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DESCRIPCION
Variantes de exoglucanasas con actividad mejorada y sus usos
Sector de la técnica

La posibilidad de producir etanol a partir de celulosa ha recibido mucha atencion debido a la disponibilidad de grandes
cantidades de materia prima, asi como por el interés del etanol como carburante. Las materias primas naturales
celulésicas para dicho proceso estan indicadas por el término "biomasa". Numerosos tipos de biomasa, por ejemplo,
madera, residuos agricolas, cultivos herbaceos y residuos sélidos municipales, se han considerado como materias
primas potenciales para la produccion de biocarburante. Estas materias estan constituidas principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina.

Estado de la técnica

La celulosa es un polimero constituido por moléculas de glucosa unidas por enlaces beta 1-4, que son muy resistentes
a la degradacién o a la despolimerizacién. Una vez que la celulosa se convierte en glucosa, ésta es facilmente
fermentada en biocarburante, por ejemplo, etanol, utilizando una levadura.

Los métodos méas antiguos estudiados para convertir la celulosa en glucosa se basan en la hidrdlisis &cida. Ese
proceso puede realizarse en presencia de acidos concentrados o diluidos. No obstante, varios inconvenientes, tales
como la deficiente recuperacion del acido cuando se utilizan acidos concentrados y la baja produccion de glucosa en
el marco del uso de acidos diluidos, son perjudiciales para la economia del proceso de hidrdlisis acida.

Para superar los inconvenientes del proceso de hidrdlisis acida, los procesos de conversion de la celulosa se han
dirigido mas recientemente a la hidrélisis enzimatica, con la ayuda de enzimas de tipo celulasa. Esta hidrolisis
enzimatica de la biomasa lignocelulésica (por ejemplo, la celulosa) presenta, no obstante, el inconveniente de ser un
procedimiento industrial costoso. Por ello, es necesario utilizar cepas de microorganismos secretores de celulasas
cada vez mas eficientes. Como tal, muchos microorganismos constan de enzimas que hidrolizan la celulosa, tales
como hongos Trichoderma, Aspergillus, Humicola, Fusarium, asi como bacterias tales como Thermomonospora,
Bacillus, Cellulomonas y Streptomyces. Las enzimas secretadas por estos microorganismos poseen tres tipos de
actividades utiles en la conversion de celulosa en glucosa y se dividen en tres grupos: las endoglucanasas, que atacan
las fibras de celulosas al azar de forma interna, las exoglucanasas que atacaran los extremos de las fibras liberando
celobiosa y las beta-glucosidasas que hidrolizaran esta celobiosa en glucosa. Otras clases de enzimas tales como
hemicelulasas o la clase de enzimas recientemente descubierta de polisacaridos monooxigenasas también pueden
desempefiar un papel en la eficacia de la hidrdlisis.

Existe un gran interés industrial en reducir el costo de la hidrdlisis enzimatica, y esta reduccion implica el uso de una
dosis reducida de enzimas y, por tanto, cécteles enzimaticos mas eficaces. En consecuencia, varias solicitudes de
patente describen enzimas naturales con capacidades superiores a las de Trichoderma reesei, o variantes mejoradas
por ingenieria genética. Se pueden citar las solicitudes de patente US2010304464, W02010066411, WO2014078546,
WO02012149403 y WO02013029176 en lo concerniente a las exoglucanasas, las solicitudes W02007109441,
W02012149192 y W0O2010076388 en lo concerniente a las endoglucanasas, las solicitudes W02010029259,
W02010135836 0 W0O2010022518 en lo concerniente a las beta-glucosidasas, o incluso las solicitudes WO12135659,
WO12149344 en lo concerniente a los polisacaridos monooxigenasas. También se pueden citar los siguientes
numeros de acceso en lo concerniente a las exoglucanasas BBG53179, BAG13668. En cuanto a la referencia
ASR93979, se describe una enzima que tiene una actividad lignoceluldsica.

El numero de acceso Uniprot I1RIJ1 hace referencia a una proteina que tiene una supuesta actividad glucanasa.

La solicitud de patente FR2782323 describe un procedimiento de produccion in vitro de secuencias polinucleotidicas
recombinadas.

La solicitud WO2014081884 describe proteinas secretadas modificadas.

Las enzimas que hidrolizan la biomasa lignoceluldsica se clasifican en el sistema CAZy (Cantarel, B. L., Coutinho, P.
M., Rancurel, C., Bernard, T., Lombard, V., y Henrissat, B. (2009). The Carbohydrate-Active EnZymes database
(CAZy): an expert resource for Glycogenomics. Nucleic acids research, 37, D233-8) en criterios principalmente
estructurales. Las exoglucanasas pueden pertenecer a las familias GH 6, 7, 9,48 y 74.

Para que una hidrdélisis de la biomasa lignocelulésica sea eficaz y econémicamente rentable, la mezcla enzimatica
debe constar de proporciones equilibradas de enzimas que tienen actividades enzimaticas diversas, entre otras, pero
no exclusivamente, del tipo exoglucanasas, endoglucanasas, xilanasas y beta-glucosidasas. Como ejemplo, en las
mezclas nativas de Trichoderma reesei, se observa generalmente la presencia de 60-70 % de exoglucanasas, 15-
20 % de endoglucanasas, algunos porcentajes de hemicelulasas y aproximadamente 5-10 % de beta-glucosidasas.
Esta mezcla es adecuada para hidrolizar la mayoria de sustratos pretratados (p. €j., tipo paja de trigo explotada al
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vapor en condiciones acidas) con rendimientos aceptables. La proporcion ya considerable de exoglucanasas en la
mezcla indica que sera dificil aumentar la cantidad de estas enzimas sin perjudicar a las otras actividades. El genoma
de Trichoderma reesei consta de dos exoglucanasas, una procedente de la familia 6 (CBH2, cel6a) y la otra procedente
de la familia 7 (CBH1, Cel7a). Estas se hidrolizan en celobiosa, respectivamente, los extremos no reductores
(EC3.2.1.176) y reductores (EC3.2.1.91) de la celulosa.

La hidrolisis y la fermentacion se pueden llevar a cabo segun diferentes esquemas. El mas comun consiste en una
hidrélisis y una fermentacién separadas (HFS) (SHF - Separate Hydrolysis and Fermentation). Este método permite
optimizar cada etapa manteniendo condiciones o6ptimas de reaccion. Esta fermentacion se efectia de manera
extemporanea, a una temperatura comprendida entre aproximadamente 28 °C y aproximadamente 30 °C, mientras
que la hidrolisis tiene lugar generalmente a una temperatura de al menos 45 °C. No obstante, en HFS, los azlcares
liberados al final de la reaccién estan presentes a una concentracién muy alta y producen una inhibicion de las
enzimas, ralentizando la eficacia del procedimiento. Para evitar estos inconvenientes, se puede considerar otro tipo
de procedimiento. En la SFS, las dos etapas (hidrdlisis y fermentacion de hexosas) tienen lugar de manera simultanea,
evitando la acumulacion de azlcares en concentraciones inhibidoras para las enzimas. Los costos de inversion
también se reducen gracias al uso de un solo reactor. La tasa de hidrdlisis es mas elevada en respuesta a la ausencia
de inhibicidn ya que los azucares liberados se utilizan inmediatamente para la fermentacion de etanol. En este método,
la temperatura del reactor constituye necesariamente un término medio entre las temperaturas 6ptimas de hidrdlisis y
fermentacion, normalmente entre aproximadamente 30 °C y aproximadamente 35 °C. No obstante, a tal temperatura,
la actividad de las enzimas celuloliticas disminuye un 30 % aproximadamente.

La SFS también permite la expresion de enzimas que degradan la celulosa en el organismo que fermenta los azlcares,
lo que permite limitar, o en un caso extremo, suprimir el uso de enzimas producidas en una etapa separada.

En consecuencia, la obtencion de enzimas que mantienen una actividad exoglucanasa eficaz a temperaturas 6ptimas
de hidrdlisis y fermentacion (es decir, entre 30 °C y 50 °C), mientras se mantiene la proporcién del conjunto de enzimas
de la mezcla, seria una ganancia significativa para el procedimiento de conversiéon de biomasa lignoceluldsica en
biocarburante.

Objeto de la invencién

Los inventores han desarrollado un polipéptido que tiene una actividad exoglucanasa mejorada, en concreto con
respecto a la actividad exoglucanasa de la proteina de referencia CBH2 de secuencia SEQ ID NO: 2. CBH2
corresponde a la exoglucanasa 2 de Trichoderma reesei.

Para ello, los solicitantes han tenido el gran mérito de encontrar, después de numerosas investigaciones, un polipéptido
aislado o purificado que tiene una actividad exoglucanasa mejorada con respecto a la actividad exoglucanasa de la
proteina de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2).

La descripcion se refiere por tanto a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

i. una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 28; y

ii. una secuencia de aminoacidos que presenta un porcentaje de residuos idénticos con respecto a la secuencia
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 28, ( porcentaje de identidad), de
al menos 70 %, preferentemente de al menos 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % 0 99 %.

La invencion esta definida por las reivindicaciones.

Preferentemente, el polipéptido descrito anteriormente se caracteriza por que su expresién en un organismo
fermentativo es al menos igual a la expresion de la proteina de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2).

Segun la invencion, el porcentaje de identidad de una secuencia dada con respecto a SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26 o 28 corresponde al numero de residuos idénticos entre esta secuencia dada y SEQ ID NO: 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 o 28 dividido por el nimero de residuos en SEQ ID NO: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26 o0 28.

El polipéptido de la invencion tiene una actividad exoglucanasa mejorada de al menos 10 %, preferentemente de al
menos 20 %, preferentemente de al menos 30 %, incluso mas preferentemente de al menos 40 %, a una temperatura
de aproximadamente 35 °C y/o aproximadamente 50 °C, con respecto a la actividad exoglucanasa del polipéptido
CBH2 de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

Los expertos en la materia podran, por ejemplo, determinar el aumento, o en otras palabras, la mejora de la actividad
enzimatica ya sea usando un sustrato como la celulosa Avicel®, la celulosa PASC o con un sustrato cromogénico (p-
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nitrofenil glicésido), por ejemplo, pNP lactosa. La actividad enzimatica se revelara, respectivamente, por un ensayo
colorimétrico de los aztcares reductores o bien del nitrofenol liberado.

Un ejemplo de protocolo que un experto en la materia podra utilizar para determinar si un polipéptido segun la invencion
presenta una actividad enzimatica mejorada con respecto a la de la proteina de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2), es
el siguiente:

preparacion de un cultivo madre de Y. lipolytica que expresa una enzima recombinante segun la invencion durante
toda la noche a 28 °C;

siembra de un medio de expresién con un volumen de cultivo madre que permite tener una densidad optica a
600 nm igual a 0,2 al inicio del cultivo;

cultivo de dichas células a 28 °C durante 96 horas;
centrifugacién a 8000 rpm durante 5 minutos;

incubacién de 100 pl de sobrenadante con 100 pl de tampodn citrato fosfato 0,1 M pH 6 que contiene 1 % de
celodextrinas (CD) reducidas durante 4 horas a 35 °C y 50 °C;

extraccion de 100 pl de reaccion;

adicion de 100 pyl de reactivo DNS;

incubacion durante 5 minutos a 100 °C;
incubacion durante 3 minutos en hielo;
centrifugacion durante 10 minutos a 3000 rpm;

lectura de la DO a 540 nm en 150 pl.

La invencion también tiene por objeto un acido nucleico purificado o aislado que codifica al menos un polipéptido como
se ha descrito anteriormente segun la invencién La TABLA 1 a continuacion comprende las identificaciones de las
secuencias nucleicas y peptidicas del gen de referencia CBH2 de T. reesei, las supuestas exoglucanasas de Nectria
haematococca (NH) y de Giberella zeae (GZ), asi como de los polipéptidos y polinucleétidos de la invencion.

TABLA 1

Clones Acido nucleico | Polipéptido
CBH2 (salvaje) | SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 2
35B7 SEQID NO: 3 SEQID NO: 4
95B7 SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 6
100F11 SEQID NO: 7 SEQ ID NO: 8
139F12 SEQID NO: 9 SEQ ID NO: 10
157B11 SEQID NO: 11 | SEQID NO: 12
161A1 SEQID NO: 13 | SED ID NO: 14
161C12 SEQID NO: 15 | SED ID NO: 16
189H8 SEQID NO: 17 | SEQID NO: 18
196D9 SEQID NO: 19 | SEQID NO: 20
198E11 SEQID NO: 21 | SEQID NO: 22
251B4 SEQID NO: 23 | SEQID NO: 24
251C4 SEQID NO: 25 | SEQID NO: 26
382A2 SEQ ID NO: 27 | SEQ ID NO: 28
Gen GZ SEQID NO:29 | SEQID NO: 30
Gen NH-7 SEQID NO: 31 | SEQ ID NO: 32

La invencién también tiene por objeto un acido nucleico purificado o aislado que codifica al menos un polipéptido como
se ha descrito anteriormente, segun la invencion.

Preferentemente, dicho acido nucleico purificado o aislado se puede seleccionar entre las siguientes secuencias: SEQ
ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:
17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 25y SEQ ID NO: 27.
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Segun la invencion, el acido nucleico como se ha descrito anteriormente puede unirse operativamente a un promotor,
un terminador o cualquier otra secuencia necesaria para su expresion en una célula hospedadora.

La invencion también trata sobre un vector que comprende al menos un acido nucleico como se ha descrito
anteriormente, segun la invencion.

Segun la invencion, se entiende por "vector" cualquier secuencia de ADN en la cual es posible insertar fragmentos de
un acido nucleico foraneo, permitiendo los vectores introducir ADN foraneo en una célula hospedadora. Se puede citar
de manera no exhaustiva como vectores: plasmidos, césmidos, cromosomas artificiales de levaduras (YAC),
cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas artificiales derivados del bacteriéfago P1 (PAC) o vectores
derivados de virus.

El vector segun la invencién podra portar igualmente un marcador de seleccidon. Se entiende por "marcador de
seleccion" un gen cuya expresion confiere a las células que lo contienen una caracteristica que permite seleccionarlas.
Se trata, por ejemplo, de un gen de resistencia a los antibioticos.

La invencién tiene también por objeto una célula hospedadora aislada que comprende al menos uno de los polipéptidos
como se ha descrito previamente, segun la invencién, al menos uno de los acidos nucleicos como se ha descrito
anteriormente, segun la invencién, o al menos uno de los vectores como se ha descrito anteriormente, segun la
invencion.

Los expertos en la materia podran introducir uno de los polipéptidos, uno de los acidos nucleicos o uno de los vectores,
tales como los descritos anteriormente, en la célula huésped, por métodos convencionales bien conocidos. Por
ejemplo, se puede citar el tratamiento con cloruro de calcio, la electroporacion, el uso de una pistola de particulas.

Segun un modo de realizacién, el experto en la materia podra introducir en la célula huésped y por métodos
convencionales, varias copias de un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene una actividad exoglucanasa
mejorada segun la invencion.

Segun un modo de realizacion, la célula hospedadora aislada como se ha descrito anteriormente segun la invencion
se selecciona entre Trichoderma, Aspergillus, Neurospora, Humicola, Myceliophthora, Chrysosporium, Penicillium,
Fusarium, Thermomonospora, Bacillus, Pseudomonas, Escherichia, Clostridium, Cellulomonas, Streptomyces,
Yarrowia, Pichia 'y Saccharomyces.

Segun un modo de realizacion preferido, la célula hospedadora aislada como se ha descrito anteriormente segun la
invencién se selecciona entre TTrichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii, Aspergillus niger,
Aspergillus nidulans, Aspergillus wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Myceliophthora thermopila,
Chrysosporium lucknowense, Neurospora crassa, Humicola grisae, Penicillium pinophilum, Penicillium oxalicum,
Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium benjerinckii, Clostridium
butylicum, Pichia pastoris, Yarrowia lipolityca'y Saccharomyces cerevisiae.

Segun un modo de realizacion preferido, la célula hospedadora aislada como se ha descrito anteriormente segun la
invencion se selecciona entre Trichoderma reeseiy Saccharomyces cerevisiae.

La invencidn también tiene por objeto el uso de uno cualquiera de los polipéptidos de descritos anteriormente, seguin
la invencion, para la hidrélisis de celulosa.

La invencién también tiene por objeto el uso de uno cualquiera de los polipéptidos de descritos anteriormente, segun
la invencion, para la produccién de biocarburante.

Segun la invencion, el término biocarburante puede definirse como cualquier producto procedente de la transformacion
de biomasa y que puede ser utilizado con fines energéticos. Por un lado, y sin pretender limitar, se pueden citar, como
ejemplo de biogas, productos que pueden ser incorporados (eventualmente después de una transformacién posterior)
a un carburante o ser un carburante por si mismos, tales como alcoholes (etanol, butanol y/o isopropanol, segun el
tipo de organismo fermentativo utilizado), disolventes (acetona), acidos (butirico), lipidos y sus derivados (acidos
grasos de cadena corta o larga, ésteres de acidos grasos), asi como hidrégeno.

De manera preferente, el biocarburante segun la invencién es un alcohol, por ejemplo, etanol, butanol y/o isopropanol.
Mas preferentemente, el biocarburante segun la invencion es etanol.

En otro modo de realizacién, el biocarburante es biogas.

