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La presente invencion se refiere a enzimas de xilanasa mutante con sensibilided alterads a
los inhibidores de xilanass. La presente invencién también se refiere al uso de estas

enzimas mutantes en el procesamiento de materiales vegetales.

, I te Ia invencid

Durante muchos afios, las endo-B-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8) (denominadas en este contexto
como xilanasas) se han usado para lz modificacion de carbohidratos complejos derivados
de material de las paredes de las células de las plantas. En la técnica se conoce bien que la
funcionalidad de diferentes xilanasas (derivadas de diferentes microorganismos o plantas)
si diferencia bastante.

Se han realizado estudios integrales que caracterizan la funcionalidad de la xilsnasas en
substratos puros y bien carscterizados (Kormelin y colaboradores, 1992). Estos estudios
demuestran que diferentes xilanasas tienen diferemtes requerimientos especificos con
respecto a la sustitucion xilosa primaria de arabinoxilan (AX). Algunas xilanasas requieren
tres residuos insustituidos de xilosa para hidrolizar la xilosa primaria; otros solo requieren
uno o dos. Se cree que las razones por estas diferencias en especificided se deben a Ia
estructura de tres dimensiones dentro de los dominios cataliticos, que a la vez depende de la
estructura primaria de la xilanasa, es decir, Ia secuencia de amino icidos. Sin embargo,
hasta ahora no se ha documentado el traslado de estas diferencias en las secuencias de
amino &cidos en diferencias en ia funcionalidad de las xilanasas cuando la xilanasa actia en
un ambiente complejo, tal como el material vegetal.

Tradicionalmente, los substratos de xilanasa encontrados en trigo (harina de trigo) se han
dividido en dos fracciones: el AX no extraible en agua (WU-AX) y el AX extrable en
agua (WE-AX). La relacion WU-AX:WE-AX es de aproximadamente 70:30 en la harina
de trigo. Existen numerosas explicaciones de por qué hay dos fracciones diferentes de AX.
La literatura anterior (D’Appolonia y MacArthur (1976) y Montgomery y Smith (1955))
describe altas diferencias en el grado de sustitucion WE-AX y WU-AX. El grado més alto
de sustitucién se encontré en WE-AX. Esto se usd para explicar por qué algin AX era
extraible. El alto grado de sustitucién hizo soluble el polimero en comparacién con un
grado de sustitucién mis bajo, lo que causaria el enlace de hidrégeno entre polimeros y en
consecuencia, la precipitacion.



Se ha pensado que la diferencia entre la funcionalidad de las diferentes xilanasas se debe a
las diferencias en la especificidad de la xilanasa, y por ello, su preferencia por los
substratos WU-AX o WE-AX.

En slgunas aplicaciones (por ej: panaderia) se aconseja producir polimeros solubles de peso
molecular alto (HMW) (high molecular weight) de la fraccion WU-AX. Pste tipo de
polimeros ha sido correlacionado con un aumento en volumen en la elaboracion det pan
(Rouau, 1993; Rouau y colab. 1994 y Courtin y colab. 1999).

En otras aplicaciones se aconseja modificar el WU-AX HMW, haciendo el peso molecular
més bajo, reduciendo su efecto hidrocoloide y de aqui, enlazando con agua en el producto
(gallctas, separecion de harina, etc).

Estas aplicaciones diferentes requieren‘ diferentes funcionalidades de las xilsnasas usadas
para que hagan el trebajo. Como ya se dijo, la diferencia en la funcionalidad ha sido
explicada por las diferentes especificidades de substrato de las xilanasas.

Resumen de 1a invencitn

En contraste con estudios anteriores, hemos demostrado ahora que otros factores son més
importantes pare determinar la funcionalidad de xilanasa que la especificidad del substrato
de las xilanasas determinadas en substratos puros, bien caracterizados. La informacién que
sc presenta en este contexto demuestra que los inhibidores de xilanssa end6gena dictan la
funcionalidad de las xilanasas que actualmente se usan por e¢jemplo, en sistemas de harina
de trigo. Esto significa que una xilanasa que normalmente modifique el WU-AX, que da
uma mayor viscosided liquida en la pasta en un sistema de harina de trigo, tiene una
funcionalidad diferente si no hay un inhibidor de xilanasa enddgena en la harina de trigo.
Es por ello que nuestros hallazgos indican que el disefio y la aplicacion de xilanasas no
inhibidas, por ejemplo, mediante el uso de_mutagenesis dirigida al sitio, podria ser una
m&mumah@im_a_mmmmm«,
proporcionando de este modo a las muevas xilanasas una funcionalidad completamente
nueva. Este tipo de xilanasas seria muy efectivo en aplicaciones en las que se requiere una
reduccién en viscosidad. La xilanasa no inhibida actuaria con rapidez en el AX y estaria
principalmente influenciada por su actividad especifica y no por los inhibidores endégenos.
De nuestros estudios, consideramos que es muy probable que los efectos inhibidores sean
mis importantes que la actividad especifica. De hecho, nuestros resultados demuestras por
primera vez, que hay entre 10 a 50 veces de diferencias en los niveles de inhibicion entre

las xilanasas de In familia | 1.




Ademés, hemos procedido a diseflar y probar una serie de xilanasas modificadas por

mutagenesis dirigida en sitio para demostrar que se pueden producir xilanasas con

sensibilidad reducida a inhibidores de’ xilanasa presenies en materiales vegetales. En
particular, hemos identificado un nimero de residuos en las xilanasas de la familia 11 que
influencian el grado de inhibicion de la xilanasa.

Por ello, serd posible producir xilanasas variantes con sensibilidad reducida a los
inhibidores de xilanasa y de aqui, con funcionalidad alterada. Esto, por ejemplo, permitira
una reduccién_en la cantidad de xilanase requerida en un nimero de aplicaciones tales
como alimento para animales, produccion de almidon, panaderia, separacién de harinas
{molienda en hiimedo) y produccion de papel y pulpa.

Por lo tanto, la presente invencidn ofrece un polipéptido de xilanasa variante, 0 un
fragmento de lo mismo con actividlad de xilanasa, que comprende una o miés
modificaciones de emino icidos de modo que el polipéptido o fragmento del mismo tenga
uns sensibilidad altereda a un inhibidor de xilanasa en comparacién con la enzima
precursora.

Aqui, la “enzima precursora” es la enzima de xilanasa de la cual se derive o se puede
derivar |2 enzima de xilanass variante. Con respecto a la expresidn “que se puede derivar”,
necesariamente no se requiere que la variante se derive de Ia enzima precursora. Por el
contrario, la variante podria prepararse por ejemplo, mediante el uso de técnicas ADN
recombinantes que usen secuencia(s) nudeéﬁda(s) que codifiquen dicha secuencia de
xilanasa variamte — es decir, aqui, 1a(s) secuencia(s) nucledtida(s) es/son similares a la(s)
secuencia(s) nucledtidas mutantes pero no son preparadas mediante mutacion de la(s)
secuencia(s) nucledtida(s) precursora(s). La variante ain puede prepararse mediante la
modificacién quimica de una enzima precursora.

Parz algunas reslizaciones, la enzima precursors es la enzima tipo silvestre. La expresion
“tipo silvestre™ es una expresion de la técnica que la entienden lu-persoms versadas en la
técnica e incluye un fenotipo camcteristico de la mayoris de lns_miembros de una especie
que ocurre naturalmente y que contrasta con el fenotipo de un mutante. Por ello, en o
presente contexto, la enzima tipo silvestre puede ser una forma de la enzima que se
encuentra naturaimente en la mayoria de los miembros de las respectivas especies. Por lo
general, la enzima relevante tipo silvestre en relacién con los polipéptidos variantes de la
invencién es la enzima tipo silvestre correspondientes que se relaciona mas estrechamente
en términos de homologia de secuencia. Por ejemplo, para las xilanasas mutantes en
particular que se describen en los ejemplos, la correspondiente enzima tipo silvestre ¢s 1a

&
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xilanasa A B. Subtilis tipo silvestre. mis especificamente la xilanase A B. Swhtilis tipo ?
silvestre publicada por Paice y colaboradores , 1986 y mostrada como la SEQ LD.1. Sin

embargo, cuando una secuencia tipo silvestre en particular se ha usado como la base para

producir un polipéptido variante de la invencion, ésta serd la secuencia tipo silvestre
correspondiente independientemente de 12 existencia de otro tipo de secuencia tipo silvestre

que esté mis estrechamente relacionads en términos de homologia de secuencia de mino

dcidos.

Para slgunas realizaciones, preferiblemente el polipéptido variante se deriva de la xilanasa
de la familia 11.

Uno de nuestros hallazgos asombrosos es que hasta ahora ung mutacion en ¢l sitio activo de
la xilanasa no tiene un efecto mensurable en la inhibicién contra el inhibidor de xilanasa.
E:L: es en contraste directo con la(s) mutacién(es) que se hace(n) fiera del sitio activo, las
cuales trataremos més adelante.

Enmawomfaﬁo,hmﬁﬁudén&mwdouw

acidos superficiales.

En un mis preferido, la modificacién de amino 4cido es uno o_mis residuos
ibles solventes. De aqui, que el solvente sea agua. '

En un aspecto mas preferido, la modificacidn de amino 4cido es uno o mis residuos
superficiales fuera del sitio activo.
En un aspecto altemente preferido, la modificacion de amino dcido es uno o mas residuos

superficisles fuera del sitio activo y que es/son al menos accesibles a solvente en un 8%.
De aqui que el solvente sea agua.

En un aspecto altamente preferido, la modificacién de amino écido es uno o mis residuos
superficiales fuera del sitio active y que es/son al menos accesibles a solvente en un 10%.
De aqui que el solvente sea agua.

La accesibilidad del solvente se puede determinar mediante el Swiss-PdbViewer (version
3.5b1), e cual puede encomrarse en la pigina web: htp./www-
expasv.ch/spdbv/mainpage himl. El Swiss-PdbViewer es presentado por la divisidn de
Investigaciones Experimentales de Glaxo Wellcome.

Los amino acidos superficiales de las enzimas de xilanasa pueden ser determinados por una
persona versada en s técnica.
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A manera de ejemplo, la secuencia amino acida B. Swbtilis para la xilanssa A se muestra C]

como SEQ [.D. No. 1. Con respecto a esta secuencia, los residuos amino acidos
superficiales son:

Alal-Trp6, Asn8, Thr10-Gly23, Asn25, Ser27, Asn29, Ser31-Asn32, Gly34,
Thr43-Thrd4, Ser46-Thr50, Asn52, AsnS4, Gly56-Asn61, Asn63, Arg73-Leu76,
Thr87-Arg89, Thr91-Lys95, Thr97, Lys99, Aspl101-Gly102, Thr104, Thr109-
Thrill, Tyri13-Asnl14, Aspli9-Thri24, Thri26, Gin133-Asnl4]l, Thrl43,
Thri45, Thr147-Asnl48, AsnlS}!, Lysi54-Glyl57, Asni59-Leul60, Ser162-
Trpl64, GInl75, Ser177, Ser179, Asnl81, Thri83, Trpi8s.

Como ya se indicd, los aminodcidos superficiales de otras enzimas de xilanasa (tal como la
xilanasa A Thermomyces lanuginosus, cuya secuencia nucleftida de codificacion se
muestra como SEQ ID No. 9), los puede determinar una persona versada en la técnica.

De aqui que, para algunos aspectos, Ia presente invencion abarca un polipéptido de xilenasa
variante, o0 un fragmento de lo mismo con actividad de xilanasa, cuyo polipéptido de
xilanasa variante o un fragmento de lo mismo, comprende una o mis modificaciones de

>

aminodcidos en cuslquiera de los residuos:  JUp{ U0 YA Lo dAAT X pu

Alal-Trp6, Asts, Thio-Gy23, Asn2s, Ser27, AsndS, Serdi-Asta2, Glyfd,
Thrd3-Thr44, Serd6-ThrS0, AsnS2, AsnS4, Gly56-Asn61, Asn63, ArgT3-LeuTs,
Thra7-Arg8, The9l-LysS5, Thi97, Lys99, AspI01-Giyl02, Thrl04, Thrl05-
Thrill, Tyrl13Asifl4, Aspl19-ThriZ4, Thr126, Gin133-Asnl41, Thrl43,
Thr145, Thri47-Asn148, AmlS1, Lys154-Gly157, Asn159-Leul60, Serl62-

Trpl64, GInl'T5, Ser177, Ser179, Asn181, Thr183, Trpl8s. Bt

de 1a secuencia de aminodcidos que se muestra como SEQ L.D. No. 1 o sus posiciones
equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homologa.

Por ello, en una realizacién, la presente invencién provee un polipéptido variamte de
xllumlounﬁ:gumtodelonummconacuvndaddexlhmu,quemprendeumomis
modificaciones de aminoacidos e cmlqunem de Ios numeros de re.mduos de ammoacldos

11 1&13,-15, 17,29,31,32,34, 113,114, 119, 120, 121, 122, 123, 124y 175
< =T,

de la secuencia de aminodcidos B. swbiilis que se muestra como la SEQ I.D. No. 1 o sus
posiciones equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa hométoga.

En una realizacién, la presente invencién ofrece un polipéptido de xilanasa variante o un
fragmento de lo mismo con actividad de xilanasa, que comprende una o mis



modificaciones de aminoécidos en cualquiera de los mimeros de residuos de aminodcidos
11, 12 y 13 de la secuencia de aminodcidos B. sublilis que se muestra como la SEQ 1.D.
No. 1 o sus posiciones equivalentes en otros polipéptidos homélogos de xilanasa,

Ejemplos preferidos especificos de modificaciones ya hechas se presentan en la seccion de
Ejemplos de este contexto.

Pmﬂgunureaﬁndoms,prefaiblmmadpoﬁpépﬁdodeﬂmmvaﬁMe,oun
ﬁngmuuodehmimeonwﬁvidaddeﬁlanmwmpmdeumomhuydiﬁ

mm&udosencualqmmdelosmmuosderwduosdemowdos 8 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 37, 6{ 62,-916 llill‘.’: 114, 115,
116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 12/,173, 174, 175, 176, 177, 178 de la
secuencia de aminodcidos B. subtilis que se muestra como la SEQ ID. No. 1 o sus

posiciones equivalentes en otros polipéptidos homologos de xilanasa.

Para conveniencia, algunas veces nos referimos a los mimeros de residuos de aminoécidos:
8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 61, 62, 63, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 173, 174, 175, 176,
177, 178 como la BANDA 1.

La Figura 1 muestra la estructura 3-D de xilanasaB. subfilis que tiene la secuencia de
aminoficido mostrada como la SEQ LD. No. 1. La BANDA 1 se muestra en la Figura |
como la capa superior de la molécula y se extiende aproximadamente 13 Angstroms desde
la parte superior de la’'molécula cuando la molécula esté orientada tal como se muestra en la
Figura 1. La BANDA 1 termina con el residuo Phel25 a lado izquierdo cuando se ve la
Figura 1 y con el residuo Asn61 al lado derecho cuando se ve la Figura 1.

Ademés, o como alternativa, para algunas realizaciones, preferiblemente el polipéptido de
xilanasg variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de xilanasa, comprende una o
més modificaciones de aminoécidos en cualquiera de los otros residuos de aminoécidos.

Preferiblemente, dichss modificaciones se pueden presentar en uno o mis de los mimeros
de residuos de aminodcidos: 3, 4, 5, 6, 7, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 15, 76,
717,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 108, 109, 110, 126, 127,
128, 129, 130, 131, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,
172, 179, 180, 181, 182, 183 de la secuencia de aminodcidos B. subtilis que se muestra
como la SEQ 1.D. No. 1 o sus posiciones equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa
homéloga.

2
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Para conveniencia, algunas veces nos referimos a los nimeros de residuos de amino#cidos:
3,4,5,6,7,19,20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
8S, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 108, 109, 110, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 158, 159,
160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 179, 180, 181, 182, 183
de 1a secuencia de aminodcidos B. subtilis como la BANDA 2,

Preferiblemente, esas otras modificaciones se pueden presentar en uno o més de los
mimeros de residuos de aminodcidos superficiales: 3, 4, 5, 6, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 43,
44, 56, 57, 58, 59, 60, 72, 74, 75, 76, 87, 89, 91, 92, 93, 94, 109, 110, 126, 159, 160, 162,
163, 164, 179, 181, 183 de la secuencia de aminoacidos B. subtilis que se muestra como la
SEQ L.D. No. 1 o sus posiciones equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homéloga.

Preferiblemente, la presente invencion abarca un polipéptido de xilanass variante, o un
fragmento de lo mismo con actividad de xilanasa, que comprende una o mis
modificaciones de aminoécidos en 1a BANDA 1 y opcionalmente/o en la BANDA 2 de la
secuencia de aminodcidos B. sublilis o sus posiciones equivalentes (bandas) en otros
polipéptidos de xilanasa homéloga. De aqui, que la modificacién sez al menos en la
BANDA 1, pero también se puede hacer solo en la BANDA 2.

El polipéptido de xilanasa variante puede comprende otras modificaciones en otros residuos
de aminoAcidos, tal como modificacién en cualquiera de los residuos de aminodcidos: 1, 2,
46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107,
132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149,
150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 184, 185 de la secuencia de aminoécidos B. subtiliy
que se muestra como la SEQ LD. No. | o sus posiciones equivalentes en otros polipéptidos

de xilanasa homéloga.

El polipéptido de xilanasa variante puede comprender otras modificaciones en otros
residuos de aminodcidos superficiales, tal como modificacion en cualquiera de los residuos
de aminoécidos superficiales: 1, 2, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,
143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, t84, 185de la
secuencia de aminoécidos B. subrilis que se muestra como la SEQ LD. No. 1 o sus
posiciones equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homdloga.

Preferiblemente, el inhibidor es un inhibidor que se encuentra naturalmente en los tejidos
vegetales. Preferibiemente, la sensibilidad de 12 enzima variante de xilanasa al inhibidor se
reduce en comparacién con la enzima precursora de xilanasa.

N
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La presente invencidn también provee una molécula de dcido mucléico (una secuencia
mucledtida) que codifica un polipéptido de la invencién. También se provee un vector que
comprende un acido nucléico de Ia invencién, opcionalmente enlazado operacionalmente a
una secuencia reguladora capaz de dirigir Ia expresion de dicho écido nucléico en una
céhula anfitriona apropiadas. Una célula anfitriona comprende un écido nucléico o un vector
de la invencién.

En otro aspecto, la presente invencion provee un método para hacer un polipéptido de la
invencion que comprende transformar una célula anfitriona con un dcido nucléico que
codifica dicho polipéptido, cultivar la célula transformada y expresar dicho polipéptido.

Nuestros resultados demuestran que estos polipéptidos variantes tienen propiedades
mejoradas que les hace adecuados para una variedad de aplicaciones, tales como panaderis,
alimento para animales, produccién de almid6n, separacion de harina (molienda en mojado)
y produccién de papel y pulpa.

Por lo tanto, la presente invencién también provee el uso de un polipéptido variante de la
invencidn en un método de modificar materiales vegetales.

También se provee el uso en homeado, de un polipéptido variante de la invencién. La
invencion también provee el uso de un polipéptido variante de la invencién en el
procesamiento de cereales, produccién de almidén y alimento para animales y el uso de un
polipéptido varianie de la invencion en procesamiento de madera, por ejemplo, para
mejorar &l blanqueamiento de pulpe de madera.

En otro aspecto, la presente inveacion ofrece un método parn alterar la sensibilidad de un
polipéptido de xilanasa a un inhibidor, el cual {método) comprende modificar uno o mis
residuos aminoicidos de dicha enzima seleccionada de los mimeros de aminoacidos 11, 12,
13, 15, 17, 29, 31, 32, 34, 113, 114, 119, 120, 121, 122, 123, 124 y 175 basado en la
mmeracién de aminodcidos de la xilanasa B. subiilis que se muestra como la SEQ ID No.
1, o residuos equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homdloga. Preferiblemente, s¢
reduce la sensibilidad.

Un aspecto muy importante, es que nuestros resultados también demuestran por primera
vez que los inhibidores de xilanasa juegan un papel importante en la determinacién de la
funcionalidad de enzimas de xilanasa en un sistema complejo, tal como un material vegetal.
Por Ia expresion “funcionalidad”, queremos decir las propiedades bioquimicas de la
xilanasa en un sistoma en particular. Estas propiedades incluyen especificidad del
substrato, parametros cinéticos Ky ¥ Vma (cusndo sea ¢l caso) y el nombre de los
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productos de reaccion obtenidos por la accién de la xilanasa en ese sistema. Por lo tanto,
funcionalidad también puede describirse en términos del efecto en las propiedades fisicas
y/o quinicas de los materiales vegetales en los que actia la xilanasa, por gjemplo el grado
al que se altera la viscosidad del material.

Del mismo modo que se pueden usar xilanasas variantes en una variedad de aplicaciones de
procesamiento, los inhibidores de xilanasa pueden usarse en una variedad de aplicaciones
de procesamiento tales como panaderia, procesamiento de pulpa de madera y
procesamiento de cereales.

d dela i ion

Aungque en general, cualquicra de las técnicas moleculares que se mencionan en este
contexto son conocidas en la técnica, se puede hacer referencia en particular a la
publicacién de Sambrook y colsboradores, Molecular Cloning, A Laboratory Manual
(1989) y de Ausubel y colaboradores, Short Protocols in Molecular Biology (1999) 4th Ed
John Wiley & Sons, Inc.

A, Polipéptidos de xilanasa variante

Se han reportado enzimas de xilanasa de casi 100 organismos diferentes, inchiidos plantas,
hongos y bacterias. Las enzimas de xilanasa se clasifican en varias de las mis de 40
familias de enzimas glicosil hidrolasa. Las enzimas glicosil hidrolasa, que incluyen
xilanasas, mannanasas, amilasas, [B-glucanasas, celulasas y otras carbohidrasss, se
clasifican con base en dichas propiedades como la secuencia de aminoécidos, la estructura
de 3 dimensiones y la geometria del sitio catalitico (Gilkes y colaboradores, 1991,
Microbiol. Reviews 55:303-315).

