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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de uso de mutantes de condroitinasa ABCI
F. Fundamentos

La médula espinal esta formada por fibras nerviosas. Un dafio al sistema nervioso central, incluyendo la médula
espinal, tiene como resultado una pérdida de la funcién. Los tipos mas comunes de lesiones de la médula espinal
(SCI: Spinal Cord Injuries) incluyen contusiones (hematomas de la médula espinal) y lesiones por compresion
(provocadas por una presion prolongada sobre la médula espinal). Después de una lesion de la médula espinal en
un mamifero adulto, la incapacidad de los axones para regenerarse puede dar lugar a pérdida de la sensibilidad,
pérdida de la funcion motriz y/o pérdida de la funcién autonédmica o neurovegetativa, asi como una paralisis
permanente. Una de las razones por las que las neuronas no se regeneran es su incapacidad para atravesar la
cicatriz glial que se desarrolla después de una lesién de la médula espinal. El dafio inducido por la lesion
desarrollara cicatrizacion glial, que contiene moléculas de la matriz extracelular que incluyen proteoglicanos de
sulfato de condroitina (CSPGs). Los CSPGs inhiben el crecimiento del tejido nervioso in vitro y la regeneracion de
tejido nervioso en regiones ricas en CSPGs in vivo. Los CSPGs estan implicados en otras diversas condiciones
incluyendo, p. €j., la inflamacion.

Los documentos WO 2005/087920 y WO 2004/103299 describen cada uno de ellos la secuencia de aminoacidos de
la condroitinasa ABCI de tipo silvestre y su uso para el tratamiento de lesiones del sistema nervioso central.

G. Sumario de la invenciéon

Una realizacion de la presente invencion proporciona una enzima condroitinasa ABCI mutante elegida entre SEC ID
N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 5, SEC ID N°: 6.

En realizaciones preferidas, tales enzimas mutantes condroitinasa ABCI muestran una actividad potenciada. En
otras realizaciones preferidas, tales enzimas mutantes condroitinasa ABCI muestran una resistencia a la inactivacion
mejorada, incluyendo la inactivacion por exposicion a UV o al calor. La enzima mutante condroitinasa ABCI de la
invencion se selecciona a partir de 055D2-3 (SEC ID N° 1), 079B6-2 (SEC ID N°2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y
005B12-3 (SEC ID N°: 6).

La secuencia de nucleotidos de condroitinasa ABCI de tipo silvestre de Proteus vulgaris se expone como SEC ID N°:
7 y la secuencia de aminoacidos de condroitinasa ABCI se expone como SEC ID N°: 8.

La invencion incluye acidos nucleicos que codifican las enzimas mutantes condroitinasa ABCI de la invencion y
métodos para su uso. En una forma de realizacién, la invencién incluye una secuencia de acidos nucleicos que
codifica una enzima mutante condroitinasa ABCI elegida entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2),
079D2-2 (SEC ID N°: 3), 057G1-1 (SEC ID N°: 4), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Se elige una
secuencia de acidos nucleicos de la invencion a partir de acidos nucleicos de 055D2-3 (SEC ID N° 9), acidos
nucleicos de 079B6-2 (SEC ID N°: 10), acidos nucleicos de 023G6-4 (SEC ID N°: 13) y acidos nucleicos de 005B12-
3 (SEC ID N°: 14).

Otras realizaciones de la presente invencion se refieren al uso de una enzima de la invencioén para el tratamiento de
un paciente en necesidad de recuperacion neurolégica funcional, incluyendo la funcion sensorial, motriz y
autonomica o neurovegetativa, después de, p. €j., una lesion o enfermedad del sistema nervioso central ("SNC").
Las enzimas mutantes ABCI de la invencion también pueden ser utilizadas para degradar CSPGs. En consecuencia,
una realizacion de la invencion incluye el uso de una enzima de la invencidon para la degradacion de uno o mas
CSPGs usando una composicién que comprende una enzima mutante ABCI de la invencién. Una composicién de la
invencion eficaz para promover la recuperacion funcional neuroldgica comprende una enzima mutante condroitinasa
ABCI elegida entre 055D2- 3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID
N°: 6).

Se contempla el uso de una enzima de la invencion para modificar el acceso de las células a los espacios y regiones
extravasculares, que comprende administrar a un paciente una composicion que comprende una enzima de la
invencion. En consecuencia, la presente invencion se refiere al uso de una enzima de la invencién para facilitar la
difusién de un agente en el sistema nervioso central o para potenciar la absorcion de un agente en el sistema
nervioso central. Se contempla el uso de una enzima de la invencién para reducir la penetracion de las células
asociadas con la inflamacion en el tejido de un paciente. La enzima se elige entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2
(SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12 - 3 (SEC ID N°: 6).

Otra realizacion de la presente invencion es el uso de una enzima de la invencion para inhibir la extravasacion de
células asociadas con la inflamacién de los vasos sanguineos, en donde es administrada a un paciente una
composicion que comprende una enzima que segmenta proteoglicanos de sulfato de condroitina. En una realizacion,
una enzima de la invencién evita que las células elegidas entre el grupo que consiste en glébulos blancos,
leucocitos, neutrofilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos, células B, células T, monocitos y macréfagos, salgan de la
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corriente sanguinea. La enzima se elige entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023C6-4 (SEC ID
Ne°: 5), y 005B12 - 3 (SEC ID N°: 6).

Otra realizacion de la invencion es el uso de una enzima de la invencién para tratar la inflamacién en un paciente, en
donde una enzima que segmenta proteoglicanos de sulfato de condroitina es administrada al paciente. La enzima se
elige entre 055D2-3 (SEC ID NO: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6).
En diversas realizaciones de la presente invencion, la inflamacion esta asociada con una enfermedad o lesion, tales
como la enfermedad inflamatoria crénica y la enfermedad del sistema nervioso central.

Otra realizacion de la invencion es el uso de una enzima de la invencién para prevenir la inflamacién en un paciente,
en donde una composicién que comprende una enzima que segmenta proteoglicanos de sulfato de condroitina es
administrada al paciente. La enzima se elige entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC
ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6).

Otra realizaciéon de la presente invencién es el uso de una enzima de la invencion para tratar la inflamacién en un
paciente, en donde células asociadas con la inflamacién extraidas de un paciente son sometidas a una enzima que
segmenta proteoglicanos de sulfato de condroitina ex vivo para modificar las células. La enzima se elige entre
055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6).

En una realizaciéon, se usa una enzima de la presente invencién para tratar a un paciente en necesidad de
regeneracion de tejido neurolégico dafiado. En otra realizacién, se usa una enzima de la invencion para facilitar la
difusién y el transporte de moléculas terapéuticas capaces de bloquear y/o superar la actividad de las moléculas
inhibidoras del crecimiento neuronal en el tejido dafiado o enfermo. Las realizaciones de la presente invencion
incluyen composiciones que comprenden enzimas mutantes condroitinasa ABCI de la invenciéon y métodos para su
uso para facilitar el suministro y la difusion de agentes terapéuticos o agentes de diagnédstico, y agentes que
favorecen la regeneracion de los nervios y los axones, en células o tejidos. Preferiblemente una composicion de la
invencion es eficaz en la regeneracion de tejido neurolégico dafiado o para facilitar la difusiéon o el transporte. Una
composicion de la invencion comprende una enzima mutante condroitinasa ABCI elegida entre 055D2-3 (SEC ID N°:
1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 5B12-3 (SEC ID N°: 6).

Otras realizaciones se refieren a métodos para favorecer la exytensién o crecimiento neuronal y uso en el
tratamiento de lesiones de la médula espinal y trastornos relacionados del SNC mediante la administracion de tal
enzima mutante condroitinasa ABCIl. Una composicion de la invencion comprende una enzima mutante
condroitinasa ABCI elegida entre 055D2-3 (SEC ID N° 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N° 5) y
005B12-3 (SEC ID N°: 6).

Descripcion de los dibujos

En parte, otros aspectos, caracteristicas, beneficios y ventajas de las realizaciones de la presente invencién seran
evidentes en relacion con las siguientes descripcion, reivindicaciones anexas y dibujos que se acompafan donde:

La Figura 1 muestra los niveles relativos de proteina condroitinasa mutante en lisados de células enteras, como se
describe con mas detalle mas adelante en el Ejemplo 3.

La Figura 2 muestra los resultados de un ensayo de estabilidad de lisados de células enteras condroitinasa ABCI
mutante a 37 °C, como se describe con mas detalle en el Ejemplo 3.

La Figura 3 muestra los resultados de un ensayo de estabilidad de enzimas condroitinasa ABCI mutantes semi-
purificadas, como se describe con detalle en el Ejemplo 4.

l. Descripcion detallada

Antes de describir las presentes composiciones y métodos, se ha de entender que esta invencion no esta limitada a
las moléculas, composiciones, metodologias o protocolos descritos en particular, por cuanto estos pueden variar.
También se ha de entender que la terminologia usada en la descripcion tiene la finalidad de describir solamente
versiones o realizaciones particulares, y no se pretende limitar el alcance de la presente invencion que se limitara
tan solo por las reivindicaciones adjuntas.

También hay que sefialar que, como se usa en el presente texto y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una" y "el" o “la” incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique lo contrario con
claridad. Asi, p. €j., la referencia a “una célula" es una referencia a una o mas células y equivalentes de las mismas
conocidas por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente. A menos que se defina otra cosa, todos los términos
técnicos y cientificos usados en el presente texto tienen los mismos significados como se entienden cominmente
por un profesional con experiencia normal en la técnica. Aunque en la practica o ensayo de formas de realizacion de
la presente invencion se puede utilizar cualquier método y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente texto, se describen los métodos, dispositivos y materiales preferidos. Nada en el presente texto se ha de
considerar como admisiéon de que la invencion no esta capacitada para anteceder tal descripcion en virtud de una
invencion anterior.
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Como se usa en el presente texto, el término "aproximadamente" significa mas o menos el 10 % del valor numérico
del nimero con el que se emplea. Por tanto, significa aproximadamente el 50 % en el margen de 45 % a 55 %.

"Administrar", cuando se utiliza junto con una terapia, significa administrar una terapia directamente en o a un tejido
diana o administrar una terapia a un paciente mediante la cual la terapia impacta positivamente en el tejido al que se
dirige. Por lo tanto, como se usa en el presente texto, el término "administrar" puede incluir, pero sin limitarse a ello,
proporcionar una enzima en o a un tejido diana; proporcionar una enzima sistémicamente a un paciente mediante, p.
€j., inyeccion intravenosa por la cual el producto terapéutico alcanza el tejido diana; proporcionar una enzima en
forma de la secuencia que la codifica al tejido diana (p. ej. mediante las llamadas técnicas de terapia génica).

El término "animal" como se usa en el presente texto incluye, pero sin limitarse a ellos, los seres humanos y los
vertebrados no humanos, tales como animales silvestres, domésticos y de granja.

El término "mejora" se utiliza para expresar que la presente invencidon cambia bien sea la apariencia, o la forma, las
caracteristicas y/o los atributos fisicos del objetivo al que ha sido proporcionada, aplicada o administrada. El cambio
puede ser demostrado por cualquiera de los siguientes aspectos solos o en combinacion, incluyendo la degradacion
de los CSPGs de la zona lesionada de la médula espinal o en el SNC o la restauracion, en su totalidad o en parte,
de la funcién motriz, sensorial o autonémica del mamifero.

El término "inhibir" incluye administrar un compuesto de la presente invencién para prevenir la aparicion de los
sintomas, aliviar los sintomas, o eliminar la enfermedad, la condicién o el trastorno.

Por la expresion "farmacéuticamente aceptable”, se entiende que el vehiculo, diluyente o excipiente debe ser
compatible con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudiciales para el receptor de los mismos.

La expresién "proteina recombinante" se refiere a un polipéptido de la presente invencidon que se produce por
técnicas de ADN recombinante, en donde generalmente el ADN que codifica un polipéptido se inserta en un vector
de expresiéon adecuado que es a su vez usado para transformar una célula hospedadora para producir la proteina.
Ademas, se pretende que la frase "derivado de" con respecto a un gen recombinante incluya dentro del significado
de "proteina recombinante" las proteinas que tienen una secuencia de aminoacidos de una proteina nativa, o una
secuencia de aminoacidos similar a la misma que se genera mediante mutaciones incluyendo sustituciones y
deleciones o borrados (incluyendo el truncamiento) de una forma natural de la proteina.

Como se usa en el presente texto, el término "terapéutico” significa un agente utilizado para tratar, combatir, mejorar
o prevenir una condiciéon o la enfermedad no deseada de un paciente. En parte, las realizaciones de la presente
invencion estan dirigidas al tratamiento del sistema nervioso central, tal como la degradacion de los CSPGs de un
area lesionada de la médula espinal o en el SNC, o la restauracioén, en su totalidad o en parte, de una funcién motriz,
sensorial o autondmica del mamifero. Otras realizaciones de la invencién se dirigen a la inhibicion de la
extravasacion de células. Sin embargo, otras realizaciones de la invencion se dirigen a mejorar o facilitar la difusion,
como se discute en el presente texto. Otras realizaciones se dirigen a tratar o prevenir la inflamacion.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad efectiva", como se usa en el presente texto, se
pueden usar indistintamente y se refieren a una cantidad de un componente de compuesto terapéutico de la
presente invencion. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto terapéutico es una
cantidad predeterminada calculada para conseguir el efecto deseado, es decir, para tratar con eficacia una lesion en
el sistema nervioso central. Por ejemplo, un compuesto terapéutico que comprende una cantidad terapéuticamente
efectiva de una condroitinasa formulada para proporcionar una enzima activa estable, es suficiente para degradar
los CSPGs de un area lesionada de la médula espinal o una cantidad suficiente para restablecer, en su totalidad o
en parte, una funcién motriz, sensorial o autonémica del mamifero y puede tener como resultado una regeneracion
de neuronas en el sistema nervioso central, tal como promoviendo la extension axonal en un area lesionada. Una
cantidad terapéuticamente efectiva incluye también una cantidad eficaz para degradar CSPGs y de esa forma
promover la recuperacion de la funcion neuroldgica. Una cantidad terapéuticamente efectiva incluye también una
cantidad suficiente para modificar la extravasacion de las células o para reducir o prevenir la inflamacion.

Los términos "tratar", "tratado" o "tratamiento" como se usan en el presente texto, se refieren tanto al tratamiento
terapéutico como a las medidas profilacticas o preventivas, en donde el objeto es prevenir o retardar (reducir) una
condicion fisioldgica, trastorno o enfermedad no deseados, u obtener resultados clinicos beneficiosos o deseados.
Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitarse a ellos,
el alivio de los sintomas; la disminucion de la extension de la condicion, trastorno o enfermedad; la estabilizacion (es
decir, ausencia de empeoramiento) del estado de la condicién, trastorno o enfermedad; el retraso en el inicio o
retardamiento de la progresion de la condicién, trastorno o enfermedad; el mejoramiento de la condicién, trastorno o
estado de la enfermedad; y la remision (ya sea parcial o total), bien sea detectable o indetectable, o la potenciacion
o mejora de la condicidn, el trastorno o la enfermedad. El tratamiento incluye la obtenciéon de una respuesta
clinicamente significativa sin excesivos niveles de efectos secundarios. El tratamiento también incluye la
prolongacion de la supervivencia en comparacion con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

El proceso de "extravasacion" es conocido como la transmigracion de células, tales como leucocitos, de un vaso
sanguineo al espacio extravascular, y puede incluir ademas la migracion al tejido circundante. Como se usa en el
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presente texto, el término "leucocito” se utiliza para referirse a la clase de células asociadas con la inflamacién, que
también se puede definir como cualquiera de las diversas células sanguineas que tienen un nucleo y citoplasma.
También conocidos como gldbulos blancos, los leucocitos incluyen los neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos,
tales como células B, células T, monocitos y macrofagos. Cuatro tipos de leucocitos son particularmente importantes
en la defensa inmunitaria, incluyendo los neutréfilos, que liberan varias proteinas antibacterianas; los monocitos, que
son los precursores de macrofagos que engullen y destruyen las particulas extrafas, y los linfocitos T y B, que son
las células de reconocimiento de antigeno de las células inmunitarias.

El término "vector" se refiere a un vehiculo que puede transportar las moléculas de acido nucleico. Las moléculas de
acido nucleico que codifican el polipéptido condroitinasa se unen covalentemente al acido nucleico del vector. Con
este aspecto de la invencion, el vector puede ser, p. €j., un plasmido, un fago de cadena simple o doble, un vector
viral de ADN o ARN de cadena simple o doble, o un cromosoma artificial, tal como un BAC, PAC, YAC, O MAC.

Una realizacion de la presente invencién proporciona mutantes de condroitinasa ABCI. En una realizacién preferida,
las enzimas mutantes condroitinasa ABCI y los acidos nucleicos que las codifican son las de los clones aislados
seleccionados entre 055D2-3 (depositados en la American Type Culture Collection ( ATCC), 10801 University Blvd.,
Manassas, VA 20110 - 2209 el 26 de septiembre 2007 y que tiene una designacion de depdsito ATCC PTA-86661)
(SEC ID NO: 1 y SEC ID N ° 9), 079B6-2 (depositado en la ATCC el 26 de septiembre de 2007 y que tiene la
designacion de depdsito ATCC PTA-8662) (SEC ID N °: 2 y SEC ID NO: 10), 023G6-4 (depositado en la ATCC el 26
de septiembre de 2007 y que tiene la designacion de depdsito ATCC PTA-8659) (SECID N°: 5y SEC ID NO: 13) y
005B12-3 (depositado en la ATCC el 26 de septiembre de 2007 y que tiene la designacion de depdsito ATCC PTA-
8660) (SEC ID N °: 6 y SEC ID NO: 14). La secuencia de nucleotidos de condroitinasa ABCI se expone como SEC
ID N ° 7 y la secuencia de aminoacidos de condroitinasa ABCI se expone como SEC ID N ° 8.

Los depdsitos ATCC mencionados en el presente texto se mantendran bajo los términos del Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depédsito de Microorganismos a efectos de procedimientos de patente.
Estos depdsitos se proporcionan simplemente como conveniencia para los expertos en la técnica. Puede requerirse
una licencia para hacer, usar o vender los materiales depositados, y en el presente no se otorga tal licencia.

Una realizacion de la presente invencién proporciona mutantes de condroitinasa ABCI. En realizaciones preferidas,
tales enzimas mutantes de condroitinasa ABCI muestran una mayor actividad. En una realizacion, una enzima de la
invencion tiene un nivel de actividad enzimatica (medido por su capacidad para degradar un sustrato de CSPG) que
es de hasta aproximadamente dos veces mayor que el nivel de actividad de la correspondiente enzima de tipo
silvestre. En otra realizacién, una enzima de la invencion tiene un nivel de actividad enzimatica que es de hasta
aproximadamente tres veces mayor que la actividad de la correspondiente condroitinasa de tipo silvestre. Las
enzimas mutantes de condroitinasa ABCI se eligen entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4
(SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Mas preferiblemente, la enzima se elige entre el grupo que consiste de
055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), y 023G6-4 (SEC ID Ne°: 5).

La invencion incluye acidos nucleicos que codifican las enzimas mutantes de condroitinasa ABCI de la invencion que
tienen una actividad potenciada, y métodos para su uso. La invencion incluye secuencias de acidos nucleicos que
codifican las enzimas mutantes de condroitinasa ABCI elegidas entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°¢:
2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12- (SEC ID N°: 6). Preferiblemente, se elige una secuencia de acidos nucleicos
de la invencién entre acido nucleico 055D2-3 (SEC ID N°: 9), acido nucleico 079B6-2 (SEC ID N°: 10), acido nucleico
023G6-4 (SEC ID N°: 13) y acido nucleico 005B12-3 (SEC ID N°: 4).

En otras realizaciones preferidas, tales enzimas mutantes de condroitinasa ABCI presentan una mejor resistencia a
la inactivacion. En una realizacién, una mejor resistencia a la inactivacion permite que una enzima de la invencion
permanezca activa después de un estrés (tal como calor o UV) durante un tiempo que es hasta aproximadamente
diez veces mas prolongado que para la correspondiente condroitinasa de tipo silvestre. Por ejemplo, si una
condroitinasa de tipo silvestre mantiene una actividad medible durante hasta aproximadamente 3 dias, una enzima
condroitinasa de la invencion mantiene una actividad medible durante unos 30 dias bajo las mismas condiciones.
Las enzimas mutantes condroitinasa ABCI que tienen una mayor resistencia a la inactivacion se eligen entre 055D2-
3 (SEC ID N° 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N° 5), y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Mas
preferiblemente, se elige la enzima entre el grupo que consiste en 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2)
y 023G6-4 (SEC ID Ne°: 5).