En otro modo de realizacion, el producto es una molécula de interés para la industria quimica, como, por ejemplo, otro
alcohol tal como 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol, 2,3-butanodiol, acidos organicos como acido
acético, propionico, acrilico, butirico, succinico, malico, fumarico, citrico, itacénico o hidroxiacidos como acido glicélico,
hidroxipropiénico o lactico.
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A continuacion se describe un modo de realizacién de produccion de un coctel enzimatico util para la hidrolisis de
lignocelulosa.

Las cepas de hongos filamentosos, preferentemente Trichoderma, mas preferentemente T. reesei, capaces de
expresar al menos un polipéptido segun la invencién se cultivan en fermentadores, en presencia de un sustrato de
carbono, tal como lactosa o glucosa, seleccionado para el crecimiento del microorganismo. En un modo de realizacion,
este sustrato de carbono, segun su naturaleza, se introduce en el fermentador antes de la esterilizacion o se esteriliza
por separado y se introduce en el fermentador después de la esterilizacion de este ultimo para obtener una
concentracion inicial de 20 a 35 g/l.

Luego se afiade una solucién acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccion de las enzimas. Una
composicion enzimatica que actua sobre la biomasa lignocelulésica producida por los hongos se recupera finalmente
por filtracion del medio de cultivo. En esta composicion, se encuentran, en concreto, beta-glucosidasa, endoglucanasa
y exoglucanasa segun la invencion.

En un modo de realizacion, la solucién acuosa que contiene el sustrato seleccionado para la produccién de las enzimas
se prepara a una concentracion de 200-250 g/l. Esta solucion contiene ademas preferentemente un sustrato inductor
tal como lactosa. Esta solucién acuosa se inyecta después del agotamiento del sustrato de carbono inicial para
proporcionar una cantidad optimizada, comprendida entre 35 y 45mg/g de células ("fed batch" (proceso
semicontinuo)). Durante esta fase de "proceso semicontinuo”, la concentracion residual de azucar en el medio de
cultivo es inferior a 1 g/l y las enzimas que actuan sobre la biomasa lignoceluldsica son secretadas por el hongo. Estas
ultimas pueden recuperarse por filtracion del medio de cultivo.

La invencion tiene por objeto una composicidn enzimatica apta para actuar sobre la biomasa lignocelulésica,
produciéndose dicha composicién enzimatica por hongos filamentosos y comprendiendo al menos un polipéptido que
tiene una actividad exoglucanasa mejorada con respecto a la actividad exoglucanasa de la proteina de referencia
CBH2. Por "hongos filamentosos", se entiende en concreto Trichoderma, mas preferentemente T. reesei.

Finalmente, la invencion tiene por objeto un procedimiento de produccién de biocarburante a partir de biomasa que
comprende las siguientes etapas sucesivas:

- se pone en suspension en fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

- se hidroliza la biomasa lignocelulésica en presencia de una composicion enzimatica como se ha descrito
anteriormente para producir un hidrolizado que contiene glucosa;

- se fermenta en presencia de un organismo fermentativo la glucosa del hidrolizado para producir un mosto de
fermentacion;

- se separa el biocarburante del mosto de fermentacion.

En un modo de realizacion, la biomasa a hidrolizar se pone en suspension en fase acuosa a razén de 6 a 40 % de
materia seca, preferentemente de 20 a 30 %. El pH se regula entre 4 y 5,5, preferentemente entre 4,8 y 52 y la
temperatura entre 40 °C y 60 °C, preferentemente entre 45 °C y 50 °C. La reaccion de hidrdlisis se inicia por la adicion
de la composicion enzimatica que actua sobre la biomasa lignoceluldsica; la cantidad habitualmente utilizada es de 10
a 30 mg de proteinas excretadas por gramo de sustrato pretratado o menos. La reaccion dura generalmente de 15 a
48 horas. La reaccion es seguida por un analisis de los azucares liberados, en concreto la glucosa. La solucién de
azucares se separa de la fraccion sélida no hidrolizada, constituida esencialmente de lignina, por filtracion o
centrifugacion y luego se trata en una unidad de fermentacion.

Después de la etapa de fermentacion, el biocarburante se separa del mosto de fermentacion, por ejemplo, por
destilacion.

Otro objeto de la invencién es un procedimiento de produccién de biocarburante a partir de la biomasa, caracterizado
por que comprende las siguientes etapas sucesivas:

- se pone en suspension en fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

- se afade simultineamente a la suspensidn una composicidn enzimatica que actua sobre la biomasa
lignocelulésica como se ha definido anteriormente, y un organismo fermentativo y se fermenta la mezcla para
producir un mosto de fermentacion;

- se separa el biocarburante del mosto de fermentacion.

Preferentemente, la composicion enzimatica y el organismo fermentativo se afiaden simultaneamente y luego se
incuban a una temperatura comprendida entre 30 °C y 35 °C para producir un mosto de fermentacion.

Segun este modo de realizacion, la celulosa presente en la biomasa se convierte en glucosa, y al mismo tiempo, en
el mismo reactor, el organismo fermentativo (por ejemplo, una levadura) convierte la glucosa en el producto final segun
un procedimiento de SFS (Simultaneous Saccharification and Fermentation, sacarificacion y fermentacion
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simultaneas) conocido por los expertos en la materia. Segun las capacidades metabdlicas e hidroliticas del organismo
fermentativo, el buen desarrollo de la operacién puede requerir la adicién de una cantidad mayor o menor de mezcla
celulolitica exdgena.

En otro modo de realizacion, el organismo fermentativo produce el polipéptido objeto de la invencién por secrecién o
en la superficie de su célula, opcionalmente junto con otras enzimas que actian sobre la biomasa lignocelulésica,
limitando o suprimiendo asi la necesidad de enzimas producidas por el hongo filamentoso. Preferentemente, el
organismo fermentativo es una célula hospedadora como se ha descrito anteriormente, segun la invencion.

Preferentemente, las células hospedadoras con la composicién enzimatica y/o el organismo fermentativo, se afiaden
y luego se incuban a una temperatura comprendida entre 30 °C y 35 °C para producir un mosto de fermentacion.

El uso del polipéptido que presenta una mejor actividad exoglucanasa segun la presente invencion presenta asi la
ventaja de obtener un mejor rendimiento de produccion de glucosa mientras se emplea menos enzima que antes, lo
que también presenta una ventaja econdmica.

Descripcion de las figuras

Otros aspectos, objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion, se presentaran tras la lectura de la siguiente
descripcién no restrictiva y que describe modos de realizacion preferidos de la invencion dados mediante ejemplos y
figuras.

La Figura 1 es un espectro de masas MALDI-TOF que representa las celodextrinas DP3 a DP11 utilizadas para el
cribado.

Descripcion detallada de la invencidon
EJEMPLO 1: Preparacion de celodextrinas reducidas (DP 3-11)

1- Hidrdlisis de la celulosa (Adaptado de Y-H. Percival Zhang, L. R. Lynd Analytical Biochemistry 322 (2003), 225-
232.)

4 h,25°C
Avicel + HCl + H,SO0p, ——m Celodextrinas

20 g de celulosa (Avicel. Numero CAS 9004-34-6, Sigma-Aldrich Saint-Quentin Fallavier) se afiaden por porciones y
con agitacién vigorosa a 160 ml de una solucién enfriada a 0 °C de acido clorhidrico. Acido sulfdrico, previamente
enfriado, se afiade a la solucion varias veces (4 x 10 ml). La reacciéon se mantiene en agitacion durante 4 horas a
25 °C antes de verterse en 1,8 | de acetona enfriada a -20 °C. Después de 2 horas de agitacion, el precipitado se filtra,
se recoge en 400 ml de acetona enfriada y luego se filtra de nuevo. A continuacién, se recoge el sélido en 600 ml de
agua, y luego se agita durante una noche para solubilizar las celodextrinas. Después de la filtracion del sdlido, la
fraccion soluble que contiene las celodextrinas se neutraliza con 300 g de resina Amberlite IRA 400 OH-, y luego se
liofiliza. El liofilizado se resuspendioé después en 500 ml de metanol en presencia de ultrasonidos durante 30 minutos
para solubilizar los azucares de bajo peso molecular antes de filtrarse y después de liofilizarse de nuevo para dar lugar
a 6,8 g de celodextrinas de DP 3-11.

Para el cribado, se eligio trabajar con sustratos de mayor peso molecular posible para imitar mejor la estructura de la
celulosa. Pero las celodextrinas de alto peso molecular no son solubles, lo que impide una buena reproducibilidad de
las pruebas.

Por tanto, se seleccioné una gama de celodextrinas de DP 5-7, lo que representa un buen término medio entre el alto
peso molecular requerido y la solubilidad de las celodextrinas.

La Figura 1 presenta un espectro de masas MALDI-TOF normalmente obtenido segun el procedimiento descrito
anteriormente.

La Figura 1 muestra que los oligosacéridos aislados son en su mayor parte de DP 5-7.

2- Reduccién de celodextrinas

Se afiaden 400 mg de borohidruro de sodio a 2 g de celodextrinas DP 3-11 diluidos en 120 ml de agua. Después de 3
horas de agitacion a temperatura ambiente, la solucion se neutraliza por adicion de resina Amberlite H+ IR 120, se
filtra, y luego se liofiliza, para dar lugar a 2 g de celodextrinas reducidas de manera cuantitativa. (C. Schou, G.
Rasmussen, M-B. Kaltoft, B. Henrissat, M. Schulein Eur. J. Biochem. 217, 947-953 (1993)).
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Un analisis con BCA (acido bicinconinico) de las celodextrinas aisladas permite verificar la reduccién total de los
extremos reductores (Y.-H. Percival Zhang, L. R. Lynd Biomacromolecules 2005, 6, 1510-1515).

EJEMPLO 2: evolucioén por transposicion en L

La secuencia del gen de la celobiohidrolasa 2 de Trichoderma reesei (SEQ ID NO: 1) se sometié a un giro de
transposicion en L segun el procedimiento patentado descrito en la patente EP1104457 con los genes de una supuesta
exoglucanasa de Gibellera zeae PH-1 (SEQ ID NO: 29) y de una proteina hipotética NECHADRAFT_73991 de Nectria
haematococca mpVI (SEQ ID NO: 31) que presentan respectivamente un 63 % y 69 % de homologia con el gen
parental CBH2 (SEQ ID NO: 1). La secuencia nucleica que codifica al péptido sefial (SEQ ID NO: 33) se deleciono
durante la clonacién y se reemplazé por la de la levadura, de secuencia SEQ ID NO: 34 (secuencia del péptido sefial
correspondiente: SEQ ID NO: 35).

1- Cribado de alto rendimiento

Se desarrollé una prueba de cribado de alto rendimiento a fin de seleccionar los mejores clones procedentes de la
transposicion en L, es decir, aquellos que presentan al menos un 20 % de mejora de la actividad celobiohidrolasa con
respecto a la enzima de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2).

La prueba de cribado de alto rendimiento se realiz6 segun las siguientes etapas:

- aislamiento en agar de clones de Y. lipolytica que expresan las variantes de la transposiciéon en L de la enzima
segun la invencion y precultivados en medio YNBcasa (base de nitrégeno y levadura 1,7 g/l, NH4Cl 10 g/l, glucosa
10 g/l, casaminoacidos 2 g/l, pH7) de dichas colonias durante 36 horas a 28 °C;

- inoculacién de un medio YTD (extracto de levadura 10 g/l, triptona 20 g/l, glucosa 2,5 g/l, pH 6,8) con tetraciclina
afadida a 12,5 pg/ml al 5 % con el precultivo y luego incubacion durante 20 horas a 28 °C;

- inoculacion del medio de expresién que contiene el inductor (acido oleico) a razén de 20 g/l al 10 % con el cultivo
precedente y luego incubacién durante 96 horas a 28 °C;

- centrifugacién durante 5 minutos a 1500 rpm;

- extraccion de 100 ul de sobrenadante;

- adicién de 100 pl de CD reducidas a 1 g/l en tampén citrato fosfato 0,1 M a pH 6;

- incubacion durante 24 horas a 35 °C;

- centrifugacion durante 5 minutos a 2500 rpm;

- extraccion de 80 pl de sobrenadante;

- adicién de 80 pl de reactivo DNS;

- incubacion durante 12 minutos a 105 °C y luego 5 minutos en hielo;

- lectura de la densidad optica (DO) a 540 nm en 120 pl.

En estas condiciones de cribado, se ha descubierto una mejora de la actividad celobiohidrolasa (aumento de la DO a
540 nm) con respecto a la enzima de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2) en varios clones. Entre estos clones se pueden
citar los clones 35B7 , 95B7, 100F11, 139F12, 157B11, 161A1, 161C12, 189H8, 196D9, 198E11, 251B4, 251C4 y
382A2, que codifican respectivamente las enzimas SEQ ID NO :4, SEQ ID NO :6, SEQ ID NO :8, SEQ ID NO :10, SEQ
ID NO :12, SEQ ID NO :14, SEQ ID NO :16, SEQ ID NO :18, SEQ ID NO :20, SEQ ID NO :22, SEQ ID NO :24, SEQ
ID NO :26 y SEQ ID NO :28.

2- Determinacion de la mejora de la actividad celobiohidrolasa

2-1/ Sobre el sustrato celodextrinas reducidas

A fin de estimar la kcat relativa de las variantes seleccionadas en el primer giro de transposicion en L con respecto a
la enzima de referencia CBH2 (SEQ ID NO: 2), se procede de la siguiente manera:

- preparacién de un cultivo madre de Y. lipolytica que expresa una enzima recombinante segun la invencién durante
toda la noche a 28 °C;

- siembra de un medio de expresion con un volumen de cultivo madre que permite tener una densidad &ptica a
600 nm igual a 0,2 al inicio del cultivo;

- cultivo de dichas células a 28 °C durante 96 horas;

- centrifugacion a 8000 rpm durante 5 minutos;

- incubacion de 100 yl de sobrenadante con 100 pl de tampon citrato fosfato 0,1 M pH 6 que contiene 1 % de CD
reducidas durante 4 horas a 35 °C y 50 °C;

- extraccion de 100 yl de reaccion;

- adicién de 100 pl de reactivo DNS;

- incubacion durante 5 minutos a 100 °C;

- incubacion durante 3 minutos en hielo;

- centrifugacion durante 10 minutos a 3000 rpm;
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- lectura de la densidad 6ptica a 540 nm en 150 pl.
Segun la invencion, el calculo de las kcat se realiza de la siguiente manera:

- trazado de la curva de las DO a 540 nm en funcién del volumen de sobrenadante de cultivo en el ensayo (en nM);
- resta del valor del control negativo;

- division por el coeficiente del intervalo patron de glucosa (se revelan diferentes cantidades de glucosa con el DNS);
- division por el tiempo de reaccién (240 minutos).

La TABLA 2 presenta el valor de las kcat asi como los factores de mejora obtenidos para los clones 35B7, 95B7,
100F11, 139F12, 157B11, 161A1, 161C12, 189H8, 196D9, 198E11, 251B4, 251C4 y 382A2 que codifican
respectivamente las enzimas SEQ ID NO :4, SEQ ID NO :6, SEQ ID NO :8, SEQ ID NO :10, SEQ ID NO :12, SEQ ID
NO :14, SEQ ID NO :16, SEQ ID NO :18, SEQ ID NO :20, SEQ ID NO :22, SEQ ID NO :24, SEQ ID NO :26 y SEQ ID
NO :28 con respecto a proteina de referencia CBH2 (SEQ ID NO :2) en estas condiciones experimentales.

TABLA 2: mejora de la actividad celobiohidrolasa sobre CD reducidas

35°C 50 °C
Clon Kcat (min) Factor de mejora | Kcat (min“') | Factor de mejora
35B7 0,166 3,8 0,2345 1,6
95B7 0,287 6,6 0,715 4,8
100F11 0,0508 1,2 0,1375 0,9
139F12 0,1719 3,9 0,2328 1,6
157B11 0,113 2,6 0,2061 1,4
161A1 0,0577 1,3 0,175 0,8
C'°“esg°i'f(') primer | 461c12 0,1086 2,5 0,2162 1,4
189H8 0,0872 2,0 0,1792 1,2
196D9 0,1055 2,4 0,1969 1,3
198E11 0,1218 2,8 0,1757 1,2
251B4 0,0495 11 0,0865 0,6
251C4 0,0623 1,4 0,1315 0,9
382A2 0,315 7,2 0,552 3,7
Pr';‘;:‘i"nacge cbh2 0,0436 1 0,1501 1

Los resultados muestran una mejora de actividad enzimatica con respecto a la enzima de referencia CBH2 (SEQ ID
No :2) para los clones 35B7, 95B7, 100F11, 139F12, 157B11, 161A1, 161C12, 189H8, 196D9, 198E11, 251B4, 251C4
y 382A2 que codifican respectivamente las enzimas SEQ ID NO :4, SEQ ID NO :6, SEQ ID NO :8, SEQ ID NO :10,
SEQ ID NO :12, SEQ ID NO :14, SEQ ID NO :16, SEQ ID NO :18, SEQ ID NO :20, SEQ ID NO :22, SEQ ID NO :24,
SEQID NO :26y SEQ ID NO :28 tanto a 35 °C como a 50 °C.