De particular interés para aplicaciones de panaderia son las enzimas clasificadas en la
Familia 11. Todas estas son xilanasas y se conocen como las “xilanasas de la Familia 11™
Algunas publicaciones se refieren a éstas de un modo sindnimo como las xilanasas de la
Familia G, pero en este contexto usaremos la expresion “xilanasas de la Familia 11" para
referimos tanto a las xilanasas de la Familia G como de la Familia 11.

La Tabla A hace una lista de un mimero de xilanasas conocidas de la Familia 11. La
mayoria de ellas tienen una masa molecular de aproximadamente, 21,000 Da. Tres de las
xilanasas de Ia Famila 11 (Clostridium stercorarium XynA, Streptomyces lividan XynB y
Thermomonospora fusca XynA) tienen una masa molecular mis alta entre 31,000 y 50,000
Da  Sin embargo, estas xilanasas tienen una secuencia de nicleo catalitica de
aproximadamente 21,000 Da similar a las otras xilanasas de la Familia 11. Las secuencias
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de aminodcidos de las xilanasas de la Familis 1| (o para las enzimas mis grandes, e niicleo
catalitico) demuestran un atto grado de similitud, normalmente con mas del 40% de
aminohcidos idénticos en una alineacién adecuada de aminodcidos. Las xilanasas de la
Familia 11, que son de origen bacteriano, levadura o fungal, comparten la misma estructura
molecular general.

La Figura 2 nmuestra los datos de la alineacion de la secuencia de aminodcidos con respecto
a 51 xilanasas de la Familia 11.

TABLA A - Xilanasas de la Familia 11.

Aspergillus niger Xyn A Aspergillus kawachii Xyn C

| Aspergillus tubigensis Xyn A Bacillus circulans Xyn A
Bacillus pumulus Xyn A Bacillus subtilis Xyn A
Cellulomonas fimi Xyn D Chainia spp. Xyn
Clostridium acetobutlicum Xyn B Clostridium stercorarium Xyn A
Fibrobacter succionogenes Xyn C Neocallimastix patriciarum Xyn A
Nocardipsis dassonvillei Xyn 11 Ruminococcus flavefaciens Xyn A
Schizophyllum commune Xyn Streptomyces lividan Xyn B
Streptamyces lividan Xyn C Streptomyces sp. No. 36a Xyn
Streptontyces thermoviolaceus Xyn 1 Thermonospora fusca Xyn A
Trichoderma harzianum Xyn Trichoderma reesei Xyn 1
Tricoderma reesei Xyn Il Trichoderma viride Xyn

Tipicamente, un polipéptido de xilanasa variante de la invencion se obtiene modificando un
polipéptido de xilanasa mediante la sustitucion, eliminacién o adicién de uno o mas
residuos de aminoécidos dentro de la secuencia de aminodcidos del polipéptido de xilanasa,
Preferiblemente, la modificacién comprende una o méis sustituciones de aminodcidos. La
modificacién de las secuencias de polipéptidos se puede hacer mediante el uso de técnicas
estindar tales como murtagenesis dirigida en o sitio. La modificacién también puede
ocurrir mediante técnicas quimicas, tales como la modificacién quimica de uno o mis
residuos de aminodcidos.
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La secuencia de inicio puede ser una secuencia tipo silvestre o0 una secuencia que ocurra no ”;‘?L
naturalmente, por ejemplo, un derivado que ya haya estado sujeto a ingenieria de proteina.

La secuencia de xilanasa que se vaya a modificar puede ser de cualquier origen, por

ejemplo, bacteriano, fungal o vegetal. Preferiblemente, la secuencia de xilanasa que vaya a

ser modificada es la de una xilanasa de iz Familia 11, més preferiblemente una xilanasa de

la Familia 11 seleccionads de la xilanasa I, la xilanasa I Trichoderma reese, la xilanasa
Trichoderma harzianum, |a xilanasa Trichoderma viride, |a xilanasa A Bacillus circulans,

la xilanasa A Bacillus subltilis, 1a xilanasa Aspergillus niger, Iz xilanasa C Aspergillus

kawachlj, 1a xilanasa A Aspergillus tubigensis, |a xilanasa B Streptomyces lividans, y la

xilanasa C Streptomyces lividans,

En une reslizacién especialmente preferida, la secuencia de xilanasa que vaya & ser
modificada es la secuencia de la xilanasa B subtilis que se muestra como la SEQ ID No. |
o una homdloga de Ja misma. Preferiblemente, dicha homéloga tiene una homologia de al
menos 40, 50, 60 u 80% sobre al menos 50 6 100 residuos de aminoécidos segin se
determina usando el paquete GCG Wisconsin Bestfit (University of Wisconsin, U.S.A,;
Devereux y colaboradores, 1984, Nucleic Acids Research 12:387).

Las modificaciones especificas que se prefieren segiin la presente invencion inrcluyen una o
més sustituciones de aminoécidos en las posiciones 11, 12, 13, 15, 17, 29, 31, 32, 34, 113,
114, 119, 120, 121, 122, 123, 124 y 175 basadas en la numeracién de aminoacidos de la
xilanasa B. subtilis que se muesira como la SEQ ID No. 1 o los residuos equivalentes en
otros polipéptidos de xilanasa homéloga.

En particular, las sustituciones preferidas incluyen uno o mis de D11gY, D1IgN, DI1gF,
D11gK, D11sS, Dllgw, G12¢F, G13gF, 155K, NI173K, N173Y, N17¢4D, N20gK, N20sY,
N29sD, S313K, S315Y, S313D, N32sK, G34gD, G344F, G345T, Y113gA, Y113gD,
Y113gK, Nil4gA, N1i4sD, N114gF, N114gK, D119gK, D119sY, DII9gN, G120sK,
G1203D, G120gF, G1205Y, Gi20sN, DI2IgN, DI121gK, DI121gF, DI121sA, Ri223D,
RI22¢F, R122gA, TI23gK, TI1235Y, T123gD, T1245K, Ti24gY, Ti124gD, Q1754E,
Q175¢S y Q1753L. (con referencia a la secuencia de aminoécidos de la xilanasa B. sublilis)
© sus equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa hombloga. Otras referencias a residuos
especificos de la xilanasa B. subfilis que se muestra como la SEQ ID No. 1 también
incluyen sus equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homéloga.

Se puede hacer una combinacién de mutaciones, por ejemplo mutaciones en dos o0 més de
los residuos arriba mencionados. En la seccién de Ejemplos se presentan ejemplos de este
tipo de combinaciones.
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2L
"R, "B otrs reali i6n. los polipéptid . de I i i6n pusden ser xil %
mutentes purificadas y aisladas que ocurren de manera natural. Alternativamente, se
pueden pgenerar «xilanasas mutantes sometiendo los organismos a muthgenos y
seleccionando luego individuos que comprendan mutaciones en sus genes de xilanasa. Se
‘pueden identificar/seleccionar mutantes que ocurren de manera natural y mutantes
generados por mutagenesis aleatoria mediante el uso de una variedad de técnicas tales
como seleccibn PCR usando cebadores sdecuados de écido nucléico para amplificar
regiones de genes de xilanasa y secuenciar los fragmentos que resulten.

De este modo, los polipéptidos variantes de 1a invencién incluyen xilanasas mutantes gue
ocurren de manera natural (purificadas y aisladas de los organismos donde ocurren o se
obtienen de manera recombinante), xilanasas mutantes obtenidas por mutagenesis aleatoria
y xilanasas mutantes obtenidas por mutagenesis dirigida en el sitio.

Los polipéptidos variantes de la invencién también se pueden someter & otras
modificaciones que no necesariamente afectan la sensibilided a los inhibidores, incluida
cualquier sustitucion, variacion, modificacion, reemplazo, eliminacion o adicién de un (o
mis) aminoécidos de 0 a la secuencia, siempre y cuando la secuencia de aminodcido
resultanie retenga Ia actividad de xdlanasa, preferiblemente, que tenga al menos
sustancialmente la misma actividad de xilanasa que la secuencia no modificada.

Se pueden hacer sustituciones conservadoras, por ejemplo segiin la siguiente Tabla. Los
aminodcidos en e mismo bloque en la segunda columna, y preferiblemente en la misma
linea en la tercera columna se pueden sustituir entre si:

ALIFATICOS No polares GAP
ILV
Polares — no cargados CSTM
NQ
Polares - cargados DE

KR
AROMATICOS HFWY

Los polipéptidos de la invencidn también incluyen fragmemtos de las secuencias de
longitud completa arriba mencionadas que tengan actividad de xilanasa,

Los polipéptidos de la invencién también pueden comprender secuencias heterdlogas de
aminodcidos, tipicamente en el N-terminus o en el C-terminus, preferiblemente en e N-
terminus. La secuencia heterbloga puede incluir secuencias que afecten s identificacion
de proteinas intra o extracelulares (tales como secuencias lideres).
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Tipicamente, los polipéptidos de la invencion se hacen por medios recombinantes, por B

ejemplo, tal como se describe a contimuscién. Sin embargo, también pueden hacerse por
nwdimsiﬂéﬁmmediﬂetémﬁmmmcidupmhsmmdnmhtémim,w
como sintesis de fase sdlida. Los polipéptidos de la invencién también pueden producirse
como proteinas de fusién, por ejemplo como ayuda en la extraccion y la purificacion.
También puede ser conveniente incluir un lugar de escision proteolitica entre el socio de la
proteina de fusién y la secuencia proteinica de interés para permitir la remocion de las
secuencias de las proteinas de fusion, tal como un lugar de escision de trombina.
Preferiblemente, la proteina de fusidon no impide la funcion de Iz secuencia proteinica de
interés,

Se espere que el uso adecuado de las células anfitrionas provea las modificaciones
postrasnacionales que se requieran con el fin de conferir una activided biolégica dptima en
los productos de expresion recombinante de 1a invencion.

Los polipéptidos de Iz invencién pueden ser en forma sustancialmente aislada. Se entiende
que la proteina puede combinarse con vehiculos o diluyeates que no interfieran con e
propésito de la proteina y que sigan siendo considerados como sustancialmente aisizdos.
Un polipéptido de la invencion también puede ser en forma sustancialmente purificada, en
cuyo caso, por lo general comprenderd la proteina en una preparacion en la cual mis del
90%, por ¢j: 95%, 98% o 99% de la proteina en la preparacion es un polipéptido de la
invencion.

Los polipéptidos variantes de la invencion tienen sensibilidad alterada a los inhibidores de
xilanasa en comparacion con la secuencia de la xilanasa precursora, la cual puede ser una
xilanasa correspondiente tipo silvestre. Preferiblemente, los polipéptidos variantes tienen
sensibilidad reducida a los inhibidores de xilanasa La expresién “sengibilidad alterada a
inhibidores de xilanasa” significa el grado al que la actividad endo-B-1,4-xilanasa de un
polipéptido variante de la invencién es inhibida por el inhibidor de xilanasa es diferente del
de la enzima de xilanasa precursora, la cual puede ser lan correspondiente xilanasa tipo
silvestre. Preferiblemente, el grado al cual el polipéptido variante es inhibido por el
inhibidor es inferior que ¢l de la enzima de la xilanasa precursora, la cual puede ser la
proteina tipo sitvestre. Esto puede deberse, por ejemplo, a un cambio en la estructura de
tres dimensiones del polipéptido variante, de modo que el inhibidor no se enlace més con la
misma afinidad que hace a la enzima de la xilanasa precursora, la cual puede ser la enzima
tipo silvestre.
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La sensibilidad de los polipéptidos variantes de la invencion a inhibidores de xilanasa se
pueden ensayar usando, por e¢jemplo, el en sayo en el Ejemplo 4 y a continuacién. Un
inhibidor adecuado para uso en e ensayo es el inhibidor purificado de harina de trigo del
Ejemplo 1. Otros inhibidores se describen a contimuacién.

Se diluyen muestras de xilanasa en Acido citrico (0,1 M), tamponador -di-fosfato de
hidrogeno sédico (0,2 M) pH 5,0, para obtener aproximadamente OD=0,7 en el ensayo
final. Se someten a termostato durante S minutos a 40°C tres diluciones de l2 muestra y un
esténdar intemo con ung actividad definida. En tiempo = 5 minutos, se agrega 1 marcador
de Xilazima (substrato de xilana tinturada, de enlace cruzado). En tiempo = 15 minutos (o
en algunos casos durante mis tiempo dependiendo de la actividad de xilanasa presente en la
muestra) la reaccion se termina agregando 10 ml de TRIS al 2%. La mezcla de la reaccion
es centrifugada y se mide el OD del sobrenadante a 590 nm. Teniendo en cuenta las
diluciones y la cantided de xilanasa, se puede calcular la actividad (TXU, Total Unidades
de Xilanasa) con respecto al esténdar.

Inbibidores de i

Tal como se usa en este contexto, la expresion “inhibidor de xilanasa™ se refiere a un
compuesto, tipicamente una proteina, cuya funcion es controlar la despolimerizacién de
carbohidratos complejos, como arabinoxilano, que se encuentran en las paredes de la
células vegetales. Estos inhibidores de xilanasa pueden reducir (a actividad de enzimas de
xilanasa que ocurren de manera natural, asi como las de origen fungal o bacteriano.
Aunque se ha reportado ia presencia de inhibidoru_ de xilanasa en semillas de cereales (ver
por ejemplo; McLauchlan y colaboradores 1999a; Rouau y Saget 1998), no se ha
examinado ampliamente su impacto en la eficacia de las enzimas de xilanasa.

McLauchlan y colaboradores (1999a) divulgan el aislamiento y la caracterizacion de una
proteina de trigo que se enlaza a e inhibe dos xilanasas de la familia 11. Igualmente, la
Patente WO 98/49278 demuestra el efecto de un extracto de harina de trigo en la actividad
de un grupo de xilanasas microbianas, clasificadas como xilanasas de la familia 11.
Debyser y colaboradores (1999) también divulgan que las endoxilanasss de Aspergilius
Niger y Bacillus subtilis, ambas xilanasas de la familia 11, fueron inhibidas por un
inhibidor de xilanasa de trigo denominado TAXI. McLauchlan y colaboradores (1999b)
ensefian que extractos de harines comerciales tales como trigo, cebada, centeno y maiz
pueden inhibir las xilanasas de las familias 10y 11.
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El inhibidor de xilanasa puede ser cualquier inhibidor de xilanasa adecuado. A modo de
ejemplo, el inhibidor de xilanasa puede ser el inhibidor que describe la Patente WO-A
98/49278 yl/o el inhibidor de xilanasa que describe Rouau, X y Surget, A (1998),
McLauchlan y colaboradores (1999) y/o el inhibidor de xilanasa que describen la solicitud
de patente del Reino Unido No. 9828599.2 (radicada e 23 de diciembre de 1998), la
solicitud de patente del Reino Unido No. 9907805.7 (radicada el 6 de abril de 1999) y Ia
solicitud de patente del Reino Unido No. 9908645.6 (radicada el 15 de abril de 1999).

Enagyo del inhibidor de xilanesa

Se mezclan 100 ! de una fraccion del inhibidor candidato, 250 ul de solucién de xilanase
(comeniendo 12 TXU de xilanasa microbiana/ml) y 650ul de tamponador (0,1 M écido
citrico - 0,2M di-fosfato de hidrogeno sédico, pH 5,0). Se somete Ia mezcla a termostato
durante 5 minutos a 40,0°C. En tiempo = 5 minutos, se agrega un marcador de Xilazima.
En tiempo = 15 minutos se termina la reaccion agregando 10 mi de TRIS al 2%. La mezcla
de la reaccion es centrifugada (3500g. 10 minutos a temperatura ambiente) y el
sobrenadante se mide a 590 nm. La inhibicién es calculada como la actividad residual en
comparecién con el blanco. El blanco se prepara de Ia misma manera, salvo que los 100 pl
del inhibidor se sustituyen por 100 pi de tamponador (0,1 M icido citrico — 0,2 M di-
fosfato de hidrégeno sodico, pH 5,0).

de xil

Como ya se indicd, un inhibidor de xilanasa que se puede usar de acuerdo com Ia presente
invencién es ol inhibidor de xilanasa que describen la describen 1a solicitud de patente del
Reino Unido No. 9828599.2 (radicada el 23 de diciembre de 1998), la solicitud de patente
del Reino Unido No. 9907805.7 (radicada el 6 de abril de 1999) y la solicitud de patente
del Reino Unido No. 9908645.6 (radicada el 15 de abril de 1999).

Este inhibidor endégeno endo--1,4-xilanasa se obtiene de la harina de trigo. El inhibidor
es un di-péptido que tiene un MW de aproximadamente 40 kDa (segiin medicién por SDS-
PAGE o espectrometria de volumen) y un plI aproximadamente entre4 8 y 9,5.

El anilisis de ia secuencia hasta la fecha ha revelado que el inhibidor tiene al menos una o

més de las secuencias presentadas como SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ
ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, y/o SEQ ID No. 8.

Estos inhibidores que se describen en 12 técnica enterior también pueden usarse en ensayos
para determinar la sensibilidad de un polipéptido variante de la invencitn a inhibidores de

i
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xilanasa. También pueden usarse como se describe a contimuacidén, para modular la
funcionalidad de una xilanasa.

PolinucleStidos

Los polinucleétidos de la invencién _comprenden secuencias de &cido nucléico que
codifican las secuencias del polipéptido variante de Ia invencion. Una persona versada en
la técnica entenderd que se varios polinucledtidos diferentes pueden codificar el mismo
polipéptido como resultado de la degeneracién del codigo genético. Ademds, se entiende
que las personas versadas en la técnica pueden, mediante técnicas rutinarias, hacer
sustituciones nucledtidas que no afecten la secuencia de polipéptidos codificada por los
polinucleétidos de Ia invenciébn que reflejen el uso codén de un organismo anfitrion en
particular en e cual se vayan a expresar los polipéptidos de la invencion.

Los polimucledtidos de la invencién pueden comprender ADN o ARN. Puede ser de una
sola hebra o de hebra doble. También pueden ser polinucledtidos que incluyan dentro de
ellos nucleotidos sintéticos o modificados. En la técnica se conoce un nimero de tipos
diferentes de modificacion a oligonuclebtidos. Estos incluyen metilfosfonato fosforotioato
primarios, ademis de cadenas de acridina o polilisina en Ias terminales 3’ y/o 5" de la
molécula. Para los fines de la presente invencion, se debe entender que os polinucledtidos
que se describen en este contexto pueden ser modificados por cualquier método disponible
en la técnica. Estas modificaciones pueden hacerse con el fin de mejorar la actividad in vivo
o e periodo de vida de los polinucléotidos de la invencién.

v tedid {Julas anfitr

Los polincledtidos de la invencién pueden incorporarse en un vector recombinante
replicable.

El vector puede usarse para replicar el acido nucléico en una célula anfitriona compatible.
De ecste modo, en otra realizacion, la invencién provee un método para hacer
polinuclebtidos de la invencién introduciendo un polinucléotido de la invencién en un
vector replicable, introduciendo el vector en una célula anfitriona compatible y cultivando
la célula anfitriona en condiciones que produzcan ia replicacién del vector. El vector puede
ser recuperado de la célula anfitrions. Células anfitrionas adecuadas incluyen bacterias
tales como E. coli, levadura y hongos.

Preferiblemente, un polimicledtido de la invencién en un vector esti enlazado

operativamente a una secuencia reguladora la cual puede proveer la expresién de la
secuencia de codificacién mediante la célula anfitriona, es decir, el vector es un vector de

47
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expresion. La expresion “enlazado operativameme™ se refiere a una yuxtaposicion en la
cual los componentes descritos estin en una relacidén que les permite funcionar para el fin
que se¢ les intenta dar. Una secuencia reguladora “enlazada operstivamente™ a una
secuencia de codificacion es lipada de tal modo que se logra la expresién de la secuencia de
codificacion bajo condiciones compatibles con las secuencias de control. Le expresion
“secuencias reguladora” incluye promotores y reforzadores y otras sefiales de regulacion de
expresion.

La expresién reforzadora del polinucledtido que codifica el polipéptido de la invencién
también puede lograrse mediante la seleccion de regiones reguladoras heterdlogas, por ¢
regiones promotoras, lideres de secrecion y terminadoras, las cuales sirven pare aumentar la
expresion y, si se desea, niveles de secrecion de la proteina de interés del anfitrion de
expresibn escogido y/o para proveer el control inducible de la expresién del polipéptido de
la invencidn.

Aparte del promotor nativo al gen que codifica el polipéptido de la invencién, se pueden
usar otros promotores para dirigir la expresion del polipéptido de la invencion. El promotor
puede seleccionarse por su eficiencia en dirigir la expresion del polipéptido de la invencion
el anfitrion de expresion deseado.

En otra realizacién, se puede seleccionar un promotor constitutivo para dirigir la expresion
del polipéptido deseado de Is invencién. Ejemplos de promotores constitutivos y/o
inducibles fuertes que se prefieren para uso en anfitriones de expresién fungal son los que
se obtiecnen de los genes fungales para los promotores de xilanasa (xinA), fitasa,
ATP sintetasa, subunidad 9 (oliC), triosh fosfito isomerasa (i), alcobol deshidrogenasa
(AdhA), a-amilasa (amy), emighicosidasa (AG-del gen giaA), acctamidssa (amdS) y
gliceraldeido-3-fosfato deshidrogenasa (gpd).

Ejemplos de promotores fuertes de levadura son los que sc obtienen de los genes para
alcohol deshidrogenasa, lactasa, 3-fosfoglicerato cinasa y triosafosfato isomerasa.

Ejemplos de promotores fuertes bacterianos son los promotores a-amilasa y SP02 asi
como los promotores de genes extrecelulares de proteasa.

