegecace
aggcaaaggyg
cgggattate
tecagcaaaga
agaagaggat
tatcageeeyg
agtagtcacyg
gtgcagectt
gattctttea
tgagaaactt
aggccaaatg
gatgaacttg
tgctacacga
agagctggaa

Asn His

Trp Glu

Leu Val

aAla
Asp

Arg

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggetg
gggaagatgt
ggatcetaatg
atctacecag
cteattetge
aagactgtaqg
agtgaagaat
ttttatgaag
tacaccttet
cagtgtggaa
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctatttac
gatgacctaa
gacctggtee
atcctcacag

Glu
10
Lys

Leu

Ile
25

Ile Ile

40

Ala Ala
55
Phe Gly
70
Ile Leu

Asp Ala

Pro Ser

Ser
Lys
Arg
Leu

Phe

Lys Val

Mot Phe

Val Leu
90
His Asp
105

Arg Cys

1z0

His Tyr
135
Ile Lys
150

Val Ile

165

Phe Leu
180
Leu Asp
195

Tyr Thr

Ile
Arg

Phe

Glu Glu

Phe Glu

Tyr
Thr
Gln
Lys

Glu

Ser Glu

Val Ala

Gln Arg
170
Glu Ser
185

Asn Gly

200

Cys Lys

Ala

Fhe Pro

126

Leu
Lys
Tyr
Leu
Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155
Ser
Lys

Thr

Phe

tcogcocaatta
aaggccagtt
ctgegagecaa
ttttcegtett
tecagggagtt
ggatgcgege
actactacte
cbeaacagat
gtgatcatac
atctggacag
gcaaagegtt
atgctatcta
tctetetggt
cegtetttgt
atgaactgac
¢ggaagcaga
caagaagagg
ttttgggaga
acaggetgea

Leu Val

Glu Ala
Asp
45
Asn Leu
60
Val Phe

Ser Asn

Leu Ala
Ala
125
Gly

Asp

Glu
140
Gln Ile

Glu Glu

Glu Glu

Gln Asp
205

His Ile

cggteccgag
tettgtgaga
agtectcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
acettectte
ggaaagagag
ccatggeact
ccaattttta
gtttgaagag
tecttttcac
cagagtgcte
cogeccteat
actgagaage
tggggcagag
tagecatcote
cctgtacctg
acagtteccgg
getcacactg

Ile Arg
15
Gln
30
Ser Lys

Asn Ala

Cys Gln

Val Arg
95

Thr Ile
110
Glu Lys

Leu Gln

His Gly

60
129
1890
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1158

Asn
Asp
Thx
Gly
Glu
8o

Glu
Tyr
Gly

Asp

Thx

160

Cys Asp
175
Asp Phe
150
Ser Arg

Ile Phe

His
Tyr
Ila

Asp
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15

210
Arg Asp
225
Pro Gln

Val Arg

Asn Thr
Leu
290
Leu

Lys

Arg
305
Phe Leu

Gly Leu

val Leu

Glu
370

Leu

Asp
385

Leu val

Leu Gln

Val

Pro

ES2611 157 T3

215
Thr Gln
230

Gly Lys

245

His
260
Phe

Pro

Val
275
Glu Cys

Lys Gly

Cys Ser

Ile
Val
Glu
Gln

Pro

aAsp Ile

Leu Arg

Cys Gly
Cys
Ser

Ser

Asn
Leu
250
His

Ser

Phe
265

Lys Glu

280

Glu
295
Ile

Asp

Met
310

Ser Val

325

Leu
340
Gly

Tyr

Leu
355

Ile Leu

Ser

Glu

Thr

<210> 145
<211> 1158
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 145

atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacg
ctcaatgectyg
tctggectatg
ctcgacgece
cggtgcaccqg
gggctteagg
gagatagaca
attgaagaaa
aacggtacce
atcatatttg
ccocagetce
attgacatca

aaggaagggt
attagctgee

ttectetgtt

agtgacatce
gaggagtaca
agggctttgg

ttgtgaacca
acatcaaaaa
atgattccaa
gtgaaatect
ataccatectt
tgecacgacca
atgcocagaaaa
acattgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa
aggactcecyg
accgggacct
agectgggaa
gtttccacgg
tgcoctggatgt
tcogtctcaa
caccaagtgt
ctetecatga
aactgacaca
aggattga

<210> 146
<211> 385
<212> PRT
<213> Rafttus norvegicus

<400> 146

Asp Ile

Gln Phe

Leu
Tyr
Met
Pro

Axrg

Thr Gly

Leu Pro
Leu
330
His

Asn

Leu
345

Glu Glu

360

Asp Arg

375

tgececectggag
agaggcgcag
aacctatgac
geagatgttt
gegtgtectg
cectegecace
aggcaaaggg
cgggattatce
tcagcaaaga
agaagaggat
tatcagecceg
agtagtcacg
gtgecagecectt
gattctttca
tgagaaactt
aggccaaatg
gatgaacttyg
tgctacacga
agagctggaa

Leu

Gln Leu

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggctg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctaceccag
ctcattetge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag
tacaccttct
cagtgtggaa
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagg
atctatttac
gatgacctaa
gacctggtee
atecctecacag

127

Ala
235
Leu

Gly
Ala
Glu
Asp
Asp
Tyr

Thr

220
Ile Tyr

Ser Val

Ile Leu
Leu
285
ITie

Leu

Glu
300
Ala Asp
315

Asp Leu

Ala Thr
Leu
365
Arg

Lys

Leu
380

tcegeaatta
aaggeccagtt
ctgcgageaa
ttttegtett
teagggagtt
ggatgegege
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac
atctggacag
gcaaagegtt
atgctatcta
tetctetggt
ccogtetttagt
atgaactgac
cggaagcaga
caagaagagqg
ttttgggaga
acaggctgea

Arg Val

Leu

240

Phe Ser
255
Ser His
270
Asp Val

Ser Cys

Ser Ile

Leu

Ile

Glu

Leu

Leu

320

Thr Axg
335
Arg Asp
350
Thr Gln

Ala Leu

cggtecegag
tcttgtgaga
agtcctcaac
ctatcaagag
tttgeagaac
accttectte
ggaaagagag
ccatggcact
ccaattttta
gtttgaagag
toctttteac
cagagtgete
ccgececteat
actgagaage
tggggcagag
tagecatccte
cctgtacctg
acagttccgg
getcacactg

Arg
Leu
Glu

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
1020
1080
1140
1158



Met
Tyr
Glua

Tyr

Glu
€5

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thr
Glu
Serx
Arg
225%
Pro
val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
Val

Leu

Asp
385

<210> 147
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
50

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Lan
290
Leau
Leu
Leu

Leu

Glu
370

Gly
Pro
Gly

35
Leu

Leu
Tyr
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Leu
195
Tyr
Leuw
Leu
Pro
Val
275
Glu
Lys
Cys
Tyr
Leu

355
Ile

<213> Rattus norvegicus

<400> 147

Phe
Glu
20

Gln

Val

Gln
Asp
Asn
100
Arg

Ile

Gly

Leu
180
Asp
Thr
val
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu
340
Gly

Leu

val
Val
Phe

Ala

Met
Thr
85

Leau
Ala
Leu
Ile
Lys=
165
Ile
Arg
Phe
Val
Pro
245
Ile
Val
Glu
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu

Ala

Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Val
Glu
Phe
Cys
Thx
230
Gly
Asp
Leu
Asp
Met
3140
Ser
Asp
Gln

Asp

His
Glu
Val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyxr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Lys
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile

Phe

Arg
375

Ala
Asp
Arg

40
Ser

Lys

Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Gln
Lys
Glu
200
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Leu
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

128

Leu
Ile
25

Ile

Lys

Mat
Val
His
105
Arg
Ser
val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Leu
Asn
Leu
345
Glu

Gln

Elu
10

Lys
Ile

Val

Phe
Leu
90

Asp
Cys

Glu

Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Leu
250
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His
Glu

Leu

Leu
Lys

Tyr

Phe
75

Gly
His
Thr
Arg
Gln
155
Ser
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leun
Gly
Gly
Ala
Glu
315
Asp
Asp

Tyr

Thr

Leu
Glu
Asp
Asn
60

Val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
Ile
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala
Lys

Leu
380

Val

Ala

45
Leu

Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Asp
205
Ile
Tyr
vVal
Leu
Leu
285
Ile
Asp
Leu
Thr
Lau

365
aAxg

Ile
Gln
30

Ser

Asn

Tyr
val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
190
Ser
Ile
Arg
Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg
350

Thr

Ala

Arg
Leu
Lys

Ala

Gln
Axg
Ile
Lys
Gln
Gly
Asp
175
Phe
Axg
Phe
Val
Sex
255
His
val
Cys
Ile

Axrg

335

Asp
Gln

Leu

Asn
Asp
Thr

Gly

Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyx
Ile
Asp
Leu

240
Leu

Tle

Glu
Leu
Leu
320
Arg
Leu

Glua

Glu



atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacg
ctcaatgetg
tetggetatg
ctagacgeaa
cggtgeaccyg
gggcettcagg
gagatagaca
attgaagaaa
aacggtacce
atcatatttg
ccecagetcee
attgacatca

aaggaagggt
attagetgee
ttectetgtt
agtgacatecec
gaggagtaca
agggctttgg

ttgtgaaceca
acatcaaaaa
atgattccaa
gtgaaatcct
ataccatctt
tgttegacca
atgcagaaaa
acattgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa
aggactceeg
accgggacct
agcctgggaa

gtttccacgg

ES2611 157 T3

tgecctggag
agaggcocgeag
aacctatgac
geagatgttt
gegtgtectg
cctegecace
aggeaaaggg
cgggattatce
tcageaaaga
agaagaggat
tatcageccg
agtagtcacg
gtgcagecatt
gattetttea

tgetggatgt tgagazactt
tecegtetcaa aggecaaatg
caccaagtgt gatgaacttg
ctectcoccatga tgctacacga
aactgacaca agagectggaa

aggattga

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggetg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctacecag
ctecattetge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag
tacaccttct
cagtgtggaa
ctgtetgtet
cacatcaata

gaatgtgagyg
atetatttac
gatgacctaa
gacctggtec
atecteacaqg

tecgcaatta
aaggccagtt
ctgcgageaa
ttttegtett
tcagggagtt
ggatgegege
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac
atctggacag
geaaagegtt
atgctateta
tctctetggt
ccgtetttgt

atgaactgac
cggaagecaga
caagaagagqg
ttttgggaga
acaggetgea

cggtccegag
tettgtgaga
agtcecteaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
accttectte
ggaaagagag
ccatggeact
ccaattttta
gtttgaagag
tecttttecac
cagagtgete
cogecctcoat
actgagaage

tggggcagag
tagcatecte
cetgtacetg
acagtteegg
gctcacactg

60

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

200
960
1020
1080
1140
1158

<210> 148
<211> 385
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 148

129



Met
Tyr
Glu
Tyr
Glu
65

Ser
Phe
Pro
Lys
Ile
145
Glu
Thr
Glu
Ser
Arg
225
Pro
Val
Asn
Lys
Arg
305
Phe
Gly
val

Leu

Asp
385

<210> 149
<211> 1158
<212> ADN

Tyr
Gly
Glu
Asp
590

Ile
Gly
Leu
Gly
Gly
130
Val
Ile
Gln
Asp
Pro
210
Asp
Gln
Arg
Thr
Leu
290
Leu
Leu
Lau

Leu

Glu
370

Gly
Pro
Gly
35

Leu
Leu
Tyx
Gln
Met
115
Leu
Ile
Asp
Phe
Len
195
Tyr
Leu
Leu
Pro
Val
275
Glu
Lys
Cys
Tyxr
Leu

355
Ile

<213> Rattus norvegicus

<400> 149

Phe
Glu
20

Gln
Val
Gln
Asp
Asn
100
Arg
Ile
Gly
Met
Lau
180
Asp
Thx
Val
Gln
His
260
Phe
Cys
Gly
Ser
Leu
340
Gly

Leu

val
vVal
Phe
Ala
Mat
Thx
g8s

Leu
Ala
Leu
Ile
Lys
165
Ile
Arg
Phe
Val
Pro
245
Ile
Val
Glu
Gln
Pro
325
Ser

Glu

Thr

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Leu
Ala
Phe
70

Ile
Asp
Pro
His
Ile
150
Val
Glu
Phe
Cys
Thx
230
Gly

Asp

Asp
Met
3210
Ser
Asp
Gln

Aszp

His
Glu
val
Ala
55

Gly
Leu
Ala
Ser
Tyr
135
Lys
Ile
Glu
Glu
Lys
215
Gln
Lys
Ile
Arg
Glu
295
Ile
Val
Ile

Phe

Arg
375

Ala
Asp

Arg
40

‘Ser

Lys
Arg
Leu
Phe
120
Tyr
Thr
Gln
Lys
Glu
2900
Ala
Cys
Cys
Ser
Ser
280
Lau
Tyr
Met
Pro
Arg