2-2/ Sobre el sustrato Avicel

La mejora de actividad de los clones 35B7, 95B7, 100F11, 139F12, 157B11, 161A1, 161C12, 189H8, 196D9, 198E11,
251B4, 251C4 y 382A2 que codifican respectivamente las enzimas SEQ ID NO :4, SEQ ID NO :6, SEQ ID NO :8, SEQ
ID NO :10, SEQ ID NO :12, SEQ ID NO :14, SEQ ID NO :16, SEQ ID NO :18, SEQ ID NO :20, SEQ ID NO :22, SEQ
ID NO :24, SEQ ID NO :26 y SEQ ID NO :28 se confirmé a continuacién sobre un segundo sustrato: Avicel.

La determinacion de la mejora de la actividad sobre este sustrato se efectué como una medicion de punto final segun
el siguiente protocolo

- preparacion de un cultivo madre de Y. lipolytica que expresa una enzima recombinante segun la invencién durante
toda la noche a 28 °C;

- siembra de un medio de expresién con un volumen de cultivo madre que permite tener una densidad optica a
600 nm igual a 0,2 al inicio del cultivo;

- cultivo de dichas células a 28 °C durante 96 horas;

- centrifugacion a 8000 rpm durante 5 minutos;
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- incubacion de 100 pl de sobrenadante con 100 pl de tampon citrato fosfato 0,1 M pH 6 que contiene 1 % de Avicel
durante 18 horas a 35 °C y 50 °C;

- extraccion de 100 pl de reaccion;

- adicién de 100 pl de reactivo DNS;

- incubacion durante 5 minutos a 100 °C;

- incubacion durante 3 minutos en hielo;

- centrifugacion durante 10 minutos a 3000 rpm;

- lectura de la densidad o6ptica a 540 nm en 150 pl.

La tabla 3 presenta el valor de las DO a 540 nm (después de restar el valor del control negativo) asi como el factor de

mejora obtenido de los clones 35B7, 95B7, 100F 11, 139F12, 157B11, 161A1, 161C12, 189H8, 196D9, 198E11, 251B4,

251C4 y 382A2 en estas condiciones experimentales.

TABLA 3: mejora de la actividad celobiohidrolasa sobre Avicel

35°C 50 °C
Clon [gzl:)an?no Factor de mejora Dsilzlan?no Factor de mejora
35B7 0,0617 1,0 0,0948 0,8
95B7 0,0396 0,6 0,0555 0,4
100F11 0,038 0,6 0,0159 0,1
139F12 0,06 0,9 0,0365 0,3
157B11 0,0456 0,7 0,0319 0,3
161A1 0,0508 0,8 0,0237 0,2
C'°"esg°i'f(', Primer | 461c12 0,0564 0,9 0,0595 0,5
189H8 0,0676 1,0 0,0573 0,5
196D9 0,0565 0,9 0,0874 0,7
198E11 0,0867 1,3 0,0546 0,4
251B4 0,0765 1,2 0,0622 0,5
251C4 0,063 1,0 0,0889 0,7
382A2 0,2476 3,8 0,2256 1,8
Proteina de cbh2 0,0644 1 0,1252 1

Los resultados de la tabla 3 muestran una mejora de la actividad enzimatica con respecto a la enzima de referencia
CBH2 (SEQ ID NO: 2) para los clones 198E11 y 251B4 (respectivamente SEQ ID NO: 22 y 24) asi como una mejora
de la actividad enzimatica con respecto a la enzima de referencia CBH2 (SEQ ID NO :2) a 35°C y a 50 °C para el
clon 382A2 (SEQ ID NO: 28).
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> IFP Energies Nouvelles et al

<120> VARIANTES DE EXOGLUCANASAS CON ACTIVIDAD MEJORADA'Y SUS USOS

<130> BFF140338

<160> 35

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 1413

<212> ADN
<213> Trichoderma reesei

10
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<400> 1
atgattgtecg gcattctcac cacgectgget acgctggeca cactcgcage tagtgtgect 60
ctagaggagc ggcaagcttg ctcaagcgtc tggggccaat gtggtggcca gaattggtceg 120
ggtccgactt gctgtgettec cggaagcaca tgcgtctact ccaacgacta ttactcccag 180
tgtcttececeg gegetgecaag ctcaagecteg teccacgegeg cecgegtcecgac gacttetcega 240
gtatccececca caacatceeg gtcgagetcecce gegacgecte cacctggtte tactactace 300
agagtacctc cagtcggatc gggaaccgct acgtattcag gcaacccttt tgttggggtc 360
actccttggg ccaatgcata ttacgcctct gaagttagca gcctcgcectat tcecctagettg 420
actggagcca tggccactgce tgcagcagct gtcgcaaagg ttcecctettt tatgtggceta 480
gatactecttg acaagaccce tctcatggag caaaccttgg ccgacatceg caccgcecaac 540
aagaatggcg gtaactatgc cggacagttt gtggtgtatg acttgccgga tcgecgattge 600
gctgeccettg cctecgaatgg cgaatactet attgecgatg gtggegtege caaatataag 660
aactatatcg acaccattcg tcaaattgtc gtggaatatt ccgatatcecg gaccctectg 720
gttattgagc ctgactctct tgccaacctg gtgaccaacc tcggtactcc aaagtgtgec 780
aatgctcagt cagcctacct tgagtgcatc aactacgccg tcacacagcet gaaccttcca 840
aatgttgcga tgtatttgga cgectggccat gcaggatggce ttggectggecec ggcaaaccaa 900
gaccecggecg ctcagectatt tgcaaatgtt tacaagaatg catcgtcetecce gagagetcett 960
cgcggattgg caaccaatgt cgccaactac aacgggtgga acattaccag ccccccatcg 1020
tacacgcaag gcaacgctgt ctacaacgag aagctgtaca tccacgctat tggacctctt 1080
cttgccaatc acggctggtc caacgcecctte ttcatcactg atcaaggtecg atcgggaaag 1140
cagcctaccg gacagcaaca gtggggagac tggtgcaatg tgatcggcac cggatttggt 1200
attcgcccat ccgcaaacac tggggactcg ttgctggatt cgtttgtectg ggtcaagcecca 1260
ggcggcgagt gtgacggcac cagcgacagc agtgcgccac gatttgactc ccactgtgeg 1320
ctcccagatg ccttgcaacc ggcgectcaa getggtgett ggttccaage ctactttgtg 1380
cagcttctca caaacgcaaa cccatcgttc ctg 1413

<210> 2

<211> 471

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 2

1"
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Leu
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Thr
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Ala
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Ala
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Gly
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Arg
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Ile
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His
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Leu

Gly

Pro
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Gln

Arg

Val

Arg

Gln
450

Ile

Arg

Glu

Cys

Thr

275

Ala

Phe

Leu

Pro

His
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Phe

Gln

Pro

Lys

Phe
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Ala

Ala

Gln

Pro

Ala
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Gln

Gly

Ala

Ala

Ser
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Ile

Trp
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Pro
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Gly
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His
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Pro

Trp

Asn

Gly

365

Gln

Thr

Asp

Asp

Leu

445

Gln

Tyr

Thr

Leu

Ile

270

Leu

Pro

Arg

Asn

Glu

350

Trp

Pro

Gly

Ser

Ser

430

Gln

Leu

Ile

Leu

Gly

255

Asn

Asp

Ala

Ala

Ile

335

Lys

Ser

Thr

Phe

Phe

415

Ser

Pro

Leu

Asp

Leu

240

Thr

Tyr

Ala

Ala

Leu

320

Thr

Leu

Asn

Gly

Gly

400

Val

Ala

Ala

Thr



10

15

20

<210>3

<211> 1353

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Clon 35B7

<400> 3

gccectettg
agctggaatg
tactctcagt
tccaccacaa
cctcectecag
ctttgggcca
ggagccatgg
tctttecgacce
gctggeggta
gccgecgect
tatatcgcca
attgagcctg
gctgcttcag
gtttccatgt
ccggcecgceta
ggattggcaa
acgcaaggcg
gagcagaatg
cctaccggac
cgcccatceg
ggcgagtctg
gacggcgeceg

cttctcacaa

ttgaggagcg
gtgctacctg
gcattcectgg
caactcagcc
ctggatcggg
atagctatta
ccactgcetge
acatctccct
actatgccgg
cgaatggcga
agattaaggg
actctcttge
cctacaagga
atatcgacgce
aactatttge
ccaatgtcgce
cctctatcta
gctggeectgg
agatccagtg
caaacactgg
acggcaccag
tcaagcegge

acgcaaaccc

<210> 4

<211> 450

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 885 684 T3

Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu

465

ccaggcttge
ctgccagtcet
agaaggcccc
aacttccact
aaccgctacg
ccgctcectgaa
agcaaaggtc
catggaggac
acagtttgtg
atactctctt
tattctccag
caacctggtg
gctcaccatt
tggccatggt
aagcatctac
caactacaac
cgacgagaag
tgcccacttce
gggagactgg
ggactcgttg
cgacaccagt
gcctgagget

atcgttcctg

gctgcccaat
ggtagctact
gccacttcca
tcgactgetg
tattcaggca
gttaccaacc
gcagatgttc
accttggtcg
gtgtatgact
gccgatggtg
gactattccg
accaacatga
cacgccctca
ggatggcttg
aaggatgcag
gcctggagece
agcttcatcce
atcactgatc
tgcaattcca
ctggatgctt
gcggctegat
ggtacctggt

taa

14

470

gggcccagtg
gcagcaagat
agtcgagcac
gaacctctte
acccttactce
tcgctattece
cctcttttca
acatccgcaa
tgccggatceg
gcgtcecgecaa
atacccggat
acgtcccaaa
aggagctgaa
gctggeegge
gcaagccggce
tcagcagcge
acgctatggg
aaggtcgatc
agggcaccgg
ttgtctgggt
acgactacca

tccaagecta

tggtggcttce
caacgactat
tcttectget
cactaccaag
tggggtcaac
taagttgagc
gtggatggat
ggccaacctg
cgattgcget
atataaggcc
cattctggtt
gtgtgccaat
ccttccaaat
aaaccaaggc
cgctettege
tccaccttac
acctcttctt
gggaaagcag
atttggtatt
caagccaggc
ctgtggtatt

ctttgagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1353



<223> Clon 35B7

<400> 4

Ala

1

Cys

Tyr

Gly

Thr

65

Pro

Ser

Asn

Lys

Ile

145

Ala

Arg

Gly

Leu

Pro

Gly

Cys

Pro

50

Gln

Pro

Gly

Leu

Val

130

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln
210

Leu

Gly

Ser

35

Ala

Pro

Pro

Val

Ala

115

Ala

Leu

Gly

Cys

Val

195

Asp

Val

Phe

20

Lys

Thr

Thr

Ala

Asn

100

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

180

Ala

Tyr

Glu

Ser

Ile

Ser

Ser

Gly

85

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr

165

Ala

Lys

Ser

ES 2 885 684 T3

Glu

Trp

Asn

Lys

Thr

70

Ser

Trp

Lys

Pro

Asp

150

Ala

Ala

Tyr

Asp

Arg

Asn

Asp

Ser

55

Ser

Gly

Ala

Leu

Ser

135

Thr

Gly

Ala

Lys

Thr
215

Gln

Gly

Tyr

40

Ser

Thr

Thr

Asn

Ser

120

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

200

Arg

15

Ala

Ala

25

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

105

Gly

Gln

Val

Phe

Asn

185

Tyr

Ile

Cys

10

Thr

Ser

Leu

Gly

Thr

90

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

170

Gly

Ile

Ile

Ala

Cys

Gln

Pro

Thr

75

Tyr

Tyr

Met

Met

Ile

155

Val

Glu

Ala

Leu

Ala

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Asp

140

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val
220

Gln

Gln

Ile

45

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

125

Ser

Lys

Asp

Ser

Ile

205

Ile

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Thr

Asn

Glu

110

Ala

Phe

Ala

Leu

Leu

190

Lys

Glu

Ala

15

Gly

Gly

Thr

Thr

Pro

95

Val

Ala

Asp

Asn

Pro

175

Ala

Gly

Pro

Gln

Ser

Glu

Thr

Lys

80

Tyr

Thr

Ala

His

Leu

160

Asp

Asp

Ile

Asp



Ser

225

Ala

Asn

Leu

Ile

Asn

305

Thr

Gly

Asp

Asp

Asn

385

Gly

His

Trp

Phe

<210>5
<211> 1362

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

290

Val

Gln

Pro

Gln

Trp

370

Thr

Glu

Cys

Phe

Leu
450

Ala

Ser

Pro

Trp

275

Lys

Ala

Gly

Leu

Gly

355

Cys

Gly

Ser

Gly

Gln
435

Asn

Ala

Asn

260

Pro

Asp

Asn

Ala

Leu

340

Arg

Asn

Asp

Asp

Ile

420

Ala

Leu

Tyr

245

Val

Ala

Ala

Tyr

Ser

325

Glu

Ser

Ser

Ser

Gly

405

Asp

Tyr

ES 2 885 684 T3

Val

230

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

310

Ile

Gln

Gly

Lys

Leu

390

Thr

Gly

Phe

Thr

Glu

Met

Gln

Lys

295

Ala

Tyr

Asn

Lys

Gly

375

Leu

Ser

Ala

Glu

Asn

Leu

Tyr

Gly

280

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

360

Thr

Asp

Asp

Val

Gln
440

Met

Thr

Ile

265

Pro

Ala

Ser

Glu

Trp

345

Pro

Gly

Ala

Thr

Lys

425

Leu

16

Asn

Ile

250

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

330

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

410

Pro

Leu

Val

235

His

Ala

Ala

Leu

Ser

315

Ser

Gly

Gly

Gly

Val

395

Ala

Ala

Thr

Pro

Ala

Gly

Lys

Arg

300

Ser

Phe

Ala

Gln

Ile

380

Trp

Ala

Pro

Asn

Lys

Leu

His

Leu

285

Gly

Ala

Ile

His

Ile

365

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
445

Cys

Lys

Gly

270

Phe

Leu

Pro

His

Phe

350

Gln

Pro

Lys

Tyr

Ala

430

Asn

Ala

Glu

255

Gly

Ala

Ala

Pro

Ala

335

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

415

Gly

Pro

Asn

240

Leu

Trp

Ser

Thr

Tyr

320

Met

Thr

Gly

Ala

Gly

400

Tyr

Thr

Ser



ES 2 885 684 T3

10

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Clon 95B7

<400> 5
gtgcctctag aggagcggca agcttgetca agegtctggg gccaatgtgg tggccagaat 60
tggtcgggte cgacttgectg tgcttcecgga agcacatgeg tctactccaa cgactattac 120
tcccagtgte ttcceggege tgcaagetca agetcecgtcca cgegegecge gtcgacgact 180
tctcgagtat cccccacaac atccecggtecg agetccgega cgcectccacce tggttctact 240
actaccagag tacctccagt cggatcggga accgctacgt attcaggcaa cccttttgtt 300
ggggtcactc cttgggccaa tgcatattac gcctctgaag ttagcagecct cgctattect 360
agcttgactg gagccatggce cactgctgca gcagectgtcg caaaggttcce ctettttatg 420
tggctagata ctcttgacaa gacccctete atggagcaaa ccttggeccga catccgeacce 480
gccaacaaga atggcggtaa ctatgccgga cagtttgtgg tgtatgactt geecggatcege 540
gattgegetg ccecttgecte gaatggegaa tactctattg ccgatggtgg cgtcegecaaa 600
tataagaact atatcgacac cattcgtcaa attgtcgtgg aatattccga tatceggacce 660
ctcctggtta ttgagcctga ctctettgee aaccaggtga ccaacatgga tgtcgceccaag 720
tgtgccaagg ctcatgatgce ctacatcage ctgacgaact acgeccgtcac agaactgaac 780
cttccaaatg ttgcgatgta tttggacgct ggcaatgcag gatggecttgg ctggeccggceca 840
aaccaaggcc cggccgctaa actatttgca agcatctaca aggatgcagg caagccggcec 900
gctettegeg gattggcaac caatgtcgec aactacaacg cctggagcct cagcageget 960
ccaccttaca cgcaaggcgce ctctatctac gacgagaaga gcttcatcca cgctatggga 1020
cctettettg agcagaatgg ctggecctggt geccacttca tcactgatca aggtcgatcg 1080
ggaaagcagc ctaccggaca gatccagtgg ggagactggt gcaattccaa gggcaccgga 1140
tttggtattc gcccatccge aaacactggg gactcecgttge tggatgettt tgtetgggtce 1200
aagccaggcg gcgagtctga cggcaccagc gacaccagtg cgacccgata cgactaccac 1260
tgtggtgctt ctgccgectt gcaaccggeg cectgaggetg gtacctggtt ccaagectac 1320
tttgagcagc ttctcaagaa cgcaaaccca tcgttcctgt aa 1362