La invencion incluye acidos nucleicos que codifican las enzimas mutantes condroitinasa ABCI de la invencion que
tienen una resistencia mayor a la inactivacion, y métodos para su uso. La invencion incluye secuencias de acidos
nucleicos que codifican las enzimas mutantes condroitinasa ABCI seleccionadas entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1),
079B6-2 (SEC ID Ne°: 2), 023G6-4 (SEC ID N° 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Preferiblemente, se elige una
secuencia de acidos nucleicos de la invencion entre acido nucleico 055D2 - 3 (SEC ID N°: 9), acido nucleico 079B6 -
2 (SEC ID N°: 10), acido nucleico 023G6-4 (SEC ID N°: 13) y acido nucleico 005B12-3 (SEC ID N°: 14).

En otra realizacion mas, se proporciona una enzima mutante de la condroitinasa ABCI que tiene una estabilidad
incrementada. La enzima muestra mayor resistencia a la inactivacion bajo condiciones de estrés, incluyendo la
exposicién a la luz UV o al calor, en comparacién con la de la enzima ABCI de tipo silvestre. En una realizacion
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preferida, la enzima muestra mayor estabilidad en comparacién con la enzima condroitinasa ABCI de tipo silvestre
después de un estimulo de estrés. Las enzimas mutantes ABCI condroitinasa que tienen mayor estabilidad se eligen
entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Mas
preferiblemente, la enzima se elige entre el grupo que consiste en 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2),
y 023G6-4 (SEC ID N°: 5).

Las enzimas de la invencion pueden ser usadas para prevenir, tratar y aliviar los sintomas de inflamacion y los
estados inflamatorios. En una realizacién, se usa una enzima mutante condroitinasa ABCI de la invencion para
prevenir, tratar o aliviar los sintomas de enfermedades inflamatorias crénicas. Una enzima mutante condroitinasa
ABCI de la invencién puede ser utilizada para tratar la inflamacion asociada con dolor, inyeccion y estados
patolégicos. Una enzima de la invencién puede ser usada para prevenir el dafio en tejidos que esta asociado con
procesos inflamatorios. Varias condiciones, incluyendo enfermedades inflamatorias cronicas, pueden beneficiarse de
la respuesta inmunitaria controlada. Algunos ejemplos de enfermedades inflamatorias crénicas incluyen el asma, la
artritis reumatoide (RA), la esclerosis multiple (MS), lupus eritematoso sistémico (LES), y la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC). También se puede usar una enzima de la invencién para regular el estado inflamatorio
asociado con una o mas enfermedades seleccionadas entre el grupo que consiste en trastornos del sistema
nervioso central, enfermedades del sistema nervioso central, lesién de la médula espinal, y enfermedades
cardiovasculares.

Las enfermedades inflamatorias, las enfermedades autoinmunitarias, y las enfermedades con un componente
inflamatorio que pueden ser tratadas con una composicién que comprende una enzima de la invencion, incluyen
también la esclerosis multiple, meningitis, encefalitis, artritis reumatoide, osteoartritis, lupus, granulomatosis de
Wegener, enfermedad intestinal inflamatoria, colitis de Crohn, colitis ulcerosa, asma, infecciones por clamidia, sifilis,
tiroiditis, arteritis temporal, polimialgia reumatica, espondilitis anquilosante, psoriasis, vasculitiditis tales como arteritis
temporal, arteritis de Takayasu, aortitis sifilitica, aneurismas infecciosos, aneurismas ateroscleréticos, aneurismas
aorticos abdominales inflamatorios, poliarteritis nodosa, enfermedad de Kawasaki, enfermedad de Churg-Strauss,
vasculitis por hipersensibilidad, enfermedad de Buerger, enfermedad veno-oclusiva inflamatoria mesentérica, flebitis,
tromboflebitis, Churg-Strauss, angitis primaria del SNC, vasculitis inducida por farmacos, cualquier arteritis o venulitis
secundaria, gota, seudogota, sarcoidosis, sindrome de Sjogren, mielitis, salpingitis de cualquier etiologia, uveitis,
enfermedad inflamatoria pélvica, glomerulonefritis de cualquier etiologia, sindrome de Goodpasture, pericarditis,
miocarditis, endocarditis, y pancreatitis.

Las enzimas de la presente invencion pueden utilizarse para modificar el acceso de las células a los espacios y
regiones extravasculares, administrando a un paciente una composicién que comprende una enzima mutante
condroitinasa ABCI de la invencidon. Las enzimas de la presente invencién pueden usarse también para reducir la
penetracion de las células asociada con la inflamacion en el tejido de un paciente, administrando a un paciente una
composiciéon que comprende una enzima de la invencién.

Las enzimas de la presente invencién pueden usarse para inhibir la extravasaciéon de las células asociada con la
inflamacion desde los vasos sanguineos administrando a un paciente una composicién que comprende una enzima
mutante condroitinasa ABCI de la invencién. La enzima de la invencién puede prevenir la extravasacion de las
células seleccionadas entre el grupo elegido entre el grupo que consiste en glébulos blancos, leucocitos, neutrofilos,
eosinofilos, basdfilos, linfocitos, células B, células T, monocitos, macréfagos y células, evitando que salgan de la
corriente sanguinea.

Las enzimas de la presente invencién pueden usarse también para el tratamiento de la inflamacién en un paciente,
sometiendo las células extraidas de un paciente a una enzima mutante condroitinasa ABCI de la invencion ex vivo
para modificar las células. Las células sanguineas modificadas pueden ser posteriormente readministradas al
paciente. Por consiguiente, el uso de las enzimas descritas en el presente texto también puede ser dirigido a
tratamientos ex vivo.

La extraccion de células puede realizarse por diversos métodos que incluyen, pero sin limitarse a ellos, la extraccion
de sangre intravenosa, transfusion, dialisis, bypass, trasplante de 6rgano y otros métodos similares que tienen por
resultado la retirada de células del cuerpo. La administracion de las células puede llevarse a cabo por los mismos
métodos utilizados para extraer las células, incluyendo, pero sin limitarse a ellos, la administracion intravenosa,
transfusion, dialisis, bypass, trasplante de érgano y similares.

Un leucocito circulante con ligandos expresados en su superficie que contienen cadenas de carbohidratos puede ser
extraido de un paciente y modificado ex vivo mediante una o mas de las enzimas mutantes ABCI de la invencion. La
extraccion puede llevarse a cabo mediante extraccion de sangre, transfusion, dialisis, bypass o trasplante de 6rgano.
Como se ha descrito, una enzima mutante condroitinasa ABCI de la invencion modifica las cadenas de
carbohidratos. Una vez modificados, los leucocitos pueden ser reintroducidos en el torrente sanguineo de un
paciente. Los leucocitos modificados seran incapaces de adherirse a selectinas, mucinas e integrinas expresadas en
el endotelio. La programacion en el tiempo de una extraccion y reintroduccion en el torrente sanguineo puede ser
optimizada observando la respuesta inflamatoria y la aparicién de leucocitos en el torrente sanguineo, una vez que
dichas células son sefaladas a sitios especificos de lesion o infeccion. Como resultado, puede ser regulada,
prevenida, reducida o controlada la extravasacion de leucocitos a los tejidos. Tal regulacion se puede utilizar en los
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métodos y tratamientos dirigidos al control y tratamiento de la respuesta inflamatoria y enfermedades con un
componente inflamatorio.

Las composiciones de la presente invencién pueden ser utilizadas para el tratamiento de lesiones de la médula
espinal y en la promocidn de la regeneracion de los axones. Las composiciones de la presente invencion pueden ser
utilizadas también para promover la plasticidad, el recrecimiento, la reparaciéon y/o la regeneracion de neuronas
disfuncionales en el SNC que han sido dafiadas como resultado de una enfermedad, tal como enfermedades
degenerativas incluyendo la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson. Ventajosamente, el uso de
polipéptidos que degradan proteoglicano o polipéptidos de transduccién de la membrana en las composiciones de la
presente invencion también favorecen la difusion y el acceso de tejido dafiado o enfermo a otros agentes
terapéuticos que promueven la regeneracion de las neuronas.

Una realizacion mas de la presente invencidbn es una composicion que comprende una enzima mutante
condroitinasa ABCI para tratar lesiones del sistema nervioso central. En realizaciones preferidas, la enzima mutante
condroitinasa ABCI se administra en una cantidad terapéuticamente efectiva. La enzima mutante condroitinasa ABCI
utilizada para el tratamiento de lesiones del sistema nervioso central se elige entre el grupo que consiste en 055D2-3
(SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Mas preferiblemente, la
enzima se elige entre el grupo que consiste en 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), y 023G6-4 (SEC ID
N°: 5). Tales lesiones del sistema nervioso central pueden incluir, pero sin limitarse a ellas, lesiones de la médula
espinal, incluyendo lesiones inducidas por traumatismo, contusiones, o lesiones de compresion.

Otra realizacion de la presente invencién es una composicion que comprende una enzima mutante condroitinasa
ABCI para favorecer la extensién neuronal. En realizaciones preferidas, la enzima mutante condroitinasa ABCI se
administra en una cantidad terapéuticamente efectiva. La enzima mutante condroitinasa ABCI que promueve la
extension neuronal se elige entre el grupo que consiste en 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-
4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Mas preferiblemente, la enzima se elige entre el grupo que consiste en
055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), y 023G6-4 (SEC ID Ne°: 5).

Otras realizaciones de la presente invencién se refieren al uso de una enzima de la invencién para promover la
recuperacion funcional neurolégica después de una lesién o enfermedad del sistema nervioso central (“SNC”). En
realizaciones preferidas, la enzima mutante condroitinasa ABCI se administra en una cantidad terapéuticamente
efectiva. En particular, la presente invencion esta dirigida a utilizar la condroitinasa para promover la recuperacion
funcional neuroldgica sensorial, motriz o autondmica después de una lesion en la médula espinal. Las
composiciones utiles en este método incluyen formulaciones aceptables de una enzima mutante condroitinasa ABCI
de la invencién, incluyendo, p. €j., formulaciones de la enzima de liberacién inmediata y liberacion sostenida. La
presente invencion también esta dirigida al uso para una enzima de la invencidén para promover la recuperacion
funcional neuroldgica después de una lesion por contusion de la médula espinal. Los tipos mas comunes de lesiones
de la médula espinal (SCI) incluyen contusiones (hematomas de la médula espinal) y lesiones por compresion
(causadas por presién sobre la médula espinal). En las lesiones por contusion, el tipo mas comun de lesion, se
forma a menudo una cavidad o un orificio en el centro de la médula espinal. Las enzimas mutantes ABCI de la
invencion pueden también usarse para degradar CSPGs. En consecuencia, una realizacion de la invencion incluye
el uso de una enzima de la invencion para degradar una o mas CSPGs usando una composicion que comprende
una enzima mutante ABCI de la invenciéon. Una composicién de la invencion eficaz para promover la recuperacion
funcional neurolégica comprende una enzima mutante condroitinasa ABCI elegida entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1),
079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6).

Una realizacion de la presente invencion es una composicion y su uso que facilita el acceso y la distribucion en las
células de un agente terapéutico y de diagndstico en la composicion, a través de membranas o en los tejidos
mediante el uso de la composicidon que incluye al menos una enzima capaz de segmentar los proteoglicanos. La
composicion comprende una enzima mutante condroitinasa ABCI elegida entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2
(SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID N°: 6). Las moléculas o agentes en la composicion
pueden incluir uno o mas factores de crecimiento, incluyendo, p. €j., factor neurotréfico derivado del cerebro, factor
de crecimiento similar a la insulina, factor de crecimiento de fibroblastos, factor neurotroéfico ciliar, factor neurotréfico
derivado del glial, factor de crecimiento transformante, factor de crecimiento glial 2, L1, GM1, factor de crecimiento
endotelial vascular, factor de crecimiento nervioso, e inmunofilinas. La composiciéon en algunas realizaciones
comprende un agente fluorescente o de contraste para formacion de imagenes. De acuerdo con una realizacion, el
agente incluye una célula para trasplante, por ejemplo una célula madre o neurona, una célula como agente de
suministro, un agente quimioterapéutico, un antibiético, un anticuerpo, o un antagonista del receptor de Nogo. Las
composiciones pueden usarse para el tratamiento de una lesién del SNC. Preferiblemente, la composicion se usa en
el tratamiento de dafo neuronal a partir de una lesién por contusion.

Los tratamientos descritos en el presente texto suministran una cantidad de una enzima mutante condroitinasa ABCI
efectiva para degradar CSPGs y de esta manera promover, p. €j., la recuperacion de la funcién neuroldgica,
incluyendo opcionalmente un agente terapéutico, para el SNC. Tales métodos pueden incluir opcionalmente
administrar, en combinacidon con una enzima mutante condroitinasa ABCI de la invencién, otra condroitinasa,
incluyendo, pero sin limitarse a ellas, condroitinasa ABCI, condroitinasa ABCII, condroitinasa AC y condroitinasa B, o
coadministrar una enzima de mamifero con actividad similar a la condroitinasa, tal como hialuronidasas Hyal1,
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Hyal2, Hyal3, Hyal4 y PH20 preferiblemente al SNC, y mas preferiblemente a las lesiones de la zona del SNC
lesionada. Una vez que las proteinas o polipéptidos en las composiciones han sido purificados hasta el punto
deseado, pueden ser suspendidos o diluidos en un vehiculo fisiolégico o excipiente apropiado para el tratamiento.

La condroitinasa se puede obtener de varias fuentes, incluyendo un microorganismo que exprese de forma natural
una condroitinasa; por ejemplo, pero sin limitarse a ellos, E. coli, Proteus vulgaris, o a partir de la expresion de una
proteina recombinante en una célula hospedadora. La célula hospedadora puede ser una célula procariética (tal
como E. coli) o una célula eucaridtica (tal como una levadura, una célula de mamifero o una célula de insecto).

Los acidos nucleicos de condroitinasa ABCI mutante de la presente invencién se pueden obtener por varios métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar la reaccidon en cadena de la polimerasa y/o otras técnicas
para generar mutaciones en el P. vulgaris de tipo silvestre u otra secuencia de codificacion de condroitinasa. En una
realizacion, puede hacerse una secuencia de acidos nucleicos que codifica una enzima mutante condroitinasa ABCI
seleccionada entre 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y 005B12-3 (SEC ID
N°: 6). Preferiblemente, se elige una secuencia de acidos nucleicos de la invencion, en donde el acido nucleico se
selecciona entre acido nucleico 055D2-3 (SEC ID N°: 9), acido nucleico 079B6-2 (SEC ID N°: 10), acido nucleico
023G6-4 (SEC ID N°: 13) y acido nucleico 005B12-3 (SEC ID N°: 14).

La expresiéon de una secuencia de acidos nucleicos ABCI mutante recombinante de la invencién puede realizarse
ligando un acido nucleico que codifica la proteina mutante ABCI, o una porcion de la misma, en un vector adecuado
para la expresion en células procariotas, o bien en células eucariotas, o ambas. Los procedimientos para la ligacion
son bien conocidos por los profesionales con una experiencia normal en la técnica. Los vectores de expresién para
la produccion de formas recombinantes de los polipéptidos condroitinasa sujetos incluyen plasmidos y otros
vectores. Por ejemplo, los vectores adecuados para la expresion de un polipéptido mutante condroitinasa ABCI
incluyen plasmidos de los tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos
derivados de pEX, plasmidos derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para la expresion en células
procariotas, tales como E. coli.

Existen varios vectores para la expresion de proteinas recombinantes en levadura y se podrian utilizar para expresar
una proteina mutante ABCI recombinante de la invencién. Por ejemplo, YEP24, YIP5, YEP51, YEP52, pYES2, y
YRP17 son vehiculos de clonacion y de expresion utiles en la introduccion de construcciones genéticas en S.
cerevisiae (véase, p. €j., Broach et al. (1983) en Experimental Manipulation of Gene Expression, ed. M. Inouyc
Academic Press, p.83.

En otra realizacion, se produce un polipéptido mutante condroitinasa ABCI de la invencién de forma recombinante
utilizando un vector de expresion generado por subclonacion de la secuencia de codificacion de una de las proteinas
condroitinasa representadas en 055D2-3 (SEC ID N°: 1), 079B6-2 (SEC ID N°: 2), 023G6-4 (SEC ID N°: 5) y
005B12-3 (SEC ID N°: 6).

En algunos casos, puede ser deseable expresar un polipéptido mutante condroitinasa ABCI recombinante de la
invencion mediante el uso de un sistema de expresion en insectos tal como el sistema de expresion de baculovirus.
Los ejemplos de tales sistemas de expresion de baculovirus incluyen vectores derivados de pVL (tales como
pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores derivados de pAcUW ( tales como pAcUW1), y vectores derivados de
pBlueBac (tales como la pBlueBac Ill que contiene 8 - gal).

Los vectores de expresion y las células hospedadoras enumeradas en el presente texto se proporcionan solamente
a titulo de ejemplo y representan los sistemas bien conocidos disponibles para los expertos en la técnica, que
pueden ser Utiles para expresar las moléculas de acido nucleico. El profesional con una experiencia normal en la
técnica estara al tanto de otros sistemas adecuados para la propagacion de mantenimiento o la expresion de las
moléculas de acido nucleico descritas en el presente texto.

Las enzimas de la invencion pueden ser formuladas en composiciones y formulaciones farmacéuticas. Las
formulaciones estables adecuadas y los métodos de purificacion se exponen en la solicitud PCT n ° US2005/017464
pendiente en comun con la presente, presentada el 18 de mayo de 2005 y titulada “Methods of Purifying
Chondroitinase and Stable Formulations Thereof’ ("Métodos de purificaciéon de condroitinasa y formulaciones
estables de la misma”).

Varias realizaciones proporcionan una formulacion estable de una enzima mutante condroitinasa ABCI de la
invencion, tanto para el almacenamiento como para la administracion. Generalmente, la enzima de tales
formulaciones estables muestra al menos aproximadamente el 50 % de actividad aproximadamente a las 24 horas,
preferiblemente al menos aproximadamente el 75 % de actividad, mas preferiblemente al menos aproximadamente
el 85 % de actividad. En otro aspecto de la invencion, las formulaciones proporcionan de forma consistente una
actividad estable de condroitinasa.

En una realizacién, la condroitinasa se formula en un tampén de fosfato, preferiblemente un tampén de fosfato
sédico con una concentracion en el intervalo de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 1 M. Una realizacién
preferida es de fosfato sédico aproximadamente 750 mM. Otra realizacion preferida es fosfato sodico
aproximadamente 100 mM. En otra realizacion, la condroitinasa se puede formular en un tampén de fosfato sédico
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que comprende ademas acetato sddico. El acetato sddico puede estar presente en el intervalo de 25 mM a
aproximadamente 75 mM. En una realizacion preferida, la concentracion de acetato sédico es de aproximadamente
50 mM. En una realizacién, una formulacion preferida para la administracién es una condroitinasa en un tampén con
un pH de aproximadamente 7,4. Otras realizaciones de formulaciones para el almacenamiento y la administracion se
proporcionan en los Ejemplos descritos.

En otras realizaciones, se proporciona una formulacién que comprende una enzima mutante condroitinasa ABCI
purificada de la invenciéon y un tampon que comprende un aumento de fuerza idnica. Las realizaciones en las que
una formulacién comprende una concentracion iénica aumentada pueden incrementar la estabilidad de una
formulacién de enzima. Por ejemplo, una realizacién preferida proporciona una formulacion con NaCl
aproximadamente 1 M en fosfato sédico. La concentracion de fosfato sédico puede ser aproximadamente 50 mM. En
una realizacioén preferida, la concentracion de almacenamiento de enzima es inferior a aproximadamente 0,4 mg/ml.

En una realizacion, una formulacién de enzima mutante ABCI condroitinasa comprende aproximadamente 0,4 mg/ml
de una enzima mutante condroitinasa ABCI de la invencién en fosfato sédico aproximadamente 100 mM, a un pH de
aproximadamente 7,4 con una especificidad de sustrato preferida para condroitina A, B y C aproximadamente la
misma.

Diversas realizaciones proporcionan una formulacién estable de una enzima mutante condroitinasa ABCI de la
invencion tanto para el almacenamiento como para la administracion. Generalmente, la enzima de tales
formulaciones estables muestra al menos aproximadamente 50 % de actividad a aproximadamente las 24 horas,
preferiblemente al menos aproximadamente 75 % de actividad, mas preferiblemente al menos aproximadamente 85
% de actividad. En otro aspecto de la invencion, las formulaciones proporcionan do forma consistente una actividad
de condroitinasa estable.

En otra realizacién, se proporciona una purificaciéon de la enzima mutante condroitinasa ABCI que comprende las
etapas siguientes: 1) extraccion de la enzima a partir de una célula, 2) separacién del extracto celular crudo usando
cromatografia de intercambio catiénico, 3) continuacion de la separacion del extracto mediante una cromatografia de
filtracion en gel, y 4) eliminacién de endotoxina mediante una membrana de intercambio aniénico para producir una
enzima mutante condroitinasa ABCI purificada de la invencién. En una realizacién, se dializa una condroitinasa ABCI
purificada de la invencion en un tampoén volatil, se liofiliza y se almacena a -80 °C.