360
Leu

130

Leu
Ile
25

Ile
Lys
Met
Val
Phe
105
Arg
Ser
Val
Gln
Glu
185
Asn
Phe
Gly
Ser
Phe
265
Lys
Thr
Leu
Asn
Leu
345
Glu

Gln

Glu
10

Lys
Ile
val
Phe
Leu
90

Cys
Glu
Ala
Arg
170
Ser
Gly
Pro
Asn
Lau
250
His
Glu
Gly
Pro
Leu
330
His

Glu

Leu

Leu
lys
Tyxr
Leu
Phe
75

Gly
Bis
Thy
Arg
Gln
155
Ser
Lys
Thr
Phe
Ala
235
Leu
Gly
Gly
Ala
Glu
315
Asp
Asp
Tyr

Thr

Lgu

Glu

Asn
60

val
Ser
Leu
Asp
Glu
140
Gln
Glu
Glu
Gln
His
220
ITle
Ser
Ile
Leu
Glu
300
Ala
Asp
Ala

Lys

Leu
380

Val

Ala

45
Leu

Phe

Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Asp
205
Ile
Tyr
vVal
Leu
Leu

285
Ile

Leu
Thr
Leu

365
Arg

Ile
Gln
30

Ser
Asn
Cys
Val
Thr
110
Glu
Leu
His
Cys
Asp
190
Ser
Ile
Arg
Phe
Ser
270
Asp
Ser
Ser
Thr
Arg
350
Thr

Ala

Arg
15

Leu
Lys
Ala
G1ln
Arg
95

Ile
Lys
Gln
Gly
Asp

175
Phe

Phe
Val
Serx
255
His
Val
Cys
Ile
Arg
335
Asp

Gln

Leu

Asn

Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His
Tyr
Ile
Asp
Leu
240
Leu
Ile
Glu
Leu
Leu
320
Leu

Glu

Glu
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atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacyg
ctcaatgctg
tectggctatg
ctaogacgoce
cggtgcaccg
gggctteagg
gagatagaca
attgaagaaa
aacggtacec
atcatatttg
coccagetee
attgacatca
aaggaagggt
attagetgee
ttectetgtt
agtgacatcc
gaggagtaca
agggettigg

ttgtgaacca
acatcaaaaa
atgattccaa
gtgaaatcct
ataccatctt
tgggggacca
atgcagaaaa
acattgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa
aggactcceg
accgggacct
agectgggaa
gtttecacgg
tgctggatgt
tcegtetcaa
caccaagtgt
ctctecatga
aactgacaca
aggattga

<210> 150
<211> 385
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 150

Met
i
Tyx

Tyr
Gly

Glu Glu

Tyxr Asp

Glu Ile
65
Ser

Phe Leu

Pro Gly

Lys Gly
130
Ile val
145
Glu Ile

Thx Gln
Glua

Pro
210

Serx

Arg
225

Pro Gln

Gly

Asp

Asp

Gly Phe

Glu
20
Gln

Pro

Gly
35
Leu Val

Leu Gln

Tyr Asp

Gln Asn
100
Met Arg
115
Leu Ile

Ile Gly

Asp Met

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu

Ile

Lys

ES2611 157 T3

tgecectggag
agaggcgcag
aacctatgac
gcagatgttt
gegtgteetyg
cctegecace
aggcaaagyy
cgggattate
tcagcaaaga
agaagaggat
tatcageceg
agtagtcacg
gtgecagoett
gattctttea
tgagaaactt
aggccaaatg
gatgaacttg
tgctacacga
agagctggaa

Asn His

Trp Glu

Leu Val

Ala
Asp

Arg

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggety
gggaagatgt
ggatctaatg
atctacccag
ctcattctge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag
tacaccttct
cagtgtggaa
ctgtetgtet
cacatcaata
gaatgtgagy
atetatttac
gatgacctaa
gacctggtec
atcectcacag

Glu
10
Lys

Leu

Ile
25

Ile Ile

40

Ala Ala
55
Phe Gly
70
Ile Leu

Asp Ala

Pro Ser

Ser

Lys

Leu

Phe

Llys Val

Met Phe

val Leu
g0
Gly Asp
105

Arg Cys

120

His Tyr
135
Ile Lys
150

Val Ile

165

Phe& Leu
180
Leu Asp
195
Tyr Thr

Leu Val

Leu Gln

Ile
Axrg
Phe
Val

Pro

Glu Glu

Phe Glu

Tyr
Thr
Gln
Lys

Glu

Ser Glu

Val Ala

Gln Axg
170
Glu Ser
185

Asn Gly

200

Cysg Lys
215
Thr Gln
230

Gly Lys

245

Ala
Cys

Cys

Phe Prxo

Gly Asn

Leu
250

Ser

131

teccgeoaatta
aaggcecagtt
ctgogageaa
ttttegtcott
tcagggagtt
ggatgcgcge
actactactc
ctcaacagat
gtgatcatac
atctggacag
geaaagagtt
atgctateta
tetetatggt
eccgtctttgt
atgaactgac
cggaagcaga
caagaagagqg
ttttgggaga
acaggctgea

Leu Leu

Lys Glu

Tyr Asp
45
Leu Asn
60
Phe Val
75
Gly Ser

His Leu

Thr Asp
Glu
140
Gln

Arg

Gln
155
Ser Glu

Lys Glu

Thr Gln

Phe His
220
Ala Ile
235

Len Ser

Val
aAla
Asp
Leu
Phe
Asn
Ala
Ala
125
Gly
Ile
Glu
Glu
Asp
205
Ile
Tyr

val

cggtecccgag
tcttgtgaga
agtcctcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
acettcctte
ggaaagagag
ccatggceact
ccaattttta
gtttgaagag
tecttticac
cagagtgete
aageceteat
actgagaage
tggggcagay
tageatcete
cctgtacetg
acagttcegg
gctcacactg

Ile Arg
15
Gln Leu
30
Ser Lys

Asn Ala

Cys Gln

Val Arg
95

Thr Ile
110
Glu Lys

Leu Gln

His Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
5490
600
660
720
780
840
200
9690
1020
1080
1140
1158

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp

Thr

160

Cys Asp
175
Asp Phe
190
Ser Arg

Ile Phe

Arg Val

His
Tyr
Ile
Asp

Leu

240

Phe Ser

255

Leu



10

15

Val His Ile
260

Phe

Axg Prxo

Thr Val val
275

Glu Cys

Asn
Leu Glu

290
Arg Leu
305
Phe

Lys

Lys Gly Gln
Pro
325

Ser

Leu Cys Serxr

Gly Lewu Leu

340
Gly

Tyr

Val Leu Leu Glu
355

Glu Ile
370

Asp

385

Lau Leu Thr

<210> 151

<211> 585

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 151

atgtacggtt
gtgtgggaag

ttgtgaacca
acatcaaaaa

ataatctacg
ctecaatgetg
tectggetatg
ctecgacgeee
aggtgcaceg
gggetteagy
gagatagaca
attgaagaaa

atgattecaa
gtgaaatgot
ataccatctt
tgcacgacea
atgcagaaaa
acattgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa

<210> 152
<211> 194
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 152

ES2611 157 T3

Asp Ile

Lau Arg

Ser

Ser

Phe
265
Lys

His

Glu

280

Glu
295
Ile

Asp

Met
310
Ser Val

Asp Ile

Gln Phe

Leu

Tyr

Pro

Arg

Thr

Leu Pro

Asn Leu
330
Leu His
345

Glu Glu

360

Asp Arg

375

tgcecetggag
agaggegeag
aacctatgac
geagatgttt
gegtgtectg
cctegecace
aggcaaagygg
cgggattatc
tcagcaaaga
agaagaggat

Leu

Gln Leu

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggctg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctaccacag
cteattetge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag

132

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp

Asp

Ile Leu
Leu
285
Ile

Leu

Glu
300
Ala Asp
315

Asp Leu

Ala Thr
Leu
365
Arg

Tyr Lys

Thr Leu
380

tecgeaatta
aaggecagtt
ctgegagcaa
ttttegtett
tecagggagtt
ggatgegege
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac
attga

Ser His Ile

270
Asp

Val Glu

Ser Cys Leu

Ile Leu
320
Arg

Ser

Arg
335
Asp

Thr
Arg Leu
350
Thr

Gln Glu

Ala Leu Glu

cggtececgag
tettgtgaga
agtectcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
accttcette
ggaaagagag
ccatggeact
ccaattttta

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
585
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15

Met Tyr

Tyr Gly

Glu Glu

Tyr Asp
50
Glu Ile
65
Ser Gly

Phe Leu

Pro Gly

Lys Gly
130
Ile Val
145

Glu Ile

Thr Gln

Glu Asp

Gly Phe
Glu
20

Gln

Pro

Gly
35
Leu Val

Leu Gln

Tyr Asp

Gln Asn
100
Met Arg
115
Lau Ile

Ile Gly

Asp Met

val
Val
Phe

Ala

Thr
85

Leu
Ala
Leau

Ile

Lys

ES2611 157 T3

Asn
Trp Glu

Leu Val

His Ala
Asp

Arg

Glu
10
Lys

Leu

Ile
25

Ile Ile

40

Ala
55
Gly

Ala

Phe
70
Ile Leu

Asp Ala

Pro Ser

Ser
Lys
Arg
Leu

Phe

Lys Val

Met Phe

Val Leu
20
His Asp
105

Arg Cys

120

His Tyr
135
Ile Lys
150

Val Ile

165

Phe Leu

180

Ile

<210> 153
<211> 585
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 153

atgtacggtt
gtgtgggaag
ataatctacg
ctcaatgetg
tetgactatyg
ctegacgeee
cggtgcaceg
gggettcagg
gagatagaca
attgaagaaa

ttgtgaacca
acatcaaaaa
atgattccaa
gtgaaatect
ataccatett
tgcacgacca
atgcagaaaa
actacgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa

<210> 154
<211> 194
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 154

Glu Glu

tgecctggag
agaggcgcag
aacctatgac
geagatgttt
gegtgtectg
cctegecace
aggcaaaggg
cgggattatce
teageaaaga
agaagaggat

Tyxr
Thr

Gln

Lys

Ser Glu

Val Ala

Gln Arg

170

Glu
185

Ser

ctgetggtga
ctggatgaag
ttggtggetg
gggaagatgt
ggatctaatg
atctacccag
cteattetge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag

133

Leu Leu Val

Lys Glu Ala

Tyr Asp Asp
45
Asn Leu
&0

val

Leu
Phe Phe
75

Gly

Ser Asn

His Leu Ala
Ala
125

Gly

Thr Asp
Glu
140
Gln

Arg
Gln Ile
155
Ser

Glu Glu

Lys Glu Glu

tecgeaatta
aaggeccagtt
ctgegageaa
ttttegtett
tcagggagtt
ggatgegcge
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac
attga

Ile aArg
Gln
30

Ser

Leu
Lys

Asn Ala

Cys Gln

80
Val Arg
Thr
110
Glu

Ile
Ly=
Leu Gln

His Gly

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
Glu
Tyx
Gly
Asp

Thr

160

Cys Asp

175

Asp Phe

190

cggtocegag
tattgtgaga
agtcectcaac
ctgtcaagag
tttgecagaac
acectteette
ggaaagagag
ccatggeact
ccaattttta

His

Tyr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
585
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15

Met Tyr Gly Phe Val
1 5
Tyr Gly Pro Glu Val

20
Glu Glu Gly Gin Phe
35
Tyr Asp Leu Val Ala
50
Glu Iile Gln
65

Ser

Leu Met

Thr
85
Leu

Gly Tyr Asp

Phe Gln Asn
100

Arg

Leu

Met Ala
115

Leu

Pro Gly

Gly Ile Leu
130°

val

Lys

Tyr Ile Gly Ile

145
Glu Ile Asp Met Lys
165
Thr Gln Phe Leu Ile
1280

Glu Asp

<210> 155
<211> 585
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 155

atgtacggtt
gtgtgggaag

ataatctacg
cteaatgectg
tctggetatg
ctegacgece
cggtgeacecg
gggettcagg
gagatagaca
attgaagaaa

ttgtgaacca
acatcaaaaa

atgattccaa
gtgaaatcet
ataccatett
tgcacgaceca
atgecagaaaa
actacgtgat
tgaaggttat
aagaatcaaa

ES 2611

Asn His

Trp Glu

Leu Val

Ala Ala
55
Phe Gly
70
Ile Leu

Asp Ala

Pro Ser

Ala
Asp
Arg
40

Ser
Lys=
Arg

Leu

Phe

157713

Leu Glu
10
Ile Lys
25
Ila Ile

Lys Val

Met Phe

Leu
Lys
Tyr
Leu

Phe

Leu Val

Glu Ala
Asp Asp

- 45
Asn Leu
60

Val Phe

75

Val Leu
80
His Asp
105

Arg Cys

120

His Tyr
135
Ile Lys
150
Val Ile

Glu Glu

tgecctgggag
agaggcgecag.