<210>6

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Clon 95B7

<400> 6

17



Val

Gly

Cys

Ser

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Ala

Leu

145

Ala

Leu

Ile

Arg

Glu

225

Cys

Pro

Gly

Val

Ser

50

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

130

Asp

Asn

Pro

Ala

Gln

210

Pro

Ala

Leu

Gln

Tyr

35

Ser

Thr

Arg

Phe

Ser

115

Ala

Lys

Lys

Asp

Asp

195

Ile

Asp

Lys

Glu

Asn

20

Ser

Ser

Ser

Val

Val

100

Ser

Ala

Thr

Asn

Arg

180

Gly

Val

Ser

Ala

Glu

Trp

Asn

Ser

Arg

Pro

85

Gly

Leu

Val

Pro

Gly

165

Asp

Gly

Val

Leu

His

ES 2 885 684 T3

Arg

Ser

Asp

Thr

Ser

70

Pro

Val

Ala

Ala

Leu

150

Gly

Cys

val

Glu

Ala

230

Asp

Gln

Gly

Tyr

Arg

55

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

135

Met

Asn

Ala

Ala

Tyr

215

Asn

Ala

Ala

Pro

Tyr

40

Ala

Ser

Gly

Pro

Pro

120

Val

Glu

Tyr

Ala

Lys

200

Ser

Gln

Tyr

Cys

Thr

25

Ser

Ala

Ala

Ser

Trp

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Leu

185

Tyr

Asp

Val

Ile

18

Ser

10

Cys

Gln

Ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Ser

Thr

Gly

170

Ala

Lys

Ile

Thr

Ser

Ser

Cys

Cys

Thr

Pro

75

Thr

Asn

Thr

Phe

Leu

155

Gln

Ser

Asn

Arg

Asn

235

Leu

Val

Ala

Leu

Thr

60

Pro

Ala

Ala

Gly

Met

140

Ala

Phe

Asn

Tyr

Thr

220

Met

Thr

Trp

Ser

Pro

45

Ser

Pro

Thr

Tyr

Ala

125

Trp

Asp

Val

Gly

Ile

205

Leu

Asp

Asn

Gly

Gly

Gly

Arg

Gly

Tyr

Tyr

110

Met

Leu

Ile

Val

Glu

130

Asp

Leu

Val

Tyr

Gln

15

Ser

Ala

Val

Ser

Ser

95

Ala

Ala

Asp

Arg

Tyr

175

Tyr

Thr

Val

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

160

Asp

Ser

Ile

Ile

Lys

240

Val



ES 2 885 684 T3

245

Thr Glu Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala
260 265

Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn
275 280

Phe Ala Ser Ile Tyr Lys Asp Ala Gly
290 295

Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn
305 310

Pro Pro Tyr Thr Gln Gly Ala Ser Ile
325

His Ala Met Gly Pro Leu Leu Glu Gln
340 345

Phe Ile Thr Asp Gln Gly Arg Ser Gly
355 360

Gln Trp Gly Asp Trp Cys Asn Ser Lys
370 375

Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser Leu
385 390

Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr
405

Tyr Asp Tyr His Cys Gly Ala Ser Ala
420 425

Ala Gly Thr Trp Phe Gln Ala Tyr Phe
435 440

Asn Pro Ser Phe Leu
450

<210>7

<211> 1323

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 100F11

19

250

Met

Gln

Lys

Ala

Tyr

330

Asn

Lys

Gly

Leu

Ser

410

Ala

Glu

Tyr

Gly

Pro

Trp

315

Asp

Gly

Gln

Thr

Asp

395

Asp

Leu

Gln

Leu

Pro

Ala

300

Ser

Glu

Trp

Pro

Gly

380

Ala

Thr

Gln

Leu

Asp

Ala

285

Ala

Leu

Lys

Pro

Thr

365

Phe

Phe

Ser

Pro

Leu
445

Ala

270

Ala

Leu

Ser

Ser

Gly

350

Gly

Gly

Val

Ala

Ala

430

Lys

255

Gly

Lys

Arg

Ser

Phe

335

Ala

Gln

Ile

Trp

Thr

415

Pro

Asn

Asn

Leu

Gly

Ala

320

Ile

His

Ile

Arg

Val

400

Arg

Glu

Ala



ES 2 885 684 T3

<400> 7
gctecctgttg aagagegtca gtettgcage aacggagtcet ggtctcaatg tggtggtcag 60
aactggtccg gtactcecettg ctgcaccagt ggaaacaagt gtgtcaaggt caacgacttc 120
tactcccagt gccagecctgg atctgcagac ccttcetceccca catccaccat tgtctecgeg 180
acgaccacca aggctactac tactggtagt ggaggctctg tcacctcgec tcctectgtt 240
gccaccaaca acccttttte tggggtcgat ctgtgggcca ataactatta ccgcetcectgaa 300
gttagcactc tcgctattece taagttgage ggagccatgg ccactgetgce agcaaaggtc 360
gcagatgttc cctcecttttca gtggatggat acttatgacc acatctcctt catggaggag 420
tctttggecg acatccgcaa ggccaacaag gctggecggta actatgecgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgeget geccgetgect cgaatggecga atactcetcett 540
gacaaggatg gcaagaacaa atataaggcc tatatcgcca agattaaggg tattctccag 600
gactattccg atacccggat cattctggtt attgagecctg actctcttge caacatggtg 660
accaacatga acgtcccaaa gtgtgccaat gectgcecttcag cctacaagga gectcaccatt 720
cacgccctca aggagctgaa ccttccaaat gtttccatgt atatcgacge tggeccatggt 780
ggatggcttg gctggcecgge aaaccttcct cecggecgete agetatacgg tcagcectctac 840
aaggatgcag gcaagccgtce tcgecttcge ggattggtca ccaatgtcectc caactacaac 900
gcctggaagce tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
aagtacatcc acgctctgte tcecctettett gagcaggagg gectggeccegg tgccaagttce 1020
atcgtcgatc aaggtcgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcettg gggagactgg 1080
tgcaatgctce ccggcaccgg atttggtatt cgecccatceg caaacactgg ggactcegttg 1140
ctggatgcett ttgtectgggt caagccagge ggcgagtctg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcgacccgat acgactacca ctgtggtget tectgecgecet tgcaaccgge gectgagget 1260
ggtacctggt tccaagccta ctttgagcag cttctcacaa acgcaaaccce atcgttcectg 1320
taa 1323

<210> 8

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Clon 100F11

<400> 8

Ala Pro Val Glu Glu Arg Gln Ser Cys Ser Asn Gly Val Trp Ser Gln
1 5 10 15

Cys Gly Gly Gln Asn Trp Ser Gly Thr Pro Cys Cys Thr Ser Gly Asn

20



Lys

Ala

Ala

65

Ala

Tyr

Met

Met

Ile

145

Val

Glu

Ala

Leu

Val

225

His

Ala

Cys

Asp

50

Thr

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val

210

Pro

Ala

Gly

val

35

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Lys

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Leu

His

20

Lys

Ser

Thr

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly
260

Vval

Pro

Gly

Pro

85

val

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

245

Gly

ES 2 885 684 T3

Asn

Thr

Ser

70

Phe

Ser

Ala

His

Lys

150

Asp

Lys

Ile

Asp

Asn

230

Leu

Trp

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Phe

40

Thr

Gly

Gly

Leu

vVal

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

200

Leu

Ala

Leu

Gly

25

Tyr

Ile

Ser

Val

Ala

105

Ala

Phe

Gly

Cys

Lys

185

Asp

Ala

Ser

Pro

Trp
265

21

Ser

val

Val

Asp

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Met

Tyr

235

Val

Ala

Cys

Ala

60

Ser

Trp

Lys

Pro

Glu

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val

220

Lys

Ser

Asn

Gln

45

Thr

Pro

Ala

Leu

Ser

125

Ser

Gly

Ala

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Met

Leu

30

Pro

Thr

Pro

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

190

Arg

Asn

Leu

Tyr

Pro
270

Gly

Thr

Pro

Asn

95

Gly

Gln

Ala

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Thr

Ile

255

Pro

Ser

Lys

vVal

80

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Ile

Asn

Ile

240

Asp

Ala



10

Ala Gln

Leu Arg
290

Ser Ser
305

Lys Tyr

Gly Ala

Gly Gln

Gly Ile
370

Val Trp
385

Ala Thr

Ala Pro

Thr Asn

<210>9
<211> 1323
<212> ADN

Leu

275

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys

355

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
435

Tyr

Leu

Pro

His

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

420

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 139F12

<400> 9

Gly

Val

Asp

Ala

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

405

Gly

Pro

ES 2 885 684 T3

Gln

Thr

Tyr

310

Leu

Val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Thr

Ser

Leu

Asn

295

Thr

Ser

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Trp

Phe

Tyr

280

Val

Glu

Pro

Gln

Trp

360

Thr

Glu

Cys

Phe

Leu
440

Lys

Ser

Ser

Leu

Gly

345

Cys

Gly

Ser

Gly

Gln
425

22

Asp

Asn

Asn

Leu

330

Arg

Asn

Asp

Asp

Ala

410

Ala

Ala

Tyr

Pro

315

Glu

Ser

Ala

Ser

Gly

395

Ser

Tyr

Gly

Asn

300

Asn

Gln

Gly

Pro

Leu

380

Thr

Ala

Phe

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Lys

Gly

365

Leu

Ser

Ala

Glu

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Leu

Gln
430

Ser

Lys

Glu

Trp

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Gln

415

Leu

Arg

Leu

Gln

320

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro

Leu
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gctecetgttg aagagcegtca gtcttgcage aacggagtct ggtctcaatg tggtggtcag 60
aactggtccg gtactcecttg ctgcaccagt ggaaacaagt gtgtcaaggt caacgacttc 120
tactcccagt gccagecectgg atctgcagac ccttctecca catccaccat tgtcectecgeg 180
acgaccacca aggctactac tactggtagt ggaggctctg tcacctcgece tcecctectgtt 240
gccaccaaca acccttttte tggggtcgat ctgtgggecca ataactatta ccgetctgaa 300
gttagcactc tcgctattcc taagttgagc ggagccatgg ccactgctge agcaaaggtc 360
gcagatgttce cctcettttca gtggatggat acttatgacc acatctccectt catggaggag 420
tectttggecg acatccgcaa ggccaacaag gectggeggta actatgccgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgecget gecegetgecet cgaatggcga atactctett 540
gacaaggatg gcaagaacaa atataaggcc tatatcgcca agattaaggg tattctccag 600
gactattccg atacccggat cattctggtt attgagecctg actctcttge caacatggtg 660
accaacatga acgtcccaaa gtgtgccaat gctgcttcag cctacaagga gctcaccatt 720
cacgccctca aggagctgaa ccttccaaat gtttccatgt atatcgacge tggccatggt 780
ggatggcttg gctggececgge aaaccttect cecggecgete agectatacgg tcagcetctac 840
aaggatgcag gcaagccgtce tcgecttecge ggattggtca ccaatgtcectce caactacaac 900
gcctggaage tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
aagtacatcc acgctctgte tecctettett gagcaggagg getggeccecgg tgccaagttce 1020
atcgtcgatcec aaggtecgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcttg gggagactgg 1080
tgcaatgctc ccggcaccgg atttggtctc cgeccatcecg caaacactgg ggacgecttg 1140
gtcgatgett ttgtetgggt caagccagge ggcecgagtctg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcggctcgat acgactacca ctgtggtgcet tctgceccegect tgcaaccgge gectgaggcet 1260
ggtacctggt tccaagccta ctttgagcag cttctcaaga acgcaaaccce atcgttcectg 1320
taa 1323

<210> 10

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 139F12

<400> 10

23



Ala

Cys

Lys

Ala

Pro Val

Gly Gly

Cys Val
35

Asp Pro
50

Glu

Gln

20

Lys

Ser

ES 2 885 684 T3

Glu Arg Gln
5

Asn Trp Ser

Val Asn Asp

Pro Thr Ser
55

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Cys

Thr
25

Tyr

Ile

24

Ser

10

Pro

Ser

Val

Asn

Cys

Gln

Ser

Gly

Cys

Cys

Ala
60

Val

Thr

Gln

45

Thr

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Ser Gln

15

Gly Asn

Gly Ser

Thr Lys



Ala

65

Ala

Tyr

Met

Met

Ile

145

Val

Glu

Ala

Leu

Val

225

His

Ala

Ala

Leu

Ser
305

Thr

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val

210

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

290

Ser

Thr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Lys

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Leu

His

Leu

275

Lys

Thr

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly

260

Tyr

Leu

Pro

Gly

Pro

85

Val

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

245

Gly

Gly

val

Asp
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Ser

70

Phe

Ser

Ala

His

Lys

150

Asp

Lys

Ile

Asp

Asn

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Tyr
310

Gly

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Leu

Asn

295

Thr

Gly

Gly

Leu

val

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

200

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

280

Val

Glu

Ser

Val

Ala

105

Ala

Phe

Gly

Cys

Lys

185

Asp

Ala

Ser

Pro

Trp

265

Lys

Ser

Ser

25

vVal

Asp

90

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Asp

Asn

Asn

Thr

75

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Met

Tyr

235

vVal

Ala

Ala

Tyr

Pro
315

Ser

Trp

Lys

Pro

Glu

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val

220

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

300

Asn

Pro

Ala

Leu

Ser

125

Ser

Gly

Ala

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Met

Leu

Lys

285

Ala

Tyr

Pro

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

190

Arg

Asn

Leu

Tyr

Pro

270

Pro

Trp

Asp

Pro

Asn

95

Gly

Gln

Ala

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Thr

Ile

255

Pro

Ser

Lys

Glu

Val

80

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Ile

Asn

Ile

240

Asp

Ala

Arg

Leu

Gln
320



10

Lys

Gly

Gly

Gly

Val

385

Ala

Ala

Lys

<210> 11
<211> 1323
<212> ADN

Tyr

Ala

Gln

Leu

370

Trp

Ala

Pro

Asn

Ile

Lys

Lys

355

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
435

His

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

420

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 157B11

<400> 11

Ala

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

405

Gly

Pro

Leu

Val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Thr

Ser
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Ser

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Trp

Phe

Pro

Gln

Trp

360

Thr

Glu

Cys

Phe

Leu
440

Leu

Gly

345

Cys

Gly

Ser

Gly

Gln
425

26

Leu

330

Arg

Asn

Asp

Asp

Ala

410

Ala

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

395

Ser

Tyr

Gln

Gly

Pro

Leu

380

Thr

Ala

Phe

Glu

Lys

Gly

365

Val

Ser

Ala

Glu

Gly

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Leu

Gln
430

Trp

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Gln

415

Leu

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro

Leu
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gctecctgttg aagagcgtca gtcttgcage aacggagtct ggtctcaatg tggtggtcag 60
aactggtccg gtactccttg ctgcaccagt ggaaacaagt gtgtcaaggt caacgacttc 120
tactcccagt gccagcectgg atctgecagac ccttcectceccca catccaccat tgtcectecgeg 180
acgaccacca aggctactac tactggtagt ggaggctctg tcacctcecgece tectceetgtt 240
gccaccaaca acccttttte tggggtcgat ctgtgggcca ataactatta ccgcectcectgaa 300
gttagcactc tcgctattcecce taagttgage ggagccatgg ccactgectge agcaaaggtce 360
gcagatgttce cctcetttteca gtggatggat acttatgacce acatctcectt catggaggag 420
tctttggececg acatccgcaa ggccaacaag gctggcggta actatgccgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgecget geccecgecgect cgaatggcega atactetctce 540
gacaatgatg gcgccaacaa atataaggcc tatatcgcca agattaaggg tattctceccecag 600
gactattccg atacccggat cattcectggtt attgagcctg actctettge caacatggtg 660
accaacatga acgtcccaaa gtgtgccaat gctgcttcag cctacaagga gctcaccatt 720
cacgccctca aggagctgaa ccttccaaat gtttccatgt atatcgacge tggccatggt 780
ggatggcttg gectggecegge aaaccttceccet cecggecgete agetatacgg tcagcetctac 840
aaggatgcag gcaagccgtce tcgecettege ggattggtca ccaatgtctce caactacaac 900
gcectggaage tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
aagtacatcc acgctctgtce tectettett gagecaggagg getggecececgg tgceccaagtte 1020
atcgtecgate aaggtcgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcttg gggagactgg 1080
tgcaatgctc ccggcaccgg atttggtctce cgcccatcecg caaacactgg ggactcegttg 1140
ctggatgctt ttgtctgggt caagccagge ggcgagtctg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcgacccgat acgactacca ctgtggtget tetgecgect tgcaacecgge gectgagget 1260
ggtacctggt tccaagccta ctttgagcag cttcectcacaa acgcaaaccce atcegttcectg 1320
taa 1323