La actividad de la condroitinasa puede estabilizarse mediante la adicién de excipientes o mediante liofilizaciéon. Los
estabilizantes incluyen carbohidratos, aminoacidos, acidos grasos y agentes tensoactivos y son conocidos por los
expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen carbohidratos tales como sacarosa, lactosa, manitol y dextrano,
proteinas tales como albumina y protamina, aminodacidos tales como arginina, glicina, y treonina, agentes
tensoactivos tales como TWEEN® y PLURONIC®, sales tales como cloruro de calcio y fosfato sddico, y lipidos tales
como acidos grasos, fosfolipidos y sales biliares.

Las enzimas mutantes condroitinasa ABCI de la invencion se pueden administrar por via tépica, local o sistémica. La
administracion topica o local es preferible para un mayor control de la aplicacién. Una enzima de la invencion,
particularmente o en combinacién con otras enzimas de la invencion o con otras enzimas degradadoras de CSPG,
se puede mezclar con un vehiculo farmacéutico apropiado antes de la administracion. La administracion incluye el
suministtro de la enzima al sitio de la lesién o el sitio en el que se encuentran los CSPGs que han de ser
degradados. Ejemplos de vehiculos y aditivos farmacéuticos utilizados generalmente son diluyentes convencionales,
aglutinantes, lubricantes, agentes colorantes, agentes disgregantes, agentes tampoén, acidos grasos isotonizantes,
agentes isotonizantes, agentes conservantes, anestésicos, agentes tensoactivos y similares, y son conocidos por los
expertos en la técnica. Los vehiculos farmacéuticos que se pueden usar incluyen dextrano, sacarosa, lactosa,
maltosa, xilosa, trehalosa, manitol, xilitol, sorbitol, inositol, albimina de suero, gelatina, creatinina, polietilenglicol,
agentes tensoactivos no idnicos (por ejemplo, ésteres de acidos grasos de polioxietilensorbitan, aceite de ricino
endurecido con polioxietileno, ésteres de acidos grasos de sacarosa, polioxietilen polioxipropilen glicol) y
compuestos similares.

Un régimen de tratamiento de acuerdo con la invencién se puede llevar a cabo por medio de la administracion de
una composicion que comprende una enzima mutante condroitinasa ABCI de la presente invencion. El régimen de
tratamiento puede comprender ademas la administracién de condroitinasa ABCI, condroitinasa ABCII, condroitinasa
AC y condroitinasa B o enzimas de mamifero con actividad similar a la condroitinasa tales como las hialuronidasas
Hyal1, Hyal2, Hyal3, Hyal4 y PH20 a las lesiones de la zona del SNC lesionada. El modo de administracion, la
programacion en el tiempo de la administracion y la dosificacion se llevan a cabo de manera tal que la recuperacion
funcional del deterioro del sistema nervioso central se potencia por la promocion del crecimiento de las neuritas.

La cantidad efectiva de condroitinasa puede administrarse en una dosis simple, en dos dosis o en varias dosis.
Aunque se ha de entender que la dosis se puede administrar en cualquier momento, en una realizaciéon se
administra la dosis dentro de las 12 horas posteriores a la lesién, o lo antes posible. En otra realizacion, la dosis se
administra a un mamifero lesionado en una, en dos o en varias dosis; tales dosis dependerian de la gravedad de la
lesion y la cantidad de CSPGs presentes en la cicatrizacion glial. Cuando se administran varias dosis, pueden ser
suministradas sobre una base diaria, semanal o quincenal. El suministro de las dosis puede ser mediante un catéter



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2473610713

0 una jeringa. Alternativamente, el tratamiento se puede administrar durante la cirugia para permitir la aplicacion
directa a la cicatriz glial.

Por ejemplo, en algunos aspectos, la invencion esta dirigida a una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto, como se define anteriormente, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable, o una cantidad
efectiva de una composicién farmacéutica que comprende un compuesto como se define anteriormente.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar de la manera convencional por cualquier via en la
que sean activos. La administracion puede ser sistémica, topica, u oral. Por ejemplo, la administracion puede ser,
pero sin limitarse a ellas, parenteral, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, transdérmica, oral,
bucal, u ocular, o por via intravaginal, por inhalacién, por inyecciones de depésito, o por implantes. Asi pues, los
modos de administracion para los compuestos de la presente invencion (ya sean solos o en combinacion con otros
productos farmacéuticos) pueden ser, pero sin limitarse a ellos, sublingual, inyectable (incluyendo formas de accion
corta, deposito, implantes y pildoras inyectados por via subcutanea o intramuscular), o mediante el uso de cremas
vaginales, supositorios, 6vulos vaginales, anillos vaginales, supositorios rectales, dispositivos intrauterinos y formas
transdérmicas, tales como parches y cremas.

Los modos especificos de administracion dependeran de la indicacion. La seleccion de la via de administracion
especifica y el régimen de dosis ha de ser ajustada o valorada por el médico de acuerdo con métodos conocidos por
el clinico con el fin de obtener la respuesta clinica 6ptima. La cantidad de compuesto a administrar es aquella
cantidad que sea terapéuticamente efectiva. La dosis a administrar dependera de las caracteristicas del sujeto que
se esta tratando, p. ej., el animal tratado en particular, la edad, el peso, la salud, los tipos de tratamiento
concurrente, si hay alguno, y la frecuencia de los tratamientos, y puede ser determinada faciimente por un
profesional experto en la técnica (por ejemplo, por el médico).

Las formulaciones farmacéuticas que contienen los compuestos de la presente invencion y un vehiculo adecuado
pueden ser formas de dosificacion solidas que incluyen, pero sin limitarse a ellas, comprimidos, capsulas, sellos,
pastillas, pildoras, polvos y granulos; formas de dosificacion topica, que incluyen, pero sin limitarse a ellas,
soluciones, polvos, emulsiones fluidas, suspensiones fluidas, semisdélidos, pomadas, pastas, cremas, geles y jaleas,
y espumas; y formas de dosificacion parenteral que incluyen, pero sin limitarse a ellas, soluciones, suspensiones,
emulsiones, y polvo seco; que comprende una cantidad efectiva de un polimero o copolimero de la presente
invencion. También es sabido en la técnica que los ingredientes activos pueden estar contenidos en tales
formulaciones con diluyentes farmacéuticamente aceptables, cargas, disgregantes, aglutinantes, lubricantes,
agentes tensoactivos, vehiculos hidréfobos, vehiculos solubles en agua, emulsionantes, tampones, humectantes,
hidratantes, solubilizantes, conservantes y similares. Los medios y métodos para la administracion son conocidos en
la técnica y un experto puede consultar diversas referencias farmacolégicas para su orientacion. Por ejemplo, puede
consultarse Modern Pharmaceutics, Banker y Rhodes, 4 @ Ed., Informa Healthcare ( 2002); y Goodman and Gilman’s
The Pharmaceutical Basis of Therapeutics, 102 ed., McGraw -Hill (2001).

Los compuestos de la presente invencion pueden ser formulados para administracion parenteral por inyeccion, p. €j.,
por inyecciéon en bolo o infusion continua. Los compuestos se pueden administrar por infusion continua por via
subcutanea a lo largo de un periodo de aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 24 horas. Las
formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosis unitaria, por ejemplo en ampollas o en
recipientes de dosis multiples, con un conservante incorporado. Las composiciones pueden tomar formas tales como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de formulacion
tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Para administracion oral, los compuestos se pueden formular facilmente mediante la combinacion de dichos
compuestos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales vehiculos permiten
que los compuestos de la invencion sean formulados en forma de comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para la ingestién oral por el paciente que ha de ser
tratado. Los preparados farmacéuticos para uso oral pueden ser obtenidos afiadiendo un excipiente sélido, moliendo
opcionalmente la mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, después de afiadir los agentes auxiliares
adecuados, si se desea, para obtener comprimidos o nicleos de grageas. Los excipientes adecuados incluyen, pero
sin limitarse a ellos, cargas tales como azucares, incluyendo, pero sin limitarse a ellas, lactosa, sacarosa, manitol y
sorbitol; preparados de celulosa tales como, pero sin limitarse a ellos, almidén de maiz, almidon de trigo, almidén de
arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto, metil celulosa, hidroxipropilmetil-celulosa,
carboximetilcelulosa sédica, y polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afiadir agentes disgregantes, tales
como, pero sin limitarse a ellos, polivinil pirrolidona entrecruzada, agar, o acido alginico o una sal del mismo tal como
alginato sddico.

Pueden proporcionarse nucleos de grageas con recubrimientos adecuados. Para este propésito, pueden usarse
soluciones de azucar concentradas, que opcionalmente pueden contener goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas
de disolventes. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de las grageas para
la identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.
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Los preparados farmacéuticos que pueden usarse por via oral incluyen, pero sin limitarse a ellos, capsulas duras
hechas de gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un plastificante tal como glicerol o
sorbitol. Las capsulas de ajuste a presion pueden contener los ingredientes activos mezclados con una carga tal
como, p. €j., lactosa, aglutinantes tales como, p. e€j., almidones, y/o lubricantes tales como, p. €j., talco o estearato
de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los compuestos activos pueden estar
disueltos o suspendidos en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles
liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes. Todas las formulaciones para administracion oral deben estar en
dosificaciones adecuadas para tal administracion.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de, p. €j., comprimidos o pastillas formuladas
de una manera convencional.

Para la administracion por inhalacién, los compuestos para ser usados de acuerdo con la presente invenciéon se
suministran convenientemente en forma de una presentacion de aerosol de pulverizaciéon de envases presurizados o
un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, p. e€j., diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la unidad de
dosificaciéon se puede determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Pueden
formularse capsulas y cartuchos, p. €j. de gelatina, para ser usadas en un inhalador o insuflador que contiene una
mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidoén.

Los compuestos de la presente invenciéon también pueden formularse en composiciones rectales, tales como
supositorios 0 enemas de retencion, p. ej., que contienen bases de supositorio convencionales tales como manteca
de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, los compuestos de la presente invencién pueden también
formularse como preparado de depdsito o de liberacion lenta. Tales formulaciones de accion prolongada pueden
administrarse por implantacion (por ejemplo subcutanea o intramuscular) o por inyeccién intramuscular.

Las inyecciones de depdsito pueden administrarse entre aproximadamente 1 y aproximadamente 6 meses, o en
intervalos mas largos. Asi, p. €j., los compuestos se pueden formular con materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (por ejemplo como emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como derivados
escasamente solubles, p. ej., como una sal escasamente soluble.

En la administracion transdérmica, los compuestos de la presente invencién, por ejemplo, se pueden aplicar a un
emplasto, o se pueden aplicar por sistemas terapéuticos transdérmicos, que se suministran al organismo en
consecuencia.

Las composiciones farmacéuticas de los compuestos pueden comprender también vehiculos o excipientes
adecuados en fase solida o en gel. Los ejemplos de tales vehiculos o excipientes incluyen, pero sin limitarse a ellos,
carbonato calcico, fosfato calcico, diversos azucares, almidones, derivados de celulosa, gelatina, y polimeros tales
como, p. €j., polietilenglicoles.

Los compuestos de la presente invencion se pueden administrar también en combinacion con otros ingredientes
activos, tales como, por ejemplo, coadyuvantes, inhibidores de proteasa, u otros farmacos o compuestos
compatibles en donde se ve que tal combinacion es deseable o ventajosa para el logro de los efectos deseados de
los métodos descritos en el presente texto.

Los métodos que siguen se usan para ilustrar las diversas realizaciones de la presente invencion. Los métodos son
a titulo de ejemplo y no se ha de entender que limiten la invencion.

EJEMPLO 1

El presente ejemplo ilustra la generacion de enzimas mutantes condroitinasa ABCI ejemplares y acidos nucleicos de
acuerdo con la presente invencion.

Clonacién de cABCI de tipo silvestre: Se generd condroitinasa ABCI mediante PCR usando el cADN de longitud
completa de P. vulgaris y se clon6 en el vector de expresion pET15b en los sitios Ndel y BamHI. El vector se
expreso en E. coli (Prabhakar V, et al. Biochem J. 2005).

Mutagénesis aleatoria de cABCI: El gen de condroitinasa ABCI se dividi6 en cuatro mddulos. Se realizé la
mutagénesis aleatoria en cada uno de los moédulos, usando el kit GeneMorph Il (Stratagene) para crear un producto
que contiene 1-2 cambios de aminoacidos por mutante. Los productos fueron clonados y transformados en DH10B
de E. coli de forma que el nimero de colonias obtenidas que contienen la estructura correcta del clon era de al
menos 5 veces el numero de genes mutantes individuales que se predice que existen en la poblacion de ADN. Las
colonias se agruparon y el ADN de plasmido se purifico y se utilizé para transformar la cepa de expresion, BL21.

Ensayo de estrés térmico: Cepas de E. coli que expresan las enzimas cABCI mutadas se sembraron en placa
clonalmente para crecimiento e induccién (Overnight Express, Novagen) en placas de 96 pocillos. También se
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incluyeron E. coli que expresan la enzima de tipo silvestre. La proteina total se extrajo de los sedimentos de
bacterias resultantes usando BPER (PIERCE) seguido por una dilucion 1:50 con PBS. Las muestras fueron
sometidas a un estrés térmico de 42 °C en un incubador humidificado durante 2 horas. Las muestras se mezclaron
después con un volumen igual de sulfato de condroitina C de 0,25 mg/ml (Sigma), un sustrato de cABCI que tiene
por resultado la escision de las cadenas GAG . Después de una incubacién a temperatura ambiente de 10 minutos,
se afiadio reactivo DMB, y se midié la absorbancia a 660 nm. Las identificaciones positivas con medidas de
absorbancia mayores que la enzima de tipo silvestre en la misma placa se contaron como éxitos positivos, indicando
mayor actividad después del estrés térmico.

Creacion de la biblioteca recombinada: Los diez clones mas resistentes térmicamente de los moédulos A, By C
fueron recombinados de manera aleatoria para producir una biblioteca de productos combinatoria. Los productos de
la PCR de cada médulo se combinaron en una relacién equimolar, con un equivalente molar del correspondiente tipo
silvestre también presente. Esto cre6 un grupo de 9 secuencias variantes para el Médulo C, y un agrupamiento de
11 variantes para los dos modulos A y B. Se realizé una ligacion de 3 vias en la que cada médulo sélo podia ser
ligado en la orientacion correcta con el médulo o médulos flanqueante apropiados y se ligé en el ADN del vector
pET15b para producir clones de expresion que contienen cABCI de longitud completa. El tamafio total de esta
biblioteca es 1089 secuencias cABCI variantes. El nimero de colonias obtenidas que contienen la estructura clénica
correcta era de al menos 5 veces el numero de genes mutantes individuales previsto. La ligacion se ponder6 para
producir en su mayor parte clones que contienen dos o tres médulos mutantes, creando de esta manera nuevas
combinaciones de las mutaciones identificadas en los "hits" (identicaciones) del cribado inicial.

EJEMPLO 2
El presente ejemplo ilustra a titulo de ejemplo enzimas mutantes condroitinasa de la presente invencion.

Se confirmd que se generan mutantes térmicamente estables por medio del proceso de evolucion molecular. El
ensayo de DMB modificado identificé los clones con mayor estabilidad térmica a 42 °C durante 2 horas, en
comparacion con cABCI de tipo silvestre. Es probable que la estabilidad a esta temperatura confiera mayor
estabilidad a 37 °C, permitiendo la facilidad de manipulaciéon y el suministro para los estudios in vivo, ya que
pudieron ser utilizadas minibombas permanentes para la dosificacién. Los modulos individuales tuvieron como
resultado un margen esperado de identificaciones positivas globalmente, como se define por los parametros de
estudio.

Los clones que tienen una mayor estabilidad térmica fueron caracterizados por secuenciacion. Todas las secuencias
de nucledtidos y aminoacidos son indicadas como el tipo silvestre y después la version mutante (tipo silvestre a
mutante).

Enzima mutante condroitinasa | Secuencia de | Condroitinasa ABCI mutante | Secuencia de

ABCI (proteina) aminoacidos (acido nucleico) nucledtidos

Proteina 055D2-3 E256 a K256 Acido nucleico 055D2-3 (SEC ID | T450 a C450

(SEC ID N° 1) N9) G766 a A766
C2295 a T2295

Proteina 079B6-2 D683 a N683 Acido nucleico 079B6-2 (SEC ID | G2047 a A2047

(SEC ID N° 2) N°19)

Proteina 079D2-2 Acido nucleico 079D2-2 (SEC ID | A1773 a G1773

(SEC ID N° 3) N1 G1980 a A1980

T2068 a C2068
A2076 a G2076

Proteina 057G1-1 Acido nucleico 057G1-1 (SEC ID | G483 a A483
N° 12)
(SEC ID N° 4) T1110a C1110

T1821 a C1821

Proteina 023G6-4 1919 a F919 Acido nucleico 023G6-4 (SEC ID | A2755 a T2755
N° 13)
(SEC ID N° 5) A736 a P736 G2206 a C2206
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Enzima mutante condroitinasa | Secuencia de | Condroitinasa ABCI mutante | Secuencia de
ABCI (proteina) aminoacidos (acido nucleico) nucledétidos
Proteina 005B12-3 E296 a K296 Acido nucleico 005B12-3 (SEC | G985 a A985

ID N° 14)
(SEC ID N° 6)
EJEMPLO 3

Evaluacion de la Estabilidad - Estabilidad a 37 °C del Lisado Bacteriano. Condroitinasa ABCI de tipo silvestre y

variante que expresan E. coli fueron expandidas y expresadas en placas de 96 pocillos. Se prepararon extractos de

5 proteina a partir de los sedimentos bacterianos resultantes. Los sedimentos se lisaron con BPER (Pierce) durante

diez minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 1000 g para sedimentar cualquier material insolubilizado.

Los sobrenadantes se transfirieron a recipientes nuevos. El contenido de proteina se normalizé usando un ensayo

de proteina BCA. Los lisados también se analizaron en geles de SDS-PAGE vy se tifieron con Coomassie. La

cantidad de enzima producida se determiné utilizando el software GeneTools (Syngene) comparando el tamarfio de

10 la banda de enzima con todas las demas bandas de proteina extraida (histograma copiado al final del documento).
El porcentaje de enzima sobre la base de la proteina total del lisado de células se muestra en la Figura 1.

Las muestras fueron sometidas a un estrés térmico de 37 °C en un incubador humidificado. Se midié la actividad en
incrementos a lo largo del tiempo usando un ensayo DMB colorimétrico (dimetil, azul de metileno). Las muestras se
mezclaron con un volumen igual de 0,25 mg/ml de sulfato de condroitina C, un sustrato de la condroitinasa ABCI que

15 resulta en la segmentacion de las cadenas GAG. Después de una incubacion de diez minutos a temperatura
ambiente se afiadio reactivo DMB y se midio la absorbancia a 660 nm. Los resultados se representan en la Figura 2
y en las Tablas IA y IB que siguen.