aacctatgac
gcagatgttt
gegtgtectg
cctegecace
aggcaaaggg
cgggattate
tcagcaaaga
agaagaggat

Tyr
Thr
Gln

Lys

Ser Glu

Val Ala

Gly
His
Thr
Arg

Gln

Ser Asn

Len Ala
Ala
125
Gly

Asp

Glu
140

Gln TIle

155

Gln Arg
170
Glu Sex

185

ctgctggtga
ctggatgaag

ttggtggetyg
gggaagatgt
ggatctaatg
atcetacccayg
cteatteotge
aagactgtag
agtgaagaat
ttttatgaag

Ser

Lys

<210> 156
<211> 194
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 156

134

Glu Glu

Glu Glu

tecogcaatta
aaggccagtt

ctgcgagecaa
ttttegtett
tecagggagtt
ggatgegege
actactacte
ctcaacagat
gtgatcatac
attga

Ile Arg
15
Gln Leu
30
Ser Lys

Asn Ala

Cys Gln

g0
Val Arg
Thr
110
Glu

Ile
Lys

Leu Gln

His Gly

Cys Asp
175
Asp Phe

190

cggtcccgag
tettgtgaga

agtcctcaac
ctgtcaagag
tttgcagaac
acettectte
ggaaagagag
ceatggeact
ccaattttta

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
Glu
Tyr
Gly
Asp
Thr
160
His

Tyr

60
120

180
240
300
360
420
480
540
585



10

Mat
1
Tyr

Tyr
Gly
Glu Glu
Tyr Asp
Glu

&5
Ser

Ile
Gly
Phe Leu
Pro Gly
Gly

130
val

Lys

Tyr
145
Glu Ile

Thr Gln

Glu Asp

Gly Phe
Glu
290

Gln

Pro

Gly
35
Leu Val

Leu Gln

Tyr Asp

Gln Asn
100
Met Arg
1is
Leu Ile

Ile Gly

Asp Met

Val
Val
Phe
Ala
Met
Thr
85

Leu
Ala
Leu

Ile

Lys=

ES2611 157 T3

Asn His

Trp Glu

Leu Val

Ala
Asp

Arg

Glu
10
Lys

Trp

Ile
25

Ila Ile

40

Ala Ala
55
Phe Gly
70
Ile Leu
Ala

Pro Ser

Ser
Lys
Arg
Leu

Phe

Lys Val

Met Phe

Val Leu
20
His Asp
105

Axrg Cys

120

His Tyr
135
Ile Lys
150

val Ile

165

Phe Leu

180

Ile

<210> 157

<211> 2229

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 157

atgtatggat
acatgggaga
tatgatgaca
atggaagcca
tatgacagga
geactccaca
gaggaaggag
cacattgtac
atgagtatce
tttetggteg
ggcagtgagg
gagagatatt
geateggtee
agactatggg
gaagcactaa
acccagaagt

tcatcaacac
agctgaagge
tcatcaccat
ttetgaaget
tgetgeggac
gttacetgge
ctgacggggc
caggtatcat
tggatatgaa
tgcagaagge
acagccagge
taaacatcee
tttttggaaa
tegaagagga
gggtcaagca
ttgcactaga

Glu Glu

ctgectgeag
tcetgcagaa
taagctcate
ctttggegaa
acttggagga
actgtoctat
gatgcttote
tgaagetgty
cgaagaggtg
teacagacaqg
agaccaggag
tgtttgecct
agggcececte
ggtgttetgt
agctggagtg
tgagtatttt

Tyr
Thr
Gln

Lys

Ser Glu

Val Ala

Gln Arg
170
Glu Ser

185

tetettgtga
gtgcaagatyg
caagaagcct
tacttcttta
aatctcaceg
caggaaatga
cactactact
gccaaggact
gaaaggacag
ataagaggag
getetoccagyg
ggggagaaat
agggacacet
gatgatttte
aatattcaga
tcecatcatee

135

Leu

Lys

Leu
Phe
Gly
His
Thr
Arg

Gln

Lys

Leu Val

Glu Ala

Tyr Asp Asp
45
Asn Leu
60
Val Phe
75

Ser Asn

Leu Ala
Ala
125
Gly

Asp

Glu
140
Gln Ile
155
Ser

Gliu Glu

Glu Glu

cagagaaatt
tetteatgac
gcaaggttet
agttectgtaa
agtttattga
acgcaceate
cagacagaca
tetttgacae
ggaagaaaga
caaaggcaag
gaacactoct
ctecacteaac
tecagecogt
ctttecacat
agtatgtece
acccteaagt

Ile Arg
15
Gln lLeu
30
Ser Lys

Asn Ala

Cys Gln
Val

95
Thr Ile
110
Glu Lys

Leu Gln

His Gly

Asn
Asp
Thr
Gly
Glu
80

Glu
Tyr
Gly
Asp

Thr

160

Cys Asp
175
Asp Phe

190

tggtgaggag
ctacacegtyg
ggatgtgtece
gatgtctgge
aaacctagat
ctttagagtyg
tggtctgtgt
tgatgtggec
acatgttgtg
ccggecacaa
teggatgaag
tgectgtgagg
ctatoctgag
tgtetttgat
tggaatectta
tactttcaac

His

Tyr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
6€0
720
780
840
900
960



atetecagea
atgcccaaag
gagtctctga
gaagagagcea
ctectecaace
gaggagttge
ctgtatgeeca
gecaggagaat
tgtgecageet
gacaggttaa
gtagtgggty
ctggggatga
atcagagtgg
cggtactget
cccagcaaaq
attgtcagga
atecagaace
gggaaggaag
acagaccate
cttgetggga
ccagatgaga
gtgctgtga

tetgeaagtt
caaggaagag
ggtgcatgat
agatgcatct
agcagaggct
gtgtcettte
tgetgectga
ttgaaacatg
gtgaacctat
ceagbgteca
gagtaccagt
gaatttcetge
gaatccacac
tgtttggtga
tgcatetgag
gaggcgagat
tgaatgeccac
tatgtactecc
agcaacaagt

gcecagtgge
ccaagacaag

ES2611 157 T3

cattaacagt
ccagecgatg
cttecatgtgt
ttetgatate
ggcagagatg
caatcacctg
acatgtggcc
tacaatcctt
ccaaatcgtg
tgatgtetac
accegttgaa
aaaagaagtg
tggaccagte
cactgtaaac
ceocacagec
cgaagtgaag
cgaggatgag
cggaaaccaa
ctacaaagga

agggegaaac
tgtegttget

cagtttgtet
cteaaactae
teeecaaacg
getecgeoacy
gagctgtact
geeatcgaga
aaccaactca
ttecagegatg
aacatgcetga
aaagtagaaa
agccatgete
atgaatcctg
ttagcaggtg
acagecteta
cacagagecce
gggaaaggaa
ataatgggge
gtcaggaagt
gacceagcag
tcecacagatg
agtggeectg

tgaagacaag
agggtcagat
teegeagact
acacgaccag
gecaactgga
agaagaagac
aggagggcag
ttgtgacatt
atteaatgta
caatagyggga
aaagagtage
tcactgggga
ttgtgggaga
ggatggaaag
tgaaaaacaa
agatgaccac
gaccttcage
cccctgetgt
acgecttctaa
cagtcaataa
tgctgtcectge

aaaagaaatg
gatctggatg
gceaagagetg
ggatectcatc
aaagaagaag
agagacettg
aaaggtggct
taccaacatce
ctccaagttt
tgecttacatg
caatttiget
acctatceccag
caagatgect
tcacgggett
agggtttgaa
atactttetg
cceccgetgat
cccgaggaac
tgaagtcaca
ccagecateca
tttetgtgtt

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2229

<210> 158
<211> 742
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 158

136



Met
Phe
Asp
Leu
Leu
65

Tyr
Glu
Met
Leu
Gly
145
Meat
Glu
Gly
Gln
Asn
225
Ala

val

Phe

Tyr
Gly
val
Ile
50

Lys
Asp
Asn
Asn
Lau
130
Ile
Ser
His
Ala
Glu
210
Ile
Ser

Tyr

Pro

Gly
Glu
Phe
35

Gln

Leu

Leu
Ala
115
His
Ile
Ile
Val
Lys
195
Ala
Pro
Val

Pro

Phe
275

Phe
Glu
20

Mat
Glu
Phe
Met
Asp
100
Pro
Tyr
Glu
Leu
Val
i80
Ala
Lau
Val
Leu
Glu

260
His

Ile
Thr
Thr
Ala
Gly
Leu
85

Ala
Ser
Tyr
Ala
Asp
165
Phe
Ser
Gln
Cys
Phe
245

Arg

Ile

ES2611 157 T3

Asn
Trp
Tyr
Cys
Glu
70

Arg
Leu
Phe
Ser
val
150
Met

Leu

Gly
Pro
230
Gly
Leu

Val

Thr
Glu
Thr
Lys
55

Tyr
Thr

His

Asp
135
Ala
Asn
Val
Pro
Thr
215
Gly
Lys
Trp

Phe

Cys
1lys
Val
40

vVal
Phe
Leu
Ser
Val
120
Arg
Lys
Glu
Val
Gln
200
Leu
Glu
Gly
Val

Asp
280

137

Leu
Leu
25

Tyr
Leu
Phe
Gly
Tyr
105
Glua
His
Asp
Glu
Gln
185
Gly
Leu
Lys
Pro
Glu

265
Glu

Gln
10

Lys
Asp
Asp
Lys
Gly
90

Leu
Glu
Gly
Phe
Val
170
Lys
Ser
Arg
Ser
Leu
250
Glu

Ala

Ser

Ala

Val
Phe
75

Asn
Ala
Gly
Leu
Phe
155
Glu
Ala
Glu
Met
His
235
Arg
Glu

Leu

Len
Pro
Ile
Ser
60

Cys
Leu
Leu
Ala
Cys
140
Asp
Arg
Hisg
Asp
Lys
220
Sar
Asp
Val

Arg

vVal
Ala
Ile
45

Met
Lys
Thr
Ser
Asp
125
His
Thr
Thr
Arg
Ser
2058
Glu
Thr
Thr
Phe

Val
285

Thr
Glu
30

Thr
Glu
Met
Glu
Tyr
110
Gly
Ile
Asp
Gly
Gln
190
Gln
Arg
Ala
Phe
Cys

270
Lys

Glu
i5

Val
Ile
Ala
Ser
Phe
95

Gln
Ala
VvVal
Val
Lys
175
Ile
Ala
Tyr
Val
Gln
255
Asp

Gln

lys
Gln
Lys
Ile
Gly
80

Ile

Glu

Pro
Ala
160
Lys
Arg
Asp
Leun
Arg
240
Pro

Ala

Ala



5

Gly
Ala
305
Ile
Arg
Leu
Met
Met
385
Leau
Glu
Glu
Val
Glu
465
Cys
Tyr
Glu
val
Ile
545
Ile
Asp
Ser
Thr
Gly
625
Ile
Ala
Lys
Lys
Pro
705

Pro

Ala

<210> 159
<211> 651
<212> ADN

val
290
Leu
Ser

Lys

Cys
370
His
Leu
Lys
Lys
Ala
450
Thx
Ala

Ser

Thr

Asn
Asp
Ser
Glu
Gly
355
Ser
Leu
Asn
Lys
Lys
435
Asn
Cys
Ala
Lys

Ile

- 515

Glu
530
Ser
Arg
Lys
Arg
Ala
610
Glu
Gln

Pro

Ber

Gly
690
val
Asp

Phe

Ser
Ala
val
Met
Met
595
Hisg
Ile
Asn
Ala
Pro
675
Asp
Ala
Glu

Cys

Ile
Glu
Ile
Met
340
Gln
Pro
Ser
Gln
Lys=
420
Lys
Gln
Thr
Cys
Phe
500
Gly
His
Lys
Gly
Pro
580
Glu
Arg
Glu
Leu
Asp
660
Ala
Pro
Gly
Thr

Val
740

Gln
Tyr
Cys
325
Met
Met
Asn
Asp
Gln
405
Glu
Thr
Leu
Ile
Glu
485
Asp
Asp
Ala
Glu
Ile
565
Arg
Ser
Ala
Val
Asn
645
Gly
Val
Ala
Arg
Lys

725
Val

ES2611 157 T3

Lys
Phe
310
Lys
Pro
Ile
Val
Ile
390
Arg
Glu
Glu
Lys=
Leu

470
Pxo

Ala
Gln
val
550
His
Tyr
His
Leu
Lys
630
Ala
Lys
Pro
Asp
Asn
710
Thr

Leu

Tyr
295
Ser
Phe
Lys
Trp
Arg
375
Ala
Leu
Leu
Thr
Glu
455
Phe
Ils
Leu
Tyr
Arg
535
Met
Thr
Cys
Gly
Lys
615
Gly
Thr
Glu
Arg
Ala
695

Ser

Ser

Vval
Ile
Ile
Ala
Met
360
Ser
Pro
Ala
Arg
Leu
440
Gly
Ser
Gln
Thr
Met
520
val
Asn
Gly
Leu
Leu
600
Asn
Lys
Glu
Val
Asn
680
Ser