<210> 12

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 157B11

<400> 12

27



Ala

Cys

Lys

Ala

Ala

65

Ala

Tyr

Pro

Gly

Cys

Asp

Thr

Thr

Arg

Val

Gly

Val

35

Pro

Thr

Asn

Ser

Glu

Gln

20

Lys

Ser

Thr

Asn

Glu
100

Glu

Asn

Val

Pro

Gly

Pro

85

Val
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Arg

Trp

Asn

Thr

Ser

70

Phe

Ser

Gln

Ser

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Thr

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Gly

Gly

Leu

Cys

Thr

25

Tyr

Ile

Ser

Val

Ala
105

28

Ser

10

Pro

Ser

Val

Val

Asp

90

Ile

Asn

Cys

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Pro

Gly

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Trp

Lys

Val

Thr

Gln

45

Thr

Pro

Ala

Leu

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Pro

Asn

Ser
110

Ser

15

Gly

Gly

Thr

Pro

Asn

95

Gly

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

80

Tyr

Ala



Met

Met

Ile

145

val

Glu

Ala

Leu

vVal

225

His

Ala

Ala

Leu

Ser

305

Lys

Gly

Gly

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Lys

val

210

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

290

Ser

Tyr

Ala

Gln

Thr

115

Thr

Lys

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Leu

His

Leu

275

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys
355

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly

260

Tyr

Leu

Pro

His

Phe

340

Ala

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

245

Gly

Gly

Val

Asp

Ala

325

Ile

Trp
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Ala

His

Lys

150

Asp

Asn

Ile

Asp

Asn

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Tyr

310

Leu

Val

Gly

Lys

Tle

135

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Leu

Asn

295

Thr

Ser

Asp

Asp

val

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

200

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

280

val

Glu

Pro

Gln

Trp
360

Ala

Phe

Gly

Cys

Ala

185

Asp

Ala

Ser

Pro

Trp

265

Lys

Ser

Ser

Leu

Gly

345

Cys

29

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

330

Arg

Asn

vVal

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Met

Tyr

235

val

Ala

Ala

Tyr

Pro

315

Glu

Ser

Ala

Pro

Glu

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

val

220

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

300

Asn

Gln

Gly

Pro

Ser

125

Ser

Gly

Ala

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Met

Leu

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Lys

Gly
365

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

190

Arg

Asn

Leu

Tyr

Pro

270

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

350

Thr

Gln

Ala

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Thr

Ile

255

Pro

Ser

Lys

Glu

Trp

335

Pro

Gly

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Ile

Asn

Ile

240

Asp

Ala

Arg

Leu

Gln

320

Pro

Thr

Phe
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30

Gly Leu Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser Leu Leu Asp Ala Phe
370 375 380
Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser
385 390 395 400
Ala Thr Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Ala Ser Ala Ala Leu Gln Pro
405 410 415
Ala Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Glu Gln Leu Leu
420 425 430
Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440
<210> 13
<211> 1323
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> Clon 161A1
<400> 13
gctecetgttg aagagegtca gtcecttgecage aacggagtct ggtcetcaatg tggtggtcag 60
aactggtccg gtactccttg ctgcaccagt ggaaacaagt gtgtcaaggt caacgacttc 120
tactcccagt geccagectgg atctgcagac ccttcteccca catccaccat tgtetcecegeg 180
acgaccacca aggctactac tactggtagt ggaggctctg tcacctcgece tcecctectgtt 240
gccaccaaca acccttttte tggggtcgat ctgtgggcca ataactatta ccgcetctgaa 300
gttagcactec tcgctattce taagttgage ggagccatgg ccactgetgce agcaaaggtc 360
gcagatgttc cctcettttca gtggatggat acttatgace acatctectt catggaggag 420
tctttggececg acatccgcaa ggccaacaag gectggcggta actatgeccgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgeget geccgectgect cgaatggcga atactctett 540
gacaaggatg gcaagaacaa atataaggcc tatatcgcca agattaaggg tattctceccag 600
gactattccg atacccggat cattctggtt attgagecctg actctcecttge caacatggtg 660
accaacatga acgtcccaaa gtgtgccaat gctgcttcag cctacaagga gctcaccatt 720
cacgccctca aggagctgaa ccttccaaat gtttccatgt atatcgacge tggecatggt 780
ggatggcttg gectggecegge aaaccttect ceggeccgete agectatacgg tcagetcetac 840
aaggatgcag gcaagccgtc tcgceccttege ggattggtca ccaatgtctce caactacaac 900
gcectggaage tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
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aagtacatcc acgctctgtc tcctecttett gagcaggagg getggecccgg tgccaagttce 1020
atcgtcgatc aaggtcgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcttg gggagactgg 1080
tgcaatgctc ccggcaccgg atttggtatc cgcccatccg caaacactgg ggacgecttg 1140
gtcgatgett ttgtetgggt caageccagge ggecgagtetg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcgacccgat acgactacca ctgtggtget tetgecegect tgecaaccgge gectgagget 1260
ggtacctggt tccaagccta ctttgagcag cttctcaaga acgcaaaccc atcegttectg 1320
taa 1323

<210> 14

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 161A1

<400> 14

31



Ala

Cys

Lys

Ala

Ala

65

Ala

Tyr

Met

Met

Ile
145

Pro

Gly

Cys

Asp

50

Thr

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Val

Gly

Val

35

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Lys

Glu

Gln

20

Lys

Ser

Thr

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Glu

Asn

Val

Pro

Gly

Pro

85

Val

Ala

Asp

Asn
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Arg

Trp

Asn

Thr

Ser

70

Phe

Ser

Ala

His

Lys
150

Gln

Ser

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Ala

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Gly

Gly

Leu

Val

120

Ser

Gly

Cys

Thr

25

Tyr

Ile

Ser

Val

Ala

105

Ala

Phe

Gly

32

Ser

10

Pro

Ser

Val

Val

Asp

Ile

Asp

Met

Asn

Asn

Cys

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr
155

Gly

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Trp

Lys

Pro

Glu

140

Ala

Val

Thr

Gln

45

Thr

Pro

Ala

Leu

Ser

125

Ser

Gly

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Pro

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

15

Gly

Gly

Thr

Pro

Asn

95

Gly

Gln

Ala

Phe

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

80

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val
160



Val

Glu

Ala

Leu

Val

225

His

Ala

Ala

Leu

Ser

305

Lys

Gly

Gly

Gly

val

385

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Val

210

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

290

Ser

Tyr

Ala

Gln

Ile

370

Trp

Thr

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Leu

His

Leu

275

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys

355

Arg

val

Arg

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly

260

Tyr

Leu

Pro

His

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Pro

165

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

245

Gly

Gly

Val

Asp

Ala

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp
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Asp

Lys

Ile

Asp

Asn

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Tyr

310

Leu

val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Arg

Asp

Leu

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Leu

Asn

295

Thr

Ser

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Asp Cys

Gly Lys
185

Gln Asp
200

Leu Ala

Ala Ser

Leu Pro

Gly Trp

265

Tyr Lys

280

Val Ser

Glu Ser

Pro Leu

Gln Gly

345

Trp Cys

360

Thr Gly

Glu Ser

Cys Gly

33

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

330

Arg

Asn

Asp

Asp

Ala

Ala

Lys

Ser

Met

Tyr

235

Val

Ala

Ala

Tyr

Pro

315

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

395

Ser

Ala

Tyr

Asp

Val

220

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

300

Asn

Gln

Gly

Pro

Leu

380

Thr

Ala

Ala

Lys

Thr

205

Thr

Glu

Met

Leu

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Lys

Gly

365

Val

Ser

Ala

Ser

Ala

1390

Arg

Asn

Leu

Tyr

Pro

270

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Leu

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Thr

Ile

255

Pro

Ser

Lys

Glu

Trp

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Gln

Gly

Ile

Ile

Asn

Ile

240

Asp

Ala

Arg

Leu

Gln

320

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro



ES 2 885 684 T3

405 410 415

Ala Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Glu Gln Leu Leu
420 425 430

Lys Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440

<210> 15

<211> 1362

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 161C12

<400> 15

34
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gtgcctctag aggagcggca agcttgectca agegtcectggg geccaatgtgg tggccagaat 60
tggtcgggtc cgacttgetg tgcttccgga agcacatgeg tctactccaa cgactattac 120
tcccagtgte ttcececggege tgcaagetca agectegtcca cgegegecge gtcgacgact 180
tctcgagtat cccccacaac atcceggtceg agecteccgega cgectceccacce tggttctact 240
actaccagag tacctccagt cggatcggga accgctacgt attcaggcaa cecettttgtt 300
ggggtcactc cttgggccaa tgcatattac gcctctgaag ttagcagcct cgctattect 360
agcttgactg gagccatggce cactgctgca gcagetgtcg caaaggttcce ctcettttatg 420
tggctagata ctcttgacaa gacccctcte atggagcaaa ccttggccga catccgcecacce 480
gccaacaaga atggcggtaa ctatgccgga cagtttgtgg tgtatgactt geccggatcege 540
gattgcgetg ccettgecte gaatggecgaa tactcetetcg acaatgatgg cgccaacaaa 600
tataagaact atatccaaac cattaagaag attatccaga gctattccga tatccggata 660
ctcectggtta ttgagcctga ctetcettgec aacctggtga ccaacatgga tgtcgceccaag 720
tgtgccaagg ctcatgatgce ctacatcagce ctgacgaact acgccgtcac agaactgaac 780
cttccaaatg ttgcgatgta tttggacget ggccatgcag gatggettgg ctggeccggea 840
aacctteccte cggeccgetca getatacggt cagetctaca aggatgcagg caagecgtcet 900
cgecttegeg gattggtcac caatgtctcce aactacaacg cctggaagcet atccagcaag 960
ccagactaca cggagagcaa ccccaactac gacgagcaga agtacatcca cgectctgtcet 1020
cctecttettg agcaggaggg ctggcececggt gccaagttca tegtcgatca aggtcgatceg 1080
ggaaagcagc ctaccggaca gaaggcttgg ggagactggt gcaatgctcc cggcaccgga 1140
tttggtctec gececcatccge aaacactggg gacgecttgg tcgatgettt tgtctgggtce 1200
aagccaggcg gcgagtctga cggcaccagce gacaccagtg cggctcgata cgactaccac 1260
tgtggtattg acggcgeccgt caagececggeg cctgaggetg gtacctggtt ccaagectac 1320
tttgagcagc ttctcaagaa cgcaaaccca tcgttcctgt aa 1362

<210> 16

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 161C12

<400> 16

35



Val

Gly

Cys

Ser

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Ala

Leu

145

Ala

Leu

Leu

Pro

Gly

Val

Ser

50

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

130

Asp

Asn

Pro

Asp

Leu

Gln

Tyr

35

Ser

Thr

Arg

Phe

Ser

115

Ala

Lys

Lys

Asp

Asn

Glu

Asn

20

Ser

Ser

Ser

Val

Val

100

Ser

Ala

Thr

Asn

Arg

180

Asp

Glu

Trp

Asn

Ser

Arg

Pro

85

Gly

Leu

Val

Pro

Gly

165

Asp

Gly

ES 2 885 684 T3

Arg

Ser

Asp

Thr

Ser

70

Pro

Val

Ala

Ala

Leu

150

Gly

Cys

Ala

Gln

Gly

Tyr

Arg

55

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

135

Met

Asn

Ala

Asn

Ala

Pro

Tyr

40

Ala

Ser

Gly

Pro

Pro

120

Val

Glu

Tyr

Ala

Lys

Cys

Thr

25

Ser

Ala

Ala

Ser

Trp

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Leu

185

Tyr

36

Ser

10

Cys

Gln

Ser

Thr

Gly

90

Ala

Leu

Ser

Thr

Gly

170

Ala

Lys

Ser

Cys

Cys

Thr

Pro

75

Thr

Asn

Thr

Phe

Leu

155

Gln

Ser

Asn

Val

Ala

Leu

Thr

60

Pro

Ala

Ala

Gly

Met

140

Ala

Phe

Asn

Tyr

Trp

Ser

Pro

45

Ser

Pro

Thr

Tyr

Ala

125

Trp

Asp

Val

Gly

Ile

Gly

Gly

Gly

Arg

Gly

Tyr

Tyr

110

Met

Leu

Ile

Val

Glu

190

Gln

Gln

15

Ser

Ala

Val

Ser

Ser

95

Ala

Ala

Asp

Arg

Tyr

175

Tyr

Thr

Cys

Thr

Ala

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

160

Asp

Ser

Ile



Lys

Glu

225

Cys

Thr

Ala

Tyr

Leu

305

Pro

His

Phe

Ala

Pro

385

Lys

Tyr

Ala

Lys

210

Pro

Ala

Glu

Gly

Gly

290

vVal

Asp

Ala

Ile

Trp

370

Ser

Pro

Asp

Gly

195

Ile

Asp

Lys

Leu

Trp

275

Gln

Thr

Tyr

Leu

vVal

355

Gly

Ala

Gly

Tyr

Thr
435

Ile

Ser

Ala

Asn

260

Leu

Leu

Asn

Thr

Ser

340

Asp

Asp

Asn

Gly

His

420

Trp

Gln

Leu

His

245

Leu

Gly

Tyr

vVal

Glu

325

Pro

Gln

Trp

Thr

Glu

405

Cys

Phe

ES 2 885 684 T3

Ser

Ala

230

Asp

Pro

Trp

Lys

Ser

310

Ser

Leu

Gly

Cys

Gly

390

Ser

Gly

Gln

Tyr

215

Asn

Ala

Asn

Pro

Asp

295

Asn

Asn

Leu

Arg

Asn

375

Asp

Asp

Ile

Ala

200

Ser

Leu

Tyr

Val

Ala

280

Ala

Tyr

Pro

Glu

Ser

360

Ala

Ala

Gly

Asp

Tyr
440

37

Asp

vVal

Ile

Ala

265

Asn

Gly

Asn

Asn

Gln

345

Gly

Pro

Leu

Thr

Gly

425

Phe

Ile

Thr

Ser

250

Met

Leu

Lys

Ala

Tyr

330

Glu

Lys

Gly

val

Ser

410

Ala

Glu

Arg

Asn

235

Leu

Tyr

Pro

Pro

Trp

315

Asp

Gly

Gln

Thr

Asp

395

Asp

Val

Gln

Ile

220

Met

Thr

Leu

Pro

Ser

300

Lys

Glu

Trp

Pro

Gly

380

Ala

Thr

Lys

Leu

205

Leu

Asp

Asn

Asp

Ala

285

Arg

Leu

Gln

Pro

Thr

365

Phe

Phe

Ser

Pro

Leu
445

Leu

Val

Tyr

Ala

270

Ala

Leu

Ser

Lys

Gly

350

Gly

Gly

val

Ala

Ala

430

Lys

Val

Ala

Ala

255

Gly

Gln

Arg

Ser

Tyr

335

Ala

Gln

Leu

Trp

Ala

415

Pro

Asn

Ile

Lys

240

Val

His

Leu

Gly

Lys

320

Ile

Lys

Lys

Arg

vVal

400

Arg

Glu

Ala



10

15

ES 2 885 684 T3

Asn Pro Ser Phe
450

<210> 17

<211> 1323

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 189H8

<400> 17

gctectgttg
aactggtccg
tactcccagt
acgaccacca
gccaccaaca
gttagcactc
gcagatgttce
accttggteg
gtgtatgact
gacaaggatg
gactattccg
accaacatga
cacgccctca
ggatggcttg
aaggatgcag
gcctggagece
agcttcatcc
atcgtcgatce
tgcaatgctc
ctggatgcett
gcgacccgat
ggtacctggt

taa

aagagcgtca
gtactccttg
gccagectgg
aggctactac
accctttttc
tcgctattcee
cctettttca
acatccgcaa
tgccggatcg
gcaagaacaa
atacccggat
acgtcccaaa
aggagctgaa
gctggccgge
gcaagccggce
tcagcagcge
acgctatggg
aaggtcgatc
ccggcaccgg
ttgtctgggt
acgactacca

tccaagcecta

gtcttgcage
ctgcaccagt
atctgcagac
tactggtagt
tggggtcgat
taagttgagc
gtggatggat
ggccaacctg
cgattgcgcet
atataaggcce
cattctggtt
gtgtgccaat
ccttccaaat
aaaccaaggc
cgctettege
tccaccttac
acctcttett
gggaaagcag
atttggtctce
caagccaggc
ctgtggtgcet

ctttgagcag

aacggagtct
ggaaacaagt
ccttectecca
ggaggctctg
ctgtgggcca
ggagccatgg
acttatgacc
gctggeggta
gcegetgect
tatatcgcecca
attgagcctg
gctgcttcag
gtttccatgt
ccggecgceta
ggattggcaa
acgcaaggcg
gagcagaatg
cctaccggac
cgcccateccg
ggcgagtctg
tectgecegect

cttctcacaa

<210> 18

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

38

Leu

ggtctcaatg
gtgtcaaggt
catccaccat
tcacctcegee
ataactatta
ccactgctge
acatctccct
actatgecegg
cgaatggcga
agattaaggg
actctcttge
cctacaagga
atatcgacgce
aactatttgc
ccaatgtcgce
cctctatcta
gctggcctgg
agaaggcttg
caaacactgg
acggcaccag
tgcaaccgge

acgcaaaccc

tggtggtcag
caacgacttc
tgtctecegeg
tccteetgtt
ccgcetcectgaa
agcaaaggtc
catggaggac
acagtttgtg
atactctctt
tattctccag
caacatggtg
gctcaccatt
tggccatggt
aagcatctac
caactacaac
cgacgagaag
tgccaagttce
gggagactgg
ggactecgttg
cgacaccagt
gcctgaggcet