Tabla 1A: Tiempo (dias) a 37 °C

0,00 | 0,71 | 1,00 | 1,65 | 2,81 | 3,69 | 4,69 | 9,69 | 11,69

057G1-1 | 0,94 | 1,04 | 0,88 | 1,05 | 0,90 | 1,18 | 1,04 | 0,90 | 0,69

023G6-4 | 0,94 | 1,06 | 1,03 | 1,05 | 0,92 | 1,22 | 1,04 | 1,04 | 1,08

005B12-3 | 0,97 | 1,08 | 0,91 | 1,10 | 0,93 | 1,24 | 1,11 | 1,09 | 0,97

079D2-2 | 0,93 | 1,06 | 0,92 | 1,05 | 0,90 | 1,18 | 1,02 | 0,85 | 0,72

079B6-2 | 0,93 | 1,08 | 0,89 | 1,05 |1,05| 1,18 | 1,07 | 1,12 | 1,12

021B8-3 | 0,97 | 1,07 | 0,91 | 1,08 | 0,95 | 1,22 | 1,08 | 1,07 | 0,92

055D2-3 | 0,92 | 1,03 0,86 | 1,06 | 0,92 | 1,15 | 1,04 | 1,03 | 0,92

+cABC1 0,95 (1,07 |1,02|1,09]|0,18 | 0,09 | 0,03 | 0,08 | -0,03

20  Tabla 1B: Tiempo (dias) a 37 °C (continuacion)

13,69 | 16,69 | 18,69 | 20,69 | 23,69 | 25,69 | 27,69 | 31,69

057G1-1 | 0,30 | 0,20 | 0,19 |-0,01 | 0,06 | 0,09 | 0,11 0,08

023G6-4 | 1,00 | 0,95 | 0,60 | 0,01 0,09 | 0,16 | 0,18 | 0,05

005B12-3 | 0,63 | 049 (046 | 0,02 | 0,02 |0,03 |[009 |O0,15

079D2-2 | 032 | 0,28 (0,32 |0,06 |0,18 | 0,23 | 0,09 | 0,08

079B6-2 | 1,07 | 1,07 (094 |0,73 |038 |042 |0,27 | 0,14

021B8-3 | 0,42 | 1,19 (0,15 | 0,08 | 0,22 |0,0 | 0,70 | 0,03

055D2-3 | 0,57 | 0,21 0,29 | 0,30 | 0,21 0,14 | 0,14 | 0,11

+cABC1 0,02 | -0,13 | 0,06 |-0,01 | 0,05 | 0,06 | 0,09 |0,05
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EJEMPLO 4

Estabilidad a 37 ° C semipurificado. Todas las enzimas procedentes de E. coli que expresa condroitinasa ABCI de
tipo silvestre y variante se purificaron usando una columna SP de alta velocidad. Las muestras de proteina se
normalizaron mediante la A280 para coincidir con la lectura de la absorbancia de la enzima nativa (0,35) por dilucion
en tampoén para eluciéon (acetato de Na 20 mM + NaCl 250 mM). También se reconstituyé una enzima cABCI
totalmente purificada y se diluyé hasta una A280 de 0,35 la misma que la muestra nativa semipurificada. Se tomaron
lecturas de actividad inicial para todas las muestras usando un ensayo espectrofotométrico de sustrato de
condroitina C. El ensayo mide el producto producido por la digestion de sulfato de condroitina C a lo largo del tiempo
a A232. Las muestras fueron sometidas a un estrés térmico de 37 °C en un incubador humidificado. Se tomaron
lecturas de la actividad todos los dias hasta que la muestra nativa perdié toda la actividad. El ensayo de las
muestras restantes continué 3 veces por semana. Las lecturas de actividad mostradas como porcentaje de la
actividad total retenida para unas pocas variantes se presentan en la Figura 3 y en las Tablas 2A y 2B que siguen.

Tabla 2A: Tiempo (dias) a 37 °C

0,50 | 150 |[250 |3,79 |4,79 |579

cABCI 56,43 | 34,45 | 25,48 | 14,42 | 8,63 | 5,77
023G6-1 58,32 | 42,28 | 41,70 | 31,96 | 24,61 | 19,82
0,79B6-2 65,23 | 54,21 | 44,96 | 35,14 | 19,09 | 17,93

cABCl purificada | 33,78 | 18,64 | 11,21 | 4,51 1,59 | 0,66

Tabla 2B:
6,79 |8.79 | 11,79 | 13,79 | 15,79 | 18,79
cABCI 355 | 223 (0,74 |0,00 | 0,00 |0,00
023G6-1 15,23 | 12,41 | 9,00 | 6,74 | 3,76 | 1,86
0,79B6-2 13,89 | 10,76 | 5,02 | 2,89 | 1,51 1,10
cABCI purificada | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
EJEMPLO 5

Estabilidad de condroitinasa mutante después del tratamiento con UV. Después del crecimiento y la expresion, se
extrae un mutante de condroitinasa usando BPER (Pierce) como anteriormente y se expone a la luz UV. La actividad
de liasa de la condroitina se mide mediante un ensayo de DMB.
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Pro

Pro

25

Asp

Gly

Lys

phe

Phe

105

val

Lys
10

Leu
LyS
Gly
Glu
Trp
g0

Gly

Lys

15

Asn

Ala

Arg

ser

Ala

75

Leu

Glu

Leu

Leu

Asp

Ser

aer

60

ser

Tyr

Lys

ASp

Met

Phe

Ile

45

Phe

Lys

ASn

Leu

Phe
125

Gln
ser
30

Met
Thr
Ala
Glu
Ile

110

Thr

ser

15

Ser

Gly

Leu

Trp

LYS

95

ser

Gly

Glu

Asp

Asn

HiS

Gly

80

Pro

Thr

Trp



Arg

Thr

145

Ser

val

Leu

val

225

Ile

Glu

Thr

Gln

Leu

305

AsSn

GIn

Gly

Ser

Thr

130

Leu

Arg

Asn

Asp

Ser

210

Thr

Asn

AsSn

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Phe

Ser
370

val

Asn

Ser

val

Asp

Glu

Pro

Glu

Ile

Ala

275

Ile

ASp

Ser

Lys

val

355

Arg

Gly

Ala

Leu

Ser

180

Ala

Pro

Glu

Phe

ser

260

Asn

Ile

Asn

Arg

Gin

340

Lys

Trp

val

Thr

Gly

Gln

Arg

Glu

Asn

val

245

Lys

Gly

TYyr

Tyr

Ala

325

Met

Gly

Trp

Ser

Asn

150

Ala

Gly

Tyr

Ile

Leu

230

Gly

Leu

Gly

Gln

val

310

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

Leu

135

Thr

Lys

Glu

Gin

GIn

215

Ala

Gly

Lys

Thr

Pro

295

Ile

val

Leu

Ala

Ile
375

ES 2473610713

Asn

ser

val

Ile Ty

Ala

Glu

ser

Gln

280

Glu

Leu

Leu

ieu

Leu

360

Ser

Asn

ser

Asp

185

Ser

His

Ile

Lys

Asn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

Asp

ASpP

Ser

170

Ile

ASp

AsSn

ASpP

Glu

250

Phe

Arg

Leu

Asn

Thr

Leu

16

Leu
Gly
Ile
Asp
Tyr
val
Leu
235
Thr
Asp
His
Asn
Tyr
315
Asp
Lys
Thr

Leu

Glu

140

Thr

Arg

Arg

Gln

Lys

Ile

Asn

Ala

teu

ser

300

Thr

Pro

His

His

Met
380

Asn
Gln
Phe
Ile
1

Pro

Arg

Leu

Leu

Ile

285

Glin

Thr

Thr

Leu

His

365

sSer

Arg

AsSp

Lys

Met

190

Lys

Gln

GlIn

Ala

AsSn

270

Thr

ASp

Leu

GIn

Leu

350

Trp

AsSp

Glu

Ser

Ala

175

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

255

Thr

ASp

Lys

Met

Asp

Gly

Ala

Met

Ile

160

Pro

ser

Arg

Pro

Leu

240

Lys

His

Lys

GIn

Phe

320

Ala

GIn

Tyr

Leu



Lys

Ser

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Tyr

Ser

val

Thr

Ser

His

val
625

Glu

Arg

Asp

Leu

Ser

450

Asp

Pro

Leu

Leu

921

ser
Pr‘o
Gln
Leu
Arg

Trp

Ala

Glu

Lew

Leu

435

His

Gly

Gly

Leu

LyS

315

Leu

val

Asp

Asn

Pro

595

Trp

Ser

Asn

Phe

Asp

Glu

Tyr

Leu

Tyr

Ar

50

Lys

Pro

Ala

Lys

Glu

580

Gln

Gin

Ser

Leu

Tyr

Pro

Ile

Arg

Ser

485

ASp

Ala

Leu

GIn

Thr

565

ser

Gly

Asp

Glu

Gln

390

Ser

Phe

ASp

Thr

Pro

470

Phe

Thr

Met

Ala

Thr

Phe

Lys

Ile
630

Ser

Asn

ASp

Gly

ASp

Pro

Pro

val

Gly

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Met

615

Tyr

ES 2473610713

Glin

Phe

Thr

Gln

440

Ala

Gly

Ala

Phe

ser

520

Arg

Tyr

Ser

Ile

Ala

600

val

Asn

val

Asp

Leu

425

Lys

Leu

Thr

Phe

Ser

505

Ala

His

Trp

Tle

Phe

585

Phe

_Thr

Lys

Tyr

Met

410

Ser

Arg

Thr

Ala

LyS

val

Trp

Pro

Leu

Tyr

570

Gly

Asn

Leu

Asp

17

Asp

Lys

Arg

Ile

Glin

Trp

Asn

Gly

Ile

Leu

Ala

Leu

Glu

Gly

Lys

Asn
635

Ser

val

Gln

Asn

val

460

Arg

Atla

Glu

Tyvr

ASn

540

Met

Ala

Thr

Gly

Ala

620

Arg

Leu

ser

His

Leu

445

Pro

His

Ser

Ser

Ser

525

Ser

Ser

Ile

1le

Ala

605

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Leu

430

val

Pro

Glu:

Gin

Gly

510

Asn

Pro

Ala

Ser

Thr

590

Phe

Asn

Gly

Trp

Asn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Pro

Ser

Lys

Asp

575

Pro

Gly

Thr

Arg

Tyr

400

Ser

Leu

Thr

Gly

Asn

480

Asn

Glu

Leu

Ser

560

Lys

Ala

Ile

ASNn

Tyr
640
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GIn Ser His Gly val Ala Gln Ile val Ser Asn Gly Ser GlIn Leu Ser
645 650 655

GIn Gly Tyr GIn GIn Glu Gly Trp Asp Trp Asn Arg Met Pro Gly Ala
660 665 670

Thr Thr Ile His Leu Pro Leu Lys ASp Leu Asp Ser Pro Lys Pro His
675 680 685

Thr Leu Met GIn Arg Gly Glu Arg Gly Phe Ser Gly Thr Ser Ser Leu
690 695 700

Glu Gly GIn Tyr Gly Met Met Ala Phe Asp Leu Ile Tyr Pro Ala Asn
705 710 o 715 720

Leu Glu Arg Phe Asp Pro Asn Phe Thr Ala Lys Lys Ser val Leu Ala
72 730 735

Ala Asp Asn His Leu Ile Phe Ile Gly Ser Asn Ile Asn Ser Ser Asp
740 745 750

Lys Asn Lys Asn val Glu Thr Thr Leu Phe Gln His Ala Ile Thr Pro
755 760 765

Thr Leu Asn Thr Leu Trp Ile Asn Gly GIn Lys Ile Glu Asn Met Pro
770 775 780

Tyr Gln Thr Thr Leu GIn Gin Gly Asp Trp Leu Ile Asp Ser Asn Gly
785 790 795 800

Asn Gly Tyr Leu Ile Thr GIn Ala Glu Lys val Asn val Ser Arg Gln
805 810 815

His GIn val Ser Ala Glu Asn Lys Asn Arg GlIn Pro Thr Glu Gly Asn
820 825 830

Phe Ser Ser Ala Trp Ile Asp His Ser Thr Arg Pro Lys Asp Ala Ser
835 840 845

Tyr Glu Tyr Met val Phe Leu Asp Ala Thr Pro Glu Lys Met Gly Glu
850 855 _ 860

Met Ala GIn Lys Phe Arg Glu Asn Asn Gly Leu Tyr Gin Vval Leu Arg
865 870 875 880

Lys Asp Lys Asp val His Ile Ile Leu Asp Lys Leu Ser Asn val Thr

18
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Gly

Lys

Leu

Ala

945

Ser

Thr

Leu

Tyr

val

Ile

930

Ala

Ala

Glu

Ser

<210> 2
<211> 997
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Ala

Ash

915

val

Yhr

ASp.

Leu

Pro
995

Phe

900

Lys

ser

Pro

Lys

Thr

980

Leu

<223> Proteus vulgaris

<400> 2
Ala Thr Ser Asn

1

Ile

Lys

Gin

Lys

Arg

Tyr

Asn

ser

50

Lys

Ser

His

Ser

35

Leu

Leu

Ser

Phe

20

Ile

Leu

Ile

Thr

885

Tyr

Pro

Ala

val

Asn

965

Phe

Pro

Pro

Ala

Leu

Trp

val

Pro
85

GIn

Ala

val

Thr

950

Ser

Thr

Ala

Gln

Thr

Lys

Pro

70

val

Pro

Ile

Thr

935

Ile

Glu

ser

Phe

Asn

Leu

Trp

55

Thr

Phe

ES 2473610713

Ala

val

920

Pro

Asn

val

Tyr

Asp

Asn

ser

40

Lys

Asp

Ser

ser
9205
Met

ASp

val

LyS.

Phe
983

Pro

Pro

25

Asp

Gly

LYyS

Phe

830

Ile

Thr

Leu

Thr

Tyt

970

Gly

Lys

Gly

Glu

Trp
90

19

Glu

His

ASD

Ile

AsSn

Ala

Arg

Ser

Ala

75

Leu

ASp Lys

Arg Gln
925

Met Thr
940
Asn Gly

val ser

Pro Gl1n

Leu Met GIn

Asp Phe ser

Lys

Arg

LysS

Gly

Glu
990

Ser

895

Ile

Asp

GIn

Trp

Asp

Ile

15

30

ser Ile Met

45

ser Phe Thr

60

Ser Lys Ala

Tyr Asn Glu

Ser

Gly

Leu

Trp

Lys

Thr

Lys

Gln

960

Asn

Lys

Glu

Asp

Asn

His

Gly

80

Pro



Ile

ser

Arg

Thr

145

Gly

Ser

val

Leu

val

225

Ile

Thr

GIn

Leu

305

AsSn

Gln

Asp

Glu

Thr

130

Leu

Arg

AsSn

Asp

ser

210

Thr

Asn

Asn

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Gly

Ala

115

val

Asn

ser

val

Pro

Glu

Ile

Asp

ser

Lys

Tyr

100

Gln

Gly

Ala

Leu

Ser

180

Ala

Pro

Glu

Phe

Ser

260

Asn

Ile

Asn

Arg

GIn

Leu

Ala

val

Thr

Gly

GIn

Arg

Glu

AsSnh

val

245

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Ala

325

Met

Thr
Gly
Ser
Asn
150
Ala
Gly
Tyr
Ile
Leu
230
Gly
Leu
Gly
GIn
val

310

Tyr

Tyr

Ile

Phe

Leu

135

Thr

Lys

Glu

GIn

GlIn

215

Ala

Gly

Lys

Thr

ES 2473610713

ASp

Lys

Asn

Ser

val

Ile

Trp
200

Phe.

Ala

Glu

ser

Gin

280

Pro

295

Ile

val

Leu

Glu

Leu

Leu

Leu

Phe

105

val

Asn

Ser

Asp

TYyr

185

Ser

His

Ile

Lys

265

Gly

Asn

Gly

Glu

Met

Gly
LYyS
Asp
ASp
ser
170
Ile
Asp
Asn
Asp
Glu
250
Phe
Arg
lL.eu
Asn

Lys

Thr

20

Glu

Leu

Leu

ASp

Tyr

val

Leu

235

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

315

Asp

Lys

Lys

Asp

Glu

140

Thr

Arg

Arg

GIn

Asn

Ala

Leu

Ser

300

Thr

Pro

His

Leu

Phe

125

Asn

Gin

Phe

Ile

val

205

Pro

Arg

Leu

Leu

Gln

Thr

Thr

Leu

Ile

110

Thr

Arg

ASp

Lys

Met

190

Lys

GIn

Gln

Ala

Asn

270

Thr

Asp

Leu

Gln

Leu

Ser

Gly

Glu

ser

Ala

175

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

255

Thr

ASp

Lys

Met

Lys

335

Asp

Thr

Trp

Met

Ile

160

Pro

ser

Arg

Pro

Leu

240

Glu

His

Lys

GIn

Phe

320

Ala



Gly

Ser

LysS

ser

Ser

Leu

Phe

LyS

465

Tyr

Tyr

Ser

val

545

Ser

Thr

Phe

ser

370

Glu

Arg

Asp

Leu

ser

450

AsSp

Pro

Leu

Leu

Pro

Gln

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

435

Gly

Gly

Leu

515

Leu

val

Asp

AsSn

340

LYyS

Trp

Asn

Phe

Tyr

_Leu

TYyr

500

Lys

Pro

Ala

Lys

Glu
580

Gly

Trp

Leu

Lys

405

Tyr

Pro

Ile

Arg

Ser

485

ASp

Ala

Leu

6ln

Thr

565

Ser

Ser

Tyr

Glin

390

ser

Phe

Asp

Thr

Pro

470

Phe

Thr

Met

Ala

Leu

Thr
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Ala

Ile

375

Thr

ser

Asn

ASp

ASp

Pro

Pro

val

Tyr

Ala

Ala

Leu
360
Ser
Gln

Phe

Thb

345
val
Thr
val

Asp

Leu

. 425

Gln
440
Ala
Gly

Ala

Phe

LN
NYD
Oy

Tyr

ser

Ile

Lys

Leu

Thr

Phe

ser

505

Ala

His

Trp

ile

Phe
585

Thr

Leu

Tyr

Met

410

Ser

Arg

Thr

Ala

Trp 1

Pro

Leu

Tyr

570

Gly

21

Thr

teu

Lys

Arg

Ile

Gln

Trp

Asn

Gly

Leu

Leu

Glu

His

Met

380

Ser

val

GIn

Asn

val

460

Arg

Ala

Glu

Tyr

Asn

540

Met

Thr

His

365

Ser

Leu

ser

His

Leu

445

Pro

His

ser

Ser

350

Trp
Asp
Leu
Ala
Leu
430
val
Pro

Glu

GIn

ser Asn

525

Ser

sSer

Ile

Ile

Pro

ala

ser

Thr
590

Gly

Ala

Trp

Asn
Gly
Gly
Leu
495
Trp
Pro
ser
Lys
Asp

575

pPro

Tyr

Leu

Tyr

400

ser

Leu

Thr

Gly

Asn

480

1le

Asn

Glu

Leu

Ser

560

Lys

ala



Ser

His

val

625

GIn

GlIn

Thr

Thr

Glu

705

Leu

Ala

LysS

Thr

TYr

785

Asn

His

Phe

Leu

Arg

Trp

ser

Gly

Thr

Leu

690

Gly

Glu

ASp

AsSn

feu

770

Gln

Gly

Gln

Ser

Pro

595

Trp

Ser

His

Tyr

Ile

675

Met

Gln

Arg

Asn

Asn

Thr

Tyr

val

Ser
835

Gln

Gin

Ser

Gly

Gln

660

His

Gln

Phe
His
740
Asn
Thr
Thr
Leu
ser

820

Ala

Gly

Asp

Glu

val

645

GIn

Leu

Arg

Gly

Asp

Leyu

val

Leu

Leu

Ile

805

Ala

Trp

Phe

LYys

Ile

630

Ala

Glu

Pro

Gly

Met

710

Pro

Ile

Glu

Trp

Gln

790

Thr

Glu

Ile

Met

615

Tyr

Gin

Gly

Leu

Glu

695

Met

Asn

Phe

Thr

Ile

775

GIn

Gln

Asn

Asp

ES 2473610713

Ala

600

val

Asn

Ile

Trp

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr
760

Asn G

Gly

Ala

LysS

His
840

Phe

Thr

Lys

val

ASp

Gly

Phe

Thr

Gly

Leu

ASp

Glu

Asn

825

Ser

Asn

Leu

Asp

Ser

650

Trp

Leu

Phe

Asp

Ala

730

Ser

Phe

Gln

Trp

Lys

810

Arg

Thr

22

Gly

Lys

Asn

635

Asn

Asn

AsSn

ser

Leu

715

LyS

Asn

Gln

Lys

Leu

795

val

GIn

Arg

Gly

Ala

620

Arg

Gly

Arg

ser

LyS

Ile

His

Ile

780

Ile

Asn

Pro

Pro

Ala

605

Tyr

Tyr

ser

Met

Pro

685

Thr

TYyr

ser

Asn.