También se pueden usar promotores hibridos para mejorar la regulacion inducible de la
construccion de In expresién,

Frecuentemente, se aconseja que el polipéptido de la invencién sea secretado del anfitrion
de expresién en el medio de cultivo desde donde el polipéptido de la invencién se puede
recuperar mis ficilmente. Segiin la presente invencién, también se puede usar el
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polipéptido de la secuencia lider nativa de secrecion para efectuar la secrecion del
polipéptido expresado de la invencién. Sin embargo, un aumento en la expresién del
polipéptido de la invencién a veces resulta en la produccion de la proteina en niveles més
alla de los que el anfitrién de la expresién puede procesar y secretar, creando un cuello de
botella de tal modo que el producto de la proteina se acumule dentro de la célula. Por lo
tanto, le presente invencién también provee secuencias lideres heterdlogas para proveer la
secrecion més eficiente del polipéptido de la invencion del anfitrion de expresion escogido.

Segin la presente invencién, el lider de secrecién puede seleccionarse con base en el
anfitrién de expresion deseado. Se puede escoger un lider heterblogo de secrecién que sea
homélogo a las otras regiones reguladoras de la construccidn de la expresién. Por gjemplo,
se puede usar el lider de Ia proteina amiloglucosidasa (AG) altamente secretada en
combinacién con el promotor de amiloglucosidasa (AG) en si, asi como en combinacion
con otros promotores. En el contexto de la invencion también se pueden usar secuencias de
sefial hibrida.

Ejemplos de secuencias lideres heterblogas de secrecion son aquellas que se originan del
gen fungal amiloglucosidasa {AG) (gla A — versiones de 18 y 24 aminodcidos por ¢:
Asperygillus), el gen factor-aa (levaduras por ¢j: Saccaromyces y Kluyveromyces) o el gen
a-~amilasa (Bacillus).

Estos vectores pueden transformarse en una célula anfitriona adecuada segiin se describe
arriba, para proveer la expresion de un polipéptido de la invencién. Por ello, en otro
aspecto, la invencion provee un proceso para preparar polipéptidos segtin [a invencion, que
comprende cultivar una célula anfitriona transformada o transfectada con un vector de
expresién segun se describe amriba, bajo condiciones que se provea la expresién por el
vector de una secuencia codificadora que codifique los polipéptidos, y recupere los
polipéptidos expresados. Células anfitrionas adecuadas incluyen, por gemplo, células
fungales, tales como Aspergillus y células de levadura, tales como las céhulas de levadura
del gen Xiuyveromyces o Saccaromyces. A continuacién trataremos otras céhlas
anfitrionas adecuadas.

Los vectores pueden ser por ejemplo, vectores plasmidos, virales o fagos provistos con un
origen de replicacion, opcionalmente un promotor para la expresién de dicho polinucleétido
y opcionalmente, un regulador del promotor. Los vectores pueden contener uno o mis
genes marcadores seleccionables. Los sistemas de seleccion més indicedos para
microorganismos industriales son aquellos formados por el grupo de marcadores de
seleccion que no requicren une mutacién en el organismo anfitribn. Ejemplos de
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marcadores fingales de seleccion son los genes de acetamidasa (awndS), ATO sintetasa,
subunidad 9 (aliC), orotidina-5'-fosfato-decarboxilasa (pwrA), resistencia a fleomicin y
benomil (BemA). Ejemplos de marcadores no fungales de seleccién son el gen de
resistencia bacteriana G418 (también puede usarse en levadura pero no en hongos), el gen
de resistencia a ampicilina (£, coli), el gen de resistencia a nemomicina (Bacillus) y el gen
E. coli euidA, que codifican B-glucoronidasa (GUS). Los vectores se pueden usar in vitro
por ¢gjemplo para la produccién de ARN o usados para transfectar o transformar una célula
anfitriona.

Otra realizacion de la invencion provee células anfitrionas transformadas o transfectadas
con un pofinucledtido de la invencién. Preferiblemente, dicho nuclebtido es transportado
en un vector para la replicacion y expresion de dichos polinucledtidos. Las células senin
escogidas para que sean compatibles con dicho vector y pueden ser por ejemplo, células
procariontas (por ¢jemplo bacterianas), fungales, de levadura o vegetales.

Las bacterias del gen Bacillus son muy adecuadas como anfitriones heterdlogos debido a su
capacidad para secretar proteinas en el medio de cultivo. Otras bacterias adecuadas como
anfitrionas son aquéllas del género de Streptomyces y Pseudomonas.

Dependiendo de la naturaleza del polinucléotido que codifica el polipéptido de la
invencidn, y/o el deseo de procesara més la proteina expresada, se pueden preferir céhulas
anfitrionas eucaridnticas tales como levaduras u hongos. En general, se prefieren las células
de levadura por encime de las células fungales ya que son mas ficiles de manipular. Sin
embargo, algunas proteinas son secretadas deficientemente de la célula de levadura, 0 en
algunos casos no son procesadas correctamente (por ej: hiperglicosilacién en levadura). En
estos casos, se debe seleccionar un organismo anfitrién fungal.

También se puede escoger un anfitrion heterélogo, en donde el polipéptido de la invencion
se produce en una formas que sea sustancialmente libre de otras xilanases. Esto puede
lograrse escogiendo un anfitrién que normahmente no produzca este tipo de enzimas,

Ejemplos de anfitriones de expresién preferidos dentro del alcance de la presente invencién
son hongos tales como las especies Aspergillus y las especies Trichoderma; las bacterias
como las especies Bacillus, Streptomyces y Pseudomonas; y levaduras tales como
Khuyveromyces y Saccharomyces. '

Los anfitriones de expresion especialmente preferidos pueden seleccionarse de Aspergilius
niger, Aspergillus niger var. yubigenis, Aspergillus niger var. awamori, Aspergillus
aculeatis, Aspergillus nidulas, Aspergilus oryzae, Trichoderma reesei, Bacillus subtilis,
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Bacillus licheniformis, Bacilus amyloliquefaciens, Kiuyveromyces lactis 'y Saccaromyces

cerevisiae.

Segiin 12 presente invencidn, se puede hacer 1a produccidn del polipéptido de la invencion
cultivando anfitriones de expresion microbianos que hayan sido transformados con uno o
mis polinucledtidos de ia presente invencion, en un medio convencional de fermentacion
nutriente.

El medio de fermentacién puede comprender un medio de cultivo conocido que contenga
una fuente de carbono (por ej: glucosa, maltosa, melaza, etc), una fuente de nitrégeno (por
¢j: sulfato de amonio, nitrato de amonio, cloruro de amonio, etc.) una fuente de nitrbgeno
orginico (por ¢j: extracto de levadurs, extracto de malta, peptona, etc.) y fuentes nutrientes
inorgénicas (por ej: fosfato, magnesio, potasio, cin¢, hierro, etc.). Opcionalmente, se puede
agregar un inductor.

La seleccion del medio apropiado puede basarse en la seleccidn de anfitriones de expresion
y/o basarse en los requerimientos reguladores de la construccién de expresion. Este tipo de
medios son conocidos por las personas versadas en la técnica. Si se desea, el medio puede
contener componentes adicionales que favorecen los anfitriones de expresion
transformados sobre otros microorganismos potencialmente contaminantes.

Luego de la fermentacion, se pueden remover las células del caldo de fermentacién por
medio de centrifugacion o filtracion. Una vez se remuevan las células se puede recuperar
¢l polipéptido variante de la invencion y si se desea, se puede purificar y aislar pro medios
convencionales.

Orgagismos

La expresidn “organismo” en relacion con la presente invencitn, incluye cualquier
organismo que pueda comprender la secuencia nucledtida que codifica la proteina de
xilanasa variante segiin la presente invencién y/o productos que se obtienen de la misma, en
donde una secuencia reguladora transcripcional puede permitir la expresion de la secuencia
nucledtida segrin la presente invencion, cuando esté presente en el organismo. Organismos
adecuados pueden incluir un procarionte, hongo, levadura o una planta. Para el agpecto de
xilanase de la presente invencién, un organismo preferible puede ser una bacteria,
preferiblemente del gen Bacillus, mis preferiblemente Bacillus subtilis.

La expresibn “organismo transgénico™ en relacibn con la presente invencién, incluye

cualquier organismo que comprenda 1a secuencia nucledtida que codifica la proteina segiin
la presente invencién y/o productos que se obtienen de lo mismo, en donde la secuencia
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reguledora transcripcional puede permitir la expresion de la secuencia nucleotida segiin la
preseate invencion, dentro del organismo. Preferiblemente, la secuencia nuclettida se
incorpora en el genoma del organismo.

La expresidn “organismo transgénico” no cubre secuencias codificadoras nucledtidas
nativas en su ambiente natural cuando estin bajo el control de su promotor nativo que
también esté en su ambiente natural.

Por lo tanto, ¢l organismo transgénico de la presente invencion incluye un organismo que
comprende cuslquiera de, 0 combinaciones de la secuencia nucledtida que codifica la
secuencia de aminoécidos segin la presente invencibn, construcciones segin la presente
invencion (incluidas combinaciones de lo mismo), vectores segin la presente invencidn,
plismidos seglin la presente invencion, células segiin la presente invencidn, tejidos segun la
presente invenciéon o los productos de lo mismo. La célula u organismo transformado
puede preparar cantidades aceptables del compuesto deseado que ficilmente se pueda
recuperar de la célula o del organismo.

Como ya se dijo, e organismo anfitrion puede ser un organismo eucaridntico o
procaribntico. Ejemplos de anfitriones procariénticos adecuados incluyen E. coli y Bacilus
subtilis. Las ensefianzas sobre la transformacién de anfitriones procariGnticos estin
documentadas en Ia técmica, ver por ejemplo, Sambrook y colaboradores (Molecular
Cloning: A Laboratory Marmal, 2da Ed. 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y
Ausubel y coleboradores, Short Protocols in Molecular Biology (1999), 4. Ed. John Wiley
& Sons, Inc.

Si se usa un anfitrién procaribntico, entonces se puede necesitar la secuencia nucledtida
pars que sea modificada adecuadamente antes de la transformacion — tal como medignte la
remocion de intrones.

Como ya se dijo, un organismo anfitrion preferido es del gen Bacillus, tal como Bacillus
subftilis.

En otra realizacion, el organiamo transgénico puede ser una levadura. En este aspecto, las
levaduras también se han usado ampliamente como un vehiculo para Ia expresion del gen
heterdlogo. La especie Saccharomyces cerevisiae tiene una larga historia de uso industrial,
inchiido su uso para expresiin de genes heterdlogos. La expresién de genes heterdlogos en
Saccharomyces cerevisiae fue revisada por Goodey y colab. (1987, Yeast Biotechnology, D
R Berry y colaboradores, eds. Pags 401-429, Allen and Unwin, London) y por King y
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colaboradores (1989, Molecular and Cell Biology of Yeasts, E F Walton and G T
Yarronton, eds, pags 107-133, Blackie, Glasgow).

Por varias rezones, Saccharomyces cerevisiae es indicado para la expresion de genes
heterdlogos. Primero, es no patdgeno para los seres humanos y no puede producir ciertas
endotoxinas. Segundo, cuenta con una larga historia de uso seguro luege de siglos de
explotacién comercial para varios propdsitos. Esto ha levado a una amplia aceptacion del
piblico. Tercero, el amplio uso comercial y la investigacion que se ha dedicado al
organismo, han dado como resultado una riqueza de conocimiento acerca de la genética y la
fisiologia, asi como en caracteristicas de fermentacién a grande escala de Saccharomyces

cerevisiae.

Una revision de los principios de expresion de genes heterblogos en Saccharomyces
cerevisiae y la secrecién de productos de gen la presenta E Hinchcliffe E Kenny (1993,
“Yeast as a vehicle for the expresion of heterologous genes”, Yeasts, Col. 5, Anthony H
Rose & ) Stuart Harrison, eds, 2*, edicién Academic Press Ltd).

Se consiguen varios tipos de vectores de levadura, incluidos vectores integrativos, que
requieren la recombinacién con el genoma anfitrion para su mantenimiento, y vectores
plismidos de replicacion auténoma.

Para preparar los Saccharomyces transgénicos, las construcciones de expresién se preparan
insertando la secuencia nucledtida de la presente invencién en una construccién disefiada
para expresion en levadura. Ya han sido desarrollados verios tipos de construcciones usadas
para la expresién heterdloge. Las construcciones contienen un promotor activo en levadura
fusionado a 1a secuencia mucledtida de la presente invencién, usualmente un promotor de
origen de levadura, tal como el promotor GAL1. Comfinmente, se usa una secuencia de
seflal de origen de levadurs, tal como la secuencin que codifica el péptido de sefial SUC2.
Un terminador activo en levadura termina el sistema de expresion.

Para ia terminacién de levadura se han desarrollado verios protocolos de transformacion.
Por ejemplo, un Saccharomyces transgénico segiin la presente invencién puede prepararse
observando las ensefianzas de Hinne y colaboradores (1978, Proceedings of the Nanonal
Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Begss, ) D (1978, Nature, London 275, 204); e
Ito, H y coleboradores (1983, .J Bacteriology 153, 163-168).

Las céhlas de levadura transformadas son seleccionadss usando varios marcadores
sclectivos. Entre los marcadores usados para transformacifn se encuentra un oiimero de
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marcadores auxotréficos tales como LEU2, HIS4 y TRIP1, y marcadores dominantes de
resistencia a antibiGticos tales como marcadores antibidticos aminoglicésidos, como G418.

Otro organismo anfitridn es una planta. E} principio basico en la construccién de plantas
modificadas genéticamente es insertar Ia informacion genética en el genoma de la planta y
asi obtener un mantenimiento estable del material genético insertado.

Una planta transgénica de la invencion puede producirse de cualquier planta tales como
plentas con semillas (angiospermas) y coniferas. Los angiospermas incluyen dicotiledéneos
y monocotiledoneos. Ejemplos de plantas dicotiledoneas incluyen tabaco, (nicotiana
plumbaginifolia y Nicotiana tabacum), arebidopsis (Arabidopsis thaliana), Brassica
napus, Brassica migra, Datura innoxia, Vicia narbonensis, Vicia faba, arveja (Pisum
sativum), coliflor, clavel y leateja (Lens cullinaris). Ejemplos de plantas monocotiledéneas
inchiyen cereales tales como trigo, cebada, avenas y maiz.

Las técnicas para producir plantas transgénicas son conocidas en el campo. Tipicamente,
plantas enteras, células o protoplastos se pueden transformar conm un a construccion
adecuada de écido nucléico que codifique una molécula de cinc 0 un ADN objetivo (ver
arriba e¢jemplos de construcciones de 4cido nucléico). Existen muchos métodos para
introducir la transformacién de construcciones ADN en células, pero no todos son
adecuados para entregar ADN a las células vegetales. Algunos métodos adecuados
incluyen infeccion de Agrobacterium (ver, entre otros, Turpen y colaboradores, 1993, /.
Virol. Methods, 42:227-239) o entrega directa de ADN tral como por ¢jemplo, por
transformacion mediada por PEG, electroporacién o aceleracién de particulas recubiertas
con ADN. Generalmente se prefieren los métodos de aceleracitn e incluyen, por ejemplo,
bombardeo de microproyectiles. Mas adeiante se describe un protocolo tipico para
producir plantas transgénicas (en particular monocotiledéneos) tomado de la Patente
estadounidense No. 5,874,265.

Un ejemplo de un método para entregar segmentos ADN de transformacion a las células
vegetales es bombardeo de microproyectiles. En este método, las particulas no biolégicas
upmdmrecubﬁrconicidosnucléicosyenﬂegmmﬂuhsnwdimtemaﬁxm
propulsora.  Algunas particulas de ejemplo incluyen aquellas compuestas por tungsteno,
oroa, platino y similares.

Una ventaja particular de bombardeo de microproyectiles, ademas de ser un medio efectivo
de transformar establemente y de manera reproducible los dicotiledéneos y los
monocotileddneos, es que no se requiere ni e aislamiento de protoplastos ni la
susceptibilidad a la infeccién Agrobacterium. Una realizacion ilustrativa de un método
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para cutregar ADNN en plantas vegetales por aceleracion es un sistema de entrega
biolistica de particulas Biolistics Particle Delivery Sysiem), el cual puede usarse para
propulsar lag particulas recubiertas con ADN a través de un tamiz, tal como un tamiz de
acero inoxidable o Nytex, sobre una superficie de filtro cubierta con células vegetales
cultivadas en suspensién. El tamiz dispersa las particulas tungsteno-ADN de modo que no
sean entregadas a las células receptoras en grandes agregados. Se cree que sin la
intervencién de un tamiz entre el aparato proyectil y las células que vayan a ser
bombardeadas, los proyectiles se agrupan y pueden ser demasiado grandes pera alcanzar
una alta frecuencia de transformacién. Esto puede deberse al dafio causado en las células
receptoras por los proyectiles que son demasiado grandes.

Para el bombardeo, se prefiere que las células en suspension se concentren en filtros. Los
filtros que contienen las células que vayan a ser bombardeadas se colocan 2 una distancia
adecuada por debsjo de! plato que detiene el macroproyectil. Si se deses, también se
coloca uro o mis tamices entre la pistola y las células que veyan a ser bombardeadas.
Mediante ¢l uso de las técnicas que se contemplan aqui, se pueden obtener hasta 1000 o
més grupos de células que expresen transitoriamente un gen marcador (“foci”) en el filtro
bombardeado. El nimero de células en un foco que expresa el producto del gen exdgeno
48 horas después del bombardeo, varia entre 1 y 10, con un promedio de 2 a 3.

Luego de efectuar la entrega de ADN exdgeno a las células receptoras por cualquiera de los
métodos amteriores, un paso preferido es identificar las células transformadas para
posterior cultivo y regeneracién de Ia planta. Este paso puede incluir ensayar cultivos
directamente para un rasgo tamizable, o exponiendo los cultivos bombardeados a un gente
0 sgentes selectivos.

Un ¢gemplo de un rasgo de mearcador tamizable es el pigmento rojo producido bajo el
control de R-locus en maiz. Este pigmento puede detectarse cultivando células en un
soporte sélido que contenga medios mutrientes capaces de soportar ¢ crecimiento en esta
etapa, incubando las células a por ¢j: 18°C y més de 180 uE m s, y seleccionando células
de colonias (agregados visibles de células) que estén pigmentadas. Estas células pueden
cultivarse, bien sea en suspensién o en medios s6lidos.

Una realizacién de los métodos para identificar las células transformadas implica exponer
los cultivos bombardeados 2 un agente selectivo, tal como un inhibidor metabélico, un
sntibidtico, herbicida, o similar. Las células que hayan sido transformadas y tengan
integrado establemente un gen marcador que confiera resistencia al agente selectivo usado,
crecerin y se dividirén en cultivo. Las células sensibles no se dejarin cultivar mis.
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Paras usar el sistema selectivo bar-biolaphos, las células bombardeadas en filtros son
resuspendidas en un medio liquido no selectivo, cultivadas (por ej: durante | 0 2 semanas)
y transformadas a filtros superpuestos al medio sélide que contenga 1-3 mg/l bialaphos. Si
bien se prefieren rangos entre 1 y 3 mg/l, se propone que rangos entre 0,1 y 50 mg/]
encontrarin utilidad en la prictica de la invencién. No se considers que sea especialmente
crucial el tipo de filtro para uso en el bombardeo, y puede comprender cualquier soporte
sélido, poroso o inerte.

Las células que sobreviven a la exposicion del ageme selectivo pueden ser cultivadas en
medios que soporten la regeneracion de plantas. El tejido es mantenido en un medio bésico
con hormonas durante 2 a 4 semanas, y luego transferido al medio sin [as hormonas. Luego
de 2 2 4 seranas el desarrolio de retoftos indicani el iempo pama transferirio & otro medio.

Tipicamente, la regeneracién requiere una progresion de medios cuya composicion haya
sido modificada para proveer los nutrientes adecuados y las sefiales hormonales durante las
etapas secuenciales del desarrollo del callo transformado a la planta mis madurs. Las
planteletas que se vayan desarrollando son transferidas al suelo y endurecidas, por ¢: en
una cimara de clima controlado a aproximadamente 85% de humedad relativa, 600 ppm
CO; y 250 uE m™ s de hiz. Preferiblemente, ins plantas son maduradas bien soa en una
cimara de cultivo 0 en un vivero. Tipicamente, la regeneracion tomard entre 3 y 12
semanas. Durante la regeneracion, las células son cuitivadas en medios sblidos en vasos de
cultivo de tejido. Una realizacion ilustrativa de un vaso es un plato petri. Preferiblemente,
las plantas que se regeneran se cultivan a temperaturas entre 19°C y 28°C. Una vez las
plantas regencradas han aslcanzado la etapa de retoflo y desarrollo de raiz, pueden ser
transferidas a un vivero para que sigan creciendo y para pruebas.

El ADN gendmico puede aislarse de lineas y plantas de células callosas para determinar la
presencia del gen exdgeno mediante el uso de técnicas conocidas tales como secado PCR
y/o Southern.

Existen varias técnicas para insertar Ia informacién genética, siendo los principales, la
introduccién directa de la informacién genética y la introduccion de Is informacién genética
mediante el uso de un sistema vector. Una revision de las técnicas geneniles se puede
encontrar en los articulos de Ptrykus (dmnu Rev Plamt Physiol Plat Mol Biol. [1991]
42:205-225) y Christou (4gro-Food-Industry Hi-Tech Marzo/Abil 1994 17-27).

Por ello, en un aspecto, la presente invencion se refiere 2 un sistema vector que porta una
construccion que codifica un polipéptido de xilanasa variante segin la invencion y que
puede introducir la construccién en el genoma de una planta.
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El sistema vector puede comprender un vector, pero puede comprender al menos dos
vectores. En el caso de dos vectores, normalmente el sistema vector se refiere como un
sistema de vector binario. Los sistemas vectores binarios se describen en mayor detalle en
Gynheung An y colaboradores (1980) Binary Vectors, Plant Molecular Biology Manual
A3, 1-19)

Un sistema usado ampfiamente para la transformacién de células vegetales con un promotor
determinado o secuencia nucledtida o constructor, se basa en ¢l uso de un plismido Ti de
Agrobacterium tumefaciens o un plasmido Ri de Agrobacirerium riizogenes (An y
colaboradores (1986), Plant Physiol. 81, 301-305 y Butcher D.N. y colaboradores {1980)
Tissue Culture Methods for Plant Pathologists, eds. D.S. Ingrams & J.P. Heigeson, 203-
208).