atcgttectg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1323



<220>

<223> Clon 189H8

5 <400> 18

Ala

1

Cys

Lys

Ala

Ala

65

Ala

Tyr

Met

Met

Ile

145

Val

Glu

Ala

Leu

Pro

Gly

Cys

Asp

50

Thr

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val
210

Val

Gly

Val

35

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Lys

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Glu

Gln

20

Lys

Ser

Thr

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Glu

Asn

Val

Pro

Gly

Pro

85

Val

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Gly

Pro

ES 2 885 684 T3

Arg

Trp

Asn

Thr

Ser

70

Phe

Ser

Ala

His

Leu

150

Asp

Lys

Ile

Asp

Gln

Ser

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser
215

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Gly

Gly

Leu

Val

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

200

Leu

Cys

Thr

25

Tyr

Ile

Ser

Val

Ala

105

Ala

Leu

Gly

Cys

Lys

185

Asp

Ala

39

Ser

10

Pro

Ser

vVal

Val

Asp

90

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Asn

Cys

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Met

Gly

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Trp

Lys

Pro

Asp

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val
220

Val

Thr

Gln

45

Thr

Pro

Ala

Leu

Ser

125

Thr

Gly

Ala

Lys

Thr

205

Thr

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Pro

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

190

Arg

Asn

Ser

15

Gly

Gly

Thr

Pro

Asn

95

Gly

Gln

val

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

80

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Ile

Asn



Val

225

His

Ala

Ala

Leu

Ser

305

Ser

Gly

Gly

Gly

Val

385

Ala

Ala

Thr

<210>19

<211> 1362
<212> ADN

Pro

Ala

Gly

Lys

Arg

290

Ser

Phe

Ala

Gln

Leu

370

Trp

Thr

Pro

Asn

Lys

Leu

His

Leu

275

Gly

Ala

Ile

Lys

Lys

355

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
435

Cys

Lys

Gly

260

Phe

Leu

Pro

His

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

420

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 196D9

Ala

Glu

245

Gly

Ala

Ala

Pro

Ala

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

405

Gly

Pro

Asn

230

Leu

Trp

Ser

Thr

Tyr

310

Met

Val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Thr

Ser

ES 2 885 684 T3

Ala

Asn

Leu

Ile

Asn

295

Thr

Gly

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Trp

Phe

Ala Ser Ala Tyr Lys
235

Leu Pro Asn Val Ser
250

Gly Trp Pro Ala Asn
265

Tyr Lys Asp Ala Gly
280

Val Ala Asn Tyr Asn
300

Gln Gly Ala Ser Tle
315

Pro Leu Leu Glu Gln
330

Gln Gly Arg Ser Gly
345

Trp Cys Asn Ala Pro
360

Thr Gly Asp Ser Leu
380

Glu Ser Asp Gly Thr
395

Cys Gly Ala Ser Ala
410

Phe Gln Ala Tyr Phe
425

Leu
440

40

Glu

Met

Gln

Lys

285

Ala

Tyr

Asn

Lys

Gly

365

Leu

Ser

Ala

Glu

Leu

Tyr

Gly

270

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Leu

Gln
430

Thr

Ile

255

Pro

Ala

Ser

Glu

Trp

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Gln

415

Leu

Ile

240

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

320

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro

Leu
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<400> 19
gtgcctectag aggagcggca agcttgectca agegtcectggg geccaatgtgg tggceccagaat 60
tggtcgggtce cgacttgectg tgecttccgga agcacatgeg tctactccaa cgactattac 120
tceccagtgte ttecececggege tgcaagectca agetcegtcca cgegegecge gtcgacgact 180
tctcgagtat cccccacaac atcceggteg agetccgega cgcecctccacce tggttcectact 240
actaccagag tacctccagt cggatcggga accgctacgt attcaggcaa cccttttgtt 300
ggggtcactc cttgggccaa tgcatattac gcctctgaag ttagcageccet cgctattcecet 360
agcttgactg gagccatggce cactgctgca gcagectgtcg caaaggttcce ctettttatg 420
tggctagata ctcttgacaa gacccctcte atggagcaaa ccttggccga catccgcacce 480
gccaacaaga atggcggtaa ctatgccgga cagtttgtgg tgtatgactt gceccggatcge 540
gattgcgetg ccecttgecte gaatggcgaa tactctattg ccgatggtgg cgtcgccaaa 600
tataagaact atatcgacac cattcgtcaa attgtcgtgg aatattccga tatccggacce 660
ctcectggtta ttgagcctga ctcectcecttace aacctggtga ccaacatgaa cgtcccaaag 720
tgtgccaatg ctcagtcage ctaccttgag tgcatcaact acgccgtcac acagctgaac 780
cttccaaatg ttgcgatgta tttggacgct ggccatgcag gatggcttgg ctggccggceca 840
aaccaagacc cggccgctca gctatttgeca aatgtttaca agaatgcatce gtctccgaga 900
gctcttegeg gattggcaac caatgtcgec aactacaacg ggtggaacat taccagcccce 960
ccatcgtaca cgcaaggcaa cgctgtctac aacgagaagce tgtacatcca cgcectattgga 1020
cctettettg ccaatcacgg ctggtccaac gecttettca tcactgatca aggtcgatcg 1080
ggaaagcagc ctaccggaca gcaacagtgg ggagactggt gcaatgctcc cggcaccgga 1140
tttggtctece gecccatecege aaacactggg gacgecttgg tcgatgettt tgtctgggte 1200
aagccaggcg gcgagtctga cggcaccagce gacaccagtg cggctcgata cgactaccac 1260
tgtggtattg acggcgccgt caagececggeg cctgaggetg gtacctggtt ccaagectac 1320
tttgagcagce ttctcaagaa cgcaaaccca tcgttectgt aa 1362

<210> 20

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 196D9

<400> 20

Val Pro Leu Glu Glu Arg Gln Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly Gln Cys
1 5 10 15

41



Gly

Cys

Ser

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Ala

Leu

145

Ala

Leu

Ile

Arg

Glu

225

Cys

Thr

Gly

val

Ser

50

Thr

Thr

Pro

Val

Ala

130

Asp

Asn

Pro

Ala

Gln

210

Pro

Ala

Gln

Gln

Tyr

35

Ser

Thr

Arg

Phe

Ser

115

Ala

Lys

Lys

Asp

Asp

195

Ile

Asp

Asn

Leu

Asn

20

Ser

Ser

Ser

vVal

val

100

Ser

Ala

Thr

Asn

Arg

180

Gly

vVal

Ser

Ala

Asn
260

Trp

Asn

Ser

Arg

Pro

85

Gly

Leu

Val

Pro

Gly

165

Asp

Gly

Val

Leu

Gln

245

Leu

ES 2 885 684 T3

Ser

Asp

Thr

Ser

70

Pro

Val

Ala

Ala

Leu

150

Gly

Cys

Val

Glu

Thr

230

Ser

Pro

Gly

Tyr

Arg

55

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

135

Met

Asn

Ala

Ala

Tyr

215

Asn

Ala

Asn

Pro

Tyr

40

Ala

Ser

Gly

Pro

Pro

120

Val

Glu

Tyr

Ala

Lys

200

Ser

Leu

Tyr

Val

Thr

25

Ser

Ala

Ala

Ser

Trp

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Leu

185

Tyr

Asp

Val

Leu

Ala
265

42

Cys

Gln

Ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Ser

Thr

Gly

170

Ala

Lys

Ile

Thr

Glu

250

Met

Cys

Cys

Thr

Pro

75

Thr

Asn

Thr

Phe

Leu

155

Gln

Ser

Asn

Arg

Asn

235

Cys

Tyr

Ala

Leu

Thr

60

Pro

Ala

Ala

Gly

Met

140

Ala

Phe

Asn

Tyr

Thr

220

Met

Ile

Leu

Ser

Pro

45

Ser

Pro

Thr

Tyr

Ala

125

Trp

Asp

vVal

Gly

Ile

205

Leu

Asn

Asn

Asp

Gly

30

Gly

Arg

Gly

Tyr

Tyr

110

Met

Leu

Ile

vVal

Glu

190

Asp

Leu

Val

Tyr

Ala
270

Ser

Ala

vVal

Ser

Ser

95

Ala

Ala

Asp

Arg

Tyr

175

Tyr

Thr

val

Pro

Ala

255

Gly

Thr

Ala

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

160

Asp

Ser

Ile

Ile

Lys

240

Val

His



10

Ala

Phe

Leu

305

Pro

His

Phe

Gln

Pro

385

Lys

Tyr

Ala

Asn

<210> 21

<211> 1362
<212> ADN

Gly

Ala

290

Ala

Ser

Ala

Ile

Trp

370

Ser

Pro

Asp

Gly

Pro
450

Trp

275

Asn

Thr

Tyr

Ile

Thr

355

Gly

Ala

Gly

Tyr

Thr

435

Ser

Leu

Val

Asn

Thr

Gly

340

Asp

Asp

Asn

Gly

His

420

Trp

Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 198E11

<400> 21

Gly

Tyr

Val

Gln

325

Pro

Gln

Trp

Thr

Glu

405

Cys

Phe

Leu

ES 2 885 684 T3

Trp

Lys

Ala

310

Gly

Leu

Gly

Cys

Gly

390

Ser

Gly

Gln

Pro

Asn

295

Asn

Asn

Leu

Arg

Asn

375

Asp

Asp

Ile

Ala

Ala

280

Ala

Tyr

Ala

Ala

Ser

360

Ala

Ala

Gly

Asp

Tyr
440

Asn

Ser

Asn

Val

Asn

345

Gly

Pro

Leu

Thr

Gly

425

Phe

43

Gln

Ser

Gly

Tyr

330

His

Lys

Gly

Val

Ser

410

Ala

Glu

Asp

Pro

Trp

315

Asn

Gly

Gln

Thr

Asp

395

Asp

Val

Gln

Pro

Arg

300

Asn

Glu

Trp

Pro

Gly

380

Ala

Thr

Lys

Leu

Ala

285

Ala

Ile

Lys

Ser

Thr

365

Phe

Phe

Ser

Pro

Leu
445

Ala

Leu

Thr

Leu

Asn

350

Gly

Gly

Val

Ala

Ala

430

Lys

Gln

Arg

Ser

Tyr

335

Ala

Gln

Leu

Trp

Ala

415

Pro

Asn

Leu

Gly

Pro

320

Ile

Phe

Gln

Arg

Val

400

Arg

Glu

Ala
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gtgcctctag aggagcggca agcttgctca agegtectggg geccaatgtgg tggccagaat 60
tggtcgggtce cgacttgetg tgetteccgga agcacatgeg tctactccaa cgactattac 120
tcccagtgte ttcececggege tgcaagectca agectcegtcca cgegegecge gtcecgacgact 180
tctcgagtat ccecccacaac atceceggteg agetceccgega cgectceccace tggttcectact 240
actaccagag tacctccagt cggatcggga accgctacgt attcaggcaa cccttttgtt 300
ggggtcactc cttgggccaa tgcatattac gcctctgaag ttagcagect cgcectattect 360
agcttgactg gagccatgge cactgctgca gcagetgtcecg caaaggttcec ctettttatg 420
tggctagata ctcttgacaa gacccecctcete atggagcaaa cecttggecga catccecgcacce 480
gccaacaaga atggcggtaa ctatgccgga cagtttgtgg tgtatgactt geeggatcege 540
gattgcgcetg ccgetgecte gaatggcgaa tactctettg acaaggatgg caagaacaaa 600
tataaggcct atatcgccaa gattaagggt attctccagg actattccga tacccggatce 660
attctggtta ttgagcctga ctctcttgec aacatggtga ccaacatgaa cgtcccaaag 720
tgtgccaatg ctgcttcage ctacaaggag ctcaccatte acgeccctcaa ggagcectgaac 780
cttccaaatg tttccatgta tatcgacget ggccatggtg gatggettgg ctggeccggceca 840
aaccttcecctce cggcecgetca gectatacggt cagectctaca aggatgcagg caagccegtcet 900
cgcecttegeg gattggtcac caatgtctcce aactacaacg cctggaaget atccagcaag 960
ccagactaca cggagagcaa ccccaactac gacgagcaga agtacatcca cgctcectgtcet 1020
cctettettg agcaggaggg ctggcccggt geccaagttca tcecgtcgatca aggtcgatcg 1080
ggaaagcagc ctaccggaca gaaggcttgg ggagactggt gcaatgtgat cggcaccgga 1140
tttggtattc gcccatccge aaacactggg gactegttge tggattcegtt tgtctgggtce 1200
aagccaggcg gcgagtctga cggcaccagce gacaccagtg cgacccgata cgactaccac 1260
tgtggtgett ctgccgectt gcaaccggeg cctgaggetg gtacctggtt ccaagectac 1320
tttgagcagce ttctcacaaa cgcaaaccca tcgttcecectgt aa 1362

<210> 22

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 198E11

<400> 22

44
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Val Pro Leu Glu Glu Arg Gln Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly Gln Cys
1 5 10 15

Gly Gly Gln Asn Trp Ser Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr
20 25 30

Cys Val Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser Gln Cys Leu Pro Gly Ala Ala
35 40 45

45



Ser

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Ala

Leu

145

Ala

Leu

Leu

Lys

Glu

225

Cys

Lys

Gly

Tyr

Ser

50

Thr

Thr

Pro

val

Ala

130

Asp

Asn

Pro

Asp

Gly

210

Pro

Ala

Glu

Gly

Gly
290

Ser

Thr

Arg

Phe

Ser

115

Ala

Lys

Lys

Asp

Lys

195

Ile

Asp

Asn

Leu

Trp

275

Gln

Ser

Ser

Val

val

100

Ser

Ala

Thr

Asn

Arg

180

Asp

Leu

Ser

Ala

Asn

260

Leu

Leu

Ser

Arg

Pro

85

Gly

Leu

Val

Pro

Gly

165

Asp

Gly

Gln

Leu

Ala

245

Leu

Gly

Tyr

ES 2 885 684 T3

Thr

Ser

70

Pro

val

Ala

Ala

Leu

150

Gly

Cys

Lys

Asp

Ala

230

Ser

Pro

Trp

Lys

Arg

55

Ser

Val

Thr

Ile

Lys

135

Met

Asn

Ala

Asn

Tyr

215

Asn

Ala

Asn

Pro

Asp
295

Ala

Ser

Gly

Pro

Pro

120

val

Glu

Tyr

Ala

Lys

200

Ser

Met

Tyr

val

Ala

280

Ala

Ala

Ala

Ser

Trp

105

Ser

Pro

Gln

Ala

Ala

185

Tyr

Asp

vVal

Lys

Ser

265

Asn

Gly

46

Ser

Thr

Gly

90

Ala

Leu

Ser

Thr

Gly

170

Ala

Lys

Thr

Thr

Glu

250

Met

Leu

Lys

Thr

Pro

75

Thr

Asn

Thr

Phe

Leu

155

Gln

Ser

Ala

Arg

Asn

235

Leu

Tyr

Pro

Pro

Thr

60

Pro

Ala

Ala

Gly

Met

140

Ala

Phe

Asn

Tyr

Ile

220

Met

Thr

Ile

Pro

Ser
300

Ser

Pro

Thr

Tyr

Ala

125

Trp

Asp

Val

Gly

Ile

205

Ile

Asn

Ile

Asp

Ala

285

Arg

Arg

Gly

Tyr

Tyr

110

Met

Leu

Tle

vVal

Glu

190

Ala

Leu

val

His

Ala

270

Ala

Leu

val

Ser

Ser

95

Ala

Ala

Asp

Arg

Tyr

175

Tyr

Lys

val

Pro

Ala

255

Gly

Gln

Arg

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr

Thr

Thr

160

Asp

Ser

Ile

Ile

Lys

240

Leu

His

Leu

Gly
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Leu Val
305

Thr Asn Val Ser Asn Leu Ser Ser

310

Tyr Asn Ala Trp

315

Lys

Thr Glu

325

Pro Asp Tyr Ser Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Gln

330

Lys Tyr

335

Ala Glu Gln

345

Ser Pro Leu Leu Glu Pro

340

His Leu Gly Trp Gly Ala

350

Thr
365

Phe Ile Val

355

Gln Ser Gln Pro Gln

360

Asp Gly Arg Gly Lys Gly

Ala Asn Val Thr

375

Trp Ile Phe Ile

370

Gly Asp Trp Cys Gly Gly

380

Gly

Pro Ser Ala Asn Thr Ser Leu Ser Phe Val

385

Gly Asp
390

Leu Asp
395

Trp

Glu
405

Thr Thr Thr

415

Lys Pro Gly Gly Ser Asp Gly Ser Asp Ser Ala

410

Ser Ala Ala
425

Gln Ala

430

His Leu Pro Pro

420

Tyr Asp Tyr Cys Gly Ala

Thr
435

Ala Gly Phe Gln Ala Phe Glu Gln Leu Thr Asn

445

Trp Tyr Leu

440

Pro Ser Phe Leu

450

Asn

<210> 23

<211> 1323

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 251B4

<400> 23

gctcecctgttg
aactggtccg
tactcccagt
acgaccacca
gccaccaaca

gttagcactc

aagagcgtca
gtactccttg
gccagcectgg
aggctactac
accctttttc

tcgctattcecce

gtcttgcagce
ctgcaccagt
atctgcagac
tactggtagt

tggggtcgat

taagttgagc

aacggagtct
ggaaacaagt
ccttctecca
ggaggctctg
ctgtgggcca

ggagccatgg

47

ggtctcaatg
gtgtcaaggt
catccaccat
tcacctcgee
ataactatta

ccactgctge

tggtggtcag
caacgacttc
tgtctcegeg
tccteetgtt
ccgcectctgaa

agcaaaggtc

Lys

320

Ile

Lys

Lys

Arg

Val

400

Arg

Glu

Ala

60

120

180

240

300

360
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gcagatgttc cctcecttttca gtggatggat acttatgacc acatctcctt catggaggag 420
tctttggeccg acatccgcac cgccaacaag aatggcggta actatgccgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgecget geccgecgect cgaatggecga atactcectcetce 540
gacaatgatg gcgccaacaa atataagaac tatatccaaa ccattaagaa gattatccag 600
agctattccg atatccggat actcctggtt attgagecctg actctcettge caacctggtg 660
accaacatgg atgtcgccaa gtgtgccaag gctcatgatg cctacatcag cctgacgaac 720
tacgcegtca cagaactgaa ccttccaaat gttgecgatgt atttggacge tggccatgcea 780
ggatggcttg gctggcecgge aaaccaaggc ccggccgcta aactatttge aagcatctac 840
aaggatgcag gcaagccggc cgctcttecge ggattggcaa ccaatgtcgce caactacaac 900
gcctggaage tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
aagtacatcc acgctctgtce tcctettett gagecaggagg getggeccegg tgccaagtte 1020
atcgtcgatc aaggtcgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcttg gggagactgg 1080
tgcaatgctc ccggcaccgg atttggtcte cgcccatccg caaacactgg ggacgccttg 1140
gtcgatgctt ttgtctgggt caagccaggec ggcgagtgtg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcggctecgat acgactacca ctgtggtatt gacggegecg tcaageccgge gectgagget 1260
ggtacctggt tccaagccta ctttgagcag cttctcacaa acgcaaaccce atcgttectg 1320
taa 1323