Thr

val

138

Pro
Ile
Asn
Arg
345
Glu
Leu
His
Glu
Val
425
Leu
Arg
Asp
Ile
Ser
505
vVal
Ala
Pro
Pro
Phe
585
Pro
Lys
Gly
Asp
Cys
665
Thr
Asn
Asp

Val

Gly
His
Serx
330
Lys
Ser
Gln
Asp
Met
410
Leu

Tyr

‘Lys

val
val
490
Val
val
Asn
Val
val
570
Gly
Ser
Gly
Lys
Glu
650
Thr
Asp
Glu
Ala

Ala
730

Ila
Pro
315
Gln
Ser
Leu
Glu
Thr
395
Glu
Ser
Ala
val
Val
475
Asn
His
Gly
Phe
Thr
555
Leu
Asp
Lys
Phea
Met
635
Ile
Pro
His
Val
val

715
Ser

Leu
300
Gln
Phe
Gln
Arg
Leu
380
Thr
Leu
Asn
Mot
Ala
460
Thr
Met
Asp
Gly
Alz
540
Gly
Ala
Thr
val
Glu
620
Thr
Met
Gly
Gln
Thr
700

Asn

Gly

Thr
Val
val
Pro
Cys
365
Glu
Arg
Ser
Hisg
Leau
445
Ala
Phe
Lau
Val
Val
525
Leau
Glu
Gly
val
His
605
Iie
Thr
Gly
Asn
Gln
685
Lau

Asn

Pro

Gln
Thr
Leu
Met
350
Met
Glu
Asp
Cys
Leu
430
Pro
Gly
Thr
Asn
Tyr
510
Pro
Gly
Pro
val
Asn
590
Leu
val
Tyr
Arg
Gln
670
Gln
Ala

Gln

Val

Lys
Phe
Lys
335
Leu
Ile
Ser
Leu
Gln
415
Ala
Glu
Glu
Asn
Ser
495
Lys
val
Met
Ile
val
575
Thr
Ser
Arg
Phe
Pro
655
Val
val
Gly

Pro

Leu
735

Phe
Asn
320
Thr
Lys=
Phe
Lys
Ile
400
Leu
Ile
His
Phe
Ile
480
Met
Val
Pro
Arg
Gln
560
Gly
Ala

Pro

Leu
640
Ser
Arg
Tyr
Ser
Sex

720
Ser’



10

15

20
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<213> Homo sapiens

<400> 159

atgtatggat
acatgggaga
tatgatgaca
atggaagcca
tatgacagga
gceactccaca
gaggaaggag
cacattgtac
atgagtatecce
tttctggteg
ggcagtgage

tcatcaacac
agctgaagge
tecatcaccat
ttetgaaget
tgetgeggac
gttacctgge
ctgacgggge
caggtatcat
tggatatgaa
tgcagaagge
acagecagge

ctgcctgeag
tectgcagaa
taagctecate
ctttggegaa
acttggagga
actgtcctat
gatgcttecte
tgaagectgtg
<gaagaggtyg
tcacagacag
agaccaggag

tctettgtga
gtgcaagatyg
caagaagect
tacttcttta
aatctcaceg
caggaaatga
cactactact
gcecaaggact
gaaaggacag
ataagaggag
geteteocagg

cagagaaatt
tetteatgac
gcaaggttet
agttctgtaa
agtttattga
acgcaceatc
cagacagaca
tectttgacac
ggaagaaaga
caaaggcaag
gaacactcct

<210> 160
<211> 217
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 160

Met Tyr Gly Phe Ile Asn Thr Cys Leu Gln Ser Leu Val
1 5 10
Phe Gly Glu Glu Thr Trp Glu Lys Leu Llys
20 25
Phe Met Thr Tyr Thr Val Tyr Asp Asp Ile Ile
35 40 45
Ile Gln Glu Ala Cys Lys Val Leu Asp Val Ser Met
50 55 60
Leu Lys Leu Phe Gly Glu Tyr Phe Phe Lys Phe Cys
65 70 75
Tyr Asp Arg Met Leu Arg Thr Leu Gly Gly Asn

85 90
Ala Leu His Ser Tyr Leu Ala
105

Glu

Ala Pro Ala

Asp Val
Leu
Lys

Leu Thr

Glu Asn Leu Asp Leu Ser

1900
Met Asn Ala Pro Glu Ala
115

His

Phe Val

120

Sar Arg Asp

125

Leu Ser His Gly Leu His

130
Ile

Leu Tyr Tyr Asp

135
Ala

Cys
140
Phe Asp
155

Glu Arg

Ala val Thr
150

Met

Gly
145
Met

Ile Glu Lys Asp Phe

Glu Vval Thr
170

Lys=

Ser Ile Leu Asp Asn Glu

165

Glu Val Vval Phe Ala His=

180
Ala

Val Val Gin
185

Gly

His Leu Arg

Gly Gln Glu
200

Leu

Ser
205

Ala Lys Serx Pro Ser Asp

195
Ala

Arg

Gln Thr

215

Glu Leu

210

Leu Gln Gly

<210> 161
<211> 651
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 161

139

tggtgaggag
ctacacaogtyg
ggatgtgtce
gatgtetgge
aaacctagat
ctttcgagtg
tggtctgtgt
tgatgtggcec
acatgttgtg
ceggecacaa
t

Thx
15
Glu
30
Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
651

Glu Lys
Val Gln

Ile Lys

Glu Ala Ile

Met

Glu

95
Tyx
110
Gly

Ile

Ser Gly
80
Phe Ile
Gin Glu
Ala Met

Val Pro

Asp Val aAla
160

Gly

175
Gln
190
Gln

Lys Lys
Ile Arg

Ala Asp



atgtatggat
acatgggaga
tatgatgaca
atggaagcea
tatgacagga
gcactccaca
gaggaaggag
cactatgtac
atgagtatec
tttctggteg

ggcagtgagg

tcatcaacac
agctgaagge
teatcaccat
ttetgaaget
tgctgeggac
gttacctgge
ctgacgggyge
caggtatcat
tggatatgaa
tgcagaagge

acagccaggce
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ctgectgeag
tcctgcagaa
taageteate
ctttggcgaa
acttggagga
actgtectat
gatgettcte
tgaagetgtg
cgaagaggty
tcacagacayg

agaccaggag

tectecttgtga
gtgcaagatg
caagaagect
tactteottta
aatctcaceg
caggaaatga
cactactact
gecaaggact
gaaaggacay
ataagaggag

gctetccagg

cagagaaatt
tetteatgac
gcaaggttct
agttetgtaa
agtttattga
acgcaccatce
cagacagaca
tetttgacac
ggaagaaaga
caaaggcaag

gaacactccet

tggtgaggag
ctacacegtg
ggatgtgtee
gatgtetgge
aaacctagat
ctttcgagtg
tggtctgtgt
tgatgtggee
acatgttgtg
coggecacaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

651

<210> 162
<211> 217
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 162

Vval Thr Glu
15

Val

Thr Gln
10

Lys

Met Tyr Gly Phe Ile
1 5
Phe Gly Glu Glu Thr
20
Met

Asn Cys Leu Ser Leu Lys

Ala Glu
30
Thr

Glu Leu Ala Pre Gln

25
Tyr

Trp Lys

val Thr Ile Ile

45
Met

Phe Ile
35

Gln

Thr Vval
490

val

Asp Tyr Asp Asp Lys

Ile
50
Lys

Leu Glu Ala Val Ser Glu Ala Ile

€0
Cys

Cys Lys Leu

55
Tyr

Asp

Glu 'Met Ser
70

aArg

Phe Phe Phe Phe

75
Asn

Leu Leu
65

Tyr

Gly Lys Lys Gly

80

Thr Leu Thr Glu Phe Ile

95
Gln

Met Leun Leu
85

Ala

Asp Arg Gly Gly

20

Glu Asn Leu Asp Leu His Ser Leu Ala Leu Ser Glu

100
Pro

Tyx
105
Glu

Tyr
110
Ala Gly
115

His

val
120
Arg

Met Asn Ser Phe Arg Glu Gly ARla Asp Ala Met

125

Leu Ser His Leu His val Pro

130
Ile

Leu Gly Cys
140

Asp

Tyr Tyrxr Asp
135

Ala

Tyr

Val
150
Met

Gly FPhe Thr
145

Met

Ile Glu Ala Phe

155
Glu

Val Ala
160

Lys

Lys Asp Asp

Ile Glu Glu Vval Thr

170
Lys

Ser Leu Asp Asn

165
Phe

Arg Gly Lys

175
Glu Val Val Val Ile
180

Ala

Val Gln
185

Gly

Ala Gln
1990

Gln

His Leu His Arg Arg

Gln
200
Leu

Ala Glu Ser Ala

205

Gly Lys Ser Pro Ser

195
Ala

Axrg Asp Asp

Gln Glu

210

Thr
215

Leu Gln Gly Leu

140
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica adecuada para la administracién de Oz a seres humanos, que comprende (i) una
cantidad farmacéuticamente aceptable de una proteina H-NOX y (ii) un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en
donde ya sea

(a) la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta entre 1 nMy 1 mM a 20 °C y la reactividad del
NO de la proteina H-NOX es inferior a 700 s™' a 20 °C, o

(b) la constante de disociacion del Oz de la proteina H-NOX esta dentro de 2 6rdenes de magnitud de la de la
hemoglobina alfa humana y la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la
hemoglobina alfa humana

y en donde la proteina H-NOX comprende al menos una mutacién en el bolsillo distal, siendo dicha mutacién de un
resto en la hélice alfaA,D,Eo0 G
y en donde la proteina H-NOX no es inmunogénica en seres humanos.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la proteina H-NOX esta unida covalentemente a otra
molécula o fraccion.

3. La composiciéon farmacéutica de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la proteina H-NOX es una proteina de fusién
qgue comprende un dominio H-NOX y parte o la totalidad de otra proteina.

4. La composicion farmacéutica de las reivindicaciones 1-3, en donde el oxigeno esta unido a la proteina H-NOX.

5. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la proteina H-NOX se deriva
de una proteina bacteriana.

6. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la constante de disociacion
del Oz de la proteina H-NOX esta entre 1 nMy 1 mM a 20 °C y en donde la reactividad del NO de la proteina H-NOX
es inferior a 700 s a 20 °C.

7. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la constante de disociacién
del O2 de la proteina H-NOX esta dentro de 2 6rdenes de magnitud de la de la hemoglobina alfa humana, y en
donde la reactividad del NO de la proteina H-NOX es al menos 10 veces menor que la de la hemoglobina alfa
humana.

8. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la constante de disociacion
del Oz de la proteina H-NOX esta entre 50 nM y 50 yM a 20 °C.

9. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde la reactividad del NO de la
proteina H-NOX es inferiora 1 s a 20 °C.

10. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la kdis para el oxigeno de la
proteina H-NOX esta entre 0,01 sy 200 s™" a 20 °C.

11. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el bolsillo distal incluye
los restos Thr4, lle5, Thr8, Trp9, Trp67, Asn74, lle75, Phe78, Phe82, Tyr140 y Leu 144 de H-NOX de T.
tengcongensis, de acuerdo con la SEQ ID NO: 8.

12. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, en la que la proteina H-NOX es L144F de T.
tengcongensis.

13. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la proteina H-NOX no se
selecciona del grupo que consiste en:

(a) H-NOX W9F de T. tengcongensis;

(b) H-NOX W9F/Y140L de T. tengcongensis;
(c) GCY-35 de C. elegans;y

(d) H-NOX F78Y/Y140L de T. tengcongensis.

14. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicién es
adecuada para inyeccion intravenosa.

15. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde- la composicién
comprende adicionalmente un hidrato de carbono, un antioxidante, un agente quelante y/o un conservante.
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Figura 1B
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Figuras 1C-1H
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Ejemplos de H-NOX que no se unen a NO

Fig. 3A
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Fig. 3B
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Fig. 3C
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Fig. 3D
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Fig. 4B
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Fig. 4C
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Fig. 4D

WO SPODSOPBHOOBIEBA F N § 45T --D AL AFAI-03FT2---20ATFTINRHEL---EBR4J8VAEdI08K
ST 12900 T--¥1d9Y¥I0D0SIAND--~~SATIARYYIIT-~--03J2FYATLINTDT
SINOPERIBg DOSBURIOId Y N A 35 T--031ATAT-CdTTE---247TTIIYRIL-~--HAAE9Y¥ATHIDGK
‘LepPQHLBIeGBBIWIS g RT3 4T --SAYTY6 9033 -9---¥FATFLSI3T----2348E69317581
BOOPXONH - ¥ ¥ 2 LI 0831 IdTAASTYE -1 ---¥323T137398----§JENFF94IT5Y
f-dof ARQ@aCI--¥TAAIIIYOITIYY----FTADIOIaT---023A0¥TIATONI
PIg-Mob TN RAIFT--$HIAGIT-NTOHE---I0TTITALI3---02TE0SIHYI102D0
SFIIII--TAVIHADTINYE--- - - ZOIAYRAIEL---90I00V¥ALYIIRE
wlenzerndind enqozavesopifuorig F AN I I I--¥d0AEA0CT 0 ~----HHIIZAHATE---2FTIEVAGHATOIL
956850YE|snaouTATn0 6eT2AT) S G F Z I I --TAYIHADFISH----- BOTAYRIII2---08T1083F4L¥II0]
TONEiTIIpIRYuTaE souonophueT) S AW AAT--B00C0IS90008-----0UTTZADTOIE O TONI0ETTIETADA
Jjeplel@gNoseusold S CE 231 --Td¥I 003860 -----30THIWIIII---0FI00FAT0ITIRI
‘dNepaHLEleqeRIWIS B S X IA--TA3083¥Y33CE-----00100I1HA03----Q4E2237081T21
WNep LBROOSeUR0Id § T ¥ I T 1 - -Td0LHG0IdRE-----00IAdROTEL---28I00Fa1EIT181
'Syop (ejooM0d) ZeJoqBUIRIOId EX Y D AA - - TAAAT IS I A3 IRAATIERTADL---03dJ0NFATEIILG
'SYep lBleqOseUBlold § ¥ E A1 --T30LECoFaRE---- -0 I ANROIZI---08I00F¥AI0II2I
LBI9gOOSBURIOId T A ¥ T T T --FA0A0000309%-----NYIIFARATE---08TIY¥ASHATSI
‘WOepLBIegOSBURIOId I ES IF--39F 7014 F0¥-----88AI0ITA3A4A---00TESYAYEATIRI

1 | L | i

00z 361 081 Lt 11

L | 1 | 1
fazrelei S NUdail--120AEAC2E08-----0r14di1a123---0HBIQ0BYALIIISI

fataoley 4

€
=1
1

]
=

u
o

gt

u

4

156

~—

—

-



ES2611157T3

+
LNAGEILQF
LNAGETLOMEAKMH VFCQESGYDTILRVLGSN VREFLONL ¢ AT DB ATT
IPADDILE%KT HEFCONSGYDKILOVLGAT- PRDFLONL AL ?GT
ESEDFCMNERHRCEMRFFSNFGYDKMIRSTGRY ~ FCDE‘LQSI-E;'DNE;?}L
IPIEEIWEGF L OFTME TGWDELLRAMAPD- LEGFLDSL-@S Y

RF
LY BY DHYJ YRTKLR
PK--LO

LSPKQIMQAE ; :

LSRGELLR iy BG--RR

MPIQDVVKRAEGQFLE THLEYNKEVHEP--§

KPTSVILOEYGEYLE IET DY--TE

EEKSTIWEKLG S0y FPG--AK

KNqu:W&éﬁERQ KTFSE—-—WFESYFAGRR—LVNFLMMMiaav LélTK KG——AT

sV s S y S S
—————— L i T il S
120 130 140 150 160

—————— R St eibebatt Sl ettt Sttt ettt

‘SFRCTDABKGKGLIngggégaf QDIV I HGTEIDMKVIQQRNE

AQSFECTDAEKGKGLILHKY;%E;__E' QDIVL OGIHGTEIDMKVIQORSE

{8 SFRCTEKD-GE-~ LLLH%fgﬁﬁP‘AEHIVI HGVEVEIDIVKRKGE

:SMQLTNMDDNG—AVIﬁgéééﬁT_ SKYT.T EHYGLETKAYVIESQND

i3 SFRCDVOADGT-LLLHEY ¥aRHSGIY P IV RRA{Y DTEVVMKVQERKQE

ERSFECTDMEENS-LSLHYRSDREGE TPMV T D-TEVHITQTONRDE

CHELKLRAIDAGG-VAMES TS JH-BUCATAQ RH-EVITFEHRACVEK

LPHINGQLLPNNQ-IALRYSSEH- E0-QKIQISHDTCMHT

LEHFECQYHSQONQ-MEMI. T8 SH- HKENMT IVRENLPAKT
EN-EXKIEIEEVEKTKE

iale %(FB,K—EEISVEEVER———
s Hytsss s

BERLIAKPVAKDA-IEMEYVSKR

LY TS SR~ B
E’%LILIKPISKRE AIFT§R§1§§— T LK
22 ?ﬁ i !
IE

v RARY:

157

B1de H.s.
B1de R.n.
B1de D.m.

CG14885-PA de D.m.

GCY-35de C.e.
N.p.

C.c.

S.0.

L.p. (ORFZ}
c.a.

T.t.

B1de H.s.
B1de R.n.
B1de D.m.

CG14885-PA de D.m.

GCY-35de C.e.
N.p.

C.c.

5.0.

L.p. (ORFZ2)
C.a.

T.t.

B1de H.s.
B1de R.n.
B1de D.m.

CG14885-PA de
GCY-35de C.e.

N.p.
C.c.
S5.0.
L.p. (ORF2)
C.a.
T.t

D.m.



ES2611157T3

59

o8

&8

Figura 5B

s

nq.

ban

S¢

b.ﬂ

e w_w

mn

oL

8t ot g

-

ot

o

HYNEAALE  =pwh@$
MSIAAASNOXTARTIAT ‘ﬁobm z

T

.ﬂ.e- " ...___4 ___.0‘_- - aa?.ﬂcuaat.ﬂ“ht'c;um.b.t‘;' U4¢)ﬁ.ﬂ”“hhu“msﬁfca#ﬁﬁﬂﬁv- -ﬂ ux:
AF ; ¥ , 27 wb...iﬂm : {

0G< OSUaSU0D

“dy 3FoR
a!ﬂﬂmwuﬂnymiuwoa
oom_gejeq_3wy
opE TeIeq IRy
ETSUSPTOUC MBS
uuuuﬂnﬂu ZTA
guvpexfep XOTH
ANIEADARIS TRED
BNOFF FUINA_IqTA
SURDTINI TRESP need
TURe3 BOTD
E..u«,.ahuunauunu HOTD
stanebuoobuey” et

158



ES2611157T3

mnﬁ Wmﬁ ﬁﬁﬂ Mﬂﬂ ﬂdﬁ maﬁ ﬂOﬂ mn nm mw nw. Mh uh
»

P IR wﬂ ﬁma -m_.ﬂ um b.»”ﬂaﬁﬂﬂtw.ﬂ“lcﬁﬂs;nto«o....caq._ﬂ..u.u.n'ﬂ.ﬂ..;- O@Aoww_.wwcou
*Mmmhmoum% _ =R FINE “Ge 980K
’ zmm:nhumk ” suIoyyiound 3s04
N wadeﬁ?mWh ; ban Nuu-_,a vy
ADNTYALDES Ly oas Hnnom vy
T NNa _H.wazw I sIsuSpTeuUC MBUS
TAEHANNE bl RIS TOYD IQTA

sitaifit mquni..nmm—u INTR
MiHY Enjusosezs ynw)
pAEA nﬁcﬂuﬂnﬁgluﬂﬂb
LT SUBDTANF [ORYP TS0
"MSSIdE I KL juwies_soTD
THASTENTTI R L §uﬁh§n¢»wua HSOTY
COMYALAYIT | srausfnopfusy” ey,
0ZT

_—
c
O
Q
1]
=
=
=
c
]
O
~—

Figura 5B

159



ES2611157T3

Mmﬂ ﬂ.m.ﬂ m.a.ﬁ ﬁﬂ.ﬂ ﬂhq.ﬂ ﬁ.h.ﬂ ﬁﬂﬂ o21 Hm..n Gm.n m#.n 01.—.— uﬂ.ﬂd
uttlﬁqu.tvu ?lln!n!llwslni‘-mﬂ“"rb“m"mﬂtﬁmlltut.ﬂllmmhﬂﬁ- Omﬂowcmwcou

ATNSAIANISPEIIANaEoLENL * * * - FIflRah N I0 - BB BT rag 3808
fC O NAAAIATSEOEIAYOICEN T 7 T OROEIRAT LG | AN sazoytiound jeoy
IDYHVADAATEANHIANO IS AT S HHOITTISHYA QLA A A ope_zejeq 3ed
FERSANIFITHPOLRADIIISHES " * * * BIIANKAIT AL ops” Teleq avy
e INBMIEIITHOHG YD IHRDTaHS IR TN D fridepTeuc” Megs
TR GATAEAATIZOHA T YOOHWIAEILIMIAG PRIBTOUD XYTA
T £ ) dI7034  ¥HO0HADDDOSARAG ,u_.u.nﬁnu.mnﬂ AOTR

dmdgmgmmkeu AAOYS TUDAIAD ,,_d:m,. LA FNITROFRIT_TTED
CC T DODADNAIMYANIEARS * THLANTILAMOI NI mﬁuﬂwﬁﬂﬁg FLTA
L R -UHH i A YIIg """ .@Vmwﬁiﬁme r Hﬁﬂﬂuﬂﬂﬁag naeq
dFNNTAINAOEDIINTAT "~ * " SENLUATHE T Fowysy THOTH
ASAN XX TANCPLANTAALC * © " SENLMEA ERoTTAANgenede” soTd
NANZTAANY ﬂ. IHANTESIDINTDH sysusBucobuey” aeqy

oot 0Lt
e -
i

Figura 5B
(continuacion)

160



ES2611157T3

Figuras 6Ay 6B
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 7 (continuacion)
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Figura 7 (continuacion)
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Secuencias de H-NOX mutante y la H-NOX WT parental
NUCLEOTIDOS seguidos de AMINOACIDOS

H-NOX de Thermoanaerobacter tengcongensis

Tt WT

(SEQ ID NO:53)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTITGAGTGA

(SEQ ID NO:54)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Tt. Y140F

(SEQ ID NO:35)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTTCTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTITTTGAGTGA

(SEQ I NO:56) .
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI

WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLYNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDFFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIKFKNPVFE

FIG. 8A
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7% Y140L

(SEQ ID NO:57)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATCTITTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:58)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEL
WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKREMYDLFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Tr. Y140H

(SEQ ID NO:59)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTITAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATCACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTITCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTITITCAAGGCTAAAAGTCAGUGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTITGAGTGA

(SEQ ID NO:60)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDHFLGLIEGSSKFFKEEIS VEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Tt Y140A

(SEQ ID NO:61)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTITGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATGCCTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:62)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI

WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
Y VSKRKMYDAFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVEE

FIG. 8B
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It. WOF

(SEQ ID NO:63)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATTTATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:64)
MKGTIVGTFIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTK MIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMY DY FLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEK DGFSRLK VRIKFKNPVFE

Tt. WOE/Y140L

(SEQ ID NO:65)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATTTATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTICC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTTTTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:66)
MKGTIVGTFIKTLRDLY GNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDFFLGLIEGSSKFFK EEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIKFKNPVFE

Tr. WIF/Y140H

(SEQ ID NO:67)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATTTATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATCACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:68)
MKGTIVGTFIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEL
WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKREKMYDHFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

FIG. 8C
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Tr. WIF-N74A

(SEQ ID NO:69)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATTTATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
. ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCAATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTITTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:70)
MEKGTIVGTFIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQAIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

It WY

(SEQ ID NO:71)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATACATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTITTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTITTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTITAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:72)
MKGTIVGTYIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Ty, WON

(SEQ ID NO:73)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACAAATATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGA AGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:74)
MKGTIVGTNIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEKTGKNVNE]
WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPYAKDAIEME
YVSKRKMY DYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGESRLK VRIKFKNPVFE
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. W9H

(SEQ ID NO:75)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACACACATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTITCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:76)

MKGTIVGTHIKTLRDLYGNDV VDESLKSYVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEK TGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNELMMMDEVHL QL TKMIKGATPPRLIAKPY AK DAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIKFKNPVFE

Tr. I5A

(SEQ ID NO:77)
ATGAAGGGGACAGCAGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
"GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTITGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTITAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTITTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:78)

MKGTAVGTWIKTLRDLY GNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEV RRIFAKVSEK TGKNVNE
IWREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIK FKNPVFE

Tt ISL

(SEQ ID NO:79)
ATGAAGGGGACACTTGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:80)
MKGTLVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNE
IWREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

FIG. 8E

172



ES2611157T3

Tt ISL-P115A

(SEQ ID NO:81)
ATGAAGGGGACACTTGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGCTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTGCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTITCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTITGAGTGA

(SEQ ID NO:82)
MKGTLVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEKTGKNVNE
IWREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPARLIAKPYVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFE

Tt. P115A

(SEQ ID NO:83)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTGCCAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:84)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI
WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPARLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIKFKNPVFE

Tt. N74E

(SEQ ID NO:85)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGAAATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCOGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATTGA

(SEQ ID NO:86)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEK TGKNVNEI
WREVGRQEIK TFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEMEY
VSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIKFKNPVFEYKKN

FIG. 8F
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1t N74A/Y140H

(SEQ ID NO:87)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCCATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTITGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATCACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATTGA

(SEQ ID NO:88)

MKGTIVGTWIK TLRDLY GNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI
WREVGRQAIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDHFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

Tt R1350Q-His6

(SEQID NO:89)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAACAGAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

(SEQ ID NO:90)
MEKGTIVGTWIKTLRDLY GNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI

WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKQKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKNLEHHHHHH

FIG. 8G
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Tt. N7T4A

(SEQ ID NO:91)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCCATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATTGA -

(SEQ ID NO:92)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEIL
WREVGRQAIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIK GATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

T¢. N74A-His6

(SEQ ID NO:93)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTITTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGGCCATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

(SEQ ID NO:94)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEIL

WREVGRQAIKTFSEWFPSYFAGRRLYNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKNLEHHHHHH
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Tr. WIN

(SEQ ID NO:95)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACAAATATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITTIAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATTGA

{(SEQ ID NO:96)
MKGTIVGTNIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEK TGKNVNEI
WREVGRONIK TFSEWEPSYFAGRRI.VNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

. WO9H

(SEQ ID NO:97)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACACATATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTICAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATTGA

(SEQ ID NO:98)
MKGTIVGTHIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAKVSEKTGKNVNEI

WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

FIG. 81
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T1. N74H

(SEQ ID NO:99)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGCATATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTITGAGTATAAGAAA
AATTGA

(SEQ ID NQ:100) .
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSYVGWEPDRVITPLEDIDDDE VRRIFAKVSEKTGKNVNEIL
WREVGRQHIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKREMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKN

1t 175F

(SEQ ID NO:101)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACTTCAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGCACCACCAC
CACCACCACTGA

(SEQ ID N0O:102)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDE VRRIFAKVSEK TGKNVNEI
WREVGRQNFKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEIS VEEVERGEK DGFSRLK VRIKFKNPVFEHHHHHH

FIG. 8J
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Ir. 1,144F

(SEQ ID NO:103)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTITTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTTTAGGGTTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATITCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATITAAAAACCCCGTITITGAGCACCACCAC
CACCACCACTGA

(SEQ ID NO:104)

MEGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEKTGKNVNEI
WREVGRONIKTFSEWFPSYFAGRRLYVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPV AKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGFIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLK VRIK FKNPVFEHHHHHH

Tt. WT-His6

(SEQ ID NO:105)
ATGAAGGGGACAATCGTCGGGACATGGATAAAGACCCTGAGGGACCTTTACGGGAATGATGT
GGTTGATGAATCTTTAAAAAGTGTGGGTTGGGAACCAGATAGGGTAATTACACCTCTGGAGG -
ATATTGATGACGATGAGGTTAGGAGAATTTTTGCTAAGGTGAGTGAAAAAACTGGTAAAAAT -
GTCAACGAAATATGGAGAGAGGTAGGAAGGCAGAACATAAAAACTTTCAGCGAATGGTTTCC
CTCCTATTTTGCAGGGAGAAGGCTAGTGAATTTTTTAATGATGATGGATGAGGTACACCTACA
GCTTACCAAGATGATAAAAGGAGCCACTCCTCCAAGGCTTATTGCAAAGCCTGTTGCAAAAG
ATGCCATTGAAATGGAGTACGTTTCTAAAAGAAAGATGTACGATTACTTTITAGGGCTTATAG
AGGGTAGTTCTAAATTTTTCAAGGAAGAAATTTCAGTGGAAGAGGTCGAAAGAGGCGAAAAA
GATGGCTTTTCAAGGCTAAAAGTCAGGATAAAATTTAAAAACCCCGTTTTTGAGTATAAGAAA
AATCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

(SEQ ID NO:106)
MKGTIVGTWIKTLRDLYGNDVVDESLKSVGWEPDRVITPLEDIDDDEVRRIFAK VSEKTGKNVNEIL

WREVGRQNIKTFSEWFPSYFAGRRLVNFLMMMDEVHLQLTKMIKGATPPRLIAKPVAKDAIEME
YVSKRKMYDYFLGLIEGSSKFFKEEISVEEVERGEKDGFSRLKVRIKFKNPVFEYKKNLEHHHHHH

FIG. 8K
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ORF?2 de Legionella pneumophila

L2 WT

(SEQ ID NO:107) ,
ATGATGTCTATGAAAGGAATCATATTCAACGAATTTCTCAATTTTGTAGAAAAAAGTGAATCC
TACACCCTGGTAGATCAAATTATTATGGATAGTCATTTGAAGTCCCATGGTGCCTACACGTCT
ATCGGTACATACTCTCCCAAAGAATTATTTCAATTGGTTAAAGCGCTTGCTATGAAAAATGGC
AAACCAACATCAGTGATTTTACAAGAATATGGTGAGTATTTGTTTGAGGTTTTTGCAAAAAAA
TATCCTCAATTTTTCAGGGAAAAAAAGTCGGTGTTTCAATTTTTGGAAGCGCTTGAAACACAT
ATTCATTTICGAAGTGAAAAAATTGTATGACTATACTGAACTACCCCATTTTGAATGCCAATAT
CACAGTCAAAATCAAATGGAAATGATTTACACTTCTTCGCGTCCTTTGGCCGATTTTGCGGAA
GGTTTAATAAAAGGTTGTATTAAATATCATAAAGAAAACATGACTATTGTTCGTGAAAATCTG
CCTGCAAAAACAGGCTTTAAGGTAAGATTTGTATTAACAAAAGGCGATCCTGATGAGTGA

(SEQ ID NO:108)
MMSMEKGIIFNEFLNFVEKSESYTLVDQIIMDSHLK SHGA Y TSIGTY SPKELFQLVKALAMKNGKPT
SVILQEYGEYLFEVFAKKYPQFFREKKSVFQFLEALETHIHFEVKKLYDYTELPHFECQYHSQNQM
EMIYTSSRPLADFAEGLIKGCIKYHKENMTIVRENLPAK TGFKVRFVLTKGDPDE

L2 F142Y

(SEQ ID NO:109)
ATGATGTCTATGAAAGGAATCATATTCAACGAATTTCTCAATTTTGTAGAAAAAAGTGAATCC
TACACCCTGGTAGATCAAATTATTATGGATAGTCATTTGAAGTCCCATGGTGCCTACACGTCT
ATCGGTACATACTCTCCCAAAGAATTATTTCAATTGGTTAAAGCGCTTGCTATGAAAAATGGC
AAACCAACATCAGTGATTTTACAAGAATATGGTGAGTATTTGTTTGAGGTTTITGCAAAAAAA
TATCCTCAATTTTTCAGGGAAAAAAAGTCGGTGTTTCAATTTTTGGAAGCGCTTGAAACACAT
ATTCATTTCGAAGTGAAAAAATTGTATGACTATACTGAACTACCCCATTTTGAATGCCAATAT
CACAGTCAAAATCAAATGGAAATGATTTACACTTCTTCGCGTCCTTTGGCCGATTATGCGGAA
GGTTTAATAAAAGGTTGTATTAAATATCATAAAGAAAACATGACTATIGTTCGTGAAAATCTG
CCTGCAAAAACAGGCTTTAAGGTAAGATTTGTATTAACAAAAGGCGATCCTGATGAGTGA

(SEQ ID NO:110)
MMSMKGIIFNEFLNFVEKSESY TLVDQIIMDSHLKSHGAYTSIGTY SPKELFQLVKALAMKNGKPT

SVILQEYGEYLFEVFAKKYPQFFREKKSVFQFLEALETHIHFEVKKLYDYTELPHFECQYHSQNQM
EMIYTSSRPLADYAEGLIKGCIKYHKENMTIVRENLPAKTGFKVRFVLTKGDPDE

FIG. 8L
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L2 FOW-F142Y

(SEQID NO:111)
ATGATGTCTATGAAAGGAATCATATGGAACGAATTTCTCAATTTTGTAGAAAAAAGTGAATCC
TACACCCTGGTAGATCAAATTATTATGGATAGTCATTTGAAGTCCCATGGTGCCTACACGTCT
ATCGGTACATACTCTCCCAAAGAATTATTTCAATTGGTTAAAGCGCTTGCTATGAAAAATGGC
AAACCAACATCAGTGATTTTACAAGAATATGGTGAGTATTTGTTTGAGGTTTTTGCAAAAAAA
TATCCTCAATTTTTCAGGGAAAAAAAGTCGGTGTTTCAATTTTTGGAAGCGCTTGAAACACAT
ATTCATTTCGAAGTGAAAAAATTGTATGACTATACTGAACTACCCCATTTTGAATGCCAATAT
CACAGTCAAAATCAAATGGAAATGATTTACACTTCTTCGCGTCCTTTGGCCGATTATGCGGAA
GGTTTAATAAAAGGTTGTATTAAATATCATAAAGAAAACATGACTATTGTTCGTGAAAATCTG
CCTGCAAAAACAGGCTTTAAGGTAAGATTTGTATTAACAAAAGGCGATCCTGATGAGTGA

(SEQ ID NO:112)
MMSMKGIIWNEFLNFVEKSESY TLVDQIIMDSHLK SHGAYTSIGTYSPKELFQLVKALAMKNGKP
TSVILQEYGEYLFEVFAKKYPQFFREKKSVFQFLEALETHIHFEVKKLYDYTELPHFECQYHSQNQ
MEMIYTSSRPLADY AEGLIKGCIKY HKENMTIVRENLPAK TGFK VREVLTK GDPDE

ORF1 de Legionella pneumophila

LiWT

(SEQIDNO:113)
ATGAAAGGTATCGTTTITACCTCCTTAAATGACATGATTATAGAACAATTTGGCATAGAAACC -
TGGGACCAACTCGTATCCTCACTAGACCTTCCAAGTGGTGGAAGTTATACAGCAGGCGGCACT
TACTCGGATACAGAATTTCAGCAATTGATTAAGGCCATTGCGAAGAGGACCAATCAGCACGCT
TCTGTITTTTTAGAGGCCTTTGGTGAATACATGTTTCCTATCTTATCGAGTAAGTGCGCAATTTT
TITTAAAAAAGGACATGACATTAAAAGAATTTTTAAAAAGCATTGATGGAACAATTCATGTGG
AAGTAGAAAAGTTATACCCAGATGAAACATTACCTACCATTAGCTATGAAGAGCCTGCTGCA
AACCAATTGGTTATGGTGTATCGATCGCATAGAAGACTCTGTCATTTTGCAATGGGGCTCATC
CAGGGAGCAGCGCAACATTTTAAAAAGAAAATTACCATTAAGCAGACTCACTGCATGTTAAA
AAAAGATGATCATTGTCGTTTGGAGATTACCTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:114)
MKGIVFTSLNDMITEQFGIETWDQLVSSLDLPSGGSYTAGGTYSDTEFQQLIKATAKRTNQHASVFL

EAFGEYMFPILSSKCAIFLKKDMTLKEFLKSIDGTIHVEVEKLYPDETLPTISYEEPAANQLVMVYR
SHRRLCHFAMGLIQGAAQHFKKKITIKQTHCMLKKDDHCRLEITFE

FIG. 8M
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LIF142Y

(SEQ ID NO:115)
ATGAAAGGTATCGTTTTTACCTCCTTAAATGACATGATTATAGAACAATTTGGCATAGAAACC
TGGGACCAACTCGTATCCTCACTAGACCTTCCAAGTGGTGGAAGTTATACAGCAGGCGGCACT
TACTCGGATACAGAATTTCAGCAATTGATTAAGGCCATTGCGAAGAGGACCAATCAGCACGCT
TCTGTTTTTTTAGAGGCCTTTGGTGAATACATGTTTCCTATCTTATCGAGTAAGTGCGCAATTTT
TTTAAAAAAGGACATGACATTAAAAGAATTTTTAAAAAGCATTGATGGAACAATTCATGTGG
AAGTAGAAAAGTTATACCCAGATGAAACATTACCTACCATTAGCTATGAAGAGCCTGCTGCA
AACCAATTGGTTATGGTGTATCGATCGCATAGAAGACTCTGTCATTACGCAATGGGGCTCATC
CAGGGAGCAGCGCAACATTTTAAAAAGAAAATTACCATTAAGCAGACTCACTGCATGTTAAA
AAAAGATGATCATTGTCGTTTGGAGATTACCTTTGAGTGA

(SEQ ID NO:116)
MKGIVFTSLNDMIIEQFGIETWDQLVSSLDLPSGGSY TAGGTY SDTEFQQLIKAIAKRTNQHASVFL
EAFGEYMFPILSSKCAIFLKKDMTLKEFLKSIDGTIHVEVEKLYPDETLPTISYEEPAANQLVMVYR
SHRRLCHY AMGLIQGA AQHFKKKITIKQTHCMLKKDDHCRLEITFE

Desulfovibrio desulfuricans

Dd H-NOX(728-899)