Se han construido varios plismidos diferentes Ti y Ri adecuados para la hacer las
construcciones de Ia planta o de células vegetales que se describen arriba.

B, Usos

En un sentido general, una xilanasa variante de la invencién puede usarse para alterar , por
' ejemplo reducir, s viscosided derivada de la presencia de hemiceluloss o erabinoxileno en
una solucién o sistema que comprenda material de pared de célula vegetal. Tipicamente,
dichos materiales de pared de célula vegetales comprenderan uno o més inhibidores de
xilanasa

Especificamente, una xilanasa variante de la invencién puede usarse para el procesamiento
de materiales vegetales para uso como articulos alimenticios, tales como alimento para
animales, produccion de almidén, panaderia y e! procesamiento de pulpa de madera para
hacer papel.

on d imentici

Se puede usar una xilanasa variante de la invencién para procesar materiales vegetales tales
como cereales usados en productos alimenticios, incluidos alimentos paras animales. Tal
como S¢ usa en este contexto, Ia expresidn “cereal” significa cualquier clase de grano usado
pars alimento y/o cualquier pasto que produzca este grano, tal como, mis no limitado a
trigo, trigo molido, cebada, maiz, sorgo, centeno, avena y amoz o combinaciones de lo
mismo. En una realizacion preferida, el cereal es un cereal de trigo.

El xilano en el alimento y/o suplemento alimenticio es modificado mediante contacto del
xilano con |a xilanasa variante de la presente invencion.
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Tal como se usa en este contexto, la expresion “mediante coniacto” incluye, pero no se
limita & rociar, revestir, impregnar o cubrir €l alimento y/o el suplemento alimenticio con la
enzima de xilanasa variante de la presente invencidn,

En unz realizacion, el alimento y/o suplemento alimenticio de la presente invencién puede
prepararse mezclando directamente la enzima de xilanasa variante con un alimento y/o
suplemento alimenticio. A modo de ejemplo, la enzima de xilanasa variame puede
contactarse (por €jemplo por rociado) en un alimento basado en cereal y/o suplemento
alimenticio tal como trigo molido, maiz o harins de soya.

También es posible incorporar la enzima de xilanasa variante en un segundo {diferente)
alimento y/o suplemento alimenticio o agua pura que luego es agregada al alimento y/o
suplemento alimenticio de la presente invencion. Por lo tanto, no es esencial que la enzima
de xilanasa variante de la presente invencién sea incorporada 8l alimento basado en cereal
y/o suplemento alimenticio en si, aunque tal incorporacién forma un aspecto especialmente
preferido de la presente invencion.

En una realizacidn de la presente invencion, el slimento y/o suplemento alimenticio puede
combinarse con otro alimento y/o componentes alimenticios para producir el alimento
basado en cereal y/o el suplemento alimenticio. Esos otros alimentos y/o componentes
alimenticios pueden incluir uno o més suplementos de enzima (preferiblemente
termoestables) alimento vitaminico y/o suplementos alimenticios, alimento mineral y/o
suplementos alimenticios y alimentos de aminoicidos y/o suplementos alimenticios. El
alimento resultente (combinado) y/o suplemento alimenticio comprende posiblemente
varios tipos diferentes de compuestos que luego pueden ser mezclados en una cantidad
apropiada con el otro alimento y/o componentes alimenticios tales como suplementos de
cereal y proteina para formar un alimento para seres humanos y/o un alimento para
animales.

En una realizacién preferida, el alimento y/o suplemento alimenticio de la presente
invencién puede prepararse mezclando diferentes enzimas que tengan las actividades
apropiadas para producir una mezcls de enzima. A modo de ejemplo, un alimento basado
en cereal y/o suplemento slimenticio formado de por ¢j: trigo molido o maiz, se puede
contactar (por ej: por rociado) bien sea simultines o secuencialmente con la enzima de
xilanasa y otras enzimas que tengan actividades apropiadas. Estas enzimas pueden incluir,
pero no se limitan, a uno o mis de amilasa, glucoemilasa, mannasa, galactosidasa fitasa,
lipasa, glucanasa, arabinofuranosidasa, pectinasa, proteasa, oxidasa de glucosa, bexosa
oxidasa y xilanasa. Las enzimas que tengan actividades deseadas pueden ser mezcladas,

dl
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por ejemplo con la xilanasa de la presente invencion, ya sea antes de contactar estas
enzimas con un alimento basado en cereal y/o suplemento alimenticio o alternativamente,
dichas enzimas pueden contactarse simultdnea o secuencialmente en dicho suplemento
basado en cereal. El alimento y/o suplemento alimenticio es mezclado con un alimento
basado en cereal y/o suplemento alimenticio para preparar el alimento y/o suplemento
alimenticio final. También es posible formular el alimento y/o el suplemento alimenticio
como una solucién de las actividades de la enzima individual, y luego mezclar esta solucion
con un alimenio y/o material alimenticio antes de procesar el alimento y/o suplemento
alimenticio en grimilos 0 como una pasta.

Productos de panaderia

La presente invencidn provee el uso de un polipéptido de xilanasa variante de la invencion
en un proceso para preparar un producio alimenticto. Los productos tipicos de panaderia
(homeados) de acuerdo con la presente invencion incluyen pan — como en bamra, panecillo,

roscones, tortillas, ponqués, galletas, tostadss, etc. En la técnica es bien conocida la
preparacion de productos alimenticios tales como productos de panaderia. El ejemplo 2
describe la produccién de pasta. El gjemplo 5 describe el uso de la xilanasas variantes de la
invencién para alterar la viscosidad de una masa de harina.

Produccién de almidd

También se puede usar una xilanasa de Iz presente invencién para la produccion de almidén
de materiales vegetales derivados de cereaies y tubéreulos, tales como papas.

Procesamiento de pulpa de madera
También se puede usar uns xilanasa de la presente invencién pera el procesamiento de
pulpa de medera, por ejemplo, para la preparacién de papel.

Como ya se dijo, hemos demostrado que un determinante mayor de la funcionalidad de
xilanasa es la presencia de inhibidores endégenos en material vegetal. Por fo tanto, aunque
un método para alterar la funcionalidad de xilanasa es modificar una xilanasa para que
cambie su sensibilidad a los inhibidores -endogenos, otro método seria la cantidad y/o el
tipo del inhibidor presente en el material vegetal. Por ello, la presente invencién también
provee el uso de un inhibidor de xilanasa pars siterar ia funcionalidad de una xilanasa y en
consecuencia, ¢l uso de un inhibidor de xilanasa en los métodos de procesamiento de
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Ahora describiremos la presente invencién con referencia a los siguientes ejemplos cuyo
propésito es que sean Gnicamente ilustrativos y no limitantes.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 — Purificacién y caracterizacién del inhibidor de xilanasa endégena de trigo

Se extrajeron con agua 2kg de harina de trigo (Danish Reform, lote 99056) en la proporcion
harina:agua de 1:2, agitando durante 10 minutos. Se separd por centrifugacién el inhibidor
de xilanasa enddgena soluble de la suspension harinaagua. La extraccion y la
centrifugacién se hicieron 2 4°C. El inhibidor se purificd del extracto de agua mediante las
siguientes técnicas de cromatografia y concentracién: HPLC-SEC, HPLC-CIED,
evaporacion rotatoria, HPLC-HIC, HPLC-SEC y evaporacion rotatoria. Durante la
purificacién se pudo monitorear y cuantificar el inhibidor de xilanasa usando el siguiente
método de cuantificacién.

inhibj

1 XU /fUnidad de Inhibidor de Xilanasa) se define como la cantidad de inhibidor que
reduce 1TXU a 0,5 TXU bajo las condiciones arriba descritas.

La xilanasa usada en este ensayo fue la xilanasa Bacillus subtilis tipo silvestre.

Se preincuban durante 5 minutos a 40°C 250 ul de solucién de xilanasa que contiene 12
TXU/ml aproximadamente, 100 pl de solucién del inhibidor de xilanasa y dcido citrico (0,1
M) —di-fosfiato de hidrdgeno sédico (0,2) tamponador, pHS5, para reaccionar un volumen de
reaccién de 1000 pl. En tiempo = 5 minutos, a la mezcla de reaccidn se le agrega una
tableta de Xilazima (Megazyme, Irlanda). En tiempo = 15 minutos s¢ termina la reaccin
mediante la adicién de 10 ml de TRIS/NaOH al 2%, pH}12.Se filtra 1a sohucién y la
absorbencia del sobrenadante se mide a 590 nm. Escogiendo diferentes concentraciones del
inhibidor en el ensayo anterior, es posible crear un grifico de OD vr. concentracion del
inhibidor. Usando la inclinaci6n (a) y la interseccién (b) de este grifico y la concentracion
de la xilanasa, es posible calcular la cantidad de XTU en una solucién de inhibidor en
particular (ecuacion 1),

Ecuacion 1  cantidad de XIU en solucidn = ((b/2/-a)/TXU

De la purificacion del inhibidor de xilanasa endogena, se recuperd el siguiente producto
inhibidor (Tabla 1).
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Tabla 1. Recuperacién del inhibidor de xilanasa end6gena de trigo después de purificacién

Muestra Cantidad XU XIU total % Recuperacion
Harina 2000 g 590/g 1,180,000 100
Inhibidor purificado |90 ml 4658/ml 419,200 35,5

La muestra del inhibidor era pura y libre de actividades xilandticas enddgenas de trigo.

Ejemplo 2 - Fraccionamiento y reconstruccién de harina de trigo libre del inhibidor

de xilanasa y fancionalidad de xilanasas en esta harina como una funcién del
inhibidor de xilanasa adicionado.

La harina que se usd fue harina Danish Reform, Lote No. 99056. El fraccionamiento, la
inactivacitn y reconstruccién del inhibidor fue asi:

Se hizo una masa mezclando 1600 gramos de harina, con adicion 6ptima de agua de
acuerdo con una absorcion a 500 BU y mezclando el tiempo de acuerdo con los resultados
Farinograph. Esto dio como resultado una masa de 2512 gramos. Se sacod el gluten
manuaimente de ia masa, usando una proporcién agua:masa de 5:1. El agus que se usb se
pre-enfrié a 4°C para evitar mayor sctividad de Ia enzima en Ia masa. El gluten se lavé
manuaimente. La mezcla sin agua contenia proteinas solubles (incluido el inhibidor de
xilanasa), lipidos, polisacéridos sin almidén y almidon. El almidén y los demis
componenies no solubles se separaron de la masa sin agua mediante centrifugacion (5000 g
por 10 minutos a 10°C). Para inactivar el inhibidor de xilanasa enddgena en la masa sin
agua, se hirvid el sobrenadante de la centrifugacion durante 3 mimitos usando un

evaporador de calor.

Todas las tres fracciones (gliten, almidén y solubles) se congelaron en matraces y se
colocaron en un liofilizador (secado en congelado) Luego del secado, se pesaron las
fracciones, se molieron usando un mortero, un filtro para café y se cold en un tamiz de
250um. Se pesaron nuevamente todas las fracciones y se reconstituyd la harina con base en
las proporciones que se obtuvieron después del fraccionamiento.

Enzimas

En el estudio se usaron las xilanasas de la Tabla 2. Las xilanasas son purificadas, lo cual
significa que no hay ninguna otra actividad xilonolitica presente en la muestra.

7z
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ID Origen TXU

B. sub B. sublilis 5100

A nig. A. niger 8800
E fe xil (actividad Endo-B-1.4-x )

Se diluyeron muestras de xilanasa en icido citrico (0,1 M) tamponador -di-fosfato de
hidrogeno sédico (0,2 M), pH 5 para obtener aproximadamente OD = 0,7 en el ensayo
final. Se someten a termostato durante 5 minutos a A0°C tres diluciones de la muestra y un
esténdar interno con una actividad definida. En tiempo = 5 minutos, a la solucién de la
enzima se agrega un marcador de Xilazyma (subsirato de xilano tinturado, de enlace
cruzado). En tiempo = 15 minutos (o en alguno casos mis tiempo dependiendo de [a
actividad de xilanasa presente en la muestra) se termina la reaccion, agregando 10 mi de
TRIS al 2%. La mezcla de la reaccion es centrifugada y el OD del sobrenadante se mide a
590 nm. Teniendo en cuenta las diluciones y la cantidad de xilanasa, se puede calcular [a
actividad (TXU, Total Unidades Xilanasa) de la muestra con respecto al estandar.

Pryebas en horneado

Se hicieron pruebas en horneado con (1,44 x nivel de inhibidor inicial en haring Danish
Reform, lote No. 99056) y sin adicién de inhibidor de xilanasa endégena purificada a la
harina reconstituida. Las pruebas se hicieron usando les xilanasas que se muestran en la
Tabla 2 y las composiciones que se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién de la masa hecha dentro de ias pruebas de homeado.

Masa No. D TXU Adicién inhibidor, XIU/S0g |
1 Control 0 0

2 B, sub 7500 0

3 A. nig 7500 Q0

4 A. nig 7500 850

5 B. sub 7500 850

6 Control 0 850

Anglisis de |

Se analizd la masg con respecto a:

Pepagosidad

Se midié In pegagosidad de la masa en un sistema TX-XT2 (Sistemas Stable Micro) usando
una celda de pegagosidad de masa SMA ((SMS Dough Stickiness Cefl) segin el método
descrito por Chen & Hosenye (Lebensmittel Wiss. U - 7echnol., 28, 467-473. 1995)

EA)



32

Andlisis de Pegagosidad del liquido de la masa

La viscosidad del liquido de la masa extraido se midi6 usando un viscosimetro Brookfield
hiego de la extraccion.

Andlisis de pentasan del liquido de la masa

Se midid el pentosan solubilizado en el liquido de la masa usando el método de Rouau &
Surgent (Carbolydrate polymers, 24, 123-132, 1994)

RESULTADQS
Fraccionamiento y reconstitucibn de harina

El fraccionamiento y la reconstitucion de la masa resultd en un gluten liofilizado de 168,15
gramos de gluten liofilizado, 111,13 gramos de fraccion soluble liofilizada y 1143,56
gramos de almiddn liofilizado.

Cuantificacién del inhibidor en Ia harina

Usando el método de cuantificacion del inhibidor, se pudo detectar el nivel ded inhibidor en
la harina 99056 y de la harina reconstituida. La tabla muestra los resultados de estos
anilisis.

Tabla 4. Resultados de la cuantificacién del inhibidor en harina nativa (99056) y harina

Harina Concentracién del inhibidor, harina X1U/g
99056 590
Harina reconstituida 42

Comparando el nivel del inhibidor en las dos porciones de harine, se muestra una
disminucién de 93% (100-(42XIU/S90XTU x 100%6) del nivel del inhibidor en la harina
reconstituida.

Prucbas de horneado
Las Tablas 5 y 6 muestran los resultados de la prueba de homeado.

Tabla 5. Datos de pruebas de homeado con harina reconstituida, xilanasa y +/- adicion del
inhibidor.
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1)) TXU Inh. XIU/S0g | Promedio volumen | Desvio estindar
espec. ml/gramos %
Control 0 42 3,04 4,06
B. sub 7500 42 3,23 12,51
A. nig 7500 42 3,44 5,24
B. sub 7500 850 3,22 4,26
A. nig 7500 850 338 0,70
Control 0 850 2,94 0,05

El desvio estindar que muestra la Tabla 5 refleja las propiedades de manejo de Ia masa de
la masa probada. La masa que se hizo sin ¢l inhibidor de xilanasa endbgena (42 XIU) fue
muy dificil de manejar. El desvio estindar para esta masa es aproximadamente entre 3 y
12,5%. Eu comparacién con la masa a la que se Ie habia agregado el inhibidor, es bastante
alto. Si sc comparan estas desviaciones estdndar con los cambios reales en el volumen del
pan, se puede observar que las cifras tienen aproximadamente el mismo valor. Esto
gignifica que no podemos concluir nada acerca de la ausencia de la influencia del mhibidor
en e volumen del pan. Si observamos la masa hecha con la adicién del inhibidor de
xilanass end6gena (850 XIU) en la Tabla 5, podemos ver que pudimos producir pan de la
harina reconstituida de manera reproducible en un periodo de dos diss. La desviacion
estindar estuvo dentro de 0,05 a 4,2%, lo cual es aceptable. En la Tabla 6 se puede
observar que todas las xilanasas sumentaron ¢l volumen del pan homeado.

Tebla 6. Aumento de volumen en pan homeado de harina reconstituida como una funcién
de xilanasa y adicién del inhibidor de xilanasa.

D TXU Inh. XIU/S0g Promedio espec. | Aumento volumen
volumen como funcién de
ml/gramos xilanasa %
Control 0 42 3,04 0,0
B. sub 7500 42 3,23 6,2
A. nig 7500 42 3,44 13,3
B. subd 7500 850 3,22 9,7
4. nig 7500 850 3,38 15,0
Control 0 | 850 2,94 0,0
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De las Tablas 5 y 6 se puede deducir que la ausencia del inhibidor de xilanasa en Ia harina
hizo muy dificil el manejo de la masa. Por lo tanto, lo que puede parecer como una
respuesta positiva en volumen mediante la adicién del inhibidor en la Tabla 6,
probablemente se puede explicar por el alto desvio estindar en la masa a la que le faltaba el
inhibidor, debilo a las propiedades de dificil manejo. Ademas, se puede concluir que todas
Ias xilanasas probadas aumentaron considerablemente el volumen del pan en comparacion
con el control de la muestra en blanco.

Pegagosidad

La misma masa que se usd para las pruebas de horneado, se usd para las medidas de
pegagosidad. La Tabla 7 muestra los resultados.

Tabla 7. Datos que representan la pegagosidad como una funcién de tiempo, xilanasa y
adicion del inhibidor de xilanasa a la harina reconstituida.

D TXU Inh. XIU/50g Promedio Promedio
pegagosidad luego | pegagosidad luego
de 10 min.gx s de 60 min, gx 5
Control 0 42 4,71 479
B. sub 7500 42 12,20 13,39
A. nig 7500 42 9,22 12,58
B. sub 7500 850 251 3,66
A. nig 7500 850 5,24 6,45
Control 0 850 4,10 4,15

Los resultados en la Tabla 7 indican claramente la influencia del inhibidor que se observé
en el experimento. La masa con un nivel bajo de inhibidor de xilanasa en combinacion con
xilanasa, fue muy dificl de manejar y moldear. Sin embargo, cuando se agregd el
inhibidor, la masa se secd y se hizo ficil de manejar. Tal como se puede observar de la
Tabla 7, la adicion de la xilanasa 990202 en combinacién con e inhibidor redujo la
pegagosidad. La masa se volvio mis seca.

La Tabla 7 también muestra que existe solo un pequefio efecto de tiempo en la
pegagosidad. Tal parece que las xilanasas actian muy ripidamente. Dentro de los
primeros 10 minutos, la mayoria del arabinoxilan se modifica cuando se agrega la primera
xilanasa (B. Sub). La segunde xilanasa probada (4. nig) parece que actiia con menor
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rapidez. Usando esta xilanasa, se puede observar ficilmente una funcién de tiempo. Esta es

1

también la xilanasa que muestra el menor efecto como una funcion del nivel del inhibidor 37

cuando se analiza la pegagosidad.
Viscosidad de la masa

Los resultados de viscosidad de la masa y el anélisis de pentosan se obtuvieron de l2 misma
extraccion de masa preparada de harina reconstituida a la que se le agregd xilanasa ¢
inhibidor de xilanasa. La masa se analizd luego de dos tiempos de prueba, 30 y 120 minutos

La Tabla 8 muestra los resultados del anihsis de viscosidad.

Tabla 8. Datos que representan la viscosidad liquida de la masa como una funcion de
tiempo, adicién de xilanasa e inhibidor de xilanasa a harina reconstituida.

D XU Inh. XTU/S0g Promedio v Promedio
viscosidad masa, | viscosidad mass,
cP, prueba 30 cF, prucha 120
minutos minutos
Control 0 42 5,21 5,56
B. sub 7500 42 5,07 455
A. nig 7500 42 5,78 414
B. sub 7500 850 9.03 11.09
A nig 7500 850 8.44 8,55
Control 0 850 5,96 6,95

Tal como se puede observar de la Tabla 8, el inhibidor tiene un efecto significativo en la
funcionalidad de las xilanasas. Sin la adicién del mhibidor, el arabinoxilan se despolimeriza
& arabinoxilan de peso molecular bajo (LMW) (Low Molecular Weight). La adicién del
inhibidor evita esta extensa despolimerizacion del arabinoxilan.

Andlisis de pentosan del liquido de la masa

La Tabla 9 presenta los resultados del andlisis de pentosa (arabinoxilan) del liquido de la
masa.

Tabla 9. Datos que representan la solubilizacion como una funcion de tiempo adicion de
xilanasa e inhibidor de xilanasa a harina reconstituida.
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D TXU Inh. XIU/50g Promedio Promedio
peatosan, % pentosan %
prueba 30 minutos | prueba de 120
minutos
Control 0 42 0,387 0,458
B. sub 7500 42 0,766 0,819
8A. nig 7500 42 0,719 0,798
B. sub 7500 850 0,410 0,544
A. nig 7500 850 0,560 - 0,673
Controt 0 850 0,400 0,528

Tal como puede observarse de los resultados en la Tabla 9, Ia &dicton del inhibidor de
xilanasa endbgena redujo la solubilizacion del arabinoxilan. Cuando se evalu6 luego de 30
minutos de prueba, 1a cantidad de arabinoxilan solubilizada en ausencia del inhibidor es
casi el doble de la cantided en presencia del inhibidor. Calculada sobre la base de las
respectivas muestras de control, la solubilizacion es mucho més alta en ausencia del
inhibidor, tal como se ilustra en el siguiente ejemplo:

(0,766-0,387)/(0,410 — 0,400) = solubilizacion 37,9 veces més slta.