<210> 24

<211> 440

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 251B4

<400> 24

48



Ala

Cys

Lys

Ala

Ala
65

Pro

Gly

Cys

Asp

Thr

Val

Gly

Val

35

Pro

Thr

Glu Glu
5

Gln Asn

20

Lys Val

Ser Pro

Thr Gly

Arg

Trp

Asn

Thr

Ser
70

ES 2 885 684 T3

Gln

Ser

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Gly

Cys

Thr

25

Tyr

Ile

Ser

49

Ser

10

Pro

Ser

Val

Val

Asn

Cys

Gln

Ser

Thr
75

Gly

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Val

Thr

Gln

45

Thr

Pro

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Pro

Ser

15

Gly

Gly

Thr

Pro

Gln

Asn

Ser

Lys

Val
80



Ala

Tyr

Met

Met

Ile

145

val

Glu

Gln

Leu

Val

225

Tyr

Ala

Ala

Leu

Ser

305

Lys

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Thr

Val

210

Ala

Ala

Gly

Lys

Arg

290

Ser

Tyr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Thr

Asp

Ser

Ile

195

Ile

Lys

Val

His

Leu

275

Gly

Lys

Ile

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Cys

Thr

Ala

260

Phe

Leu

Pro

His

Pro

85

vVal

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Lys

Pro

Ala

Glu

245

Gly

Ala

Ala

Asp

Ala
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Phe

Ser

Ala

His

Lys

150

Asp

Asn

Ile

Asp

Lys

230

Leu

Trp

Ser

Thr

Tyr

310

Leu

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Asn

Arg

Asp

Ile

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Ile

Asn

295

Thr

Ser

Gly

Leu

Val

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

200

Leu

His

Leu

Gly

Tyr

280

Val

Glu

Pro

vVal

Ala

105

Ala

Phe

Gly

Cys

Ala

185

Ser

Ala

Asp

Pro

Trp

265

Lys

Ala

Ser

Leu

50

Asp

90

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

Leu

Pro

val

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Leu

Tyr

235

vVal

Ala

Ala

Tyr

Pro

315

Glu

Trp

Lys

Pro

Glu

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val

220

Ile

Ala

Asn

Gly

Asn

300

Asn

Gln

Ala

Leu

Ser

125

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

205

Thr

Ser

Met

Gln

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

Asn

190

Arg

Asn

Leu

Tyr

Gly

270

Pro

Trp

Asp

Gly

Asn

95

Gly

Gln

Ala

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Met

Thr

Leu

255

Pro

Ala

Lys

Glu

Trp

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Leu

Asp

Asn

240

Asp

Ala

Ala

Leu

Gln

320

Pro



10

Gly

Gly

Gly

Val

385

Ala

Ala

Thr

<210> 25
<211> 1362
<212> ADN

Ala

Gln

Leu

370

Trp

Ala

Pro

Asn

Lys

Lys

355

Arg

Val

Arg

Glu

Ala
435

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

420

Asn

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 251C4

<400> 25

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

405

Gly

Pro

ES 2 885 684 T3

Val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Thr

Ser

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Trp

Phe

Gln

Trp

360

Thr

Glu

Cys

Phe

Leu
440

Gly

345

Cys

Gly

Cys

Gly

Gln
425

51

330

Arg

Asn

Asp

Asp

Ile

410

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

395

Asp

Tyr

Gly

Pro

Leu

380

Thr

Gly

Phe

Lys

Gly

365

Val

Ser

Ala

Glu

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Val

Gln
430

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Lys

415

Leu

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro

Leu
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gtgcctctag aggagecggca agcttgectca agegtctggg geccaatgtgg tggccagaat 60
tggtcgggtc cgacttgctg tgcttccgga agcacatgcg tctactccaa cgactattac 120
tcccagtgte ttececeggege tgcaagetca agetegtcecca cgegegecge gtcgacgact 180
tctcgagtat cccccacaac atceceggtecg agectccgega cgectceccace tggttctact 240
actaccagag tacctccagt cggatcggga accgctacgt attcaggcaa cccecttttgtt 300
ggggtcactc cttgggccaa tgcatattac gcctctgaag ttagcagecct cgcectattect 360
agcttgactg gagccatgge cactgctgeca gcagetgtceg caaaggttece ctettttatg 420
tggctagata ctcttgacaa gacccctctc atggagcaaa ccttggeccga catccgecacc 480
gccaacaaga atggcggtaa ctatgccgga cagtttgtgg tgtatgactt gccggatcge 540
gattgcgctg cecgetgecte gaatggcgaa tactctattg ccgatggtgg cgtcgceccaaa 600
tataagaact atatcgacac cattcgtcaa attgtcgtgg aatattccga tatccggacc 660
ctecetggtta ttgagecctga ctctettgece aacctggtga ccaacctegg tactccaaag 720
tgtgccaatg ctcagtcagc ctaccttgag tgcatcaact acgccgtcac acagctgaac 780
cttccaaatg ttgecgatgta tttggacget ggccatgcag gatggettgg ctggecggea 840
aaccaagacc cggccgctca gctatttgca aatgtttaca agaatgcatc gtctccgaga 900
gctcttegeg gattggcaac caatgtcecgece aactacaacg ggtggaacat taccageccce 960
ccatcgtaca cgcaaggcaa cgctgtctac aacgagaagc tgtacatcca cgctattgga 1020
cctettettg ccaatcacgg ctggtccaac gecttettca tcactgatca aggtcecgatceg 1080
ggaaagcagc ctaccggaca gcaacagtgg ggagactggt gcaatgtgat cggcaccgga 1140
tttggtatte gececcatcecge aaacactggg gactegttge tggattegtt tgtctgggte 1200
aagccaggcg gcgagtgtga cggcaccagce gacaccagtg cgccacgatt tgactcccac 1260
tgtgcgctee cagatgectt gcaaccggeg cctgaggetg gtacctggtt ccaagectac 1320
tttgagcagc ttctcacaaa cgcaaaccca tcgttcectgt aa 1362

<210> 26

<211> 453

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 251C4

<400> 26

52



Val

Gly

Cys

Ser

Pro

65

Thr

Asn

Glu

Pro

Gly

Val

Ser

50

Thr

Thr

Pro

Val

Leu

Gln

Tyr

35

Ser

Thr

Arg

Phe

Ser

Glu

Asn

20

Ser

Ser

Ser

Val

Val

100

Ser

Glu

Trp

Asn

Ser

Arg

Pro

85

Gly

Leu

ES 2 885 684 T3

Arg

Ser

Asp

Thr

Ser

70

Pro

Val

Ala

Gln

Gly

Tyr

Arg

55

Ser

Val

Thr

Ile

Ala

Pro

Tyr

40

Ala

Ser

Gly

Pro

Pro

Cys

Thr

25

Ser

Ala

Ala

Ser

Trp

105

Ser

53

Ser

10

Cys

Gln

Ser

Thr

Gly

90

Ala

Leu

Ser

Cys

Cys

Thr

Pro

75

Thr

Asn

Thr

Val

Ala

Leu

Thr

60

Pro

Ala

Ala

Gly

Trp

Ser

Pro

45

Ser

Pro

Thr

Tyr

Ala

Gly

Gly

Gly

Arg

Gly

Tyr

Tyr

110

Met

Gln

15

Ser

Ala

Val

Ser

Ser

95

Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

Ser

Thr

80

Gly

Ser

Thr



ES 2 885 684 T3

115 120 125

Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp Thr
130 135 140

Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gln Thr Leu Ala Asp Ile Arg Thr
145 150 155 160

Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr Ala Gly Gln Phe Val Val Tyr Asp
165 170 175

Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser
180 185 190

Ile Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr Ile Asp Thr Ile
195 200 205

Arg Gln Ile Val Val Glu Tyr Ser Asp Ile Arg Thr Leu Leu Val Ile
210 215 220

Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys
225 230 235 240

Cys Ala Asn Ala Gln Ser Ala Tyr Leu Glu Cys Ile Asn Tyr Ala Val
245 250 255

Thr Gln Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His
260 265 270

Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gln Asp Pro Ala Ala Gln Leu
275 280 285

Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly
290 295 300

Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp Asn Ile Thr Ser Pro
305 310 315 320

Pro Ser Tyr Thr Gln Gly Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr Ile
325 330 335

His Ala Ile Gly Pro Leu Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe
340 345 350

Phe Ile Thr Asp Gln Gly Arg Ser Gly Lys Gln Pro Thr Gly Gln Gln
355 360 365

54
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Gln Trp
370

Pro Ser
385

Lys Pro

Phe Asp

Ala Gly

Asn Pro
450

<210> 27
<211> 1353
<212> ADN

Gly

Ala

Gly

Ser

Thr

435

Ser

Asp

Asn

Gly

His

420

Trp

Phe

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Clon 382A2

<400> 27

Trp

Thr

Glu

405

Cys

Phe

Leu

ES 2 885 684 T3

Cys

Gly

390

Cys

Ala

Gln

Asn

375

Asp

Asp

Leu

Ala

Val

Ser

Gly

Pro

Tyr
440

Ile

Leu

Thr

Asp

425

Phe

55

Gly

Leu

Ser

410

Ala

Glu

Thr

Asp

395

Asp

Leu

Gln

Gly

380

Ser

Thr

Gln

Leu

Phe

Phe

Ser

Pro

Leu
445

Gly

Val

Ala

Ala

430

Thr

Ile

Trp

Pro

415

Pro

Asn

Arg

Val

400

Arg

Glu

Ala
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gcececcectettg
agctggaatg
tactctcagt
tccaccacaa
cctectecag
ctttgggcceca
ggagccatgg
acttatgacc
gctggcggta
gcecgetgect
tatatcgcca
attgagcctg
gctgcttcag
gtttccatgt

ccggecgcete

ggattggtca
acggagagca
gagcaggagg
cctaccggac
cgcccatceg
ggcgagtctg
gacggcgccg
cttctcaaga
<210> 28

<211> 450
<212> PRT

ttgaggagcg
gtgctacctg
gcattecctgg
caactcagcc
ctggatcggg
atagctatta
ccactgcetge
acatctccectt
actatgececgg
cgaatggcga
agattaaggg
actctcttge
cctacaagga
atatcgacgce

agctatacgg

ccaatgtctc
accccaacta
gctggccegg
agaaggcttg
caaacactgg
acggcaccag
tcaagccgge

acgcaaaccc

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Clon 382A2

<400> 28

ES 2 885 684 T3

ccaggcttge
ctgccagtcect
agaaggcccc
aacttccact
aaccgctacg
ccgctctgaa
agcaaaggtc
catggaggag
acagtttgtg
atactctcectt
tattctccag
caacatggtg
gctcaccatt
tggccatggt

tcagctctac

caactacaac
cgacgagcag
tgccaagttc
gggagactgg
ggacgccttg
cgacaccagt
gcctgaggcet

atcgttcectg

gctgcccaat
ggtagctact
gccacttcca
tcgactgctg
tattcaggca
gttaccaacc
gcagatgttce
tetttggeceg
gtgtatgact
gacaaggatg
gactattccg
accaacatga
cacgccctceca

ggatggcttg

aaggatgcag

gcctggaagce
aagtacatcc
atcgtcgatc
tgcaatgctce
gtcgatgcett
gcggctcegat
ggtacctggt

taa

56

gggcccagtg
gcagcaagat
agtcgagcac
gaacctcttc
acccttactc
tecgctattcece
cctecttttea
acatccgcaa
tgcecggatcg
gcaagaacaa
atacccggat
acgtcccaaa
aggagctgaa
gctggeegge

gcaagccgte

tatccagcaa
acgctctgtce
aaggtcgatc
ccggcaccgg
ttgtctgggt
acgactacca

tccaagecta

tggtggcttce
caacgactat
tcttectget
cactaccaag
tggggtcaac
taagttgagce
gtggatggat
ggccaacaag
cgattgeget
atataaggcc
cattctggtt
gtgtgccaat
ccttccaaat
aaaccttcct

tegecttege

gccagactac
tcctettett
gggaaagcag
atttggtctce
caagccaggc
ctgtggtatt

ctttgagcag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1353



Ala

Cys

Tyr

Gly

Thr

65

Pro

Ser

Asn

Lys

Pro

Gly

Cys

Pro

50

Gln

Pro

Gly

Leu

Val
130

Leu

Gly

Ser

35

Ala

Pro

Pro

Val

Ala

115

Ala

Val

Phe

20

Lys

Thr

Thr

Ala

Asn

100

Ile

Asp

Glu

Ser

Ile

Ser

Ser

Gly

85

Leu

Pro

Val

ES 2 885 684 T3

Glu

Trp

Asn

Lys

Thr

70

Ser

Trp

Lys

Pro

Arg

Asn

Asp

Ser

55

Ser

Gly

Ala

Leu

Ser
135

Gln

Gly

Tyr

40

Ser

Thr

Thr

Asn

Ser

120

Phe

Ala

Ala

25

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

105

Gly

Gln

57

Cys

10

Thr

Ser

Leu

Gly

Thr

90

Tyr

Ala

Trp

Ala

Cys

Gln

Pro

Thr

75

Tyr

Tyr

Met

Met

Ala

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Asp
140

Gln

Gln

Ile

45

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

125

Thr

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Thr

Asn

Glu

110

Ala

Tyr

Ala

15

Gly

Gly

Thr

Thr

Pro

95

Val

Ala

Asp

Gln

Ser

Glu

Thr

Lys

80

Tyr

Thr

Ala

His



Ile

145

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

225

Ala

Asn

Leu

Leu

Asn

305

Thr

Ser

Asp

Asp

Asn
385

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

210

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

290

Val

Glu

Pro

Gln

Trp

370

Thr

Phe

Gly

Cys

Lys

195

Asp

Ala

Ser

Pro

Trp

275

Lys

Ser

Ser

Leu

Gly

355

Cys

Gly

Met

Asn

Ala

180

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn

260

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

340

Arg

Asn

Asp

Glu

Tyr

165

Ala

Lys

Ser

Met

Tyr

245

val

Ala

Ala

Tyr

Pro

325

Glu

Ser

Ala

Ala

ES 2 885 684 T3

Glu

150

Ala

Ala

Tyr

Asp

Vval

230

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

310

Asn

Gln

Gly

Pro

Leu
390

Ser

Gly

Ala

Lys

Thr

215

Thr

Glu

Met

Leu

Lys

295

Ala

Tyr

Glu

Lys

Gly

375

Val

Leu

Gln

Ser

Ala

200

Arg

Asn

Leu

Tyr

Pro

280

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

360

Thr

Asp

Ala

Phe

Asn

185

Tyr

Ile

Met

Thr

Ile

265

Pro

Ser

Lys

Glu

Trp

345

Pro

Gly

Ala

58

Asp

Val

170

Gly

Ile

Ile

Asn

Ile

250

Asp

Ala

Arg

Leu

Gln

330

Pro

Thr

Phe

Phe

Ile

155

Val

Glu

Ala

Leu

Val

235

His

Ala

Ala

Leu

Ser

315

Lys

Gly

Gly

Gly

Val
395

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val

220

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

300

Ser

Tyr

Ala

Gln

Leu

380

Trp

Lys

Asp

Ser

Ile

205

Ile

Lys

Leu

His

Leu

285

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys

365

Arg

Val

Ala

Leu

Leu

190

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly

270

Tyr

Leu

Pro

His

Phe

350

Ala

Pro

Lys

Asn

Pro

175

Asp

Gly

Pro

Ala

Glu

255

Gly

Gly

val

Asp

Ala

335

Ile

Trp

Ser

Pro

Lys

160

Asp

Lys

Ile

Asp

Asn

240

Leu

Trp

Gln

Thr

Tyr

320

Leu

val

Gly

Ala

Gly
400



ES 2 885 684 T3

Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser Ala Ala Arg Tyr
405 410

His Cys Gly TIle Asp Gly Ala Val Lys Pro Ala Pro Glu Ala
420 425 430

Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Glu Gln Leu Leu Lys Asn Ala Asn
435 440 445