Ala

765

Glu

Asp

val

Thr

Phe

ASD

Gly

GlIn

Pro

670

LysS

ser

Pro

val

Ser

750

Ile

AsSNn

ser

ser

Glu

830

Asp

Gly

Thr

Arg

Leu

655

Gly

Pro

Ser

Ala

Leu

735

Ser

Thr

Met

ASn

Ala

Ile
Asn
Tyr
640

Ser

His

Leu

Asn

720

Ala

Asp

Pro

Pro

Gly

800

Glin

ASn

ser
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Tyr

Met

865

Lys

Gly

Lys

l.eu

Ala

945

ser

Thr

Leu

Glu

850

Ala

Asp

Tyr

val

Ile

930

Ala

Ala

Glu

Ser

<210>3
<211> 997
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Tyr

GIn

Lys

Ala

Asn

915

val

Thr

Asp

Leu

Pro
995

Met

Lys

Asp

Phe

900

Lys

ser

Pro

Lys

Thr

980

Leu

<223> Proteus Vulgaris

<400> 3

Ala Thr Ser Asn

1

Ile Tyr His Phe
20

Lys Asn Ser Ile
35

val

Phe

val

885

Ty nr

Pro

Ala

val

AsSn

965

Phe

Pro

Phe
Ar

87

His
Gin
Ala
val
Thr
950

ser

Thr

Leu

855

Glu

Ile

Pro

Ile

Thr

935

Ile

Glu

ser

ES 2473610713

ASp

Asn

Ile

Ala

val

920

Pro

Asn

val

Tyr

Ala

ASN

Leu

Ser

905

Met

Asp

val

Lys

Phe
985

Thr

Leu

Thr

Tyr

Gly

Leu

875

Lys

Glu

His

Asn

Ile

955

Gln

Ile

Glu

860

Tyr

Ley

ASp

Arg

Met

940

ASn

val

Pro

Lys

Gln

ser

Lys

Gln

925

Thr

Gly

Ser

Gln

Met
val
Asn
Trp
9

Lys
Arg
Lys
Gly

Glu
990

Gly

Leu

val

895

Ile

Asp

Gln

Trp

Asp

Ile

Glu

Arg

880

Thr

LyS

Thr

LysS

GIn

960

Asn

Lys

Pro Ala Phe Asp Pro Lys Asn Leu Met Gin Ser Glu
5 10

15

Ala GIn Asn Asn Pro Leu Ala Asp Phe Ser Ser Asp
0

25

Leu Thr Leu Ser Asp Lys Arg Ser Ile Met Gly Asn
40 45

23
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Gln Ser Leu Leu Trp Lys ;;p Lys Gly Gly Ser Ser Phe Thr Leu His
50 60

Lys Lys Leu Ile val Pro Thr Asp Lys Glu Ala Ser Lys Ala Trp Gly
65 70 75 80

Arg Ser Ser Thr Pro val Phe Ser Phe Trp Leu Tyr Asn Glu Lys Pro
85 90 95

Ile Asp Gly Tyr teu Thr Ile Asp Phe Gly Glu Lys Leu Ile Ser Thr
100 105 110

ser Glu Ala GIn Ala Gly Phe Lys val Lys Leu Asp Phe Thr Gly Trp
115 120 125

arg Thr val Gly val Ser Leu Asn Asn Asp teu Glu Asn Arg Glu Met
130 135 140

Thr Leu Asn Ala Thr Asn Thr Ser Ser Asp Gly Thr Gln Asp Ser Ile
145 150 155 160

Gly Arg Ser Leu Gly Ala Lys val Asp Ser Ile Arg Phe Lys Ala Pro
165 170 175

ser Asn val Ser GIn Gly Glu Ile Tyr Ile Asp Arg Ile Met Phe Ser
180 185 ' 190

val Asp asp Ala Arg Tyr GIn Trp Ser Asp Tyr GIn val Lys Thr Arg
195 200 205

Leu Ser Glu Pro Glu Ile GIn Phe His Asn val Lys Pro Gin Leu Pro
210 215 220

val Thr Pro Glu Asn Leu Ala Ala Ile Asp Leu Ile Arg Gln Arg Leu
225 230 235 240

Ile Asn Glu Phe val Gly Gly Glu Lys Glu Thr Asn Leu Ala Leu Glu
245 250 255

Glu Asn Ile Ser Lys Leu Lys Ser Asp Phe Asp Ala Leu Asn Thr His
260 265 270

Thr Leu Ala Asn Gly Gly Thr GIn Gly Arg His Leu Ile Thr Asp Lys
275 280 285

GIn Ile Ile Ile Tyr GIn Pro Glu Asn Leu Asn Ser GIn Asp Lys GiIn
290 295 300

24



Leu

305

Asn

Gln

Gly

Ser

Lys

385

Ser

ser

Leu

Phe

Tyr

Ser

val

Lys
545

Phe

Ile

Leu

Phe

ser

370

Glu

Arg

ASp

Leu

ser

450

Asp

Pro

Leu

Leu

Asp

ser

Lys

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

435

His

Gly

Gly

Leu

val

Asn

Arg

GIn

340

LysS

Trp

Asn

Phe

ASp

Glu

Tyr

Leu

TYr

Lys

Pro

Ala

Tyr

Ala

325

Met

Gly

Trp

Leu

LysS

Tyr

Pro

Ile

Arg

Ser

485

AsSp

Ala

Leu

GIn

val

310

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

Gin

390

Ser

Phe

Asp

Thr

Pro

470

Phe

Thr

Met

Ala

Ile

val

teu

Ala

Ile

375

Thr

Ser

Asn

Asp

Pro

Pro

val

Gly

Tyr
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Leu
Leu
Leu
Leu
360
ser
Gln
Phe
Thr
Glin
440
Ala
Gly
Ala
Phe
Ser
520

Arg

Tyr

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

val

ASp

Leu

425

Lys

Leu

Thr

Phe

Ser

505

Ala

His

Trp

Asn

Lys

330

Thr

Thr

Leu

Tyr

Met

410

Ser

Arg

Thr

Ala

Trp

Pro

Leu

25

315

ASp

Lys

Thr

Leu

Asp

Lys

Arg

Ile

Gln

Trp

Asn

Gly

Ile

Leu

Ala

Thr

Pro

His

Met

380

Ser

val

GIn

Asn

val

460

Arg

Ala

Glu

Tyr

Asn

540

Met

Thr

Thr

Leu

His

365

Ser

Leu

Ser

His

Leu

445

Pro

His

Ser

ser

Ser

525

ser

Ser

Leu

Gin

Leu

350

Trp

ASp

Leu

Ala

Leu

430

val

Pro

Glu

Gln

Pro

ala

Met

Asp

Gly

Ala

Trp

Asn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Pro

Ser

Lys

Phe

320

Ala

Gin

Tyr

Leu

400

ser

Leu

Thr

Gly

Asn

480

Ile

Asn

Glu

Leu

ser
560



ser

Thr

Ser

His

val

625

GlIn

Gln

Thr

Thr

Glu

705

Leu

Ala

Lys

Thr

Pro

GIn

Leu

Arg

610

Trp

Ser

Gly

Thr

Leu

690

Gly

Glu

Asp

Asn

Leu

770

Gln

Gly

AsSp

Asn

Pro

595

Trp

ser

His

Tyr

Ile

675

Met

Gln

Arg

Asn

AsSn

Thr

Tyr

Lys

Glu

580

GIn

Gln

Ser

Gly

Gln

660

His

GIn

Tyr

Phe

His

740

Asn

Thr

Thr

Leu

Thr

565

Ser

Gly

Asp

Glu

val

645

Gln

Leu

Arg

Gly

Asp

Leu

val

Leu

Leu

Ile

Leu
Thr
Phe
Lys
Ile
630
Ala
Glu
Pro
Gly
s
Pro
Ile
Glu
Trp
Gln

790

Thr

Ala

Ala

Tyr

Met

615

Tyr

GIn

Gly

Leu

Glu

695

Met

Asn

Phe

Thr

Ile

775

GIn

Gln
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Ser

Ile

Ala

600

val

Asn

Ile

Trp

Lys

680

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr

760

Asn

Gly

Ala

Ile

Phe

585

Phe

Thr

Lys

val

Asp

Gly

Phe

Thr

Gly

Asp

Glu

TYyr

570

Gly

Asn

Leu

Asp

Ser

650

Trp

Leu

Phe

Asp

Ala

730

Ser

Phe

GIn

TP

Lys

26

Leu

Glu

Gly

Lys

Asn

635

Ash

AsSn

ASp

ser

Leu

715

LyS

Asnh

GIn

Lys

Leu

795

val

Ala

Thr

Gly

Ala

620

Arg

Gly

ATg

Ser

Lys

Ile

His

Ile

Ile

Ile

Ala

605

TYr

Tyr

Ser

Met

Pro

685

Thr

Tyr

Ser

Asn

Ala

765

Glu

780

Ile

Asn

ASp

val

ser

Thr

590

Phe

ASN

Gly

Gln

Pro

670

Lys

ser

Pro

val

ser

750

Ile

Asn

ser

Ser

ASpP

575

Pro

Gly

Thr

Arg

Leu

655

Gly

Pro

ser

aAla

Leu

735

Ser

Thr

Met

Asn

Arg

LysS

Ala

Ile

AsSn

Tyr

640

Ser

Ala

His

Leu

Asn

720

Ala

Asp

Pro

Pro

Gly

GIn
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805 810 815

His GIn val Ser Ala Glu Asn Lys Asn Arg GIn Pro Thr Glu Gly Asn
820 825 830

Phe Ser Ser Ala Trp Ile Asp His Ser Thr Arg Pro Lys Asp Ala Ser
835 840 845

Tyr Glu Tyr Met val Phe Leu Asp Ala Thr Pro Glu Lys Met Gly Glu
850 855 860

Met Ala GIn Lys Phe Arg Glu Asn Asn Gly Leu Tyr GIn val Leu Arg
865 87 , 875 880

Lys Asp Lys Asp val His Ile Ile Leu Asp Lys Leu Ser Asn val Thr
885 890 895

Gly Tyr Ala phe Tyr GIn Pro Ala Ser Ile Glu Asp Lys Trp Ile Lys
900 905 910

Ltys val Asn Lys Pro Ala Ile val Met Thr His Arg GIn Lys Asp Thr
915 920 925

Leu Ile val ser Ala val Thr Pro Asp Leu Asn Met Thr Arg GIn Lys
930 935 940

Ala Ala Thr pPro val Thr Ile Asn val Thr Ile Asn Gly Lys Trp Gln
945 950 955 960

ser Ala Asp Lys Asn Ser Glu val Lys Tyr Gln val Ser Gly Asp Asn
965 970 _ 975

Thr Glu Leu Thr phe Thr Ser Tyr pPhe Gly Ile Pro Gln Glu Ile Lys
' 980 985 990

Leu Ser Pro Leu Pro
995

<210> 4
<211> 997
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteus Vulgaris

<400> 4
Ala Thr Ser Asn Pro Ala Phe Asp Pro L%s Asn Leu Met Gln Ser Glu
1 5 1
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Ile Tyr His gge Ala GIn Asn Asn ggo Leu Ala Asp Phe ggr Ser Asp

Lys Asn ggr Ile Leu Thr Leu Sgr Asp Lys Arg Ser ige Met Gly Asn
4

GIn Ser Leu Leu Trp Lys Trp Lys Gly Gly Ser Ser Phe Thr Leu His
50 55 60

Lys Lys Leu Ile val Pro Thr Asp Lys Glu Ala Ser Lys Ala Trp Gly

Arg Ser Ser Thr gro val Phe Ser Phe ggp Leu Tyr Asn Glu Lys Pro
p] 95

Ile Asp Gly Tyr Leu Thr 1le Asp Phe Gly Glu Lys Leu Ile Ser Thr
100 105 110

Ser Glu Ala GIn Ala Gly Phe Lys val Lys Leu Asp Phe Thr Gly Trp
115 120 125

Arg Thr val Gly val Ser Leu Asn Asn Asp Leu Glu Asn Arg Glu Met
130 135 140

Thr Leu Asn Ala Thr Asn Thr Ser Ser Asp Gly Thr GIn Asp Ser Ile
145 150 155 . 160

Gly Arg Ser Leu Gly Ala Lys val Asp Ser Ile Arg Phe Lys Ala Pro
165 170 : 175

ser Asn val Ser GIn Gly Glu Ile Tyr Ile Asp Arg Ile Met Phe Ser
180 185 190

val Asp Asp Ala Arg Tyr GIn Trp Ser Asp Tyr Gin val Lys Thr Arg
195 200 205

Leu Ser Glu Pro Glu Ile GIn Phe His Asn val Lys Pro Gln Leu Pro
210 215 220

val Thr Pro Glu Asn Leu Ala Ala Ile Asp Leu Ile Arg GIn Arg Leu
225 230 235 : 240

Ile Asn Glu Phe val Gly Gly Glu Lys Glu Thr Asn Leu Ala Leu Glu
245 250 255

Glu Asn Ile Ser Lys Leu Lys Ser Asp Phe Asp Ala Leu Asn Thr His
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Thr

GIn

Leu

305

Asn

GlIn

Gly

Ser

Ser

Leu

Phe

Tyr

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Phe

Ser

370

Glu

Arg

ASp

Leu

ser

450

ASp

Pro

Leu

Ala

275

Ile

Asp

Ser

Lys

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

435

His

Gly

Gly

Leu

260

Asn

Ile

Asn

Arg

GIn

340

Lys

Trp

AST

Phe

Tyr

teu

Tyr

Arg
500

Gly

Tyr

Tyr

Met

Gly

Trp

Leu

Lys

Tyr

Pro

Ile

Arg

ser

485

ASp

Gly

Gin

val

310

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

GIn

390

ser

Phe

Asp

Thr

Pro

470

Phe

Thr

Thr

Pro

295

Ile

vail

Leu

Ala

Ile

375

Thr

Ser

Asn

Asp

Asp

Pro

Pro
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Gln

280

Glu

Leu

Leu

Leu

Leu

360

Ser

GIn

Phe

Thr

GIn

440

Ala

Gly

Ala

Phe

265

Gly

AsSn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

val

Asp

Leu

425

Lys

Leu

Thr

Phe

Ser
505

Arg
Leu
Asn
Lys
Thr
Thr
Leu
Tyr
Met
410
Ser
Arg
Thr
Ala
Lys

val

29

His

ASn

Ty

Asp

Lys

Thr

Leu

ASp

LysS

Arg

Ite

GIn

Gly

Leu

Ser

300

Thr

Pro

His

His

Met

380

ser

val

Gln

Asn

val

Ile

285

GlIn

Thr

Thr

Leu

His

365

Ser

Leu

Ser

His

Leu

445

Pro

460 -

Arg

Glu

His

ser

Ser

270

Thr

ASp

Leu

GIn

Leu

350

Trp

AsSp

Leu

Ala

Leu

430

val

Pro

Glu

Gln

ASp

Lys

Met

Lys

Asp

Gly

Ala

Trp

AsSp

Ala

AsSn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Lys

Gln

Phe

320

ala

Gln

Tyr

Leu

Tyr

400

ser

Leu

Thr

Gly

ASN

480

Ile

ASNH



Ser

val

Thr

Ser

His

val

625

Gln

GlIn

Thr

The

Glu

705

Leu

Ala

Lys

Leu

Pro

Gln

Leu

ser
Gly
Thr
Leay
690
Gly
Glu

ASD

Asn

515

Leu

val

ASp

Asn

Pro

595

Trp

Ser

His

Tyr

Ile

675

Met

GIn

Arg

Asn

Lys

Lys
Pro
Ala
LyS
Glu
580
GIn
Gin
Ser
Gly
GlIn
660
His
Gln
Tyr
Phe
His
740

Asn

Ala
Leu
Gln
Thr
565
sSer
Gly
ASp
Glu
val
645
Gln
Leu
Arg
Gly
ASp

Leu

val

Met

Ala

Thr

‘Phe

LyS
Ile

630

Ala

Pro

Gly

Met

710

Pro

Ile

Glu

val

Gly

Tyr

Ala

Ala

TYyr

Met

615

Tyr

GIn

Gly

Leu

Glu

695

Met

Asn

Phe

Thr
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Ser

520

Arg

Tyr

Ser

Ile

Ala

600

val

AsSn

Ile

Trp

LysS

Arg

Ala

Phe

Ile

Thr
760

Ala

His

Trp

Ile

Phe

585

Phe

Thr

Lys

val

ASp

Gly

Phe

Thr

Gly

Leu

Trp

Pro

Leu

Tyr

570

Gly

Asn

Leu

Asp

Ser

650

Trp

Leu

Phe

AsSp

Ala

730

ser

Phe

30

Ile

Leu

Ala

555

Leu

Glu

Gly

Lys

Asn

635

Asn

Asn

ASpP

Ser (

Leu

715

Lys

AsSn

Gln

Tyr

ASN

540

Met

Ala

Thr

Gly

Ala

620

Arg

Gly

Arg

Ser

Lys

Ile

His

ser.

525

Ser

Ser

Ile

Ile

Ala
605

Tyr

TYyr

Ser

Met

Pro

685

Thr

Tyr

Ser

Asn

Ala
765

Asn

Pro

Ala

ser

Thr

590

Phe

Asn

Gly

GlIn

Pro

670

Lys

ser

Pro

val

ser

750

Ile

Pro

ser

Lys

ASp

575

Pro

Gly

Thr

Arg

Leu

655

Gly

Pro

Ser

Ala

Leu

735

Ser

Thr

Glu
Leu
Ser
560

LYS

Ile
ASN
Tyr
6

ser
Ala
His
Leu
Asn
720
Ala

ASp

Pra
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Thr Leu Asn Thr Leu Trp Ile Asn Gly GIn Lys ITe Glu Asn Met Pro
770 775 780

Tyr GIln Thr Thr Leu GIn GIn Gly Asp Trp Leu Ile Asp Ser Asn Gly
785 790 795 800

Asn Gly Tyr Leu Ile Thr Gln Ala Glu Lys val Asn val Ser Arg Gin
805 810 815

His GIn val Sser Ala Glu Asn Lys Asn Arg Gin Pro Thr Glu Gly Asn
820 825 830

Phe ser Ser Ala Trp Ile Asp His Ser Thr Arg Pro Lys Asp Ala Ser
835 840 845

Tyr Glu Tyr Met val Phe teu Asp Ala Thr Pro Glu Lys Met Gly Glu
850 855 ' 860

Met Ala GIn Lys Phe Arg Glu Asn Asn Gly Leu Tyr GIn val Leu Arg
865 870 875 880

Lys Asp Lys Asp val His Ile Ile Leu Asp Lys Leu Ser Asn val Thr
885 s 890 895

Gly Tyr Ala Phe Tyr GlIn Pro Ala Ser I1te Glu Asp Lys Trp Ile Lys
900 905 310

Lys val Asn Lys Pro Ala Ile val Met Thr His Arg GIn Lys Asp Thr
915 920 925

Leu Ile val ser Ala val Thr Pro Asp Leu Asn Met Thr Arg GIn Lys
930 935 940

Ala Ala Thr pro val Thr Ile Asn val Thr Ile Asn Gly Lys Trp Gln
945 950 955 960

ser Ala Asp Lys Asn Ser Glu val Lys Tyr GIn val Ser Gly Asp Asn
965 970 975

Thr Glu Leu Thr phe Thr Ser Tyr Phe Gly Ile Pro GIn Glu Ile Lys
980 985 990

Leu Ser Pro Leu Pro
995

<210>5
<211> 997
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteus vulgaris
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<400> 5