(SEQ ID NO:117)
ATGAAGATGCGCGGTATTTTGCCGAAAATATTTATGAATTTTATAAAAGAGATCTATGGGGAT
GACGTGTTTGCTCATGTTTCTAAAACCATGGGCGAGCCTGTCTTCATGCCGGGAAATTCCTACC
CTGATCAGGTGTTGCGCCAGATGGCTGAAATAGTATGCCAGCGCACGGGCGAACAGCCCAAG
TTGTTTTTTGAAAAAGCAGGGCGTGCAAGCCTGCAGGCTTTTAACAGAATGTACAGGCAGTAC
TITAAAGGGGAAACCCTTAAAGAGTTTCTGCTGGCCATGAATGATATCCACAGGCACCTGACA
AAGGACAATCCCGGCGTACGCCCGCCTAAATTTGAGTATGACGATCAGGGCGATACGCTTGTT
ATGACATATAAGTCGCAGAGGGATTACGGAGAATACTTTGTGGGCATCATCAAGGCAGCTGC
GGAGTTTAAAAAGGAAAAAGTGCGTATCAGCTCGGAGCATGCCGGTAAGGGGCGAACAACG
GCAAGGGTTACATITATTAAATGA

(SEQ ID NO:118)
MKMRGILPKIFMNFIKETYGDDVFAHVSK TMGEPVFMPGNSYPDQVLRQMAEIVCQRTGEQPKLF

FEKAGRASLQAFNRMYRQYFKGETLKEFLLAMNDIHRHLTKDNPGVRPPKFEYDDQGDTLVMTY
KSQRDYGEYFVGIIKAAAEFKKEKVRISSEHAGKGRTTARVTFIK

FIG. 8N
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Dd. Y139L (728-899)

(SEQ ID NO:119)
ATGAAGATGCGCGGTATTTTGCCGAAAATATTTATGAATITTATAAAAGAGATCTATGGGGAT
GACGTGTTTGCTCATGTTTCTAAAACCATGGGCGAGCCTGTCTTCATGCCGGGAAATTCCTACC
CTGATCAGGTGTTGCGCCAGATGGCTGAAATAGTATGCCAGCGCACGGGCGAACAGCCCAAG
TTGTTTTTTGAAAAAGCAGGGCGTGCAAGCCTGCAGGCTTTTAACAGAATGTACAGGCAGTAC
TTTAAAGGGGAAACCCTTAAAGAGTTTCTGCTGGCCATGAATGATATCCACAGGCACCTGACA
AAGGACAATCCCGGCGTACGCCCGCCTAAATTTGAGTATGACGATCAGGGCGATACGCTTGTT
ATGACATATAAGTCGCAGAGGGATTACGGAGAACTTTTTGTGGGCATCATCAAGGCAGCTGC
GGAGTTTAAAAAGGAAAAAGTGCGTATCAGCTCGGAGCATGCCGGTAAGGGGCGAACAACG
GCAAGGGTTACATTTATTAAATGA

(SEQ ID NO:120)
MKMRGILPKIFMNFIKE[YGDDVFAHYSKTMGEPYFMPGNSYPDQVLRQMAEIVCQRTGEQPKLF
FEKAGRASLQAFNRMYRQYFKGETLKEFLLAMNDIHRHLTK DNPGVRPPKFEYDDQGDTLVMTY
KSQRDYGELFVGIIKAAAEFKKEKVRISSEHAGKGRTTARVTFIK

B1(1-385) de Homo sapiens

Hs, WT (1-385)

(SEQ ID NO:121)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTITTCGTCTTITTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTITTATGAAGATCTTGACAGATTITGAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACATTCTGCAAAGCTTTTCCTTITCATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
GTGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTITCTCACATCAATAC
TGTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
CAGATAGCATACTTTTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:122)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILOMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLODIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQESRISPY TFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED
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Hy. B1(1-385) Y145Y

{SEQ ID NO:123)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTITGGGAAGATGTTTTTCGTCTTTTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTICTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATTATGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACATTCTGCAAAGCTTTTCCTTTTCATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
GTGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTTCTCACATCAATAC
TGTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
CAGATAGCATACTTTTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:124)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIY PGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDY VIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQESRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8P
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Hs. B1(1-385) 1145H

(SEQ ID NO:125)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTIGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTTTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATCATGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAA AATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACATTCTGCAAAGCTTTTCCTTTTCATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
GTGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTTCTCACATCAATAC
TGTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
CAGATAGCATACTITTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:126)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIY PGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDHVIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESK EEDFY EDLDRF
EENGTQESRISPY TFCKAFPFHITFDRDLY VTQCGNAITYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8Q
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Hs. B1(1-385) C78Y

(SEQ ID NO:127)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTIGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTITTITCGTCTTTTACCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTITAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTIGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATITITAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACATTCTGCAAAGCTTTTCCTTTTCATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
GTGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTTCTCACATCAATAC
TGTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
CAGATAGCATACTTTTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:128)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILOQMFGKMFFVFYQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQESRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED
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Hs. 31 (1-385) H105F

(SEQ ID NO:129)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTIGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTTTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGTTCG
ACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAAA
AGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATTG
GAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCAG
CAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTITAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAGA
GGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCCC
ATATACATTCTGCAAAGCTTTTCCTTTTCATATAATATTTGACCGGGACCTAGTGGTCACTCAG
TGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCTG
TCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTIGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTTCTCACATCAATACT
GTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATGA
ACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAGC
AGATAGCATACTTTTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAGG
GCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTCTTTTGGGAGAACA
ATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTCA
CGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:130)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALFDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKGL
ILHYYSEREGLQDIVIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFE
ENGTQESRISPYTFCKAFPFHIFDRDLVVTQCGNAILYRVLPQLQPGNCSLLSVESLVRPHIDISFHGI
LSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGOMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRR
GLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 88
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ES2611157T3

Hs. B1 (1-385) H105G

(SEQID NO:131)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTITTCGTCTTITTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGGGT
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTITAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTTGACAGATTTGAAGAAAATGGTACCCAGGAATCACGCATCAGCC
CATATACATTCTGCAAAGCTTITTCCTTTTCATATAATATITGACCGGGACCTAGTGGTCACTCA
GTGTGGCAATGCTATATACAGAGTTCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAATTGCAGCCTTCTGTCT
GTCTTCTCGCTGGTTCGTCCTCATATTGATATTAGTTTCCATGGGATCCTTTCTCACATCAATAC
TGTTTTTGTATTGAGAAGCAAGGAAGGATTGTTGGATGTGGAGAAATTAGAATGTGAGGATG
AACTGACTGGGACTGAGATCAGCTGCTTACGTCTCAAGGGTCAAATGATCTACTTACCTGAAG
CAGATAGCATACTITTTCTATGTTCACCAAGTGTCATGAACCTGGACGATTTGACAAGGAGAG
GGCTGTATCTAAGTGACATCCCTCTGCATGATGCCACGCGCGATCTTGTTICTTTTGGGAGAAC
AATTTAGAGAGGAATACAAACTCACCCAAGAACTGGAAATCCTCACTGACAGGCTACAGCTC
ACGTTAAGAGCCCTGGAAGATTGA

(SEQ ID NO:132)

MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITY DDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLONLDALGDHLATIY PGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDIVIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQESRISPY TFCK AFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGNCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGTEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

Hs. B1(1-194)

(SEQ ID NO:133)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTTTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATATTGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:134)

* MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSK TYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIY PGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHY YSEREGLQDIVIGIK TVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESK EEDFYED

FIG. 8T
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ES2611157T3

Hs. B1(1-194) 1145Y

(SEQ ID NO:135)
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCCTGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTTTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATTATGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:136)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDY VIGIIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYED

Hs. B1{1-194) LOW-1145Y

(SEQ ID NO:137) .
ATGTACGGATTTGTGAATCACGCCTGGGAGTTGCTGGTGATCCGCAATTACGGCCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCACAGTTAGATGAAGAAGGACAGTTTCTTGTCAGAATAAT
ATATGATGACTCCAAAACTTATGATTTGGTTGCTGCTGCAAGCAAAGTCCTCAATCTCAATGC
TGGAGAAATCCTCCAAATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTITTGCCAAGAATCTGGTTATGAT
ACAATCTTGCGTGTCCTGGGCTCTAATGTCAGAGAATTTCTACAGAACCTTGATGCTCTGCAC
GACCACCTTGCTACCATCTACCCAGGAATGCGTGCACCTTCCTTTAGGTGCACTGATGCAGAA
AAGGGCAAAGGACTCATTTTGCACTACTACTCAGAGAGAGAAGGACTTCAGGATTATGTCATT
GGAATCATCAAAACAGTGGCACAACAAATCCATGGCACTGAAATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAATGAAGAATGTGATCATACTCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAGTCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:138)
MYGFVNHAWELLVIRNYGPEV WEDIKKEAQLDEEGQFLVRIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAG

EILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATTYPGMRAPSFRCTDAEKGK
GLILHYYSEREGLQDY VIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRNEECDHTQFLIEEKESKEEDFYED

FIG. 8U
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ES2611157T3

B1 (1-385) de Rattus norveqgicus

Rn, WT (1-385)

(SEQ ID NO:139)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTITGGGAAGATGTTTTTCGTCYTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTTCACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA :

(SEQ ID NO:140)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATTYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFE
ENGTQDSRISPY TFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSVFSLVRPHIDISFHGI
LSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSYMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8V
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ES2611157T3

Ru. P1(1-385) [145Y

(SEQ ID NO:141)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACTACGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATIGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTTCACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTFTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATITACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(SEQ ID NO:142)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILOMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDYVIGIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQDSRISPY TFCKAFPFHIIFDRDLYVVTQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSYMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8W
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ES2611157T3

Rn. B1(1-385) 1145H

(SEQ ID NO:143)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTICTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACCATGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTITAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTITATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTTCACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(SEQ ID NO:144)

MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSK TYDLVAAASKVLNLNAGE
TLOMFGKMFFVFCQESGYDTILR VLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG

LILHYYSEREGLQDHVIGIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRF
EENGTQDSRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSVFSLVRPHIDISFHG
ILSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8X
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ES2611157T3

Rn. B1(1-385) C78Y

(SEQ ID NO:145)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTITCGTCTTCTATCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTICACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(SEQ [D NO:146)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFYQESGYDTILRVLGSNVREFLONLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFE
ENGTQDSRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSVFSLVRPHIDISFHGI
LSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8Y
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ES2611157T3

Ru. B1 (1-385) HI05F

(SEQ ID NO:147)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGTTCG
ACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAAA
AAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGATC
GGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTTTCACATCATATTTGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTTTCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(SEQ ID NO:148)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVECQESGYDTILRVLGSNVREFLONLDALFDHLATTYPGMRAPSFRCTDAEKGKGL
ILHYYSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFEE
NGTQDSRISPYTFCKAFPFHIIFDRDLVVTQCGNAIYRVLPQLQPGKCSLLSVFSLVYRPHIDISFHGIL
SHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLKGQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTRR
GLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

FIG. 8Z
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ES2611157T3

Ra. B1 (1-385) H105G

(SEQ ID NO:149)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGGGG
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATITTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATCTGGACAGGTTTGAAGAGAACGGTACCCAGGACTCCCGTATCAGCC
CGTACACCTTCTGCAAAGCGTTTCCTTITCACATCATATTITGACCGGGACCTAGTAGTCACGCA
GTGTGGAAATGCTATCTACAGAGTGCTCCCCCAGCTCCAGCCTGGGAAGTGCAGCCTTCTGTC
TGTCTTCTCTCTGGTCCGCCCTCATATTGACATCAGTITCCACGGGATTCTTTCACACATCAAT
ACCGTCTTTGTACTGAGAAGCAAGGAAGGGTTGCTGGATGTTGAGAAACTTGAATGTGAGGA
TGAACTGACTGGGGCAGAGATTAGCTGCCTCCGTCTCAAAGGCCAAATGATCTATTTACCGGA
AGCAGATAGCATCCTCTTCCTCTGTTCACCAAGTGTGATGAACTTGGATGACCTAACAAGAAG
AGGCCTGTACCTGAGTGACATCCCTCTCCATGATGCTACACGAGACCTGGTCCTTTTGGGAGA
ACAGTTCCGGGAGGAGTACAAACTGACACAAGAGCTGGAAATCCTCACAGACAGGCTGCAGC
TCACACTGAGGGCTTTGGAGGATTGA

(SEQ ID NO:150) .
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALGDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHY YSEREGLQDIVIGIIKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYEDLDRFE
ENGTQDSRISPYTFCKAFPFHITFDRDLVVTQCGNATIYRVLPQLQPGKCSLLSVESLVRPHIDISFHGI
LSHINTVFVLRSKEGLLDVEKLECEDELTGAEISCLRLK GQMIYLPEADSILFLCSPSVMNLDDLTR
RGLYLSDIPLHDATRDLVLLGEQFREEYKLTQELEILTDRLQLTLRALED

. B1(1-194)