El anterior ejemplo se calculé sobre la base de solubilizacion del arabinoxilan usando la
xilanasa Bacillus, con una prueba de 30 minutos y +/- inhibidor.

Ejempilo 3 — Mutagenesis en xilanasas dirigida en ¢ sitio

Se pueden obtener munantes especificos de la xilanasa Bacillus subfilis mediante
mutagenesis dirigida en sitio de la enzima tipo silvestre, usando cualquier namero de kits

de mutagenesis comerciales. El siguiente es un ejemplo de como obtener el mutante D11F
usando el kit Quick Exchange de Stratagene Cloning Systems, 11011 North Torrey Pines
Road, La Jolla, CA 92037 USA:

La secuencia ADN que codifica la xilanasa A Bacillus subtilis fue publicada por Paice y
colaboradores, 1986.

La secuencia de la region codificadora, con la secuencia que codifica Ia parte madura de la
proteina se muesira en mayusculas:
catatgtitaagtitasaaasgaatttcttagttggattatcggcagcetitaatgagtatt

agcettgtittcggcaaccgectetgea GCTAGCACAGACTACTGGCAAAATTGGACTGAT

p——
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GGGGGCGGTATAGTAAACGCTGTCAATGGGTCTGGCGGGAATTACAGTGTTAATTGGTCT (’1
AATACCGGAAATTTTGTTGTTGGTAAAGGTTGGACTACAGGTTCGCCATTTAGGACGATA
AACTATAATGOCGGAGTTTGGGOGCCGAATGGCAATGGATATT TAACTTTATATGGTTGG
ACGAGATCACCTCTCATAGAATATTATGTAGTGGATTCATGGGGTACTTATAGACCTACT
GGAAOGTATAAAGGTACTGTAAAAAGTGATGGGGGTACATATGACATATATACAACTACA
CGTTATAACGCACCTTCCATTGATGGCGATCGCACTACTTTTACGCAGTACTGGAGTGTT
CGCCAGTCGAAGAGACCAACCGGAAGCAACGTCACAATCACTTTCAGCAATCATGTGAAC
GCATGGAAGAGOCATGGAATGAATCTGGGCAGTAATTGGGCTTACAAGTCATGGGCGACA
GAAGGATATCAAAGTAGTGGAAGTTCTAACGTAACAGTGTGGGTAA

La parte que codifica Ja_pacte madura de la enzima tipo silvestre se puede expresar
intracelularmente en E. coli por métodos conocidos para las personas versadas en el campo
de biologia molecular. Por ¢jemplo:

1. Generar una copia de la parte en maytisculas del gen arriba descrito mediante el uso
de la Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCR) (Polymerase Chain Reaction) con
uns enzima de restriccién Ndel agregada (CATATG) antes de la GCTAGCACA y
el sitio de restriccién Hindi agregada (AAGCTT) después de GCTAGCACA.

2. Insertar la copia modificada resultante del gen mediante el uso de las enzimas arriba
mencionadas en el vector de expresién pET24a(+), el cual se puede obtener de
Novagen Inc. 60! Science Drive, Madison, W1 53711, USA.

3. Transformar en una cepa adecuada de £ coli y expresién por fermentacién tal como
lo describe el proveedor de pET24a(+).

Nuestra enzima mutante D11F_se puede obiener o el kit de mutagenesis “‘Quick

Exchange™ segiin el fabricante y usando la anterior construccion de la xilanasa Bacillus
subtilis tipo silvestre- pET24a(+) y los siguientes primerds de mutagenesis PCR:
primass

Primero de sentido
CTACTGGCAAAATTGGACTTTTGGAGGAGGTATAGTAAACGCTG

Primero de antisentido
CAGCGTTTACTATACCTCCTCCAAAAGTCCAATTTTGCCAGTAG

La enzima mutante se expresa y purifica usando los mismos protocolos que para la enzima
tipo silvestre.
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Ejemplo 4 — Estudios de inhibicién de mutantes de xilanasa

Se fermentaron y purificaron los mutantes de xilanasa expresados en £. coli (ver Ejemplo
3) (es decir que no habia ninguna otra actividad xilandtica presente en la preparscion
purificada) usando un paso de desalacion y un paso de cromatografia de intercambio de

cationes.

Estas preparaciones mutantes de xilanasa pura se difuyeron en 12 TXU/ml usando 0,1 M de
dcido citrico — 0,2 M de -di-fosfato de hidrogano sédico, pH 5,0 y se usd en ol siguiente
€nsayo.

Se hizo una preparacion estable del inhibidor de acuerdo con el protocolo descrito en e
Ejemplo 1. Esta preparacion se usé como patrén para todos los estudios de xilanasa-
inhibidor xilanasa. Usando e método de cuantificacion del inhibidor que se describe en el
Ejemplo 1, se analizd la preparacion del inhibidor para contener 126 XIU/ml.

Ensayo

A preparaciones mutantes de 250 pl de xilanasa diluida se agregaron 0, 10, 25, 50 o 100l
de preparacion del inhibidor, respectivamente. A estas mezclas xilanasa-iphibidor se
agregd 0,1 M de kcido citrioo — 0,2 M de ~di-fosfato de hidrégeno sédico, pH 5,0 haciendo
el volumen final de 100 pl. Estas mezclas de reaccién se preincubaron durante 5 minutos a
40°C. En seguida a todas las mezcles inhibidor-xilanasa so agregd una tableta de xilazima
(Megazyme, Irlanda). Luego de 10 minutos de incubacién a 40°C, se terminaron las
reacciones agregando 10ml de Tris/NaOH, al 2%, pH 12,0. Las mezcias se centrifugaron y
¢ color azul que solt6 del substrato se midié a 590nm.

La Tabla 10 presenta los resultados.

Tabla 10. Inhibicién relativa de mutantes de xilanasa y xilanasa primaria (enzima del tipo
silvestre) como una funcién del inhibidor de xilanasa.

ID Mutante |0 1,26 3,15 16,3 12,6
%, Inhibicién relativa

Tipo silvestre | 100 77 48 . 29 23 -

.~
D11Y 100 120 114 126 L1247
DIIN ~ [100 93 - 72 53 32 s
D1IFY _~ {100 114 119 116 tHs—
DIIKy {100 109 112 113 e
D11S 100 98 81 60 38
D11W 100 101 38 70 50
G34D 100 94 83 70 53
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G34F 100 76 53 34 29
G34T 100 99 99 93 86
Y113A 100 9% 80 62 43
Y113D 100 96 81 63 45
Y113K 100 103 85 63 47
N114A 100 80 49 28 2
N114D 100 84 57 39 29
N114F 100 84 54 39 34
N114K 100 87 56 33 24
DI2IN 100 80 36 16 14
D121K 100 104 95 85 75
DI2IF 100 101 89 72 60
DI21A 100 81 50 27 21
R122D 100 85 59 41 28
RI22F 100__ 93 74 S8 58
RI22A 100 78 46 33 26
QI75E 100 87 59 40 3]
Q1758 100 88 59 30 19
175L 100 78 a2 25 23
GIZF 100 110 106 100 92
GI3F 100 94 95 87 84
115K 100 84 47 28 23
N32K 100 82 42 19 14
G120K 100 85 52 29 22
G1200 100 84 47 24 18
G120F 100 71 35 i8 15
Gi20Y 100 81 40 18 16
G120N 100 84 49 29 23
DI19K 100 94 67 40 26
DI119Y 100 87 50 28 22
DIION 100 91 74 44 2
T123K 100 80 46 30 25
TI23Y 100 80 47 28 27
T123D 100 83 36 20 17
T124K 100 110 92 73 57
TI124Y 100 101 76 49 33
T124D 100 87 52 32 25
N17K 100 88 48 31 26
N17Y 100 79 2 3 19
N17D 100 90 81 50 2
N29K 100 83 50 30 3
N29Y 100 85 49 30 24
N25D 100 74 44 26 20
S31K 100 77 42 23 23
S31Y 100 83 50 27 2
S31D 100 79 52 30 24
DI1F/R122D [ 100 109 111 110 109
DI11F/G34D_ 100 104 106 103 1=

De los resultados en la Tabla 10 se puede observar que los mutentes de xilanass QLTY. )

RHF-DHH-DIE/R122D7y D11/G34D—son-ne-inhibidos~por ¢ inhibidor de xilanasa

enddgena de trigo. Se esperaria que estos mutantes de xilanasa achien de manera mis
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agresiva/especifica en el erabinoxilan soluble en comparacion con otros mutantes de
xilanass u otras xilanases. Por lo tanto, serian superiores en aplicaciones donde se deses
una disminucion en viscosidad (como una funcion de arabinoxilan HMW).

Ejemplo 5 — Estudios de funcionalidad de los mutantes de xilanasa

Se fermentaron y purificaron los mutantes de xilanasa expresados en £ coli (ver Ejemplo
3) (es decir que no habia ninguna otra actividad xilandtica presente en la preparacion
purificada).

Estas preparaciones mutantes de xilanasa pura se diluyeron en 400 TXU/ml usando agua y
se usb el siguiente ensayo.

Enseyo

Se lvzo una suspension de 200 ml en harina 30% (peso por peso) usando agua (sometida a
termostato a 25°C) agitando durante 5 minutos. 60,0 ml de esta suspensién s¢ vaciaron en
un vaso Ford y se midi6 el tiempo de drenaje de 50,0 ml. La medicion es la medicion del
blanco. Se volvieron a verter los 60,0 de la suspensi6n de harina y a Ia suspensién se
agregaron agitando, 1000p] de la preparacién mutante de xilanasa diluida. Luego de 2, 5,
10 y 20 minutos se vertieron 60,0 ml en ¢l vaso Ford y se gravd el tiempo de drenaje para
50,0 m}. Cada medicién se hizo por triplicado.

La Tabla 11 muestra los resultados.

Tabls 11. Viscosidad relativa de suspension de harina como una funcién de xilanasa
mutante y xilanasa primaris (xilanasa tipo silvestre).

4

+

Tiempo de incubacibn,
minutos
Mutante ID |0 2 5 10 20
%, Inhibicién relativa
Tipo silvestre | 100 112 120 131 141
D11Y 100 97 93 83 75
DIIN 100 112 125 130 136
D11F 100 93 87 78 69
D11K 100 105 95 88 78
D118 100 102 110 113 117
D11W 100 106 115 121 122
G34D 100 110 120 128 124
G34F 100 111 126 128 146
G34T 100 100 108 111 106
Y113A 100 118 129 130 124
Y113D 100 116 127 124 114
Y113K 100 118 123 121 115
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N114A 100 115 128 127 131
N114D 100 125 144 162 170
N114F 100 113 119 131 150
N114K 100 119 129 141 147
DI2IN 100 104 103 106 104
D121K 100 122 132 141 162
DI21F 100 107 117 128 147
D121A 100 101 102 103 107
R122D 100 120 119 124 115
R122F 100 127 144 150 160
R122A 100 123 138 144 153
Q175E 100 116 134 142 149
Q1758 100 110 113 121 129
Q175L 100 111 111 J19 126
G12F 100 127 132 122 101
G13F 100 106 119 124 113
[15K 100 109 108 113 118
N32K 100 97 o8 101 101
G120K 100 103 111 115 121
G120D 100 112 122 120 126
G120F 100 103 111 117 130
G120Y 100 106 106 108 126
G120N 100 119 123 130 141
DI119K 100 118 119 127 125
D119Y 100 102 102 111 110
D1ISN 100 126 137 145 146
T123K 100 106 109 121 120
TI23Y 100 101 106 108 116
T123D 100 113 123 125 126
T124K 100 117 131 128 127
T124Y 100 112 123 132 135
Ti24D 100 103 110 11 118
N17K 100 114 119 119 132
NI7Y 100 102 102 108 108
N17D 100 120 131 135 143
N29K 100 98 100 100 104
N29Y 100 115 117 132 143
N29D 100 104 104 113 111
S31K 100 119 115 124 134
S31y 100 110 118 122 137
S31D 100 99 103 109 110
D11F/R122D {100 91 89 82 77

D11F/G34D |100 96 93 84 80

Ejemplo 6 Mutacién dirigida en sitio del sitio activa de xilanasa A Bacillus subtilis, no
tiene influencia en la interaccidn de xilanasa:inhibidor de xilanasa

Se alteré mediante mutacién dirigida en sitio un residuo en el sitio activo de la enzima de
xilanasa A Bacillus subtilis tipo silvestre (ver Ejemplo 3). En el residuo mutado (Y166F)
se perdié un enlace potencial de hidrégeno. La xilanasa mutante se expresd en £ coli se

b
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fermentd y se purificd. En seguida, se investigd la interaccion del mutante con el inhibidor
de xilanasa (ver Ejemplo 4).

Como puede observarse de 1a Tabla 12 abajo, sorprendentemente, el intercambio de un
amino 4cido en el sitio activo no tuvo ningin efecto en las interacciones con e inhibidor de
xilanasa en comparacidn con la enzima de xilanasa Bacillus subtifis tipo silvestre.

Tabla 12. Inhibicion relativa de la xilanasa Bacillus subtilis tipo silvesire y &l mutante de
xilanasa Y166F.

XIU/ml
ID xilanasa |0 1,26 3,18 63 12,6
%, Inhibicién relativa
Tipo silvestre | 100 75 40 24 20
Y166F 100 74 39 22 20

Por ello, en resumen, el experimento amba descrito muestra una mutacién dirigida en el

sitio en ¢l aitio activo de la xilanasa Bacilfus subtilis,_|a_cual no influencia las interacciones
l——'_’_——_
de xilanass con el inhibidor de xi]nng_.l&

Ejemplo 7. Mutacién dirigida en sitio en xilanasas de Ia familia 11 aparte de xilanasa
A Bacillus subtifis, que tiene influencia en Ias interscciones xilanass-inhibidor

xilanasa.

El residuo D19 de la enzima de xilanasa A Thermomyces lanuginasus se mutd a F19 por
mutagenesis dirigida en sitio. D19 corresponde al residuo D11 en le xilanasa Bacillus
subtilis (SEQ ID NO. 1). El gen xilanasa A Thermomyces lanuginasus se describe como
SEQID NO. 9

Los primeros para construccién del mutante D19F pueden ser los siguientes:

Primero de sentido
GGTTATTACTATTCCTGGTGGAGTTTTGGAGGAGCGCAGGCCACG

Primero de antisentido
CGTGGCCTGCGCTCCTCCAAAACTCCACCAGGAATAGTAATAACC

La xilanagsa mutante que se abtuvo (F19F) se expresd en E. coli, se fermentd y se purificd.
En seguids, se investigd la interaccion del mutante y de la xilanasa A Thermomyces
lanuginosus tipo silvestre con el inhibidor de xilanasa (ver Ejemplo 4). Como puede
observarse de los resultados en la Tabla 13, el mutante D19F de la xilanasa A 7hermomyces

[ean]
Y6
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lamuginosus se inhibi6 considerablemente menos por el inhibidor de xilanasa en é(J
comparacién con la xilanasa A 7hermomyces lanuginosus tipo silvestre. ?

Tabla 13. Inhibicion relativa de la xilanassa A Thermomyces lanoginosus tipo silvestre
(TLX) y la xilanasa mutante TAermomyces lanoginosus, D19F (D19F).

XIU/ml
ID xilanasa |0 1,26 3,15 63 12,6
%, Inhibicion relativa
TLX 100 45 24 17 14
DISF 100 73 33 24 20

Por ello, en resumen, el experimento arriba descrito muestra una mutacién dirigida en sitio
en la xilanass A 7hermomyces lanuginosus. Los resultados muestran que una mutacién que
introduoeunnsustitudbndeunanﬁnoicidoenhmperﬁciedelamoléaﬂnde:dlm
(andloga a D11F en B. subtilis) cambiz lag interacciones :ulanm mh:bldor xilanasa. Por
ello, nuestra invencién (es decir, que Tos Tesiduos supa'ﬁclales controlan el nivel de

inhibicion de la xilanasa) es vélida para xilanasas homologns a Ta xilana: xnlanasa B. sublilis.
oicion e 2 xTama
RESUMEN

En resumen, la presente invencion provee un medio para alterar la sensibilidad de una
enzima de xilanasa a un izhibidor de xilanasa.

Todas las publicaciones mencionadas en la anterior descripcién se incorporan en este
contexto por referencia. Para la persona versada en la técnica serdn aparentes varias
modificaciones y variaciones de los métodos y sistema descritos en la presente invencion
sin salirse del alcance y espiritu de Is presente invencion. Aunque esta invencion se ha
descrito con respecto a realizaciones preferidas, debe entenderse que la invencion tal como
se reivindica, no debe limitarse indebidamente a dichas realizaciones especificas. De
hecho, 1a intencién es que dentro del alcance de jas siguientes reivindicaciones se puedan
hacer varias modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invencién que son
obvias para las personas conocedoras de la bioquimica y biotecnologia o campos
relacionados,

NOTA: Sigue lista de referencias (bibliografia) que no se traduce



REIVINDICACIONES
N - .

1. Un polipéptido de xilanm/varim_e,’ o un fragmento de lo mismo con actividad de

xilanasa, que comprende una o mas-Thodificaciones de aminoicido, de modo que el

&=
Ve

polipéptido o fragmento del mismo tenga una sensibilidad alterada frente a un inhibidor de J_ u

xilanasa en comparacion con la enzima de [a xilanasa primaria.

2./ Un polipéptido variante segiin la reivindicacién 1, el cual se deriva de una xilanass
de la familia 11.
3. / Un polipéptido de xilanasa variante o un fragmento de lo mismo, con actividad de

xilanasa, segin la reivindicaciébn 1 6 2, en donde dicha modificacién de aminoidcido es de
uno o mas residuos de amino dcidos superficiales.

4, Un polipéptido de xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de

i

So_ﬁ--

)

xilanase, segin cualquiera de las reivindicaciones. anteriores, en donde la modificacion de c¥ *

aminodcido es de uno o mas residuos acccfsibles solventes.

5. / Un polipéptido de xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de
xilanasa, segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde hay al menos dos de
dichas modificaciones de aminoicido.

6../ Un polipéptido de xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de

xilanasa, segiin cualquiera de las. reivindicaciones-anteriores, en donde dicha modificacion

de aminodcido u@ﬁmdeuno o més de los residuos de aniinodcidos:
e

Alal-Trp6, Asn8, Thrl0-Gly23, Asn25, Ser27, Asn29, Ser31-Asn32, Gly34,
Thr43-Thr44, Ser46-Thr50, Asa52, AsaS54, Gly56-Asn61, Asn63, Arg73-Leu7s,
Thr87-Arg89, Thr91-Lys95, Thro7, Lys99, Asp101-Giy102, Thri04, Thr109-
Thri1l, Tyrl13-Asnl14, Aspl19-Thri24, Thr126, Gin133-Asn141, Thri43,
Thrl45, Thri47-Asnl48, AsniSl, Lysi54-Glyl57, Asnl159-Leul60, Serl62-
Trpl64, Gin175, Ser177, Ser179, Asn181, Thri83, Trpi8S.

de Il secuencia aminoiécida B. subﬁlisquesemmms_EQlDNo. lsosu(s)
posicion(es) equivalente(s) en otros polipéptidos de xilanass homéloga.

7( Un polipéptido de xilanasa variante, 0 un fragmento de lo mismo con actividad de
xilanasa, segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha modificacion
de aminodicido es en cualquiera de uno o méis nimeros de residuos de aminoécido: 11, 12,
13, 15, 17, 29, 31, 32, 34, 113, 114, 119, 120, 121, 122, 123, 124 y 175 de la secuencia

!

-

clq.
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aminoécida de B. sublsilis que se muestra como la SEQ ID No. | o sus posiciones A
equivalentes en otros polipéptidos de xilanasa homologa.

8.-/ Un polipéptido de xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de
xilanasa, segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho polipéptido de
xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de xilanasa, comprende
ademis una o mis modificaciones de aminoacidos en cualquiera de los demis residuos
aminoécidos. -

dq

9. / Un polipéptido de xilanasa variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de
xilanasa, segin Ia reivindicacién 8, en donde dighos otros residuos de aminodcidos son
cualquiera de uno o miis nimeros de residuos de aminoécidos: 3, 4, 5, 6, 7, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 64, 65, 66, 67, _"j'&-l
68,69,70,71,72,73,74, 15, 76, 77, 78, 19, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 83, 89, 90, 91, '
92, 93, 94, 108, 109, 110, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164,

165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 179, 180, 181, 182, 183 de la secuencia de
aminodcido B. subrilis que se muestra como la SEQ D No.1 o sus posiciones equivalentes

en otros polipéptidos de xilanasa homéloga.

10. Un polipéptido de xilanaga variante, o un fragmento de lo mismo con actividad de
xilanasa, segiin la reivindicacién 8, en donde dichos otros residuos de aminoicido
superficial son cualquiera de uno o més niimeros de residuos de amino acidos: 1, 2, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 132, Wa
133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150,
151, 152, 153, 154, 155, 156, 157, 184, 185 de la secuencia de aminodcidos B. subtilis que
se muestra como la SEQ 1.D. No. 1 o sus posiciones equivalentes en atros polipéptidos de
xilanasa homologa.

ll. Un polipéptido vmante segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en T’M
dondeelnﬂnbldnr esunmh:lndor que s&,encuentra naturalmente en tejidos vegetales. dﬂ 0)39_ ;

¢ 17@/ Un polipéptido variante segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
donde se reduce la sensibilided al mhibidor.

@ Un método para alterar la sensibilidad de un polipéptido de xilanasa frente a un

inhibidor, cuyo método comprende modificar uno o més residuos aminoacidos de dicha dq
enzima de manera que el polipéptido o un fragmento del mismo tenga una sensibilidad Hd’*
slterada  un inhibidor de xilanasa en comparacién con la enzima de xilsnasa primaris. Clopad
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14.  Un método segin la reivindicacion 13, en donde dicho polipéptido variamte es ef ‘67
que se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

= _j-\- J
1S, Un método segin l reivindicacin 13 6 14, en dore se reduce i sensibiidad. drr:&v-” '

16, Una composicién que comprende un poupep@cm cualquiera de las
ar: .

reivindicaciones 1 2 12,

17.  Un método para degradar o modificar una pared de célula vegetal, cuyo método
consiste en contactar dicha pared de célula vegetal con un polipéptido segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 12, o una composicién segin la reivindicacion 16.. —

18. Un método para procesar un material vegetal, el cual consiste en contactar dicho
material vegetal con un polipéptido segiin cualquiera de las reivindicaciones | a 12 o una
composicién segln la reivindicacién 16

19.  Una secuencia nucledtida que codifica un polipéptido variante segin cualquiera de { C/O UN}
las reivindicaciones 1 a 12. oM .