Ala
1

Ile
Lys

GIn

Arg
Ile
ser
Arg
Thr
145
Gly
Ser

val

Leu

Thr

Tyr

Asn

Ser

50

Lys

Ser

AsSDp

Glu

Thr

130

Leu

Arg

Asn

ASp

ser
210

Ser

His

ser

35

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala

115

val

Ash

Ser

val

Asn

Phe

20

Ile

Leu

Ile

Thr

Tyr

100

GIn

Gly

Ala

Leu

Ser

180

Ala

Pro

Pro

Ala

Ley

Trp

val

Pro

85

Leu

Ala

val

Thr

Gly

Gin

Arg

Glu

Ala

GIn

Thr

Lys

Pro

70

val

Thr

Gly

Ser

Asn

150

Ala

Gly

Tyr

Phe

Asn

Leu

Trp

35

Thr

Phe

Ile

Phe

Leu

135

Thr

LysS

Glu

GIn

Gln
215
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Asp

Asn

Ser

40

Lys

ASp

ser

ASD

Lys

Asn

ser

val

Ile

Trp

Phe

Pro

Pro

25

ASp

Gly

LYS

Phe

Phe

105

val

Asn

ser

ASp

Tyr

185

Ser

His

Lys

Gly

Glu

Trp

30

Gly

LysS

ASp

Asp

Ser

170

Ile

ASp

Asn

32

Asn

Ala

Arg

Ser

Ala

75

Leu

Glu

Leu

t.eu

Gly

Ile

Asp

Tyr

val

Leu

Asp

Ser

Ser

60

ser

Tyr

Lys

Asp

Glu

140

Thr

Arg

Arg

Gin

Met

Phe

Ile

45

Phe

LyS

Asnh

Leu

Phe

125

Asn

GIn

Phe

Ile

val

205

Pro

Gln

Ser

30

Met

Thr

Ala

Glu

Ele

110

Thr

Arg

Asp

Lys

Met

190

Lys

Gin

Ser

15

Ser

Gly

Leu

Trp

Gly

Glu

ser

Ala

175

Phe

Thr

Leu

Glu

Asp

Asn

His

Gly

80

Pro

Thr

Trp

Met

Ile

160

Pro

Ser

Arg

Pro



val

225

Ile

Glu

Thr

GIn

Leu

305

Asn

GlIn

Gly

Ser

385

Ser

Ser

Leu

Phe

Thr

Asn

ASn

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Phe

Ser

370

Glu

Arg

ASp

Leu

Ser

450

Asp

Pro

Glu

Ile

Ala

275

Ile

Asp

Ser

Lys

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

leu

435

His

Gly

Glu

Phe

ser

260

ASn

Ile

Asn

Arg

Gln

340

LyS

Trp

Asn

Phe

ASp

Glu

Tyr

Leu

AsSn

val

245

Lys

Gly

Tyr

Tyr

Ala

325

Met

Gly

Trp

Leu

Lys

TYyr

Pro

Ile

Arg

Leu

230

Gly

Leu

Gly

Gln

val

310

Tyr

Tyr

Ser

Tyr

Gln

390

Ser

Phe

Asp

Thr

Pro
470

Ala
Gly
Lys
Thr
Pro
295
Ile
val

Leu

A1_a

Ser

ASN

ASp

Gly

ASpP
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Ala

Glu

Ser

GIn

280

Glu

teu

Leu

Leu

Leu

360

Ser

GIn

Phe

Thr

Gln

440

Ala

Gly

Ile

Lys

ASD

Gly

Asn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

val

Asp

Leu

425

Lys

Leu

Thr

Asp

Glu

250

Phe

Arg

Leu

Asn

330

Thr

Thr

Leu

Tyr

Met

410

Ser

Arg

Thr

Ala

33

Leu

235

Thr

Asp

His

AsSn

Tyr

315

Asp

Lys

Thr

Leu

Lys

Arg

Ile

Gln

Ile

Ash

Ala

Leu

ser

300

Thr

Pro

His

His

Met

380

Ser

val

Glin

Asn

val

460

Arg

Arg

Leu

Leu

Ile

285

GIn

Th r‘\

Thr

Leu

His

365

Ser

Leu

ser

His

Leu

445

Pro

His

Gln

Ala

Asn

270

Thr

Asp

Leu

Gln

Leu

350

Trp

Asp

Leu

Ala

Leu

430

val

Pro

Glu

Arg
Leu
255
Thr
ASp
Lys
Met
Lys
335
ASp
Gly
Ala
Trp
ASp
Ala
Asn

Gly

Gly

Leu

240

Glu

His

Lys

GIn

Phe

320

Ala

Gln

Tyr

Leu

Tyr

ser

Leu

Thr

Gly

Asn
480



Tyr

Tyr

Ser

val

Thr

Ser

His

val

625

Gin

Gln

Thr

Thr

Glu

705

Leu

Pro

Leu

Leu _

Gly

Ser

Pro

GIn

Leu

ser

Gly

Thr

Leu

690

Gly

Glu

Gly

Leu

Leu

val

Asp

Asn

Pro

595

Trp

ser

His

TYr

Ile

675

Met

Gln

Arg

Tyr

Ar

50

LysS

Pro

Ala

Lys

Glu

580

GIn

Gln

ser

Gly

Gln

660

His

Gln

Tyr

Phe

Ser

485

Asp

Ala

Leu

GIn

Thr

565

Ser

Gly

Asp

Glu

val

645

Gln

Leu

Arg

Gly

ASp

Phe

Thr

Met

Ala

Leu

Thr

Phe

Lys

Ile

630

Ala

Glu

Pro

Gly

Met

710

Pro

Pro

Pro

val

ak)

LAY
i

Ala

Ala

Tyr

Met

615

Tyr

GIn

Gly

Leu

Glu

695

Met

Asn
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Ala
Phe
Ser
520
Arg
Tyr
ser
Ile
Ala
600
val
ASn

Ile

Trp

Arg
Ala

Phe

Phe

Ser

505

Ala

His

Trp

Ile

Phe

585

Phe

Thr

Lys

val

Asp

Gly

Phe

Thr

Lys

490

val

Trp

Pro

Leu

Tyr

Gly

AsSn

Leu

Asp

Ser

650

Trp

Leu

Phe

AsSp

Ala

34

Asn
Gly
Ile
Leu
Ala
555
Leu
Glu
Gly
LYS
Asn
635
Asn
Asn
Asp
Ser
Leu

715

Lys

Ala
Glu
Tyr
Asn
540
Met
Ala
Thr
Gly
Ala
620
Arg
Gly
Arg
Ser
Gly
700

Ile

Lys

Ser

ser

Ser

525

Ser

Ser

Ile

Ile

Ala

605

Tyr

Tyr

Ser

Met

Pro

685

Thr

Tyr

Ser

GlIn

Gly

510

Asn

Pro

Ala

Ser

Thr

590

Phe

Asn

Gly

Gln

Pro

670

Lys

ser

Pro

val

Leu

495

Trp

Pro

Ser

Lys

ASp

Pro

Gly

Thr

Arg

Leu

655

Gly

Pro

Ser

Ala

Leu

Ile

ASn

Glu

Leu

Ser

560

Lys

Ala

AsSn
Tyr

640

Ser

His

Leu

Asn

720

Pro
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725 730 735

Ala Asp Asn His Leu Ile Phe Ile Gly Ser Asn Ile Asn Ser Ser Asp
740 745 750

Lys Asn Lys Asn val Glu Thr Thr Leu Phe GlIn His Ala Ile Thr Pro
755 760 765

Thr Leu Asn Thr Leu Trp Ile Asn Gly Gln Lys Ile Giu Asn Met Pro
+ 770 775 780

Tyr GIn Thr Thr Leu GIn Gln Gly Asp Trp Leu Ile Asp Ser Asn Gly
785 790 795 800

Asn Gly Tyr Leu Ile Thr GIn Ala Glu Lys val Asn val Ser Arg Gln
805 810 815

His 61n val Ser Ala Glu Asn Lys Asn Arg GIn Pro Thr Glu Gly Asn
820 825 830

Phe Ser Ser Ala Trp Ile Asp His Ser Thr Arg Pro Lys Asp Ala Ser
835 840 845

Tyr Glu Tyr Met val Phe Leu Asp Ala Thr Pro Glu Lys Met Gly Glu
850 855 860

Met Ala GIn Lys Phe Arg Glu Asn Asn Gly Leu Tyr Gln val Leu Arg
865 87 875 880

Lys Asp Lys Asp val His Ile Ile Leu Asp Lys Leu Ser Asn val Thr
885 890 895

Gly Tyr Ala phe Tyr Gln pro Ala Ser Ile Glu Asp Lys Trp Ile Lys
900 305 910

Lys val Asn Lys Pro Ala Phe val Met Thr His Arg GlIn Lys Asp Thr
915 920 925

Leu Ile val Ser Ala val Thr Pro Asp Leu Asp Met Thr Arg Gln Lys
930 935 940

Ala Ala Thr Pro val Thr Ile Asn val Thr Ile Asn Gly Lys Trp Gln
945 950 955 960

Ser Ala Asp Lys Asn Ser Glu val Lys Tyr Gin val Ser Gly Asp Asn
965 970 975

Thr Glu Leu Thr Phe Thr Ser Tyr Phe Gly Ile Pro GIn Glu Ile Lys
980 985 990

Leu Ser Pro Leu Pro
995
<210>6

35
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<211> 997
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Proteus Vulgaris

<400> 6
Ala Thr ser Asn

1

Ile

LysS

Glin

Lys

65

Arg

Ite

ser

Arg

Thr

145

Gly

Ser

Tyr

Asn

Ser

50

LyS

Ser

Asp

Glu

Thr

130

Leu

Arg

Asn

His

ser

35

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala

115

val

Asn

Ser

val

Phe

20

Ile

Leu

Ile

Thr

Tyr

Gln

Gly

Ala

Leu

ser

Pro

Ala

Leu

Trp

val

Pro

85

teu

Ala

val

Thr

Ala

GlIn

Thr

Lys

Pro

70

val

Thr

Gly

Ser

Asn

150

Ala

Gly

ES 2473610713

Phe
Asn
Leu
Trp
55

Thr
Phe
Ile
Phe
Leu
135
Thr

LyS

Glu

ASp

AsSn

Ser

40

Lys

Asp

Ser

ASp

Ser

val

Ile

Pro

Pro

25

ASp

Gly

Lys

Phe

Phe

1G5

val

Asn

ser

ASp

Tyr

36

LYyS

Gly

Glu

Trp

90

Gly

Lys

ASp

Asp

Ser

170

Ile

Asn

Ala

Arg

Ser

Ala

75

Leu

Glu

Leu

Leu

ASp

Leu

Asp

Ser

ser

60

Ser

Tyr

Lys

ASp

Glu

140

Thr

Arg

Arg

Met

Phe

Ile

45

Phe

Lys

ASn

Leu

Phe

125

Asn

Gln

Phe

Ile

GIn

Ser

30

Met

Thr

Ala

Glu

Ile

110

Thr

Arg

Asp

Lys

Met

sSer

15

ser

Gly

Leu

Trp

Lys

ser

Gly

Glu

Ser

Ala

175

Phe

Glu

Asp

ASn

His

Gly

80

Pro

Thr

Trp

Met

Ile

160

Pro

Ser



val

Leu

val

225

Ile

Glu

Thr

GIn

Leu

305

AsSnh

Gln

Gly

Ser

Ser

Asp

ser

210

Thr

Asn

Asn

Leu

Ile

290

Phe

Ile

Leu

Phe

ser

370

Glu

Arg

Asp

Asp

195

Glu

Pro

Glu

Ile

Ala

275

Ile

Asp

ser

LYS

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

180

Ala

Pro

Glu

Phe

Ser

260

Asn

Ile

Asn

Arg

GlIn

340

LysS

Trp

Asn

Phe

Asp

Arg

Glu

Asn

val

245

Lys

Gly

Met

Gly

rp

Leu

Lys

Tyr

Tyr

Ile

Leu

230

Gly

Leu

Gly

GIn

val

310

Tyr

Tyr

ser

Tyr

Gln

390

Ser

Phe

Gln

Gln

215

Ala

Gly

Lys

Thr

Pro

295

Ile

val

Leu

Ala

Ile

375

Thr

Ser

ASn

ES 2473610713

Ala

Glu

Ser

Gin

280

Lys

Leu

Leu

Leu

Leu

360

Ser

GIn

Phe

Thr

185

ser

His

Ile

Lys

Asp

Gly

Asn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

val

AsSp

Leu
425

Asp

Asn

Asp

Glu

250

Phe

Arg

Leu

Asn

Thr

Leu

TYr

Met

410

Ser

37

Tyr
val
Leu
235
Thr
Asp
His
ASN
Tyr
315
ASp
Lys
Thr
Leu
395

Lys

Arg

Gln

Lys

220

Ile

Asn

Ala

Leu

ser

300

Thr

Pro

His

His

Met

380

Ser

val

Gin

val

205

Pro

Arg

Leu

Leu

Ile

285

Gln

Thr

Thr

Leu

His

365

Ser

Leu

Ser

His

190

LysS

GIn

GlIn

Ala

Asn

270

Thr

ASp

Leu

GlIn

Leu

350

Trp

Asp

Leu

Ala

Leu
430

Thr

Leu

Arg

Leu

255

Thr

Asp

Lys

Met

Asp

Gly

Ala

Trp

Asp

Ala

Arg

Pro

Leu

240

Glu

His

Lys

GIn

Phe

320

Ala

GlIn

Tyr

Leu

Tyr

400

Ser

Leu



Leu
phe
Lys
Tyr
Tyr
ser
val
LysS
945
Ser
Thr
Ser
His
val
625
Gln

61n

Thr

Leu

ser

450

ASp

Pro

Leu

Leu

Pro

GIn

Leu

Arg

Trp

Ser

Gly

Thr

Leu
435
His
Gly

Gly

Leuy

val

ASp

Asn

Pro

595

Trp

Ser

His

Tyr

Ile
675

Glu

Tyr

Leu

TYyr

500

LyS

Pro

Ala

Lys

Glu

580

Gln

Gln

Ser

Gly

Gin

660

His

Pro
Ile
Arg
Ser
485
Asp
Ala
Leu
Glin
Thr
569
ser
Gly
Asp
Glu
val
645

Gln

Leu

ASp

Thr

Pro

470

Phe

Thr

Met

Ala

Thr

Phe

Lys

Ile

630

Ala

Glu

Pro

ASp

Pro

Pro

val

Gly

Tyr

Ala

Ala

TYr

Met

615

Tyr

Gln

Gly

Leu

ES 2473610713

GIn
4

Ala
Gly
Ala
Phe
ser
520
Arg
Tyr
sSer
Ile
Ata
600
val
Asn
Ie

Trp

Lys
680

Lys

Leu

Thr

Phe

ser

505

ala

His

Trp

ITe

Phe

585

Phe

Thr

Lys

val

ASp

ASp

Arg

Thr

Ala

Lys

val

Trp

Pro

Leu

Asn

Leu

ASp

ser

650

Trp

Leu

38

Ile

Gln

Trp

Asn

Gly

Ile

Leu

Leu

Glu

Gly

Lys

Asn

635

Asn

Asn

Asp

Asn

val

460

Arg

Ala

Glu

Tyr

Asn

540

Met

Ala

Thr

Gly

Ala

620

Arg

Gly

Arg

Ser

Leu
445
Pro
His
ser
ser
ser
525
Ser
Ser
Ile
Ile
Ala

605

Tyr

Tyr

ser

Met

Pro
685

val

Pro

Glu

Gln

Pro

Ala

Ser

Thr

590

Phe

Asn

Gly

Gln

Pro

670

Lys

AsSn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Pro

Ser

LysS

Asp

Pro

Gly

Thr

Arg

Leu

655

Gly

Pro

Thr

Gly

Asn

480

Ile

Asn

Glu

Leu

Ser

560

Lys

Ala

Ile

Asn

Tyr

640

Ser

Ala

His



Thr

Glu

705

Leu

Ala

Lys

Thr

Tyr

785

Asnh

His

Phe

Tyr

Met

865

Lys

Gly

Lys

Leu

Leu
690
Gly
Glu
ASp
ASn
l.eu
770
GlIn
Gly
GIn
ser
Glu
850
Ala
AsSp
Tyr

val

Ite
930

Met

Gln

Arg

Asn

LYyS

755

Asn

Thr

TYr

val

Ser

835

Tyr

Gin

Lys

Ala

Asn

915

val

Gln

Tyr

Phe

His

740

AsSD

Thr

Thr

Leu

ser

820

ala

Met

LyS

Asp

Phe

900

Lys

Ser

Arg

Gly

Asp

l.eu

val

Leu

Leu

Ile

805

Ala

Trp

val

Phe

val

885

TYr

Pro

Ala

Gly

Met

710

Pro

Ile

Glu

Trp

GIn

790

Thr

Glu

Ile

Phe

Ar

87

His

GIn

Ala

val

Glu

695

Met

Asn

Phe

Thr

Ile

775

GIn

GlIn

AsSn

Asp

Leu

855

Glu

Ile

Pro

Ile

The
935§

ES 2473610713

Arg
Ala
Phe
Ile
Thr
760
Asn
Gly
Ala
Lys
His
840
ASp
Asn
Ile
Ala
val
920

Pro

Gly

Phe

Thr

Gly

Leu

Gly

ASD

Glu

Asn

825

Ser

Ala

Asn

Leu

ser

905

Met

Asp

Phe

Asp

Ala

730

Ser

Phe

‘Gln

Trp

Lys

Arg

Thr

Thr

Gly

Thr

Leu

39

Ser

Leu

715

Lys

Asn

GlIn

Lys

Leu

795

val

Gln

Arg

Pro

Leu

875

Lys

Glu

His

Asnh

Lys

Ile

His

Ile

780

Ile

Asn

Pro

Pro

Glu

860

Tyr

Leu

Asp

Arg

Met
940

Thr

Tyr

Ser

Asn

aAla

765

Glu

ASp

val

Thr

Lys

Gln

Ser

LyS

Gln

925

Thr

ser

Pro

val

ser

750

Ile

Ash

ser

Ser

Glu

830

Asp

Met

val

Asn

Lys

Arg

Ser

Ala

Leu

735

Ser

Thr

Met

Asn

Arg

Gly

Ala

Gly

Leu
val
895
Ile

Asp

GIn

Leu

Asn

720

ASp

Pro

Pro

Asn

Ser

Glu

880

Thr

LYyS

Thr

Lys
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Ala Ala Thr Pro

945

ser Ala Asp Lys

Thr Glu Leu Thr

980

Leu Ser Pro Leu

<210>7
<211>997
<212> PRT

995

<213> Proteus vulgaris

<400> 7

Ala Thr Ser Asn
1

ITe Tyr

LYS Asn

GIn Ser

50

Lys LyS

Arg Sser

Ile Asp

ser Glu

Arg Thr

130

Thr Leu
145

His

ser

35

Leu

Leu

Ser

Gly

Ala

115

val

Asn

Phe

20

Ile

Leu

Ile

Thr

Tyr

100

Gln

Gly

Ala

val

Asn
965

Phe

Pro

Pro

Ala

Leu

Trp

val

Pro

85

Leu

Ala

val

Thr

ES 2473610713

Thr Ile Asn vVal Thr Ile Asn Gly Lys Trp 8%8

950

ser

Thr Ser Tyr Pg

Ala

Gln

Thr

Lys

Pro

70

val

Thr

Gly

ser

Asnh
150

955

Glu val Lys Tyr Gin val Ser Gly Asp Asn
970 : 975

Phe

ASn

Leu

Trp

55

Thr

Phe

Ile

Phe

Leu

135

Thr

ASp

Asn

Ser

40

Lys

ASD

Ser

Asp

LYyS

120

Asn

Ser

985

Pro

Pro

25

Asp

Gly

LyS

Phe

Lys

10

Leu

Lys

Gly

Glu

Trp

90

Phe
105

val

Ash

Ser

Gly

Lys

Asp

Asp

40

Asn

Ala

Arg

sSer

Ala

75

Leu

Glu

Leu

Leu

Gly

Leu

Asp

Ser

ser

60

Ser

Tyr

Lys

ASp

Glu

140

Thr

Met

Phe

Ile

45

Phe

Lys

ASn

Leu

Phe

125

Asn

Gin

9380

GiIn

ser

30

Met

Thr

Ala

Glu

Ile

110

Thr

Arg

ASp

Ser
15

Ser
Gly

Leu

Trp

Gly

Glu

Ser

Glu

ASp

Asn

His

Gly

80

Pro

Thr

Trp

Met

Ile
160

e Gly I1e Pro GIn Glu Ile Lys



Gly

Ser

val

Leu

val

225

Ile

Glu

Thr

Gin

Leu

305

Asn

GIn

Gly

ser

LYS

385

sSer

Arg
ASn
Asp
ser
210
Thr
Asn
Asn
Leu
Ile
290
Phe
Ile
Leu
Phe
ser
370

Glu

Arg

Ser

val

Pro

Glu

Ile

Ala

275

Ile

ASp

Ser

Lys

val

355

Arg

Ala

Glu

Leu

Ser

180

Ala

Pro

Glu

Phe

Ser

260

Asn

Ile

ASNn

Arg

Gln

340

Lys

Trp

Asn

Phe

Arg

Glu

Asn

val

245

Lys

Gly

TYyr

TYyr

Ala

325.