(SEQ ID NO:151)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACATTGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:152)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILOMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLODIVIGHKTVAQQIHGTEIDMK VIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYED
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Ra. B1(1-194) T145Y

(SEQ ID NO:153)
ATGTACGGTTTTGTGAACCATGCCCTGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTTTCGTCTTCTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACTACGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG
AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:154)
MYGFVNHALELLVIRNYGPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRIIYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAGE
ILOQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGKG
LILHYYSEREGLQDYVIGIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDRTQFLIEEKESKEEDFYED

Ru. B1(1-194) LOW-1145Y

(SEQ ID NO:155)
ATGTACGGTTITGTGAACCATGCCTGGGAGCTGCTGGTGATCCGCAATTACGGTCCCGAGGTG
TGGGAAGACATCAAAAAAGAGGCGCAGCTGGATGAAGAAGGCCAGTTTCTTGTGAGAATAAT
CTACGATGATTCCAAAACCTATGACTTGGTGGCTGCTGCGAGCAAAGTCCTCAACCTCAATGC
TGGTGAAATCCTGCAGATGTTTGGGAAGATGTTTITCGTCTTICTGTCAAGAGTCTGGCTATGAT
ACCATCTTGCGTGTCCTGGGATCTAATGTCAGGGAGTTTTTGCAGAACCTCGACGCCCTGCAC
GACCACCTCGCCACCATCTACCCAGGGATGCGCGCACCTTCCTTCCGGTGCACCGATGCAGAA
AAAGGCAAAGGGCTCATTCTGCACTACTACTCGGAAAGAGAGGGGCTTCAGGACTACGTGAT
CGGGATTATCAAGACTGTAGCTCAACAGATCCATGGCACTGAGATAGACATGAAGGTTATTCA
GCAAAGAAGTGAAGAATGTGATCATACCCAATTTTTAATTGAAGAAAAAGAATCAAAAGAAG

' AGGATTTTTATGAAGATTGA

(SEQ ID NO:156)
MYGFVNHAWELLVIRNY GPEVWEDIKKEAQLDEEGQFLVRITYDDSKTYDLVAAASKVLNLNAG

EILQMFGKMFFVFCQESGYDTILRVLGSNVREFLQNLDALHDHLATIYPGMRAPSFRCTDAEKGK
GLILHYYSEREGLQDYVIGIIKTVAQQIHGTEIDMKVIQQRSEECDHTQFLIEEKESKEEDFYED
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(SEQ ID NO:157)
ATGTATGGATTCATCAACACCTGCCTGCAGTCTCTTGTGACAGAGAAATTTGGTGAGGAGACA
TGGGAGAAGCTGAAGGCTCCTGCAGAAGTGCAAGATGTCTTCATGACCTACACCGTGTATGAT
GACATCATCACCATTAAGCTCATCCAAGAAGCCTGCAAGGTTCTGGATGTGTCCATGGAAGCC
ATTCTGAAGCTCTTTGGCGAATACTTCTTTAAGTTICTGTAAGATGTCTGGCTATGACAGGATGC
TGCGGACACTTGGAGGAAATCTCACCGAGTTTATTGAAAACCTAGATGCACTCCACAGTTACC
TGGCACTGTCCTATCAGGAAATGAACGCACCATCCTTTCGAGTGGAGGAAGGAGCTGACGGG
GCGATGCTTCTCCACTACTACTCAGACAGACATGGTCTGTGTCACATTGTACCAGGTATCATTG
AAGCTGTGGCCAAGGACTTCTTTGACACTGATGTGGCCATGAGTATCCTGGATATGAACGAAG
AGGTGGAAAGGACAGGGAAGAAAGAACATGTTGTGTTICTGGTCGTGCAGAAGGCTCACAGA
CAGATAAGAGGAGCAAAGGCAAGCCGGCCACAAGGCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGG
AGGCTCTCCAGGGAACACTCCTTCGGATGAAGGAGAGATATTTAAACATCCCTGTTTGCCCTG
GGGAGAAATCTCACTCAACTGCTGTGAGGGCATCGGTCCTTTTTGGAAAAGGGCCCCTCAGGG
ACACCTTCCAGCCCGTCTATCCTGAGAGACTATGGGTCGAAGAGGAGGTGTTCTGTGATGCTT
TTCCTTTCCACATTGTCTTTGATGAAGCACTAAGGGTCAAGCAAGCTGGAGTGAATATTCAGA
AGTATGTCCCTGGAATCTTAACCCAGAAGTTTGCACTAGATGAGTATTTTTCCATCATCCACCC
TCAAGTTACTTTCAACATCTCCAGCATCTGCAAGTTCATTAACAGTCAGTTTGTCTTGAAGACA
AGAAAAGAAATGATGCCCAAAGCAAGGAAGAGCCAGCCGATGCTCAAACTCCGGGGTCAGA
TGATCTGGATGGAGTCTCTGAGGTGCATGATCTTCATGTGTTCCCCAAACGTCCGCAGOCTGC
AAGAGCTGGAAGAGAGCAAGATGCATCTTTCTGATATCGCTCCGCACGACACGACCAGGGAT
CTCATCCTCCTCAACCAGCAGAGGCTGGCAGAGATGGAGCTGTCCTGCCAACTGGAAAAGAA
GAAGGAGGAGTTGCGTGTCCTTTCCAATCACCTGGCCATCGAGAAGAAGAAGACAGAGACCT
TGCTGTATGCCATGCTGCCTGAACATGTGGCCAACCAACTCAAGGAGGGCAGAAAGGTGGCT
GCAGGAGAATTTGAAACATGTACAATCCTTTTCAGCGATGTTGTGACATTTACCAACATCTGT
GCAGCCTGTGAACCTATCCAAATCGTGAACATGCTGAATTCAATGTACTCCAAGTTTGACAGG
TTAACCAGTGTCCATGATGTCTACAAAGTAGAAACAATAGGGGATGCTTACATGGTGGTGGGT
GGAGTACCAGTACCCGTTGAAAGCCATGCTCAAAGAGTCGCCAATTTTGCTCTGGGGATGAGA
ATTTCTGCAAAAGAAGTGATGAATCCTGTCACTGGGGAACCTATCCAGATCAGAGTGGGAATC
CACACTGGACCAGTCTTAGCAGGTGTTGTGGGAGACAAGATGCCTCGGTACTGCTTGTTTGGT
GACACTGTAAACACAGCCTCTAGGATGGAAAGTCACGGGCTTCCCAGCAAAGTGCATCTGAG
CCCCACAGCCCACAGAGCCCTGAAAAACAAAGGGTITGAAATTGTCAGGAGAGGCGAGATCG
AAGTGAAGGGGAAAGGAAAGATGACCACATACTTTCTGATCCAGAACCTGAATGCCACCGAG
GATGAGATAATGGGGCGACCTTCAGCCCCCGCTGATGGGAAGGAAGTATGTACTCCCGGAAA
CCAAGTCAGGAAGTCCCCTGCTGTCCCGAGGAACACAGACCATCAGCAACAAGTCTACAAAG
GAGACCCAGCAGACGCTTCTAATGAAGTCACACTTGCTGGGAGCCCAGTGGCAGGGCGAAAC
TCCACAGATGCAGTCAATAACCAGCCATCACCAGATGAGACCAAGACAAGTGTCGTTGCTAG
TGGCCCTGTGCTGTCTGCTTTCTGTGTTGTGCTGTGA

(SEQ ID NO:158)
MYGFINTCLQSLVTEKFGEETWEKLKAPAEVQDVFMTY TVYDDHTIKLIQEACK VLDVSMEAILK
LFGEYFFKFCKMSGYDRMLRTLGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGADGAMLLH
YYSDRHGLCHIVPGIIEAVAKDFFDTDV AMSILDMNEEVERTGKKEHVVFLY VQKAHRQIRGAKA
SRPQGSEDSQADQEALQGTLLRMKERYLNIPVCPGEKSHSTAVRASVLFGKGPLRDTFQPVYPERL
WVEEEVFCDAFPFHIVFDEALRVKQAGVNIQKYVPGILTQKFALDEYFSITHPQVTFNISSICKFINSQ
FVLKTRKEMMPKARKSQPMLKLRGQMIWMESLRCMIFMCSPNVRSLQELEESKMHLSDIAPHDT
TRDLILLNQQRLAEMELSCQLEKKKEELRVLSNHLAIEKKKTETLLYAMLPEHVANQLKEGRKVA
AGEFETCTILFSDVVTFTNICAACEPIQIVNMLNSMY SKFDRLTSVHDVYKVETIGDAYMVVGGVP
VPVESHAQRVANFALGMRISAKEVMNPVTGEPIQIRVGIHTGPVLAGVVGDKMPRYCLFGDTVNT
ASRMESHGLPSKVHLSPTAHRALKNKGFEIVRRGEIEVKGKGKMTTYFLIQNLNATEDEIMGRPSA
PADGKEVCTPGNQVRKSPAVPRNTDHQQQVYKGDPADASNEVTLAGSPVAGRNSTDAVNNQPSP
DETKTSVVASGPVLSAFCVVL
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(SEQ ID NO:159)
ATGTATGGATTCATCAACACCTGCCTGCAGTCTCTTGTGACAGAGAAATTTGGTGAGGAGACA
TGGGAGAAGCTGAAGGCTCCTGCAGAAGTGCAAGATGTCTTCATGACCTACACCGTGTATGAT
GACATCATCACCATTAAGCTCATCCAAGAAGCCTGCAAGGTTCTGGATGTGTCCATGGAAGCC
ATTCTGAAGCTCTTTGGCGAATACTTCTTITAAGTTCTGTAAGATGTCTGGCTATGACAGGATGC
TGCGGACACTTGGAGGAAATCTCACCGAGTTTATTGAAAACCTAGATGCACTCCACAGTTACC
TGGCACTGTCCTATCAGGAAATGAACGCACCATCCTTTCGAGTGGAGGAAGGAGCTGACGGG
GCGATGCTTCTCCACTACTACTCAGACAGACATGGTCTGTGTCACATTIGTACCAGGTATCATTG
AAGCTGTGGCCAAGGACTTCTTTGACACTGATGTGGCCATGAGTATCCTGGATATCGAACGAAG
AGGTGGAAAGGACAGGGAAGAAAGAACATGTTGTGTTICTGGTCGTGCAGAAGGCTCACAGA
CAGATAAGAGGAGCAAAGGCAAGCCGGCCACAAG GCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGG
AGGCTCTCCAGGGAACACTCCTT

(SEQ ID NO:160)
MYGFINTCLQSLVTEKFGEETWEKLKAPAEVQDVFMTYTVYDDIITIKLIQEACKVLDVSMEAILK
LEGEYFFKFCKMSGYDRMLRTLGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGADGAMLLH
YYSDRHGLCHIVPGIIEAVAKDFFDTDV AMSILDMNEEVERTGKKEHVVFLVVQKAHRQIRGAKA
SRPQGSEDSQADQEALQGTLL

B2 (1-217) 1142Y de Homo sapiens

(SEQ ID NO:161)
ATGTATGGATTCATCAACACCTGCCTGCAGTCTCTTGTGACAGAGAAATTTGGTGAGGAGACA
TGGGAGAAGCTGAAGGCTCCTGCAGAAGTGCAAGATGTCTTCATGACCTACACCGTGTATGAT
GACATCATCACCATTAAGCTCATCCAAGAAGCCTGCAAGGTTCTGGATGTGTCCATGGAAGCC
ATTCTGAAGCTCTTTGGCGAATACTTCTTTAAGTTCTGTAAGATGTCTGGCTATGACAGGATGC
TGCGGACACTTGGAGGAAATCTCACCGAGTTTATTGAAAACCTAGATGCACTCCACAGTTACC
TGGCACTGTCCTATCAGGAAATGAACGCACCATCCTTTCGAGTGGAGGAAGGAGCTGACGGG
GCGATGCTTCTCCACTACTACTCAGACAGACATGGTCTGTGTCACTATGTACCAGGTATCATTG
AAGCTGTGGCCAAGGACTTCTTIGACACTGATGTGGCCATGAGTATCCTGGATATGAACGAAG
AGGTGGAAAGGACAGGGAAGAAAGAACATGTTGTGTTTCTGGTCGTGCAGAAGGCTCACAGA
CAGATAAGAGGAGCAAAGGCAAGCCGGCCACAAGGCAGTGAGGACAGCCAGGCAGACCAGG
AGGCTCTCCAGGGAACACTCCTT

(SEQ ID NO:162)
MYGFINTCLQSLVTEKFGEETWEKLK APAEVQDVFMTY TVYDDITIKLIQEACKVLDVSMEAILK
LFGEYFFKFCKMSGYDRMLRTLGGNLTEFIENLDALHSYLALSYQEMNAPSFRVEEGADGAMLLIH
YYSDRHGLCHY VPGIIEAVAKDFFDTDVAMSILDMNEEVER TGKKEHV VFLVVQKAHRQIRGAK
ASRPQGSEDSQADQEALQGTLL
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