20. Una construccion que comprende la sccuencia nucledtida segiin la reivindicacion ? 7
19.

mﬁp@ﬁd&) variante segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en
wu%dﬂﬁmv materiales vegetales.
22.  El uso-de un polipéptido variante segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en

cualquiera o mis procesos de: homeado, procesamiento de ceresles, produccion de
almidén, procesamiento de pulpa, realzando la decoloracién de la pulpa de madera.
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WO 01/66711 PCT/IB01/00426 F ’c

1
SEOUENCE LISTINGS %
id Baclllus subtilis xyl ID. No.
5 1 10 11 20 21 30 31 40 41 50 51 60

ASTDYWONWT DGGGIVNAVN GSGGNYSVNW SNTGNFVVGK GWTTGSPFRT INYNAGVWAP

61 70 71 80 81 90 91 100 101 110 111 120

RGNGYLTLYG WIRSPLIEYY VVDSWGTYRP TGTYKGTVKS DGGTYDIYIT TRYNAPSIDG
10

121 130 131 140 141 150 151 160 161 170 171 180

DRTTFTQYWS VROSKRPTGS NATITFSNHV NAWKSHGMNL GSNWAYQVMR TEGYQSSGSS

15 NVIVW

A chain of inhibitor

20
N-terminal:
GAPVARAVEAVAPFGVCYDTKTLGNNLGGYAVPNV (35aa) SEQID NO. 2

C-terminal:
25 KRLGFSRLPHFTGCGGL (17as) SEQ ID NO. 3

B chain of inhibitor

N-terminal:
30 LPVPAPVTKDPATSLYTIPFH (21aa) SEQ ID NO. 4

Lys-C digested B Chain:

LLASLPRGSTGVAGLANSGLALPAQVASAQK (31as) SEQ ID NO. §
35 GGSPAHYISARFIEVGDTRVPSVE (24as) SEQ ID NO. 6

VNVGVLAACAPSK (13ae) SEQ ID NO. 7

VANRFLLCLPTGGPGVAIFGGGPVPWPQFTQSMPYTLVVVK SEQ ID NO. 8



10

135

20

30

WO 01/66711

Thermomyces lanuginosus xylanase

1 10
ATGCAGACAA

61 70
GACGGTGGAG

121 130
GGAGATGGCG

181 190
ATCCACTTTG

241 250
ACCCGCARCC

30l 310
TCCGGTGCTA

36l 370
ACCRCTCGCG

421 430
GTCCGCCAGG

481 490
GCTCGCGCTG

541 550
TACTTCAGCA

11 20
CCCCCARCTC

71 BO
CGCAGGCCAC

131 140
GTAACCTCGT

191 200
AGGGTGTTTA

251 260

21 a0
GGAGGGCTGG

Bl 90
GTACACCRAC

141 150
CGGTGGRAAG

201 210
CCAGCCAAAC

261 270

CGCTGGTCGA GTATTACATC

311 320
CCGATCTAGG

mn 380
TCAACGCACC

431 440
ACARGCGCAC

491 500
GTTTGAATGT

551 560
GCGGCTATGC

321 330
AACTGTCGAG

3el 3s0
TAGCATCGAC

441 450
CAGCGGTACC

501 510
CARCGGTGAC

561 570
TCGCATCACC

PCT/IB01/00426

A gene (SEQ ID NO. 9)

al 40
CACGATGGTT

81 100
CTGGAAGGCG

151 160
GGCTGGAACC

211 220
GGCAACAGCT

271 280
GTCGAGRACT

331 340
TGCGACGGTA

391 400
GGCACCCAAM

451 460
GICCAGACGG

511 520
CACTACTRCC

571 580
GTTGCTGACG

1l 50 51 60
ATTACTATTC CTGGTGGAGT

101 110 111 i20
GCACCTACGA GATCAGCTGG

161 170 171 180
CCGGCCTGAA CGCAAGAGCC

221 230 231 240
ACCTTGCGGT CTALGGTTGG

281 290 291 300
TTGGCACCTA TGATCCTICC

341 350 351 360
GCATCTATCG ACTCGGCAAG

401 410 411 420
CCTTCGACCA ATACTGGTCG

461 470 471 480
GCTGCCACTT CGACGCCTGG

521 530 531 540
AGATCGTTGC AACGGAGGGC

581 588
TGGGCTAA

&
5



<110>

<120>

<130>

Sibbesen,
Sorensgen,

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>

<170>

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

1

185
PRT
Bacillus

1

Ala Ser Thr

1

Asn

Thr

Arg

Tyr

65

Val

Thr

Tyr

Trp

Thr

145

Gly

Ala

Gly

Thr

50

Leu

val

Val

Asn

Ser

130

Phe

Sez

Val

Aan

35

Ile

Thr

Asp

Lys

Ala

115

Val

Ser

Asn

Enzyme

pB526wo

PatentIn

Asp
Asan
20

Phe
Asn
Leu
Ser
Ser
100
Pro
Arg

Asn

Trp

Danisco A/S

Ole
Jens

GB 0005585.5
2000-03-908

GB 0015751.1
2000-06-27

PCT/IB01/00426
2001-03-08

SEQUENCE LISTING

version 3.0

subtilis.

Tyr

Gly

Val

Tyr

Tyr

Trp

85

Asp

Ser

Gln

His

Ala

Trp

Ser

Val

Asn

Gly

70

Gly

Gly

Ile

Ser

Val

150

Tyr

Gln
Gly
Gly
Ala
55

Trp
Thr
Gly
Asp
Lys
135

Asn

Gln

Asn
Gly
Lys
40

Gly
Thr
Tyr

Thr

Gly
120
Arg

Ala

val

Trp
Asn
25

Gly
val
Arg
Arg
Tyr
105
Asp
Pro

Trp

Met

Thr

10

Tyr

Trp

Trp

Ser

Pro

90

Asp

Arg

Thr

Lys

Ala

Asp

Sar

Thr

Ala

Pro

75

Thr

Ile

Thr

Gly

Sar

155

Thr

Gly
val
Thr
Pro
60

Leu
Gly
Tyr
Thr
Ser
140

His

Glu

Gly
Asn
Gly
45

Asn
Ile
Thr
Thr
Phe
125
Asn

Gly

Gly

Gly
Trp
a0

Ser
Gly
Glu
Tyr
Thr
110
Thr
Ala

Met

Tyr

Ile
15

Ser
Prb
Asn
Tyr
Lys
95

Thr
Gln
Thr

Asn

Gln

Val

Asn

Phe
Gly
Tyre
80

Gly
Arg
Tyr
Ile
Leu

160

Ser

Y



165 170 175

Ser Gly Ser Ser Asn Val Thr Val Trp
180 185

<210> 2
<211> 35
€212> PRT
<213> wheat

<400> 2

Gly Ala Pro Val Ala Arg Ala Val Glu Ala Val Ala Pro Phe Gly Val
1 5 10 15

Cys Tyr Asp Thr Lys Thr Leu Gly Asn Asn Leu Gly Gly Tyr Ala Val
20 25 30

Pro Asn Val
35

<210> 3
<211> 17
<212> PRT
<213> Wheat

<400> 3

Lys Arg Leu Gly Phe Ser Arg Leu Pro His Phe Thr Gly Cys Gly Gly
1 5 10 15

Leu

<210> 4
<211> 21
<212> PRT
€213> Wheat

<400> 4

Leu Pro Val Pro Ala Pro Val Thr Lys Asp Pro Ala Thr Ser Leu Tyr
1 5 10 15

Thr Ile Pro Phe His
20

<€210> 5
<211> 31
€212> PRT
<213> Wheat

<400> 5

Leu Leu Ala Ser Leu Pro Arg Gly Ser Thr Gly Val Ala Gly Leu Ala
1 5 10 15

Asn Ser Gly Leu Ala Leu Pro Ala Gln Val Ala Ser Ala Gln Lys
20 25 30

<210> 6

N}



Gly Gly Ser Pro Ala His Tyr Ile Ser Ala Arg Phe Ile Glu Val Gly

10

Val Asn Val Gly Val Leu Ala Ala Cys Ala Pro Ser Lys

<211> 24

<212> PRT

<213> Wheat

<400> 6

1 5

Asp Thr Arg Val Pro Ser Val Glu
20

<210> 17

<211> 13

<212> PRT

<213> Wheat

<400> 7

1 5

<210> B

<211> 41

€212> PRT

€213> Wheat

<400> 8

10

15

Val Ala Asn Arg Phe Leu Leu Cys Leu Pro Thr Gly Gly Pro Gly Val

1

5

10

15

Ala Ile Phe Gly Gly Gly Pro Val Pro Trp Pro Gln Phe Thr Gln Ser

20

25

Met Pro Tyr Thr Leu Val Val Val Lys

35
<210> 9
<211> 588
<€212> DNA
<213>

<400> 9
atgcagacaa

gacggtggag
ggagatggcg
atccactttyg
acccgcaacc
tccggtgcta
accactcgeg
gtccgeccagg

gctcgegetg

cccccaacte
cgcaggccac
gtaacctegt
agggtgttta
cgctggtcga
ccgatctagg
tcaacgcacc
acaagcgcac

gtttgaatgt

40

Thermomyces lanuginosus

ggagggctgg
gtacaccaac
cggtggaaag
ccagccaaac
gtattacatc
aactgtcgag
tagcatcgac
cagcggtace

caacggtgac

cacgatggtt
ctggaaggcg
ggctggaacc
ggcaacagct
gtcgagaact
tgcgacggta
ggcacccaaa
gtccagacgg

cactactacc

30

attactatcc
gcacctacga
ccggccrgaa
accttgeggte
ttggcaccta
gcatctatcg
ccttcgaccea
gctgecactt

agatcgttge

ctggtggagt
gatcagctgg
cgcaagagcc
ctacggttgg
tgatecttce
actcggcaag
atactggtcg
cgacgcctgg

aacggaggqgc

60

120

180

240

300

360

920

4180

540



tacttcagea goggctatge tcgeatcace

<210> 10

<211> 645
<212> DNA
<213>

<400> 10
catatgttta

agettgttet
gggggcggta
aataccggaa
aactataatg
acgagatcac
ggaacgtata
cgttataacqg
cgccagtega
gcatggaaga
gaaggatatc
<210> 11

<211> 657
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

agtttaaaaa
cggd.acege
tagtaaacgc
attttgttgt
ccggagtttg
ctctcataga
aaggtactgt
caccttccat
agagaccaac
gccatggaat

aaagtagtgg

Artificial

Bacillus subtilis

gaatttctta
ctectgcaget
tgtcaatggqg
tggtaaaggt
ggcgccgaat
atattatgta
aaaaagtgat
tgatggcgat
cggaagcaac
gaatctggge

aagttctaac

Description of Artificial

ce with added restriction

<400> 11
catatgttta

agcttgtttt
actgatgggg
tggtcteata
acgataaact
ggttggacga
cctactggaa
actacacgtt

agtgttcgec

agtttaaaaa
cggcaaccgce
gcggtatage
ccggaaattt
ataatgccgg
gatcacctct
cgtataaagg
ataacgcacc

agtcgaagag

gaatttctta
ctctgcacat
aszacgcrgte
tgttgttggt
agtttgggcg
catagaatat
tactgtaaaa
téccattga:

accaaccgga

gttgctgacg

gttggattat
agcacagact
tctggecggga
tggactacag
ggcaatggat
gtggattcat
gggggtacac
cgcactactt
gctacaatca
agraatrgqg

gtaacagtgt

Sequence:
site
gttggattat
atggctagca
aatgggrerg
aaaggttgga
ccgaatggca
tatgtagtgg
agtgatgggg
ggcgatcgca

agcaacgcta

tgggetaa

cggcagctret
actggéaaaa
attacagtgt
gttcgoeatt
acttaacttt
ggggtactta
atgacatata
ttacgcagta
cttrtcagcaa
ctraccaagt

ggtaa

B. subtilis

cggcagettt
cagactactg
gogggaatta
ctacaggttce
atggatactt
attcatgggg
gtacatatga
ctacttttac

caatcacttt

aatgagtatt
ttggactgat
taattggtct
taggacgata
atatggttgqg
tagacctact
tacaactaca
ctggagtgtt
tcatgtgaac

catggcgaca

588

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

645

xylanase A sequen

aatgagtatt
gcaaaattgg
cagtgrcaat
gccatctagg
aactttatat
tacttataga
catatataca
gcagtactgg