Met

Gly

Trp

Leu

LYS

Ala

Gly

Tyr

Ile

Leu

230

Gly

Leu

Gly

GIn

val

310

Tyr

Tyr

ser

Tyr

Glin

390

Ser

l.ys

Glu

GIn

GIn

215

Ala

Gly

Lys

Thr

Pro

295

Ile

val

Leu

Ala

Itle

375

Thr

ser

ES 2473610713

val

Ile

Trp

200

Phe

Ala

Glu

Ser

Gln

280

Glu

Leu

Leu

Leu

Leu

360

Ser

Gln

Phe

ASp

Tyr

185

Ser

His

Ile

Lys

265

Gly

Asn

Gly

Glu

Met

345

val

Thr

va'l

Asp

ser

170

Ile

Asp

AsSn

Asp

Arg

Leu

Asn

Lys

.330

Thr

Thr

Leu

Tyr

Met

41

Ile

AsSp

val

Leu

235

Thr

Asp

His

ASN

TYr

315

ASp

LyS

Thr

Leu

Asp

Lys

Arg

Arg

GIn

Lys

220

AsSn

Ala

Leu

ser

300

Thr

Pro

His

His

Met

380

Ser

val

Phe

Ile

val

205

Pro

Arg

Leu

Leu

Ile

285

Gin

Thr

Thr

Leu

His

365

sSer

Leu

Ser

LYS
Met
190
Lys
Gln
Gln
Ala
Asn
270
Thr
ASp
Leu
GIn
Leu
350
Trp
Asp

Leu

Ala

Ala

175

Phe

Thr

Leu

Arg

Leu

255

Thr

ASp

Lys

Met

Lys

ASp

Gly

Ala

Trp

ASp

Pro

sSer

Arg

Pro

Leu

240

Glu

His

Lys

Gln

Phe

320

Ala

GIn

Tyr

Leu

Tyr

400

Ser



Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Tyr

Ser

val

545

ser

Thr

ser

His

val

625

Gln

ASp
Leu
ser
450
Asp
Pro
Leu
Leu
Gly
ser
Pro
Gln
Leu
Ar

61

Trp

Ser

Leu

Leu

435

His

Gly

Gly

Leu

Leu

val

ASp

Asn

Pro

595

Trp

Ser

His

Tyr

Leu

Lys

Pro

Ala

Lys

Glu

580

Gln

GIn

Ser

Gly

405

TYr

Pro

Ile

Arg

Ser

485

Asp

Ala

Leu

GIn

Thr

565

ser

Gly

Asp

Glu

val
645

Phe
ASp
Thr
Pro
470
Phe
Th.r

Met

Ala

v

Leu

Thr

Phe

Lys

Ile

630

Ala

ES 2473610713

Asn

ASp

Gly

ASp

Pro

Pro

val

Gly

Tyr

Ala

Ala

Tyr

Met

615

Tyr

GIn

Thr
Gln
440

Ala

Gly

Ala

Phe

Ser

520

Arg

Tyr

Ser

Ile

Ala

600

val

Asn

1le

Leu

425

LYyS

Leu

Thr

Phe

Ser

505

Ala

His

Trp

Ile

Phe

585

Phe

Thr

LYS

val

410

ser

Arg

Thr

Ala

Lys

val

Trp

Pro

Leu

Tyr

Gly

Asn

Leu

Asp

Ser
650

42

Arg

Ile

Gln

AsSn

Gly

Ile

Leu

Leu

Glu

Gly

LySs

Asn

635

AsSn

Gln
Asn
val
460
Arg
Ala
Glu
Tyr
Asn
540
Met
Ala
Thr
Gly
Ala
620

Arg

Gly

His

Leu

445

Pro

H1s

Ser

Ser

Ser

525

Ser

ser

Ile

Ile

Ala

605

Tyr

Tyr

ser

Leu

430

val

Pro

Glu

GIn

Gly

Asn

Pro

Ala

Ser

Thr

590

Phe

Asn

Gly

GIn

415

Ala

Asn

Gly

Gly

Leu

495

Trp

Pro

ser

Lys

ASp

Pro

Gly

Thr

Arg

Leu
655

Leu

Thr

Gly

ASn

480

Ile

Asn

Glu

Leu

Sser

560

Lys

Ala

Ile

AsSNh

Tyr

640

Ser



Gln
Thr
The
Glu
705
Leu
Ala
Lys
Thr
Tyr
785
Asn
His
Phe
TYr
Met
865

Lys

Gly

Gly

Thr

Leu

690

Gly

Glu

Asp

ASN

Leu

770

Gln

Gly

Gln

ser

Glu

850

Ala

ASp

Tyr

Tyr

Ile

675

Met

GlIn

Arg

Asn

755

Asn

Thr

Tyr

val

ser

835

Tyr

Gin

Lys

Ala

Gln

660

His

GIn

Tyr

Phe

His

740

Asn

Thr

Thr

Leu

Ser

820

Ala

Met

Lys

Asp

Phe
900

GIn

Leu

Arg

Gly

Asp

Leu

val

Leu

Leu

Ile

805

Ala

Trp

val

Phe

val

885

Tyr

Glu

Pro

Gly

Met

710

Pro

Ile

Glu

Trp

GIn

790

Thr

Glu

Ile

Phe

Gly

Leu

Glu

695

Met

ASh

Phe

Thr

Ile

775

GIn

Gln

AsSn

Asp

Leu

855

Glu

Ile

Pro

ES 2473610713

Trp
Lys
680
Arg
Ala
Phe
Ile
Thr
760
ASn
Gly
Ala
Lys
His
840
ASp
AsSn

Ile

Ala

Asp

Gly

Phe

Thr

Gly

Leu

Gly

Asp

Glu

AsSn

825

ser

Ala

Asn

Leu

Ser
905

Trp

Leu

Phe

AsSp

Ala

730

Ser

Phe

GIn

Trp

Lys

Arg

Thr

Thr

Gly

43

ASh

Asp

Ser

Leu

715

Lys

Asn

GlIn

Lys

Leu

795

val

GlIn

Arg

Pro

Leu

875

Lys

Glu

Arg

Ser

Lys

Ile

His

Ile

780

Ile

Asn

Pro

Pro

Glu

860

Tyr

Leu

ASp

Met

Pro

€85

Thr

Tyr

Ser

Asn

Ala

765

Glu

Asp

val

Thr

LysS

845

LYS

GIn

ser

Lys

Pro

670

Lys

Ser

Pro

val

ser

750

Ile

Asn

Ser

Ser

Glu

830

Asp

Met

val

Asn

Gly

Pro

Ser

Ala

Leu

735

Ser

Thr

Met

Asn

Arg

Gly

Ala

Gly

Leu

val

895

Ile

Ala

His

Leu

AsSn

720

Ala

Asp

Pro

Pro

Gly

800

Gln

Asn

Ser

Glu

Arg

Thr

LYyS
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Lys val

AsSn

Lys Pro

915

Ile
930

Leu

Ala Ala
945

Ser Ala
Thr Glu

Leu Ser

val

Thr

Asp

Leu

Pro

ser Ala

val

Pro

Asn
965

Lys

Thr Phe

980

Leu Pro

995

<210> 8
<211> 2994
<212> ADN

<213> Proteus vulgaris

<400> 8
gccaccagea

gcacaaaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgttctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attraatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc

caagataaac

atcctgcatt
acccatragc
gcattatggg
ataaaaaact
ccceegteet
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
ttgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga

aactatttga

ES 2473610713

Ala

ITe val

Met Thr

920

val
935

Thr
950

ser Glu val

Thr

tgatcctaaa
dgacttctca
aaaccaatct
gattgtcccc
ctcattttgg
aaaactcartt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgcrcttaat
taaacaaatc

taattatgtt

Thr Pro

Ile Asn

ser Tyr

Asp Leu

val Thr

Lys Tyr
970

Phe Gly
985

aatctgatgc
tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctcctctg
attcgtttta
ttttctgtceg
gaacctgaaa
gcggccattg
acaaacctcg
actcacactt
attatttatc

attttaggta

44

His Arg Gln Lys Asp Thr
925
Asn Met Thr Arg GIn Lys
940
Ile Asn Gly Lys Trp Gln
955 960
GIn val ser Gly Asp Asn
975
Ile Pro GIn Glu Ile Lys
990
agtcagaaat ttaccatttt 60
actcaatact aacgttatct 120
aatggaaagyg tggtagtagc 180
aagcatctaa agcatgggga 240
aaaaaccgat tgatggttat 300
aggctcagge aggcetttaaa 360
Cctttaaataa cgatcttgaa 420
atggtactca agacagcatt 480
aagcgccttc taatgtgagt 540
atgatgctcg ctaccaatgg 600
ttcaatttca caacgtaaag 660
atcttattcg ccaacgtcta 720
cattagaaga gaatatcagc 780
tagcaaatgg tggaacgcaa 840
aaccagagaa tcttaactct 900
attacacgac attaatgttt 960



aatattagcc
atgtacttat
gtgacaaccc
tctgatgcac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca
ccaccgyggtg
tatccgggct
gatacaccat
gcgtggatct
tcaccttcgt
tcgcctgata
tcaactgcta
tttaatggcg
tataacacca
caaagtcatg
caagaaggtt
gacttagaca
acatcatccc
cttgagcgtt
ttaattttta
ttattccaac
gaaaacatgc
aatggttact
gcggaaaata
agcactcgcec
aaaatgggag
aaggataaag
tatcagccag
atgactcatc

actcgccaaa

tctgctgata
tttacgagtt

gtgcttatgt
taatgacaaa
atcactggog
taaaagaagc
ttaaaagtag
ccttatcteg
acttagttaa
gtaaagatgg
actctttcce
tttcagtggg
acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgc
tttttggaga
gtgcttttgg
atgtrttggtc
gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaacc
ttgaaggtca
ttgatcctaa
ttggtagcaa
atgccattac
cttatcaaac
taattactca
aaaatcgccea
ccaaagatgc
agatggcaca
acgttcatat
catcaattga
gacaaaaaga

aagcagcaac

aaaatagtga

acttrggtat

ES 2473610713

gctggaaaaa
gcatttatta
atacagttct
gaacctacaa
ttttgatatg
ccaacattta
tactttcagc
tttacgccct
agcctttaaa
tgaaagtggt
agaagttgga
cgctcaaggc
atctatttat
aactattaca
tattcatcgt
atctgaaatt
aatagtgagt
tagaatgcca
tcatacctta
atatggcatg
tttcactgeg
tataaatagt
tccaacatta
aacacttcaa
agcagaaaaa
accgacagaa
cagttatgag
aaaattccgt
tattctcgat
agacaaatgg
cactcttatt

tccrgtcacc

agtgaaatat

tccacaagaa

gatcccacac
gatcaaggct
cgtrggtggt
actcaagttt
aaagraagtg
gcettattac
cattatatca
gatggtacag
aatgcctcte
tggaatagcc
ttaccgcttg
tattactggc
cttgcgatta
ccagegtctt
tggcaagata
tataacaaag
aatggctegce
ggggcaacca
atgcaacgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
agtgataaaa
aatacccttt
caaggtgatt
gtaaatgtaa
ggaaacttta
tatatggtct
gaaaataatg
aaactcagca
atcaaaaagg
gtcagtgcag

atcaatgtca

caggtttctg

atcaaactct

45

aaaaggcgca
ttgttaaagg
atatttccac
atgattcatt
ctgatagctc
tactagagcc
ctggcgeatt
catggcgaca
agcttattta
tgaaaaaagc
caggaagaca
ttgccatgtc
gtgataaaac
tacctcaagg
aaatggtgac
ataaccgtta
agctttcaca
ctatccacct
gagagcgtog
atcttattta
tattagccgc
ataaaaatgt
ggattaatgg
ggttaattga
gtcgccaaca
gctcggeatg
ttttagatgc
ggttatatca
atgtaacggg
ttaataaacc
ttacacctga

cgattaatgg

gtgataacac

cgccactccc

actaaagcag
gagtgcttta
gttaﬁtaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcaa
aacgcaagtg
tgaaggcaac
tttattacge
gatggtttca
ccctcttaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
tttctatgcc
actgaaagct
tggccgttac
gggctatcag
tcctettaaa
atttagcgga
tceecgecaat
tgataatcac
tgaaacgacc
acaaaagata
tagcaatggc
tcaggtttca
gatcgatcac
gacacctgaa
ggttcttcgt
atatgccttt
tgcaattgtg
tttaaatatg

caaatggcaa
tgaactgacg
ttga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

2940
2994



10

<210>9
<211> 2994
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Proteus Vulgaris

<400> 9
gccaccagea

gcacaiaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgttctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
éatattagcc
atgtacttat
gtgacaaccc
tctgatgeac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca

ccaccgggtg

atcctgcatt
acccattage
gcattatggg
ataaaaaact
ccceegtttt
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
tigtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgcttatgt
taatgacaaa
atcactggagg
taaaagaagc
ttaaaagtag
ccttatcteg
acttagttaa

gtaaagatgg

ES 2473610713

tgatccraaa
agacttctca
aaaccaatct
gattgtcccc
ctcattttgg
aaaactcatt
ctggecgtact
tgcaaccaac
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaéagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgtt
gctggaaaaa
gcatttatta
atacagttct
gaacctacaa
ttttgatatg
ccaacattta
tactttcagce

tttacgcect

aatctgatgc
tcagataaaa
ctrttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctcctctyg
attcgtttta
ttrtetgteg
gaacctgaaa
gcggccattg
acaaacctcg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac
gatcaaggct
cgttggtggt
actcaagttt
aaagtaagtg
gccttattac
cattatatca

gatggtacag

46

agtcagaaat
actcaatact
aatggaaagg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcaggce
ctttaaataa
atggtactca
aagcgcecttc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattaaaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca
ttgttaaagqg
atatttccac
atgattcatt
ctgatagctc
tactagagcc
ctggecgcatt

catggcgaca

ttaccattrtt
aacgttatct
tggtagtagc
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgrgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
actaaagcag
gagtgctrta
gttattaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcaa
aacgcaagtg

tgaaggcaac

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



10

tatccgggct
gatacaccat
gcgtggatct
tcaccttegt
tcgcctgata
tcaactgcta
tttaatggcg
tataacacca
caaagtcatg
caagaaggtt
gacttagaca
acatcatccc
cttgagegtt
ttaattttta
ttattccaac
gaaaacatgc
aatggttact
gcggaaaata
agcactcgcce
aaaatgggag
aaggataaag
tatcagccag
atgactcatc
actcgccaaa
tctgctgata

tttacgagtt

<210> 10
<211> 2994
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

actctrrece
tttcagtggg
acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgce
ttttrggaga
gtocttttgg
atgtttggtc
gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaace
ttgaaggtca
ttgatcctaa
ttggtagcaa
atgctattac
cttatcaaac
taattactca
aaaatcgcca
ccaaagatgc
agatggcaca
acgttcatat
catcaattga
gacaaaaaga
aagcagcaac
aaaatagtga

actttggtat

<223> Proteus Vulgaris

<400> 10

ES 2473610713

agcctttaaa
tgaaagtggt
agaagttgga
cgctcaaggc
atctatttat
aactattaca
tattcatcgt
atctgaaatt
aatagtogagt
tagaatgcca
tcatacctta
atatggcatg
tttcactgcg
tataaatagt
tccaacatta
aacacttcaa
agcagaaaaa
accgacagaa
cagttatgag
aaaattccgt
tattctcgat
agacaaatgg
cactcttatt
tcctgtcace
agtgaaatat

tccacaagaa

aatgcctctce
tggaatagcc
ttaccgcttg
tattactggc
cttgcgatta
ccagcgrctt
tggcaagata
tataacaaag
aatggctecgce
ggggcaacca
atgcaacgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
agtgataaaa
aatacccttt
caaggtgatt
gtaaatgtaa
ggaaacttta
tatatggtct
gaaaataatg
aaactcagca
atcaaaaagg
gtcagtgcag
atcaatgtca
caggtttctg

atcaaactct

agcttattta
tgaaaaaagc
caggaagaca
ttgccatgtc
gtgataaaac
tacctcaagg
aaatggtgac
ataaccgtta
agctttcaca
ctatccacct
gagagcgtgg
atcttattta
tattagccge
ataaaaatgt
ggattaatgg
ggttaattga
gtcgccaaca
gctcggeatg
ttttagatge
ggttatatca
atgtaacggg
ttaataaacc
ttacacctga
cgattaatgg
gtgataacac

cgeccactecc

tttattacgce
gatggtttca
ccetettaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
tttctatgec
actgaaagct
tggccgttac
gggctatcag
tcctcttaaa
atttagcgga
tcccgecaat
tgataatcac
tgaaacgacc
acaaaagata
tagcaatggc
tcaggtttca
gatcgatcac
gacacctgaa
ggttcttegt
atatgccttt

tgcaattgtg.

tttaaatatg
caaatggcaa
tgaactgacg

ttga

gccaccagea atcctgcatt tgatcctaaa aatctgatge agtcagaaat ttaccatttt

47

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2994

60



gcacaaaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgrrctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattragcc
atgtacttat
gtgacaaccc
tctgatgcac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca
ccaccgggtg
tatccggget
gatacaccat
gcgtggatct
tcaccttegt
tcgcctgata
tcaactgcta
tttaatgycg

tataacacca

acccattagc
gcattatggg
ataaaaaact
ccceegtttt
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
ttgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatftga
gtgcttatgt
taatgacaaa
atcactgogg
taaaagaagc
ttaaaagtag
ccttatctcy
acttagttaa
gtaaagatgg
actctttccc
tttcagtggg
acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgc
ttttiggaga
gtgctrttgg

atgtttggtc

ES 2473610713

agacttctca
aaaccaatct
gattgtcccc
ctcattttgg
daaacrcatt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgtt
gctggaaaaa
gcatttatrta
atacagttct
gaacctacaa
ttttgatatg
ctaacattta
tactttcage
tttacgcect
agcctttaaa
tgaaagtggt
agaagttogga
cgctcaagyc
atctatttat
aactattaca
tattcatcgt

atctgaaatt

tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctcctctg
attcgtttta
ttttctgteg
gaacctgaaa
gcggccattg
acaaacctceg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac
gatcaaggct
cgttggtggt
actcaagttt
aaagtaagtg
gccttattac
cattatatca
gatggtacag
aatgcctctc
tggaatagcc
ttaccgcttg
tattactggc
ctrgcgatta
ccagegretrt
tggcaagata

tataacaaag

48

actcaatact
aatggaaagg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggcrcaggce
ctttaaataa
atggtactca
aagcgecttc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca
ttgttaaagyg
atatttccac
atgattcatt
ctgatagctc
tactagagcc
ctggcgeatt
catggcgaca
agcttattta
tgaaaaaagc
caggaagaca
ttgccatgtc
gtgataaaac
tacctcaagg
aaatggtgac

ataaccgtta

aacgttatct
tggtagtagce
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagce
tggaacgcaa
tctraactct
attaatgtrt
actaaagcag
gagtgcttta
gttattaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcaa
aacgcaagtyg
tgaaggcaac
tttattacge
gatggtttca
ccctcttaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
trtectatgec
actgaaagct

tggccgttac

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

caaagtcatg
caagaaggtt
gacttaaaca
acatcatccc
cttgagcgtt
ttaattttta
ttattccaac
gaaaacatgc
aatggttact
gcggaaaata
agcactcgcc
aaaatggogag
aaggataaag
tatcagccag
atgactcatc
actcgccaaa
tctgctgata
tttacgagtt
<210> 11

<211> 2994
<212> ADN

gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaacc
ttgaaggtca
ttgatcctaa
ttggtagcaa
atgccattac
cttatcaaac
taattactca
aaaatcgcca
ccaaagatgc
agatggcaca
acgttcatat
catcaattga
gacaaaaaga
aagcagcaac
aaaatagtga

actttggtat

<213> Proteus vulgaris

<400> 11
gccaccagca

gcacaaaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgttett
cagggtgaaa

atcctgcatt
acccattage
gcattatggg
ataaaaaact
ccccecgtttt
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa

tctatatcga

ES 2473610713

aatagtgagt
tagaatgcca
tcatacctta
atatggcatg
tttcactgeg
tataaatagt
tccaacatta
aacacttcaa
agcagaaaaa
accgacagaa
cagttatgag
aaaattccgt
tattctcgat
agacaaatgg
cactcttatt
tcctgtcacc
agtgaaatat

tccacaagaa

aatggctege
ggggcaacca
atgcaacgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
agtgataaaa
aatacccrtt
caaggtgatt
gtaaatgtaa
ggaaacttta
tatatggtct
gaaaataatg
aaactcagca
atcaaaaagg
gtcagtgcag
atcaatgtca
caggtttctg

atcaaactct

agctttcaca
ctatccacct
9agagcgtgg
atcttattta
tattagccge
ataaaaatgt
ggattaatgg
ggttaattga
gtcgccaaca
gctcggeatg
ttttagatgc.
ggttatatca
atgtaacggg
ttaataaacc
ttacacctga
cgattaatgg
gtgataacac