Phe Leu
450

<210> 29

<211> 1323

<212> ADN

<213> Gibberella zeae

<400> 29

59

Asp Tyr
415

Gly Thr

Pro Ser
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gctcetgttg aagagecgtca gtcttgcage aacggagtct ggtctcaatg tggtggtcag 60
aactggtccg gtactccttg ctgcaccagt ggaaacaagt gtgtcaaggt caacgacttce 120
tactcccagt gccagectgg atctgcagac cecttcetceccca catccaccat tgtcetecegeg 180
acgaccacca aggctactac tactggtagt ggaggctctg tcacctegee tcecctectgtt 240
gccaccaaca acccttttte tggggtcgat ctgtgggcca ataactatta ccgetctgaa 300
gttagcactc tcgctattcec taagttgage ggagccatgg ccactgcectge agcaaaggtce 360
gcagatgttc cctcecttttca gtggatggat acttatgacc acatctcett catggaggag 420
tctttggecg acatccgcaa ggccaacaag gctggeggta actatgecgg acagtttgtg 480
gtgtatgact tgccggatcg cgattgeget gecgetgect cgaatggcga atactcetcett 540
gacaaggatg gcaagaacaa atataaggcc tatatcgcca agattaaggg tattctccag 600
gactattccg atacccggat cattctggtt attgagectg actctcettge caacatggtg 660
accaacatga acgtcccaaa gtgtgccaat gctgcttcag cctacaagga gctcaccatt 720
cacgccctca aggagctgaa ccttccaaat gtttccatgt atatcgacge tggccatggt 780
ggatggcttg gectggececgge aaaccttect ceggecgete agectatacgg tcagetctac 840
aaggatgcag gcaagccgtc tcgecttcecge ggattggtca ccaatgtcte caactacaac 900
gcctggaage tatccagcaa gccagactac acggagagca accccaacta cgacgagcag 960
aagtacatcc acgctctgtce tcectcettett gagcaggagg getggeccecgg tgccaagttce 1020
atcgtcgatc aaggtcgatc gggaaagcag cctaccggac agaaggcttg gggagactgg 1080
tgcaatgctec ccggcaccgg atttggtctce cgeccatcecg caaacactgg ggacgecttg 1140
gtcgatgett ttgtctgggt caagccagge ggcgagtctg acggcaccag cgacaccagt 1200
gcggctcgat acgactacca ctgtggtatt gacggcgeccg tcaagccgge gectgagget 1260
ggtacctggt tccaagceccta ctttgagcag cttctcaaga acgcaaaccc ategttcectg 1320
taa 1323

<210> 30

<211> 440

<212> PRT

<213> Gibberella zeae

<400> 30

60



Ala

Cys

Lys

Ala

Ala

65

Ala

Tyr

Met

Met

Ile

145

Val

Glu

Ala

Pro

Gly

Cys

Asp

50

Thr

Thr

Arg

Ala

Asp

130

Arg

Tyr

Tyr

Lys

Val

Gly

Val

35

Pro

Thr

Asn

Ser

Thr

115

Thr

Lys

Asp

Ser

Ile

Glu

Gln

20

Lys

Ser

Thr

Asn

Glu

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

180

Lys

Glu

Asn

Val

Pro

Gly

Pro

85

Val

Ala

Asp

Asn

Pro

165

Asp

Gly

Arg

Trp

Asn

Thr

Ser

70

Phe

Ser

Ala

His

Lys

150

Asp

Lys

Ile
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Gln

Ser

Asp

Ser

55

Gly

Ser

Thr

Lys

Ile

135

Ala

Arg

Asp

Leu

Ser

Gly

Phe

40

Thr

Gly

Gly

Leu

Val

120

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

Cys

Thr

25

Tyr

Ile

Ser

Val

Ala

105

Ala

Phe

Gly

Cys

Lys

185

Asp

61

Ser

10

Pro

Ser

Val

Val

Asp

90

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

170

Asn

Tyr

Asn

Cys

Gln

Ser

Thr

75

Leu

Pro

Val

Glu

Tyr

155

Ala

Lys

Ser

Gly

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Trp

Lys

Pro

Glu

140

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val

Thr

Gln

45

Thr

Pro

Ala

Leu

Ser

125

Ser

Gly

Ala

Lys

Thr

Trp

Ser

30

Pro

Thr

Pro

Asn

Ser

110

Phe

Leu

Gln

Ser

Ala

190

Arg

Ser

15

Gly

Gly

Thr

Pro

Asn

95

Gly

Gln

Ala

Phe

Asn

175

Tyr

Ile

Gln

Asn

Ser

Lys

Val

80

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

160

Gly

Ile

Ile



Leu

Val

225

His

Ala

Ala

Leu

Ser

305

Lys

Gly

Gly

Gly

Val

385

Ala

Ala

Lys

Val

210

Pro

Ala

Gly

Gln

Arg

290

Ser

Tyr

Ala

Gln

Leu

370

Trp

Ala

Pro

Asn

185

Ile

Lys

Leu

His

Leu

275

Gly

Lys

Ile

Lys

Lys

355

Arg

val

Arg

Glu

Ala
435

Glu

Cys

Lys

Gly

260

Tyr

Leu

Pro

His

Phe

340

Ala

Pro

Lys

Tyr

Ala

420

Asn

Pro

Ala

Glu

245

Gly

Gly

Val

Asp

Ala

325

Ile

Trp

Ser

Pro

Asp

405

Gly

Pro
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Asp

Asn

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Tyr

310

Leu

Val

Gly

Ala

Gly

390

Tyr

Thr

Ser

Ser

215

Ala

Asn

Leu

Leu

Asn

295

Thr

Ser

Asp

Asp

Asn

375

Gly

His

Trp

Phe

200

Leu

Ala

Leu

Gly

Tyr

280

Val

Glu

Pro

Gln

Trp

360

Thr

Glu

Cys

Phe

Leu
440

Ala

Ser

Pro

Trp

265

Lys

Ser

Ser

Leu

Gly

345

Cys

Gly

Ser

Gly

Gln
425

62

Asn

Ala

Asn

250

Pro

Asp

Asn

Asn

Leu

330

Arg

Asn

Asp

Asp

Ile

410

Ala

Met

Tyr

235

Val

Ala

Ala

Tyr

Pro

315

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

395

Asp

Tyr

val

220

Lys

Ser

Asn

Gly

Asn

300

Asn

Gln

Gly

Pro

Leu

380

Thr

Gly

Phe

205

Thr

Glu

Met

Leu

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Lys

Gly

365

vVal

Ser

Ala

Glu

Asn

Leu

Tyr

Pro

270

Pro

Trp

Asp

Gly

Gln

350

Thr

Asp

Asp

Val

Gln
430

Met

Thr

Ile

255

Pro

Ser

Lys

Glu

Trp

335

Pro

Gly

Ala

Thr

Lys

415

Leu

Asn

Ile

240

Asp

Ala

Arg

Leu

Gln

320

Pro

Thr

Phe

Phe

Ser

400

Pro

Leu
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10

<210> 31

<211> 1353

<212> ADN

<213> Nectria haematococca

<400> 31
gccecctettg ttgaggageg ccaggettge getgecccaat gggcecccagtg tggtggette 60
agctggaatg gtgctacctg ctgccagtct ggtagctact gcagcaagat caacgactat 120
tactctcagt gcattcctgg agaaggcccce geccacttcca agtcgagcac tettectget 180
tccaccacaa caactcagcc aacttccact tcgactgetg gaacctctte cactaccaag 240
ccteccteccag ctggatcggg aaccgctacg tattcaggca acccttactce tggggtcaac 300
ctttgggcca atagctatta ccgctctgaa gttaccaacc tcgcectattcce taagttgage 360
ggagccatgg ccactgctgce agcaaaggtc gcagatgttc cctcttatca gtggatggat 420
tctttcgace acatctccct catggaggac accttggtcg acatccgcaa ggccaacctg 480
gctggecggta actatgeccgg acagtttgtg gtgtatgact tgceccggatcg cgattgeget 540
gcegecgect cgaatggcga atactctcte gacaatgatg gecgeccaacaa atataagaac 600
tatatccaaa ccattaagaa gattatccag agctattccg atatccggat actcctggtt 660
attgagcctg actctcttge caacctggtg accaacatgg atgtcgccaa gtgtgccaag 720
gctcatgatg cctacatcag cctgacgaac tacgccgtca cagaactgaa ccttccaaat 780
gttgcgatgt atttggacgc tggccatgca ggatggecttg gectggeccgge aaaccaaggce 840
ccggecgcta aactatttge aagcatctac aaggatgcag gcaagccgge cgectcettege 900
ggattggcaa ccaatgtcgce caactacaac gcctggagece tcagcagege tccaccttac 960
acgcaaggcg cctctatcta cgacgagaag agcttcatcce acgctatggg acctcecttett 1020
gagcagaatg gctggcctgg tgcccacttc atcactgatc aaggtcgatc gggaaagcag 1080
cctaccggac agatccagtg gggagactgg tgcaattcca agggcaccgg atttggtatt 1140
cgcccatccg caaacactgg ggactcgttg ctggatgett ttgtectgggt caageccagge 1200
ggcgagtctg acggcaccag cgacaccagt gcgacccgat acgactacca ctgtggtget 1260
tctgecgecet tgcaaccgge gectgagget ggtacctggt tccaagecta ctttgagcag 1320
cttctcacaa acgcaaaccc atcgttcecctg taa 1353

<210> 32

<211> 450

<212> PRT

<213> Nectria haematococca

<400> 32

Ala Pro Leu Val Glu Glu Arg Gln Ala Cys Ala Ala Gln Trp Ala Gln
1 5 10 15

63



Cys

Tyr

Gly

Thr

65

Pro

Ser

Asn

Lys

Ile

145

Ala

Arg

Asp

Ile

Ser

225

Ala

Asn

Gly

Cys

Pro

50

Gln

Pro

Gly

Leu

vVal

130

Ser

Gly

Asp

Gly

Gln

210

Leu

His

Leu

Gly

Ser

35

Ala

Pro

Pro

val

Ala

115

Ala

Leu

Gly

Cys

Ala

195

Ser

Ala

Asp

Pro

Phe

20

Lys

Thr

Thr

Ala

Asn

100

Ile

Asp

Met

Asn

Ala

180

Asn

Tyr

Asn

Ala

Asn
260

Ser

Ile

Ser

Ser

Gly

85

Leu

Pro

vVal

Glu

Tyr

165

Ala

Lys

Ser

Leu

Tyr

245

val
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Trp

Asn

Lys

Thr

70

Ser

Trp

Lys

Pro

Asp

150

Ala

Ala

Tyr

Asp

Val

230

Ile

Ala

Asn

Asp

Ser

55

Ser

Gly

Ala

Leu

Ser

135

Thr

Gly

Ala

Lys

Ile

215

Thr

Ser

Met

Gly

Tyr

40

Ser

Thr

Thr

Asn

Ser

120

Tyr

Leu

Gln

Ser

Asn

200

Arg

Asn

Leu

Tyr

Ala

25

Tyr

Thr

Ala

Ala

Ser

105

Gly

Gln

Val

Phe

Asn

185

Tyr

Ile

Met

Thr

Leu
265

64

Thr

Ser

Leu

Gly

Thr

90

Tyr

Ala

Trp

Asp

Val

170

Gly

Ile

Leu

Asp

Asn

250

Asp

Cys

Gln

Pro

Thr

75

Tyr

Tyr

Met

Ile

155

Val

Glu

Gln

Leu

val

235

Tyr

Ala

Cys

Cys

Ala

60

Ser

Ser

Arg

Ala

Asp

140

Arg

Tyr

Tyr

Thr

val

220

Ala

Ala

Gly

Gln

Ile

45

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

125

Ser

Lys

Asp

Ser

Ile

205

Ile

Lys

Val

His

Ser

Pro

Thr

Thr

Asn

Glu

110

Ala

Phe

Ala

Leu

Leu

190

Lys

Glu

Cys

Thr

Ala
270

Gly

Gly

Thr

Thr

Pro

95

val

Ala

Asp

Asn

Pro

175

Asp

Lys

Pro

Ala

Glu

255

Gly

Ser

Glu

Thr

Lys

80

Tyr

Thr

Ala

His

Leu

160

Asp

Asn

Ile

Asp

Lys

240

Leu

Trp
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Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gln Gly Pro Ala Ala Lys Leu Phe Ala Ser
275 280 285

Ile Tyr Lys Asp Ala Gly Lys Pro Ala Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr
290 295 300

Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Leu Ser Ser Ala Pro Pro Tyr
305 310 315 320

Thr Gln Gly Ala Ser Ile Tyr Asp Glu Lys Ser Phe Ile His Ala Met
325 330 335

Gly Pro Leu Leu Glu Gln Asn Gly Trp Pro Gly Ala His Phe Ile Thr
340 345 350

Asp Gln Gly Arg Ser Gly Lys Gln Pro Thr Gly Gln Ile Gln Trp Gly
355 360 365

Asp Trp Cys Asn Ser Lys Gly Thr Gly Phe Gly Ile Arg Pro Ser Ala
370 375 380

Asn Thr Gly Asp Ser Leu Leu Asp Ala Phe Val Trp Val Lys Pro Gly
385 390 395 400

Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser Ala Thr Arg Tyr Asp Tyr
405 410 415

His Cys Gly Ala Ser Ala Ala Leu Gln Pro Ala Pro Glu Ala Gly Thr
420 425 430

Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Glu Gln Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser
435 440 445

Phe Leu
450

<210> 33

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sehal de CBH2

<400> 33
atgattgtcg gcattctcac cacgctggcet acgctggeca cactcgcage tagt 54

<210> 34

<211> 99

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 34

65
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atgaagcttt ccaccatcct tttcacagece tgecgctacce tggctgecege cctececcttece 60
cccatcactce cttctgaggce cgcagttctg cagaagagg 99
<210> 35
5 <211> 33
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 35
10

Met Lys Leu Ser Thr Ile Leu Phe Thr Ala Cys Ala Thr Leu Ala Ala
1 5 10 15

Ala Leu Pro Ser Pro Ile Thr Pro Ser Glu Ala Ala Val Leu Gln Lys
20 25 30

Arg

66
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ES 2 885 684 T3

REIVINDICACIONES

1. Polipéptido aislado o purificado caracterizado por que tiene una actividad exoglucanasa mejorada de al menos
10 % a una temperatura de aproximadamente 35 °C y/o de aproximadamente 50 °C, con respecto a la actividad
exoglucanasa de la proteina de referencia CBH2 de secuencia SEQ ID NO: 2, seleccionandose dicho polipéptido del
grupo que consiste en:

i. una secuencia de aminoacidos seleccionada entre SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
22, SEQID NO: 24y SEQID NO: 26; y

ii. una secuencia de aminoacidos que presenta, con respecto a la secuencia SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 26, un porcentaje de identidad de al menos 99 %.

2. Acido nucleico purificado o aislado caracterizado por que codifica al menos un polipéptido segun la reivindicacion
1.

3. Acido nucleico purificado o aislado segun la reivindicacién 2 seleccionado entre las siguientes secuencias: SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11; SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO : 23 y SEQ ID NO: 25.

4. Vector caracterizado por que comprende al menos un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 2 o 3.

5. Célula hospedadora aislada caracterizada por que comprende al menos un polipéptido segun la reivindicacion 1,
o al menos un acido nucleico segun una de las reivindicaciones 2 o 3, o al menos un vector segun la reivindicacion 4.

6. Célula hospedadora segun la reivindicacion 5, caracterizada por que se selecciona entre Trichoderma, Aspergillus,
Neurospora, Humicola, Penicillium, Fusarium, Thermomonospora, Myceliophthora, Chrysosporium, Bacillus,
Pseudomonas, Escherichia, Clostridium, Cellulomonas, Streptomyces, Yarrowia, Pichia y Saccharomyces.

7. Célula hospedadora aislada segun una de las reivindicaciones 5 o 6, caracterizada por que se selecciona entre
Trichoderma reesei, Trichoderma viridae, Trichoderma koningii, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus
wentii, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Neurospora crassa, Humicola grisae, Myceliophthora thermopila,
Chrysosporium lucknowense, Penicillium pinophilum, Penicillium oxalicum, Escherichia coli, Clostridium
acetobutylicum, Clostridium saccharolyticum, Clostridium benjerinckii, Clostridium butylicum, Pichia pastoris, Yarrowia
lipolityca y Saccharomyces cerevisiae.

8. Uso de dicho polipéptido segun la reivindicacion 1 para la hidrdlisis de la celulosa.
9. Uso de dicho polipéptido segun la reivindicacién 1 para la produccion de biocarburante.

10. Composiciéon enzimatica apta para actuar sobre la biomasa lignoceluldsica, produciéndose dicha composicion
enzimatica por hongos filamentosos y comprendiendo al menos un polipéptido segun la reivindicacion 1.

11. Procedimiento de produccion de biocarburante a partir de la biomasa lignocelulésica, caracterizado por que
comprende las siguientes etapas sucesivas:

- se pone en suspension en fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

- se hidroliza la biomasa en presencia de una composicion enzimatica segun la reivindicaciéon 10 la biomasa
lignocelulésica para producir un hidrolizado que contiene glucosa;

- se fermenta en presencia de un organismo fermentativo la glucosa del hidrolizado para producir un mosto de
fermentacion;

- se separa el biocarburante del mosto de fermentacion.

12. Procedimiento de produccion de biocarburante a partir de la biomasa, caracterizado por que comprende las
siguientes etapas sucesivas:

- se pone en suspension en fase acuosa la biomasa a hidrolizar;

- se afade simultaneamente a la suspensiéon una composicidn enzimatica segun la reivindicacion 10 y un
organismo fermentativo y la mezcla se fermenta para producir un mosto de fermentacion;

- se separa el biocarburante del mosto de fermentacion.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 11 o 12, en donde el organismo fermentativo es una célula
hospedadora segun una de las reivindicaciones 5a 7.
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