cagcaatcat

60
120
180
240
300
360
120
480

540



gtgaacgcat ggaagagcca tggaatgaat ctgggcagta attgggetta ccaagtcatg

gcgacagaag gatatcaaag tagtggaagt tctaacgtaa cagtgtggta aaagctt

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

<220>
<223>

<400>

12

44

DNA
Artificial

Description of Artificial sequence: sense primer

12

ctactggcaa aattggactt ttggaggagg tatagtaaac gctg

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

<220>
<223>

<400>

13

44

DNA
Artificial

Desription of Artificial Sequence: Antisense primer

13

cagcgtttac tatacctcct ccaaaagtcc aattttgcca gtag

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

<220>
<223>

<400>

14

45

DNA
Artificial

Deacription of Artificial Segquence: Sense primer

14

ggttattact attecctggtg gagttttgga ggagcgcagg ccacqg

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

<220>
<223>

<400>

15

45

DNA
Artificial

Description of Artificial Sequence: Antisense primer

15

cgtggectge gctcctccaa aactccacca ggaatagtaa taace

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

<400>

16
213
PRT
Bacillus subtilis

16

Met Phe Lys Phe Lys Lys Asn Phe Leu Val Gly Leu Ser Ala Ala Leu

600

657

44

45

45



Met

Tyr

Gly

val

65

Tyr

Tyr

Trp

Asp

Ser

145

Gln

His

Ala

Asn

Ser
Trp
Ser
50

Val
Asn
Gly
Gly
Gly
130
Ile
Ser
Val

Tyr

Val
210

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ile

Gln

as

Gly

Gly

Ala

Trp

Thr
115

Asap

Lys

Asn

Gln

195

Thr

17

213
PRT
Bacillus

17

Ser
20

Asn
Gly
Lys
Gly
Thr
100
Tyr
Thr
Gly
Arg
Ala
180

val

Val

Met Phe Lys Phe

1

Met Ser Ile Ser

20

Tyr Trp Gln Asn

s

Gly Ser Gly Gly

50

Val Val Gly Lys

Leu

Trp

Asn

Gly

Val

85

Arg

Arg

Tyr

Asp

Pro

165

Trp

Met

Trp

Phe

Thr

Tyr

Trp

70

Trp

Ser

Pro

Asp

Arg

150

Thr

Lys

Ala

Ser

Asp

Ser

55

Thr

Ala

Pro

Thr

Ile

135

Thr

Gly

Ser

Thr

circulana

Lys Lys Asn

5

Leu Phe Ser

Trp Thr Asp

Asn Tyr Ser

55

Gly Trp Thr

Ala

Gly

40

Val

Thr

Pro

Leu

Gly

120

Tyr

Thr

Ser

His

Glu
200

Phe

Ala

Gly

vVal

Thr

Thr
25

Gly

Asn

Gly

Asn

Ile

105

Thr

Thr

Phe

Asn

Gly

185

Gly

Leu
Thr
25

Gly

Asn

Gly

10

Ala

Gly

Trp

Ser

Gly

90

Glu

Tyr

Thr

Thr

Ala

170

Met

Tyr

Val
10

Ala
Gly

Trp

Ser

Ser

Ile

Ser

Pro

75

Asn

Tyr

Lys

Thr

Gln

155

Thr

Asn

Gln

Gly

Ser

Ile

Ser

Pro

Ala

val

Asn

Phe

Gly

Tyr

Gly

Arg

140

Tyr

Ile

Leu

Ser

Leu

Ala

Val

Asn

60

Phe

Ala

Asn

45

Thr

Arg

Tyr

Val

Thr

125

Tyr

Trp

Thr

Gly

Ser
205

Ser
Ala
Asn
45

Thr

Arg

Ser

Ala

Gly

Thr

Leu

val

110

Val

Asn

Ser

Phe

Ser

190

Gly

Ala
Ser
30

Ala

Gly

Thr

15

Thr

Val

Asn

Ile

Thr

95

Asp

Lys

Ala

Val

Ser

175

Asn

Ser

Ala
15

Thr
Val

Asn

Ile

Asp

Asn

Phe

Asn

80

Leu

Ser

Ser

Pro

Arg

160

Asn

Trp

Ser

Leu

Asp

Asn

Phe

Asn

8



65

Tyr

Tyr

Trp

Asp

Ser

145

Gln

His

Ala

Asn

Asn

Gly

Gly

Gly

130

Ile

Ser

val

Tyr

val
210

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

<400>

Ala
Trp
Thr
115
Gly
Asp
Lys
Aan
Gln
195

Thr

18
211
PRT

Gly

Thr
100

Tyr

Thr

Gly

Arg

Ala

la0

Val

Val

Bacillus

18

Met Lys Leu

1

Ser

Gln

Gly

Gly

Ala

Trp

Thr

Gly

Phe

Tyr

Gly

50

Lya

Gly

Thr

Tyr

Gly

Gly
Trp
35

Asn

Gly

Ile

Rrg

Arg

115

Thr

Lys
Leu
20

Thr
Tyr
Trp
Trp
Asn
100

Ala

Tyr

Val
85

Arg
Arg
Tyr
Asp
Pro
165
Trp

Met

Trp

70

Trp

Ser

Pro

Asp

Arg

150

Thr

Lys

Ala

Ala

Pro

Thr

Ile

135

Thr

Gly

Ser

Thr

Pro

Leu

Gly

120

Tyr

Thr

Ser

His

Glu
200

Asn

Ile
105

Thr

Thr

Phe

Asn

Gly

185

Gly

stearothermophilus

Lys

Phe

Asp

Ser

Thr

Glu

85

Ala

Thr

Asp

Lys Met Leu

Gly

Gly

Val

Val

10

Pro

Leu

Gly

Ile

Ala

Gly

Thr

55

Gly

Ser

Ile

Asn

Tyr

Thr
Gly
40

Trp

Ser

Glu

Tyr
120

Thr

Thr

Ser

25

Met

Gln

Pro

Asn

Tyr

105

Glu

Thr

Gly
90

Glu
Tyr
Thr
Thr
Ala

170

Met

Tyr

Leu
10

Ser
Val
Asn
Asn
Gly
90

Tyr

Ser

Met

75

Asn

Tyr

Lys

Thr

Gln

155

Thr

Asn

Gln

Leu

Ala

Asn

Thr

Arg
75

Tyr
Val

Gly

Arg

Tyr

Gly

Arg

140

Ile

Leu

Ser

Leu

Ala

Ala

Gly

Val

Leu

val

Thr

Tyr

Tyr

Val

Thr

125

Tyr

Trp

Thr

Gly

Ser
205

Thr
Thr
Val
45

Asn
Ile
Thr
Asp
val

125

Asn

Leu
Val
110
Val
Asn
Ser
Phe
Ser

190

Gly

Ala
Asp
30

Asn
Phe
Asn
Leu
Ser
110

Asn

Ala

Thr
95

Asp
Lys
Ala
vVal
Thr
175

Asn

Ser

Ser
15

Tyr
Gly
Val
Tyr
Tyr
95

Trp

Ser

Pro

80

Leu

Ser

Ser

Pro

Arg

160

Asn

Trp

Ser

Met

Trp

Pro

Val

Asn

80

Gly

Gly

Asp

Ser



130

Ile Asp

145

Lys Arg

Asn

Gln

Thr

Ala

val

Val
210

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gly Thr Gln

Pro Thr Gly

165

Trp Arg Ser

180

Leu Ala Thr

195

Trp

19
211
PRT

19

A. caviae

Met Phe Lys Phe Gly

1

Met
Trp
Ser
val
65

Asn
Gly
Gly
Gly
Ile
145
Lys

Asn

Gln

Ser
Gln
Gly
50

Gly
Ala
Trp
Thr
Gly
130
Asp
Arg

Ala

val

Phe

Asn

35

Gly

Lys

Gly

Thr

Tyr

115

Thr

Gly

Pro

Trp

Met

Gly
20

Trp
Asn
Gly
vVal
Arg
100
Arg
Tyr
Thr
Thr
Pro

180

Ala

5

Val
Thr
Tyr
Tzp
Phe
B85

Asn
Pro
Asp
Gln
Gly
165

Ser

Thr

Thr
150
Ser

Lys

Glu

Lys

Phe

Asp

Ser

Thr

70

Ala

Ala

Thr

Ile

Thr

150

val

Lys

Glu

135

Phe

Asn

Gly

Gly

Lys

Ala

Gly

val

55

Tyr

Pro

Leu

Gly

Tyr

135

Phe

Asn

Gly

Gly

Gln

vVal

Met

Tyr
200

Leu
Ala
Gly

Ser

Gly

Ser

Ile

Thr

120

Thr

Pro

Ser

Met

Tyr

Gln
Ser
Asn

185

Gln

Met
Thr
25

Gly
Trp
Thr
Gly
Glu
105
Tyr
Thr
Gln
Thr
Tyr

i85

Gln

Phe
Ile
170

Leu

Ser

Thr

10

Ser

Thr

Gln

Pro

Asn

50

Tyr

Lys

Met

Tyr

Ile

170

Leu

Sar

Trp
155
Thr

Gly

Ser

Val
Ser
Val
Asn
Asn
15

Gly
Tyr
Gly
Arg
Trp
155
Thr

Gly

Ser

140

Ser

Phe

Ser

Gly

Val

Ala

Asn

Thr

60

Arg

Tyr

Val

Thr

Tyr

140

Ser

Phe

Asn

Gly

Val

Ser

Ser

Arg
205

Leu

Ala

Ala

45

Gly

Val

Leu

val

Val

125

Asn

val

Ser

Ser

Asn

Ara

Asn

Trp

190

Ser

Ala

Thr

30

Val

Asn

Val

Thr

Asp

110

Asn

Ala

Arg

Asn

Trp

190

Ala

Gln
His
175

Ala

Asn

Ala

15

Asp

Asn

Phe

Asn

Phe

95

Ser

Ser

Pro

Gln

His

175

Ser

Asn

Ser
160
Val

Tyr

val

Ser

Tyr

Val

Tyr

a0

Tyr

Trp

Asp

Ser

Ser

160

Val

Tyr

Val



195

Thr Val Trp

<210>
<211>

210

<212>

<213>

<400>

20
221

PRT

20

Met Val Ser

1

Ala

Thr

Ser

Tyr

65

Trp

Tyr

Leu

Ser

Lys

145

Gly

Met

Phe

Leu

Pro

Asp

Ser

Asn

Asn

vVal

Gln

130

Ile

Thr

Ser

Asn

Ser
210

<210>
<21i>
<212>
<213>

<400>

Ala

Asn

35

Gly

val

Pro

Gly

Glu

115

Ser

Ala

Phe

Val

Leu

195

Thr

21
227
PRT

Phe
Ala
20

Gly
Gly
Ser
Gly
Asn
100
Tyr
Gln
Gln
Gln
Asn
180

Gly

Gly

C. carbonum

Thr

Pro

Glu

Ala

Trp

Thr

85

Ser

Tyr

Asn

Ser

Gln

165

Met

Gln

Asn

H. turcicum

21

Ser

Ala

Gly

Arg

Gly

70

Ala

Tyr

val

Lys

Thr

150

Tyr

Lys

His

Ala

Ile

Thr

Thr

Ala

55

Ser

Arg

Leu

val

Gly

135

Arg

Trp

Thr

Tyr

Gln
215

200

Ile

Asp

His

40

Thr

Gly

Thr

Ala

Glu

120

Thr

Thr

Ser

His

Tyr

200

Ile

Thr
Val
25

Asn
Tyr
Gly
Ile
Val
105
Asn
Val
Asn
Val
Phe
185

Gln

Thr

Ala

10

Ser

Gly

Thr

Asn

Thr

90

Tyr

Phe

Thr

Gln

Arg

170

Asp

Ile

Val

Ala

Leu

Cys

Asn

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Ser

Pro

155

Gln

Ala

val

Asn

Val

Val

Phe

Gly

Val

Ser

Trp

Thr

Asp

140

Ser

Asn

Trp

Ala

Cys
220

205

Ala
Ala
Trp
45

Ala
Gly
Gly
Thr
Tyx
125
Gly
Ile
Lys
Ala
Thr

205

Pro

Ala

Arg

Ser

Gly

Gly

Thr

Arg

110

Asp

Ser

Asp

Arg

Ser

190

Glu

Thr
15
Gln

Trp

Lys
Tyr
95

Asn
Pro
Ser
Gly
Ser
175

Lys

Gly

Gly

Asn

Trp

Ser

Gly

AsSn

Pro

Ser

Tyr

Thr

160

Ser

Gly

Tyr



Met

Ala

Leu

Cyn

Asn

65

Leu

Tyr

Gly

Gly

Ser

145

Pro

Gln

Ala

Val

Asn
225

Val

Leu

Val

Phe

50

Gly

Val

Ser

Trp

Thr

130

Asp

Ser

Asn

Trp

Ala

210

Cys

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ser

Ala

Ala
35

Tyr

Ala

Gly

Gly

Thr

115

Tyr

Gly

Ile

Lys

Ala

195

Thr

Pro

22
227
PRT

22

Phe
Ala
20

Arg
Ser
Gly
Gly
Gln
100
Arg
Asp
Ser
Asp
Arg
180

Ser

Glu

A. pisi

Met Val Ser Phe

1

Ala Leu Ala val

20

Leu Thr Ala Arg

35

Thr

Pro

Gln

Trp

Gly

Lys

85

Tyr

Asn

Pro

Ser

Gly

165

Ser

Lys

Gly

Ser

Ala

Ser

Trp

Ser

70

Gly

Asn

Pro

Ser

Tyr

150

Thr

Ser

Gly

Tyr

Ile

Thr

Thr

Ser

55

Tyr

Trp

Pro

Leu

Ser

135

Lys

Arg

Gly

Met

Phe
215

Thr Ser Ile

5

Pro Val Thr

Ala Gly Thr

Ile

Asp

Pro

40

Asp

Ser

Asn

Asn

Val

120

Gln

Ile

Thr

Ser

Asn

200

Ser

Phe

Asp

Pro
40

Thr Rla Ala
10

Ile Ala Ala
25

Asn Gly Glu

Gly Gly Ala

Val Ser Trp
75

Pro Gly Thr
90

Gly Asn Ser
105

Glu Tyr Tyr

Ala Gln Asn

Ala Gln Ser
155

Phe Gln Gln
170

Val Asn Met
185

Leu Gly Ser

Ser Gly Ser

Val

Arg

Gly

Arq

Gly

Ala

Tyr

Val

Lys

140

Thr

Tyr

Lys

His

Ala
220

Thr Ala Ala Val

10

Leu Ala Thr Arg

25

Ala
Ala
Thr
45

Ala
Thr
Axg
Leu
Val
125
Gly
Arg
Trp
Thr
Tyr

205

Ser

Ala

Ser

Ala

Prec

30

His

Thr

Gly

Thr

Ala

110

Glu

Thr

Thr

Ser

His

190

Tyr

Ile

Thr

15

Ser

Asn

Tyr

Gly

Ile

Ile

Asn

Val

Asn

Val

175

Phe

Gln

Thr

Gly

Asp

Gly

Thr

Asn

80

Thr

Tyr

Phe

Thr

Gln

160

Arg

Asp

Ile

Val

Ala Thr Gly

15

Leu Gly Ala

30

Ser Ser Gln Gly Thr His Asn Gly

45



Cys
Asn
es

Leu
Tyr
Gly
Gly
Ala
145
Pro
Gln
Ala

Val

Asn
225

Phe
50

Gly

Val

Ser

Trp

Thr
130

Tyr

Ala

Gly

Gly

Thr

115

Tyr

Asp Gly

Ser Ile

Asn
Trp
Ala

210

Cys

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

<400>

Lys

Ala
195

Thr

Ala

23
201
PRT

Ser

Gly

Gly

Thr

100

Arg

Asp

Ser

Asp

Arg

lgo0

Ala

Glu

Trp

Gly

Lys

85

Tyr

Asn

Pro

Ser

Gly
165
Ser

Lys

Gly

S. commune

23

Ala Ala Ser

1

Tyr

Gly

Val

Tyr
65

Ser

Gly

50

Ser

-]
4]
o

Trp

Gly
35

Gly Gly

Gly

Tep
20

Ser
Lys

Thr

hryg

Thr

Thr

Tyr

Gly

Tyr

Ser
85

Trp
Ser
70

Gly
Ser
Pro
Ser
Tyr
150
Thr
Sar

Gly

Tyr

Pro

Asp

Thr

Trp

Gln

70

Ser

Thr
95

Tyr
Trp
Pro
Leu
Ser
135
Lys
Gln
Gly

Met

Phe
215

Ser
Gly
Leu
Asn
55

Pro

Leu

Asp
Ser
Asn
Ser
Ile
120
Gln
Ile
Thr
Ser
Lys

200

Ser

Ser
Ala
Thr
40

Pro

Asn

Gly
Val
Pro
Gly
105
Glu
Ala
Ala
Phe
val
185

Leu

Ser

Thr
Gly
25

Trp

Gly

Gly

Gly
Asn
Gly
S0

Asn
Tyr
Thr
Gln
Gln
170
Asn

Gly

Gly

Gly
10

Asp
Ser
Ala

Asn

Ty>

Ala
Trp
75

Ala
Ser
Tyr
Val
Thr
155
Gln
Met

Thr

Ser

Thr

Ala

Gly

Ala

Ser
75

Gln Ala
60

Lys Thr

Ala Arg

Tyr Leu

Val val
125

Lys Gly
140

Gln Arg

Tyr Trp

Lys Thr

His Asn

205

Ala Gln
220

Asp Gly

Thr Tyr

Asn Asn
45

Ser Arg
60

Tyr Leu

Ile val

Thr

Gly

Thr

Ala

110

Glu

Ser

Thr

Ser
His
190

Tyr

Ile

Gly
Gln
30

Gly
Ser

Ser

Glu

Tyr Thr

Gly Asn
80

Ile Thr
95

val Tyr

Asn Phe

Val Thr

Asn Gln
160

Val Arg
175

Phe Asp

Gln Ile

Thr Val

Tyr Tyr
15

Asn Asn
Asn Leu
Ile Ser
Val Tyr

80

Ser Tyr
95




Gly Ser Tyr
Cys Asn Gly
115

Pro Ser Ile
130

Asn Pro Lys
145

Gln Cys His
Glu His Asn
Thr Ala Thr
195
<210> 24
<211> 225
<212> PRT
<213>
<400> 24

Met val Gly
1l

Ala Leu Ala
Thr Thr Pro
a5

Trp Ser Asp
50

Thr Tyr Glu
65

Gly Trp Asn
Tyr Gln Pro
Asn Pro Leu

115

Pro Ser Ser
130

Ile Tyr Arg
145

Gly Thr Gln

Asp
100
Ala
Asp
Lys
Phe
Tyr

180

Ile

Phe

Phe

Asn

Gly

Ile

Pro

Asn

100

val

Gly

Leu

Thr

Pro
Thr
Gly
Ala
Asp
1q5
Gln

Thr

Thr
Pro
Ser
Gly
Ser
Gly
85

Gly
Glu
Ala

Gly

Phe
165

Ser

Tyr

Thr

Pro

150

Ala

Ile

val

T. lanuginosus

Pro
Ala
Glu
Ala
Trp
70

Leu
Asn
Tyr
Tﬁr
Lys

150

Asp

Ser

Asp

Gln

135

Gly

Trp

val

Thr

Val

Gly

Gly

Gln

55

Gly

Asn

Ser

Tyr

Asp

135

Thr

Gln

Ala

Ile

120

Thr

Gly

Lys

Ala

Ala
200

Ala

Asn

Trp

40

Ala

Asp

Ala

Tyr

Ile

120

Leu

Thr

Tyr

Ala
105

Leu

Phe

Ser

Gly

Thr

185

Ser

Leu

Ala

25

His

Thr

Gly

Arg

Leu

105

Val

Gly

Arg

Trp

Ser

Ser

Glu

Ile

Leu

170

Glu

Ala

10

Thr

Asp

Tyr

Gly

Ala

90

Ala

Glu

Thr

Val

Ser
170

His

Thr

Gln

Ser

155

Gly

Gly

Ala

Glu

Gly

Thr

Asn

15

Ile

Val

Asn

Val

Asn

155

Val

Lys
Trp
Phe
140
Gly

Met

Tyr

Leu

Leu

Tyr

Asn

60

Leu

His

Tyr

Phe

Glu

140

Ala

Arg

Gly

Arg
125

Trp’

Thx

Asn

Gln

Ala
Glu
Tyr
45

Leu
Val
Phe
Gly
Gly
125
Cys

Pro

Gln

Ser
110

Tyr

Ser

val

Leu

Ser
190

Ala

Lys

30

Tyr

Glu

Gly

Glu

Trp

110

Thr

Asp

Ser

Asp

Val

Asn

Val

Asp

Gly

175

Ser

Thr
15

Arg
Ser
Gly
CGly
Gly
85

Thr

Tyr

Ile

Lys
175

Thr
Ala
Arg
val
160

Ser

Gly

Gly

Gln

Gly
Lys
80

Val
Arg
Asp
Ser
Asp

160

Arg

69



Thr Ser Gly Thr Val Gln Thr

180

Ala Gly Leu Asn Val Asn Gly

195

Glu Gly Tyr Phe Ser Ser Gly

Gly
225

210

<210>
<211>
<212>

<213>

<q00>

25
231
PRT

25

Met Val Ser

1

val

Ala

Tyr

Ala

65

Asn

Arg

Leu

Ile

Gly

145

Arg

Trp

Aan

Tyr

Leu

Thr

His

50

Gln

Thr

Val

Ala

Glu

130

Ser

Tyr

Ser

His

Tyr
210

Ala

Ala

35

Asn

Tyr

Gly

Ile

Val

115

Ser

Phe

Asn

Val

Phe

195

Gln

Phe
Ala
20

Leu
Gly
Thr
Asn
Asn
100
Tyr
Tyr
Gln
Gln
Arg
180

Asn

Ile

€. carbonum

Lys

Pro

Leu

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Gly

Gly

Thr

Pro

165

Thr

Ala

val

Ser
Phe
Glu
Phe
Gly
70

Val
Gly
Trp
Thr
Asp
150
Ser
Gln
Trp

Ala

215

Leu

Asp

Lys

Tyr

55

Glu

Gly

Gly

Thr

Tyr

135

Gly

Ile

Lys

Ser

Thr
215

Gly
Asp
200

Tyr

Leu

Phe

Arg

Ser

Gly

Gly

Ala

Arg

120

AsSn

Gly

Asp

Arg

Arg

200

Glu

Cys His Phe Asp

185

His

Ala

Leu
Leu
25

Gln
Trp
Ser
Lys
Phe
105
Asn
Pro
Thr
Gly
val
185

Tyr

Gly

Tyr Tyr Gln

Arg Ile Thr

Ala

10

Arg

Ser

Trp

Arg

Gly

90

Asn

Pro

Ser

Tyr

Thr

170

Gly

Gly

Tyr

Ala

Glu

Thr

Tyr

75

Trp

Pro

Leu

Ser

Asn

155

Arqg

Gly

Leu

Gln

220

val

Arg

Pro

Asp

60

Ser

Asn

Gln

Val

Gly

140

val

Thr

Ser

Asn

Ser
220

Ala
Ile
205

Val

Ala
Asp
Ser
45

Gly

Val

Pro

Glu
125
Ala
Ala
Phe
Val
Leu

205

Ser

Trp
190
vVal

Ala

Thr
Asp
30

Ala
Gly
Thr
Gly
Asn
110
Tyr
Gln
Val
Gln
Asn
190

Gly

Gly

Ala Argq

4
Ala Thr %ﬁ

Asp Val

Thr Ser
15

Val Asn
Glu Gly
Gly Ser
Trp Arg

Ser Gly
95

Gly Tyr
Tyr Val
Ile Lys
Ser Thr

160
Gln Tyr
175
Met Gln

Gln His

Ser Ser



Asp Ile Tyr Val Gln Thr Gln

225

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

<400>

26
231
PRT
C.