¢gccactecc

gggctatcag
tcctcttaaa
atttagcgga
tcccgecaat
tgataatcac
tgaaacgacce
acaaaagata
tagcaatgge
tcaggtttca
gatcgatcac
gacacctgaa
ggttcttcgt
atatgcectrt
tgcaattgtg
tttaaatatg
caaatggcaa
tgaactgacg

ttga

tgatcctaaa
agacttctca
daaccaatct
gattgtcccc
ctcattttgg
aaaactcatt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt

ccgtattatg

aatctgatgc
tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctectctyg
attcgtttta

ttttetgteg

49

agtcagaaat
actcaatact
aatggaaagg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcaggc
ctttaaataa
atggtactca
aagcgcecttc

atgatgctcg

ttaccatttt
aacgttatct
tggtagtagc
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt

ctaccaatgg

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2994

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600



tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattagcc
atgtacttat
gtgacaaccc
tctgatgcac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca
ccaccgggtg
tatccgggct
gatacaccat
gcgtggatct
tcaccttegt
tcgcetgata
tcaactgcta
tttaatggceg
tataacacca
caaagtcatg
caagaaggtt
gacttagaca
acatcatccc
cttgagcgtt
ttaattttta
ttattccaac
gaaaacatgc
aatggttact

gcggaaaata

aagtaaaaac
ctgtaacacc
ttgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgcttatgt
taatgacaaa
atcactgggg
taaaagaagc
ttaaaagtag
ccttatctcg
acttagttaa
gtaaagatgg
actctttecc
tttcagtggg
acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgc
tttttggaga
gtgcttrtgg
atgtitggtc
gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaacce
ttgaaggtca
ttgatcctaa
ttggtagcaa
atgccattac
cttatcaaac
taattactca

aaaatcgcca

ES 2473610713

tcgettatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgrt
gctggaaaaa
gcatttatta
atacagttct
gaacctacaa
ttttgatatg
Ccaacattta
tactttcage
tttacgccect
agcctttaaa
tgaaagtggt
agaagttgga
cgctcaagogce
atctatttat
aactattaca
tattcatcgt
atctgaaatt
aatagtgagt
tagaatgcca
tcatacccta
atatggcatg
ttrcactgeg
tataaatagt
tccaacatta
aacacttcaa
agcagaaaaa

accgacagaa

gaacctgaaa
gcggecattg
acaaaccteg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac
gatcaaggct
cgttggtggt
actcaagttt
aaagtaagtg
gccttattac
cattatatca
gatggtacag
aatgcctctc
tggaatagcec
ttaccgcttg
tattactggc
cttgcgafta
ccggegtett
tggcaagata
tataacaaag
aatggctcege
ggggcaacca
atgcagcgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
agtgataaaa
aatacccttt
caaggtgatt
gtaaatgtaa

ggaaacttta

50

ttcaatttca
atcttatteg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca
ttgttaaaqg
atatttccac
atgattcatt
ctgatagcte
tactagagcc
ctggcgeatt
catggcgaca
agcttattta
tgaaaaaagc
caggaagaca
ttgccatgte
gtgat daaac
tacctcaagg
aaatggtgac
ataaccgtta
agctttcaca
ctatccacct
gagagcgtgg
atcttattta
tattagccgc
ataaaaatgt
ggattaatgg
ggttaattga
gtcgccaaca

gctcggeatg

caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
actaaagcag
gagtgcttta
gttattaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcéa
aacgcaagtg
tgaaggcaac
tttattacge
gatggtttca
ccctettaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
tttctatgcc
actgaaagct
tggccgttac
gggctatcaa
tcctcttaaa
atttagcgga
tcccgecaat
tgataatcac
tgaaacgacc
acaaaagata
tagcaatggc
tcaggtttca

gatcgatcac

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



10

agcactcgcec
aaaatgggag
aaggataaag
tatcagccag
atgactcatc
actcgccaaa
tctgetgata
tttacgagtt

<210> 12
<211> 2994
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

ccaaagatgc
agatggcaca
acgttcatat
catcaattga
gacaaaaaga
aagcagcaac
aaaatagtga

actttggtat

<223> Proteus Vulgaris

<400> 12
gccaccagcea

gcacaaaata
gataaacgta
ttractttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
ggacgttctt
cagggtgaaa
tctgattatce
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattagcc

atgtacttat

atcctgcatt
acccattagce
gcattatggg
ataaaaaact
ccceccgtttt
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
tigtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgcttatgt

taatgacaaa

ES 2473610713

cagttatgag
aaaattccgt
tattctcgat
agacaaatgg
cactcttatt
tcctgtcacc
agtgaaatat

tccacaagaa

tgatcctaaa
agacttctca
aaaccaatct
gattgtcccec
ctcattttgg
adaactcatt
ctggecgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgtt
gctggaaaaa

gcatttatta

tatatggtct
gaaaataatg
aaactcagca
atcaaaaaqgg
gtcagtgcag
atcaatgtca
caggtttctg

atcaaactct

aatctgatgc
tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctcctctg
attcgtttta
ttttctgteg
gaacctgaaa
gcggccattg
acaaaccteg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac

gatcaaggct

51

ttttagatgce
ggttatatca
atgtaacggg
ttaataaacc
ttacacctga
cgattaatgg
gtgataacac

cgccactecec

agtcagaaat
actcaatact
aatggaaaqgg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcaggc
ctttaaataa
atggtactca
aagcgccttc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca

ttgttaaagg

gacacctgaa
ggttctrcgt
atatgccttt
tgcaattgtg
tttaaatatg
caaatggcaa
tgaactgacg

ttga

ttaccatttt
aacgttatct
tggtagtagce
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
actaaagcag

gagtgcttta

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2994

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260

1020
1080



gtgacaaccc
tctgatgcac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca
ccaccgggtg
tatcecggget
gatacaccat
gcgtggatct
tcaccttegt
tcgectgata
tcaactgcta
tttaatggeg
tataacacca
caaagtcatg
caagaaggtt
gacttagaca
acatcatcecc
cttgagcgtt
ttaattttta
ttattccaac
gaaaacatgc
aatggttact
gcggaaaata
agcactcgec
aaaatgggag
aaggataaag
tatcagccag
atgactcatc
actcgecaaa
tctgctgata
tttacgagtt

<210> 13
<211> 2992
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

atcactgggg
taaaagaagc
ttaaaagtag
ccttatctcg
acttagttaa
gtaaagatgg
actcttteccc
tttcagtggg
acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgc
tttttggaga
gtgcttttog
atgtttggtc
gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaacc

ttgaaggtca

‘ttgatcctaa

ttggtagcaa
atgccattac
cttatcaaac
taattactca
aaaatcgeca
ccaaagatgc
agatggcaca
acgttcatat
catcaattga
gacaaaaaga
aagcagcaac
aaaatagtga

actttggtat

<223> Proteus Vulgaris
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atacagttcc
gaacctacaa
ttttgatatg
ccaacattta
tactttcagc
tttacgecct
agcctttaaa
tgaaagtggt
agaagttgga
cgctcaaggc
atctatttat
aactattaca
cattcatcgt
atctgaaatt
aatagtgagt
tagaatgcca
tcatacctta
atatggcatg
tttcactgeg
tataaatagt
tccaacatta
aacacttcaa
agcagaaaaa
accgacagaa
cagttatgag
aaaattccgt
tattctcgat
agacaaatgg
cactcttatt
tcetgtcace
agtgaaatat

tccacaagaa

cgttggtggt
actcaagttt
aaagtaagtg
gccttattac
cattatatca
gatggtacag
aatgcctctc
tggaatagcec
ttaccgettyg
tattactggc
cttgcgatta
ccagcgtctt
tggcaagata
tataacaaag
aatggctegce
ggggcaacca
atgcaacgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
agtgataaaa
aatacccttt
caaggtgatt
gtaaatgtaa
ggaaacttta
tatatggtct
gaaaataatg
aaactcagca
atcaaaaagg
gtcagtgcag
atcaatgtca
caggtttctg

atcaaactct
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atatttccac
atgattcatt
ctgatagctc
tactagagcec
ctggcgceatt
catggcgaca
agcttattta
tgaaaaaagc
caggaagaca
ttgccatgtc
gtgataaaac
tacctcaagg
aaatggtgac
ataaccgtta
agctttcaca
ctatccacct
gagagcgtgg
atcttattta
tattagccge
ataaaaatgt
ggattaatgg
ggttaattga
gtcgccaaca
gctcggcatg
ttttagatgc
ggttatatca
atgtaacggg
ttaataaacc
ttacacctga
cgattaatgg
gtgataacac

cgccactecc

gttattaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcaa
aacgcaagtg
tgaaggcaac
tttattacgc
gatggtttca
ccctettaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
tttctatgec
actgaaagct
tggccgttac
gggctatcag
tcctcttaaa
atttagcgga
tcccgecaat
tgataatcac
tgaaacgacc
acaaaagata
tagcaatggc
tcaggtttca
gatcgatcac
gacacctgaa
ggttcttegt
atargccttt
tgcaattgtg
tttaaatatyg
caaatggcaa
tgaactgacyg
ttga

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2994



<400> 13

gccaccagea
gCacaaaata
gataaacgta
tttactttac
cgctcatcca
ctractatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgttctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattagcc
atgtacttat
gtgacaaccc
tctgatgcac
tcacgtgagt
tatttcaata
aagcgtatca
ccaccgggtg
tatccgggcet

gatacaccat

atcctgecatt
acccattagc
gcattatgoag
ataaaaaact
ccccegttet
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
ttgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgctratgt
taatgacaaa
atcactgggg
taaaagaagc
ttaaaagtag
cctratcteg
acttagttaa
gtaaagatgg
actctrrtccc

tttcagtggg
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tgatcctaaa
agacttctca
aaaccaatct
gattgtccce
crcattttgg
aaaactcatt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg
tcgcttatca
tgaaaattta
tgaaaaagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgtt
gctggaaaaa
gcatttatta
atacagttct
gaacctacaa
ttttgatatg
ccaacattta
tactttcagce
tttacgccct
agcctttaaa

tgaaagtggt

aatctgatgc
tcagataaaa
cttttatgga
accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctecetctg
attcgtttta
ttrtetgtcg
gaacctgaaa
gcggecattg
acaaacctcg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
gatcccacac
gatcaaggct
cgttggtggt
actcaagttt
aaagtaagtg
gccttattac
cattatatca
gatggtacég
aatgcectCice

tggaatagcc
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agtcagaaat
actcaatact
aatggaaagg
aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcaggce
ctttaaataa
atggtactca
aagcgectrc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaaggcgca
ttgttaaagg
atatttccac
atgattcatt
ctgatagctce
tactagagcc
ctggcgeatt
catggcgaca
agcttattta

tgaaaaaagc

ttaccattrt
aacgtrtatct
tggtagtagc
agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
actaaagcag
gagtgcttta
gttattaatg
actgtggtat
tgatctagat
tgatgatcaa
aacgcaagtg
tgaaggcaac
tttattacgc
gatggtttca

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560



10

gcgtggatct
tcaccttcgt
tcgcctgata
tcaacrgcta
tttaatggcg
tataacacca
caaagtcatg
caagaaggtt
gacttagaca
acatcatcce
cttgagcgtt
taatttttat
tattccaaca
aaaacatgcc
atggttactt
cggaaaataa
gcactcgecc
aaatgggaga
aggataaaga
atcagccage
gactcatcga
tcgccaaaaa
tgctgataaa

tacgagttac

<210> 14
<211> 2993
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

acagtaatcc
taaaatcagt
aaacacttgc
tttttggaga
gtgcttttgg
atgtttggte
gtgtcgctca
gggattggaa
gtcctaaacc
ttgaaggtca
ttgatcctaa
tggtagcaat
tgccattact
ttatcaaaca
aattactcaa
aaatcgccaa
caaagatgcc
gatggcacaa
cgttcatatt
atcaattgaa
caaaaagaca
gcagcaactc
aatagtgaag
trtggtattc

<223> Proteus Vulgaris

<400> 14

ES 2473610713

agaagttgga
cgctcaaggce
atctatttat
aactattaca
tattcatcgt
atctgaaatt
aatagtgagt
tagaatgcca
tcatacctta
atatggcatg
tttcactgcg
ataaatagta
ccaacattaa
acacttcaac
gcagaaaaag
ccgacagaag
agttatgagt
aaattccgtg
attctcgata
gacaaatgga
ctcttattgt
ctgtcaccat
tgaaatatca

cacaagaaat

ttaccgcettg
tattactggc
cttgcgatta
ccagcgtctt
tggcaagata
tataacaaag
aatgoctcege
ggggcaacca
atgcaacgtg
atggcattcg
aaaaagagtg
gtgataaaaa
atacccttrg
aaggtgattg
taaatgtaag
gaaactrrag
atatggtctt
aaaataatgg
aactcagcaa
tcaaaaaggt
cagtgcagtt
caatgtcacg
ggtttctggt

caaactctcg

caggaagaca
ttgccatgtc
gtgataaaac
tacctcaagg
aaatggtgac
ataaccgtta
agctttcaca
ctatccacct
gagagcgtgg
atcttattta
tattaccgct
taaaaatgtt
gattaatgga
gttaattgat
tcgccaacat
ctcggeatgg
tttagatgcg
gttatatcag
tgtaacggga
taataaacct
acacctgatt
attaatggca
gataacactg

ccactccectt

ccctcttaac
tgcaaaatca
acaaaatgaa
tttctatgce
actgaaagct
tggcegttac
gggctatcag
tcctcttaaa
atttagcgga
tccecgecaat
gataatcact
gaaacgacct
caaaagatag
agcaatggca
caggtttcag
atcgatcaca
acacctgaaa
gttcttcgta
tatgcctttt
gcattgtgat
taaatatgac
aatggcaatc

aactgacgtt
ga

gccaccagca atcctgcatt tgatcctaaa aatctgatgc agtcagaaat traccatttt

gcacaaaata acccattagC agacttctca tcagataaaa actcaatact aacgttatct

gataaacgta gcattatggg aaaccaatct cttttatgga aatggaaagg tggtagtagc

54

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2992

60
120
180



tttactttac
cgctcatcca
cttactatcg
gtaaaattag
aatcgagaga
gggcgterctt
cagggtgaaa
tctgattatc
ccacaactac
attaatgaat
aaattaaaaa
ggcagacatc
caagataaac
aatattagcc
tgtacttatt
tgacaaccca
ctgatgcact
-cacgtgagtt
atttcaatac
agcgtatcaa
caccgggtgg
atccgggceta
atacaccatt
cgtggatcta
caccttegtt
cgcctgataa
caactgctat
ttaatggcag
ataacaccaa
aaagtcatgg
aagaaggttg

ataaaaaact
cceceegrttet
atttcggaga
atttcactgg
tgaccttaaa
taggtgctaa
tctatatcga
aagtaaaaac
ctgtaacacc
trgtcggagg
gtgatttcga
tgatcactga
aactatttga
gtgcttatgt
aatgacaaag
tcactgggga
aaaagaagcg
taaaagtagt
cttatctecge
cttagttaat
taaagatggt
ctcttrtcccea
ttcagtgggt
cagtaatcca
aaaatcagtc
aacacttgca
tttrggagaa
tgcttttggt
tgtttggtca
tgtcgctcaa

ggattggaat
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gattgtcccc
ctcattttgg
aaaactcatt
ctggcgtact
tgcaaccaat
agtcgatagt
ccgtattatg -
tcgcttatca
tgaaaattra
tgaaaaagag
tgctcttaat
taaacaaatc
taattatgtt
gctgaaaaag
catttattag
tacagttcte
aacctacaaa
tttgatatga
caacatttag
actttcagec
ttacgcectg
gcctttaaaa
gaaagtggtt
gaagttggat
gctcaaggct
tctatttatc
actattacac
attcatcgtt
tctgaaattt
atagtgagta

agaatgccag

accgataaag
ctttacaatg
tcaaccagtg
gtgggagtct
acctcctctg
attcgtttta
ttttctgtcg
gaacctgaaa
gcggecattg
acaaacctcg
actcacactt
attatttatc
attttaggta
atcccacaca
atcaaggctt
gtrggtggta
ctcaagttrta
aagtaagtgc
ccttattact
attatatcac
atggtacagce
atgcctctca
ggaatagcct
taccgcttge
attactggct
ttgcgattag
cagcgtcttt
ggcaagataa
ataacaaaga
atggctcgca

gggcaaccac

55

aagcatctaa
aaaaaccgat
aggctcaggc
ctttaaataa
atggtactca
aagcgecttc
atgatgctcg
ttcaatttca
atcttattcg
cattagaaga
tagcaaatgg
aaccagagaa
attacacgac
aaaggcgcaa
tgttaaaggg

tatttccacg

‘tgattcatta

tgatagctct
actagagcct
tggcgcatta
atggcgacat
gcttatttat
gaaaaaagcg
aggaagacac
tgccatgtct
tgataaaaca
acctcaaggt
aatggtgaca
taaccgttat
gctttcacag

tatccacctt

agcatgggga
tgatggttat
aggctttaaa
cgatcttgaa
agacagcatt
taatgtgagt
ctaccaatgg
caacgtaaag
ccaacgtcta
gaatatcagc
tggaacgcaa
tcttaactct
attaatgttt
ctaaagcaga
agtgctttag
ttattaatgt
ctgtggtatt
gatctagatt
gatgatcaaa
acgcaagtygc
gaaggcaact
ttattacgcg
atggtttcag
cctcttaact
gcaaaatcat
caaaatgaat
ttctatgect
ctgaaagctt
ggccgttacc
ggctatcagc

cctcttaaag

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040



acttagacag
catcatccct
ttgagcgttt
taatttttrat
tattccaaca
aaaacatgcc
atggttactyt
cggaaaataa
gcactcgecc
aaatgggaga
aggataaaga
atcagccagce
tgactcatcg
ctcgccaaaa
ctgctgataa

ttacgagtta

tcctaaacct
tgaaggtcaa
tgatcctaat

tggtagcaat

tgccattact

ttatcaaaca
aattactcaa
aaatcgccaa
caaagatgce
gatggcacaa
cgttcatatt
atcaattgaa
acaaaaagac
agcagcaact
aaatagtgaa

ctttggtatt
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cataccttaa
tatggcatga
ttcactgcga
ataaatagta
ccaacattaa
acacttcaac
gcagaaaaag
ccgacagaag
agttatgagt
aaattccgtg
attctcgata
gacaaatgga
actcttartg
cctgtcacca
gtgaaatatc

ccacaagaaa

tgcaacgtgg
tggcattcga
aaaagagtgt
gtgataaaaa
ataccctttg
aaggtgattg
taaatgtaag
gaaactttag
atatggtctt
aaaataatgg
aactcagcaa
tcaaaaaggt
tcagtgcagt
tcaatgtcac
aggtttctgg

tcaaactctc

56

agagcgtgga
tcttatttat
attagccgct
taaaaatgtt
gattaatgga
gttaattgat
tcgccaacat
ctcggeatgg
tttagatgcg
gttatatcag
tgtaacggga
taataaacct
tacacctgat
gattaatggc
tgataacact

gccactccct

tttagcggaa
ccecgecaatce
gataatcact
gaaacgacct
caaaagatag
agcaatggca
caggtttcag
atcgatcaca
acacctgaaa
gttcttcgta
tatgcctttt
gcaattgtga
ttaaatatga
aaatggcaat
gaactgacgt

1ga

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
2993
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REIVINDICACIONES
1. Una enzima mutante condroitinasa ABCI elegida entre SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 5y SEC ID N°: 6.
2. La enzima condroitinasa ABCI mutante segun la reivindicacion 12, en donde dicha enzima es la SEC ID No. 1.
3. La enzima condroitinasa ABCI mutante segun la reivindicacion 12, en donde dicha enzima es la SEC ID N°: 2.
4. La enzima condroitinasa ABCI mutante segun la reivindicacion 12, en donde dicha enzima es la SEC ID N°: 5.
5. La enzima condroitinasa ABCI mutante segun la reivindicacion 12, en donde dicha enzima es la SEC ID N°: 6.

6. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 52 para tratar una lesion del sistema nervioso central
0 para promover la extension neuronal.

7. La enzima segun la reivindicacion 62, en donde la enzima condroitinasa ABCl mutante es para la administracion
después de una lesién del sistema nervioso central por contusion.

8. La enzima segun la reivindicacion 62, en donde la enzima condroitinasa ABCl mutante es para la administracion
después de una lesion del sistema nervioso central no causada por contusion.

9. La enzima segun la reivindicacion 62, en donde la enzima condroitinasa ABCl mutante es para la administracion
después de una lesiéon de la médula espinal.

10. La enzima segun la reivindicacion 62, en donde la enzima condroitinasa ABCI mutante es para la administracion
local, preferiblemente en donde la administracion local se elige entre la administracion intratecal y la administracion
topica.

11. La enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 52, para facilitar la difusion de un agente en el
sistema nervioso central o para potenciar la absorcion de un agente en el sistema nervioso central.

12. La enzima segun la reivindicacion 112, en donde el agente se elige entre el grupo que consiste en materiales
bioldgicos complejos, moléculas pequenias y células trasplantadas.

13. Una composicion farmacéutica que comprende la enzima segun la reivindicacion 112, en combinacién con uno o
mas vehiculos aceptables farmacéuticamente, preferiblemente en donde el vehiculo farmacéutico se elige entre el
grupo que consiste en diluyentes, aglutinantes, lubricantes, agentes colorantes, agentes disgregantes, agentes
tampon, agentes isotonizantes, polioles, agentes conservantes y anestésicos.

14. La enzima segun la reivindicacion 12 para inhibir la extravasacion de células desde los vasos sanguineos o para
tratar la inflamacioén en un paciente.

15. La enzima segun la reivindicacion 142 para inhibir la extravasacion de células desde los vasos sanguineos, en
donde las células se eligen entre el grupo que consiste en glébulos blancos, leucocitos, neutrdfilos, eosindfilos,
basdfilos, linfocitos, células B, células T, monocitos y macréfagos.

16. Un método para modificar las células sanguineas ex vivo que comprende someter las células extraidas de la
corriente sanguinea de un paciente a una enzima segun la reivindicacion 12.
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Figura 1

Produccion de enzima medida por Coomassie
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5

Actividad relativa

ES 2473610713

Figura 2

Tiempo (dias)
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Figura 3

Estabilidad de variantes de condroitinasa ABCl a 37°C a lo largo del tiempo

7000 ;
6600 + \ _—e— CABCI0 35
; =be 023561
5000 |- 035
-o—07986-2 0.35

Actividad (U/ml)
- —— cAB_CI- Purificada 0.35 ..

Tiempo (dias) a 37°C

60



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