26

Met Val Ser

1

Val

Ala

Tyr

Ala

65

Asn

Arg

Leu

Ile

Gly

145

Trp

Asn

Tyr

Asp
225

Leu

Thr

His

50

Gln

Thr

Val

Ala

Glu

130

Sar

Tyr

Ser

His

Tyr

210

Ile

<210>
<2il>
<212>
<213>

<400>

Ala
Ala
35

Asn

Tyr

Gly

Ile

vVal

115

Ser

Phe

Asn

Val

Phe

195

Gln

Tyr

27
221
PRT

27

Phe

Ala

Leu

Gly

Thr

Asn

Asn

100

Tyr

Tyr

Gln

Gln

Arg

180

Asn

Ile

Val

sativus

Lys

Pro

Leu

Tyr

Met

Phe

85

Tyr

Gly

Gly

Thr

Pro

165

Gln

Ala

vVal

Gln

H. insoclens

230

Ser

Phe

Glu

Phe

Gly
10

val
Gly
Trp
Thr
Asp
150
Ser
Gln
Trp

Ala

Thr
230

Leu

Asp

Lys

Tyr

55

Glu

Gly

Gly

Thr

Tyr

135

Gly

Ile

Lys

Ser

Thr

215

Gln

Leu

Phe

Arg

10

Ser

Gly

Gly

Ala

Arg

120

Asn

Gly

Asp

Arg

Arg

200

Glu

Leu

Leu

25

Gln

Trp

Ser

Lys

Phe

105

Asn

Pro

Thr

Gly

Val

185

Tyr

Gly

Ala

10

Arg

Ser

Trp

Arq

Gly

90

Asn

Pro

Ser

Tyr

Thr

170

Gly

Gly

Tyr

Ala

Glu

Thr

Thr

Tyr

75

Trp

Pro

Leu

Ser

Asn

155

Arg

Gly

Leu

Gln

Val
Arxg
Pro
Asp
Ser
Asn
Gln
vVal
Gly
140
Val
Thr
Ser

Asn

Ser
220

Ala

Asp

Ser

45

val

Pro

Gly

Glu

125

Ala

Ala

Phe

val

Leu

205

Ser

Thr
Asp
30

Ser
Gly
Thr
Gly
Asn
110
Tyr
Gln
Val
Gln
Asan
190

Gly

Gly

Thr
15

Gly

Glu

Trp
Thr
95

Gly
Tyr
val
Ser
Gln
175
Mat

Gln

Serx

Ser

Asn

Gly

Ser

Arg

Gly

Tyr

val

Lys -

Thr

160

Tyr

Gln

His

Ser



Met

Ala

Leu

Tyr

Aan

65

Phe

Tyr

Gly

Gly

Thr

145

Pro

Lys

Ala

Val

Gln
225

Val

Ile

Gln

Phe
50

Leu

Val

Gly

Trp

Thr

130

Asp

Ser

Asn

Trp

Ala

210

Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Ser
Ala
Ala
35

Tyr
Glu
Gly
Gly
Thr
115
Tyr
Gly
Ile
Lys
Gln
195
Thr

Ria

28
233
PRT

28

Leu
Ala
20

Arg
Ser
Gly
Gly
Tyr
100
Arg
Aan
Asp
Asp
Arg
180

Gln

Glu

M. grisea

Lys

Pro

Gln

Trp

Ser

Lys

85

Phe

Asn

Pro

Gln

Gly

165

vVal

His

Gly

Ser

Phe

Val

Trp

Arg

70

Gly

Asn

Pro

Gly

Tyr

150

Thr

Gly

Gly

Tyr

val

Asp

Thr

Ser

55

Tyr

Trp

Pro

Leu

Ser

135

Asp

Arg

Gly

Met

Gln
215

Met Val Ser Phe Thr Ser Ile

1

5

Ser Ala Leu Ala Ile Pro Ala

20

Phe Glu Gln Leu Met Arg Arg

35

Leu

Phe

Pro

40

Asp

Gln

Asn

Gln

Val

120

Gln

Ile

Thr

Ser

Pro

200

Ser

Val

Ala Ala
10

Val Pro
25

Asn Ala

Gly Gly

Val Arg

Pro Gly
90

Gly Asn
105

Glu Tyr
Ala Gln
Phe Val
Phe Gln

170

Val Asn
185

Leu Gly

Ser Gly

Ala

Arg

Glu

Gly

Trp

15

Thr

Gly

Tyr

Tyr

Ser

155

Gln

Met

Gln

Glu

Thr

Asp

Gly

Gln

60

Arg

Gly

Tyr

Val

Lys

140

Thr

Tyr

Gln

His

Ser
220

Ala

Asan

Trp
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50

55

Pro
Gly
40

Leu
Ala
Gln
Gly
Glu
120
Tyr
Thr
Gln
Val
Lys

200

Ser

Phe
Asn
Ser

40

Gln

Ala
25

Tyr
Asn
Leu

Leu

Asn
108

Tyr
Lys
Thr
Tyrx
Ser
185

Mat

Ala

Thr

Thr
25

Lys

Ala

His

Asp

Asn

Phe

Gly

Ser

Tyr

Gly

Arg

170

Ala

Tyr

Asn

Val
10
Ala

Glu

Ala

Ala

Tyr

Gly

Arg

Asn

Tyx

Ile

Ser

val

155

Ser

His

Glu

val

Leu

Phe

Val

Pro

Arg

Glu

Gly

60

Lys

Ile

Leu

vVal

Phe

140

Asn

YVal

Phe

Thr

Met
220

Ala

Ala

Leu

Lys
60

Thr
Leu
45

Ala
Gly
Ser
Cys
Asp
125
Tyr
Gln
Arg
Arg
Ala

205

Thr

Thr
Ala
Ser

45

Thr

Ile
30

Trp

Phe

Lys

Ile

val

110

Ser

Ala

Pro

Gln

Lys

190

Phe

Asn

Leu
Thr
30

Thr

Ile

Thr

Lys

Ser

Lys

Asn

95

Tyr

Trp

Asp

Ser

Thr

175

Trp

Thr

Gln

val
15

Asn

Gln

Thr

Asn

Asp

Ala

Phe

80

Tyr

Gly

Gly

Gly

Ile

1860

Lys

Glu

Val

Leu

Met

Leu

Lys

Ser



Asn
65

Tyr
Gln
Asn
Asp
Trp
145
Ser
Gly
Ile
Lysa
Glu
225

Ile

Ile

Glu
Gly
Trp
Asp
Cys
130
Thr
Trp
Gly
Gln
Arg
210
Ser

Glu

Asn

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

<400>

Ile

Asn

Ser

Thr

115

Asn

Ser

Arg

Ile

Gly

155

Thr

Lya

Gly

Ile

58
234
PRT

Gly

Thr

Asn

100

Gln

Tyr

Ser

Pro

Tyr

180

Asn

Ser

Gly

Tyr

Gly
260

Val Asn
70

Ser Met
B85

Ile Gly

Thr Tyr

Gln Pro

Pro Leu
150

Pro Gly
165

Asp Ile

Thr Thr

Gly Thr

Met Pro
230

Gln Ser
245

Lya

C. thermocellum

58

Met Lys Gln Lys Leu Leun

1

Val Ser Leu

Thr
20

5

Leu Phe

Thr Ser Asn Gln Thr Gly

35

Lys Asp Thr

50

Ser Cys Glu

65

Gly

Trp

Asn Gly

Ser Aan
70

Thr

Asn

Lys

Tyr

135

Val

Gly

Tyr

Phe

Ile

215

Leu

Ser

Val

Pro

Thr

Thr

55

Ile

Gly
Leu
Ala
Gln
120
Gly
Glu
Thr
Glu
Lys
200
Ser

Gly

Gly

Thr

Val
Gly
40

Met

Aan

Tyr
Lys
Leu
105
Leu
Asn
Tyr
Ser
Thr
185
Gln
Val

Lya

Lys

Phe
Asn
25

Gly

Val

Asn

Asp
Asn
90

Phe
Gly
Ser
Tyr
Lys
170
Thr
Tyr
Ser

Met

Ala
250

Leu
10

Val

Gly

Leu

Ile

Tyr
75

Gly
Arg
Asn
Tyr
Ile
155
Gly
Arg
Trp
Lys
His

235

Asp

Ile

Arg

Tyr

Lys

Leun
75

Glu
Gly
Lys
Ile
Leu
140
_Val
Thr
Ile
Ser
Hia
220

Glu

val

Leu
Ala
Asn
Asp

60

Phe

Leu

Ala

Gly

Ser

125

Cys

Asp

Ile

Asn

Val

205

Phe

Thr

Asn

Ile
Asp
Phe
45

Gly

Azg

Trp

Phe

Lys

110

Val

val

Ser

Thr

Gln

130

Arg

Ala

Ala

Ser

Thr
val
30

Glu

Gly

Lys

Lys

Ser

95

Lys

Asn

Tyr

Trp

val

175

Pro

Arg

Ala

Phe

Mat
255

Phe
15

Val
Tyr

Ala

Gly

Asp
80

Cys
Phe
Tyr
Gly
Gly
160
Asp
Ser
Thr
Trp
Asn

240

Ser

Thr

Ile

Trp

Phe

Phe
ag

S



Lys Tyr
Thr Tyr
Tyr Gly
Trp Gly

130

val Asp
145

Pro Ser

Thr Ser

Asp Glu

Ser Cys
100

Trp Thr
115

Thr Trp
Gly Gly

Ile Lys

Lys Arg
180

Ala Trp Glu Arg

Leu Val
210

Met Thr
225

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Lys
1

Gly Leu

Glu Ile

Gly Gly
50

Gln Trp
65
Asp Glu

Gly Ala

Trp Thr

195

val Glu

Ile Thr

59

230

PRT
Bacillua
59

Gln Val

Leu Phe
20

Gly Thr
35

Ser Gly

Ser Asn

Thr Gln

Thr Tyr
100

Val Asp
115

Thr Lys Thr
85

Asn Tyr Gln
Ser Asn Pro
Arg Pro Pro

135

Thr Tyr Glu
150

Gly Thr Ala
165

Thr Ser Gly

Leu Gly Met

Gly Tyr Gln
215

Val Gly Asn
230

sp 41M-1

Lys Ile Met
Phe Ser Glu
His Asp Gly
Ser Met Thr

55

Val Asn Asn
70

Thr His Gln
85

Asn Pro Asan

Pro Leu Val

His

Pro

Leu

120

Gly

Ile

Thr

Thr

Lys

200

Ser

Ala

Phe

Asn

Tyr

40

Leu

Ile

Gln

Gly

Glu
120

Asp

Asn

105

Val

Ala

Tyr

Phe

Ile

185

Met

Ser

Preo

Leu

Ala

25

Asp

Asn

Leu

Ile

Asn
105

Fhe

Gln
90

Gly
Glu
Thr
Glu
Gln
170
Ser
Gly

Gly

Ser

Met
10

Glu
Tyr
Ser
Phe
Gly
90

Ser

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Pro

Thr

155

Gln

val

Lys

Lys

Thr

Ala

Glu

Gly

Arg

75

Asn

Tyr

Ile

Gly

Ser

Tyr

Lys

140

Thr

Tyr

Thr

Met

Ala
220

Met

Ala

Phe

Gly

60

Lys

Met

Leu

Val

Tyr
Tyr
Ile
125
Gly
Arg
Trp
Glu
Tyr

205

Asp

Phe

Ile

Trp

45

Thr

Gly

Ser

Thr

Asp
125

Ile

Leu
110
Ila
Thr
Vval
Ser
His
190

Glu

Val

Leu

Thr
30

Lys

Phe

Lys

Ile

Val
110

Ser

Thr
95

Gly
Glu
Ile
Asn
Val
175
Phe

Val

Thr

Gly
15

Ser
Asp
Ser
Lys
Asn
a5

Tyr

Tzp

Val

vVal

Ser

Thr

Gln

160

Arg

Lys

Ala

Ser

Ile

Asn

Ser

Ala

Phe

80

Tyr

Gly

Gly

a7
79



Thr

Gly

145

Ile

Lys

Glu

Val

Leu
225

Trp
130
Gly
Lys
Arg
Ser
Glu

210

Thr

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

<400>

Arg

Thr

Gly

Thr

Leu

195

Gly

Ile

60
217
PRT

Pro

Tyr

Thr

Ser

180

Gly

Tyr

Gly

Pro

Gln

Ala

165

Gly

Met

Gln

Gly

Gly

Ile

150

Thr

Thr

Asn

Ser

Gln
230

Gly
135
Tyr
Phe
Ile

Met

Ser
215

P. multivesiculatum

60

Glu Lys Val

1

Gln
Glu
Gly
Ile
65

val
Leu
vVal
Thr
Ile

145

Ser

Thr
Leu
Lys
50

Gly

Leu

Glu
Met
130

Asn

Val

Phe

Tzp

a5

Phe

Lys

Val

Ile

Ser

115

Tyr

Gln

Arg

Ile

Tyr

20

Lys

Ser

Lys

Asn

Tyr

igo

Trp

Val

Pro

Thr

Cys

Asn

Asp

Cys

Trp

Tyr

as

Gly

Gly

Asp

Ser

Gln
165

Leu

Asn

Thr

Ser

Asn

70

Asp

Trp

Ser

Asp

Ile

150

Lys

Leu

Ala

Gly

Trp

55

Cys

Val

Thr

Trp

Gly

135

Asp

Lys

Thr

Glu

Gln

Ser

Gly

200

Gly

Ile

Gln

Thr

40

Ser

Gln

Asp

Arg

Arg

120

Gln

Gly

Thr

Pro
Thr
Gin
Val
185

Aan

Ser

Ala

Gly

25

Thr

Asn

Tyr

Tyr

Asn

105

Pro

Tyr

Asn

Arg

Lys
Thr
Tyr
170
Ser

Met

Ala

Leu

10

Gln

Ser

Ile

Glu

Asn

90

Pro

Pro

Asp

Thr

Gly
170

Gly

Arg

155

Trp

Glu

TYr

Asn

Phe

Ile

Met

Asn

Trp

75

Pro

Leu

Gly

val

Asn

155

Thx

Thr
140
Tyr
Ser
His

Glu

Val
220

Gly
Asp
Thr
Asn
60

Trp
Asn
Val
Gly
Tyr
140

Phe

Val

Ile

Asn

Val

Phe

val

205

Tyr

Leu

Gly

Leu

45

Cys

Glu

Gly

Glu

Ser

125

Val

Lys

His

Asan
Gln
Arxg
Arg
190

Ala

Ser

Ile

Leu

30

Leu

Leu

Len

Asn

Tyr

110

Pro

Thr

Gln

val

Val
Pro
Thr
175
Ala

Leu

Asn

Glu

15

Asp

Gly

Phe

Gly

Ser

35

Tyr

Met

Asp

Tyr

Asn
175

Asp
Ser
160
Ser
Trp

Thr

Thr

Ala

Tyr

Gly

Arg

Thr

B0

Tyxr

Ile

Asn

Arg

Trp

160

His

R



His Phe Tyr Asn Trp Gln Glu

180

Glu Ala Ser Leu Asn Ile Glu

195

Val Asn Lys Asn Glu Val val

210

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

61
175
PRT

215

P multivesiculatum

61

Met Thr Leu

1

Gly
Trp
Pro
Leu
65

Gly
Ile
Thx
Val
Asn

145

Ser

Asn

Gln

Asn

50

Ile

Ser

Tyr

Phe

Ile

130

Leu

Ser

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

<400>

Ala

Gln

35

Gly

Glu

Aan

Val

Lys

115

Ser

Gly

Gly

62
265
PRT

Leu

Leu

20

Leu

Asn

Tyr

Ser

Thr

100

Gln

val

Leau

Ser

R. albus

62

Mat Arg Asn Asn

1

Ile Cys Leu Ala

20

Gly
5
Phe
Gly
Ser
Tyr
Met
85
Asp
Phe
Ser

Met

Ala
165

Phe

Gly

Gly
Arg
Thr
Tyr
Ile
70

Giy
Arg
Trp
Lys
Tyr

150

Thr

Gly
Ile
Ile
Met
55

val
Thr
Ile
Ser
His
135

Glu

Val

Met
Gly
200

Gln

Lys
Gly
Ser
40

Cys
Asp
Ile
Asn
Val
120
Phe

Ala

Asn

Lys Met Arg

Val Leu Gly

Gly Leu Lys Val Gly Lys Val Tyr

185

Tyr

Thr

Phe

Lys

25

val

Val

Ser

Asn

Gln

105

Arg

Glu

Ser

Gln

val

Ser
25

190

Gln Ser Ala Gly Ser Ala Thr

Ser
10

Lys
Ala
Tyr
Trp
vVal
90

Pro

Thr

Ala

Asn
170

Met
10

Cys

Cys

Trp

Tyr

Gly

Gly

75

Asp

Ser

Gln

Trp

Thr

155

Asp

Ala

Gly

205

Asn Trp
Asp Cya
Asn Val

45

Trp Thr

60

Ser Trp

Gly Gly

Ile Asp

Lys Lys
125

Thr Ser
140
Ile Glu

Val Thr

Gly Vval

Asn Ser

Ser
Thr
30

Asp
Arg
Arg
Thr
Gly
110
Thr
Lys

Gly

Gly

Ala

Ser
30

Asn
15

Lys
Tyr
Ser
Pro
Tyr
95

Thr
Ser
Gly

Tyr

Gly
175

Ala
15

Asp

Ile

Thr

Arg

Pro

Pro

80

Asp

Thr

Gly

Leu

Gln
160

Val

Lys

49

loo



Asp

Lys

Ser

65

Met

Asn

Tyr

Pro

Leu

145

Gly

Asp

Lys

Asp

Ala

225

Leu

Asn

Ser Ser
35

Asp Ser
Asp Gly
Thx Ile
Asn Ala
Lys Glu

115

Asp Gly
130

Val Glu
Ala Ala
Ile Tyr
Thr Phe

195
Gly Thr
210
Trp Glu

Asn Ile

Glu Leu

<210> 63
<211> 226
<212> PRT

<213>

<400> 63

Ser

Lys

Tyr

Asn

Leu

1o0

Leu

Asn

Phe

Glu

Lys

180

Asp

Lys

Gln

Glu

Thr
260

Lys

Asn

Asp

Glu

FPhe

Gly

Ser

Tyr

Ser

165

Thr

Gln

Ile

Val

Gly

245

Val

Lys
Gly
Tyr
70

Gly
Arg
Asn
Tyr
Ile
150
Leu
Thx
Tyr
Glu
Gly
230

Tyr

Asp

Ser

Gln

Glu

Gly

Arg

Ile

Met

135

Val

Gly

Arg

Trp

Gly

215

Leu

Gln

Gly

Caldicelluloairuptor

Met Cys Val Val Leu Ala Asn

1

5

Phe Thr Ser Asn Ala Thr Gly

20

Trp Lys Asp Thr Gly Asn Thr

35

Ala

40

Val

Leu

Thr

Gly

Ser

120

Cys

Glu

Thr

Tyr

Ser

200

Thr

Thr

Ser

Asn

sp

Pro

Thr

Thr
40

Asp

Phe

Trp

Phe

Lys

105

Val

val

Ser

Val

Glu

185

Val

Ile

Leu

Asn

Tyr
265

Phe

Tyr
25

Met

Ser Ala Lys
Thr Lys Asn
Lys Asp Lys

15

Ser Cys Lys
90

Lys Phe Asp
Lys Tyr Gly
Tyr Gly Trp

140

Trp Gly Ser
155

Thr Val Asp
170

Gln Pro Ser
Arg Gln Aap

Ser Ile Ser
220

Gly Asn Met
235

Gly Gln Ala
250

Tyr Ala Gln
10

Asp Gly Tyr

Thr Vai Asp

Ala
45

Ala
Gly
Trp
Cys
Val

125

Thr

Trp

Gly

Ile

Lys

205

Lys

Tyr

Thr

Ala

Tyr

Thr
45

Asp

Arg

Asp

Ser

Thr

110

Asp

Ile

Arg

Gly

Asp

190

Pro

His

Glu

Ile

Ala

Tyr
30

Gly

Ser

Gly

Thr

Asn

95

Lys

Tyx

Asp

Pro

Thr

175

Gly

Thr

Phe

val

Tyr
255

Asn

Thr

Glu

80

Ile

Thr

Gln

Pro

Pro

160

Tyr

Thr

Gly

Asp

Ala

240

Glu

Met Thr

15

Glu Leu

Gly Arg

le]}



Phe

Lys

65

Tyr

Gly

Gly

Asp

Ser

145

Ser

Trp

Cys

Thr

Asn
225

Ser
50

Lys
Ser

Trp

Ser

Cys

ehe

Ala

Ser

Trp
115

Gly Ala

130

Ile

Lys

Ala

Val

Phe

210

Gly

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

<400>

Glu

Arg

Ala

Glu
195

Thr

64
232
PRT

Gln
Ser
Thr
Azg
100
Arg
Thr
Gly
Thr
Lys
180

Gly

Ile

Trp Ser

Thr Ala
70

Tyr Asn
85

Asn Pro
Pro Pro
Tyr Asp
Thr Arg

150
Ser Gly
165
Gly Leu

Tyr Gln

Gly Gly

D. thermophilum

Mat Phe Leu Lys

1

Lys Leu
5

Ala Val Tyr Thr Gln Val

Asn Ala Ser

35

Thr Gly Asn

50

Gln Trp Ser

65

Asn Gln Aan

20

Gly

Thr

Asn

Trp

Thr Phe

Thr Met

Ile Aan
70

Gln Ser
85

Asn

55

Trp

Pro

Leu

Gly

Ile

135

Thr

Thr

Aan

Ser

Ser
215

Ser

Asn

Asp

Thr

55

Asn

Leu

Ile

Asn

Asn

Val

Ala

120

Tyr

Phe

Val

Leu

Ser

200

Ser

Lys
Ala
Gly
40

val

Ala

Gly

Asn
Gln
Gly
Glu
105
Thr
Lys
Asp
Thr
Gly
185

Gly

Ser

Leu
Gln
25

Tyr
Tyr

Leu

Thr

Asn

Leu

Asn

90

Phe

Ser

Thr

Gln

Val

170

Thr

Ser

Gly

Leu

10

Thr

Tyr

Thr

Phe

Ile
90

Ala
Gly
75

Ser
Tyr
Leu
Thr
Tyr
155
Thr
Ile

Ala

Ser

Leu

Ser

Tyr

Gln

Arg

75

Arg

Leu
60

Thr

Ile

Gly

Arg

140

Trp

Asp

Asp

Asn

Ser
220

val
Ile
Glu
Gly
60

Thr

Ile

Phe

val

Lau

Val

Thr

125

Val

Ser

Hia

Gln

Ile

205

Asn

Val
Thr
Leu
45

Arg

Gly

Thr

Arg

Lys

Cys

Glu

110

Val

Asn

val

Phe

Ile

190

Gly

Leun
30

Trp

Phe

Lys

Tyr

Thr

Ile

Ile

95

Ser

Thr

Gln

Arg

Lys

175

Thr

Gln

Ser

Leu

15

Thr

Lys

Ser

Lys

Ser
95

Gly

Thr

80

Tyr

Txp

Ile

Pro

Thr

160

Ala

Leu

Asn

Aan

val

Ser

Asp

Cys

Tyr

80

Ala

102



Thr

Thr

Arg

Thr

145

Gly

Thr

Arg

Gly

Gln
225

Tyr

Aan

Pro

130

Tyr

Thr

Ser

Asn
Pro
115
Pro
Asp

Ala

Gly

Gly Leu

TYyr
210

Gly

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

<400>

195

Gln

Ser

65
255
PRT

Pro
100
Leu
Gly
Ile
Thr
Thr
180
Asn

Ser

Ser

Asn

vVal

Ala

Tyr

Phe

165

Val

Leu

Ser

Ser

Gly

Glu

Thr

Arg
150
Asp
Thr
Gly

Gly

Gly
230

R. flavefaciens

65

Met Lys Leu

1

Leu

Gln

Asn

"' Cya

65

Tyr

Thr

Tyr

Trp

Met

Thr

Gly

50

Ser

Asp

Tyxr

Gly

Gly
130

Ile
Arg
35

Gln
Trp
Ser
Asp
Trp

115

Asp

Ser
Ala
20

Gly
Gly
Ser
Gln
Val

100

Thr

Trp

Lys

Sear

Asan

Gln

Asn

Lys

Glu

Arg

Arg

Ile

Ala

Val

Ala

Ile

70

Lys

Tyr

Asn

Pro

Asn
Phe
Ser
135
Thr
Gln
val
Thr
Ser

215

Ser

Lys

Ala

Gly

Ser

55

Glu

Aan

Thr

Pro

Pro
135

Ser
Tyr
120
Leu
Thr
Tyr
Thr
Ile
200

Ala

Ser

Lys

Pro

Gly

40

Met

Asn

Tyr

Pro

Leu

120

Gly

Tyr
105
Ile
Gly
Arg
Trp
Asp
185

Asp

Asn

Val
val
25

Tyr
Asn
Phe
Lys
Arg
105

Met

Asn

Leu

val

Gln

vVal

Ser

170

Hia

Gln

Ile

Leu

10

val

Asp

Pro

Leu

Ala

Gly

Glu

Asp

Cys

Glu

Val

Asn

155

Val

Phe

Ile

Thr

Ser

Ala

Tyr

Gly

Ala

75

Phe

Asn

Tyr

Gly

Ile

Ser

Thr

140

Gln

Arg

Arg

Thr

Gln
220

Sar

Glu

Ala

60

Arg

Gly

Ser

Tyr

Glu
140

Tyr
Trp
125
Ile
Pro
Thr
Ala
Leu

205

Asn

Thr
Ala
Met
45

Gly
Met
Asn
Tyr
Ile

125

Val

Gly
110
Gly
Asp
Ser
Ser
Trp
190

Cys

Thr

Val
Ala
30

Trp
Ser
Gly
Ile
Met
110

vVal

Lya

Trp

Asn

Gly

Ile

Lys

175

Ala

Val

Phe

Ser
15

Asp
Asn
Phe
Lys
val
95

Cys

Glu

Gly

Ser

Trp

Gly

Val

160

Arg

Asn

Glu

Ser

Ala

Gln

Gln

Thr

Asn

Leu

Val

Gly

Thr
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Val
145
Asn
val
Gly

Leu

Tyr
225

Gly

Ser

Gln

Arg

Thr

Asp

210

Arg

Gly

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

<400>

Ala

Pro

Gln

Ile

195

Met

Ser

Ser

66
280
PRT

Asn

Ser

Thr

180

Asp

Ser

Asn

Ser

Gly

Leu

165

Ser

val

Gly

Gly

Asp
245

P. stipitis

Met Thr Val

1

Leu
Val
Ser
Leu

Gly
®
Met

Val

Tyr
145

Thr

Leu
Leu
Val
50

Asn
Glu
Ser
Phe
Gly
130

Tyx

Gly

Hia

Leu

35

Tyr

Ile

Leu

Leu

Ser

115

Ala

Val

Thr

Tyr

Val

20

Thr

Thr

Thr

Glu

Cys

100

Leu

Thr

Val

Phe

Lys

Leu

Arg

Asn

Axg

Val

85

Asp

Gly

Val

Asp

Val
165

Asn
150
Asp
Gly
Thr
Thr
Ser

230

Asn

Arg

Ser

Cys

Glu

Val

70

Arg

Leu

Lys

Tyr

Ser

150

Thr

Thr

Gly

Ser

Lys

Leu

215

Ala

Gly

Lysa

His

Met

Thr

55

Met

Glu

Ser

Gly

Gly

135

Trp

Val

Tyr

Thr

Ala

His

200

Tyr

Asn

Gly

Ser
Ala
His
40

Ser
Ser
Leu
Cys
Trp
120
Trp

Gly

Lys

Asp

Ala

Asn

185

Phe

Glu

Val

Gln

Arg

Pro

25

Leu

Glu

Tyr

Lys

Ser

105

Gln

Thr

Ser

Cya

Ile

Thr

170

Asn

Asp

Val

Lys

Gln
250

vVal

10

Thr

Cysa

Glu

Asp

His

Thr

Ala

Arg

Tyr

Asp
170

Arg
155
Phe
Gln
Ala
Ser
Ser

235

Gln

Leu

Lya

His

Arg

Arg

75

Val

vVal

Ile

Ser

His

155

Gly

Lys

Pro

Thr

Trp

Leu

220

Val

Asn

Ile
Met
Phe
Ser
60

Trp
Met
Leu
Ser
Pro
140

Pro

Gly

Thr

Gln

Asn

Ser

205

Asn

Ser

Asn

Ala

Leu

Arg

Met

Thr

Ser

Asp

Ser

125

Leu

Ser

Thr

Met

Tyr

Tyr

190

Ala

Ile

Val

Asp

Val

Thr

30

Thr

Ser

Asp

His

Ser

il0

Arg

Leu

Asn

Tyr

Arg

Trp

175

Met

Ala

Glu

Thr

Trp
255

Val

15

Thr

Ser

Asp

Leu

Arg

Asn

Gln

Ile

Thr

Asp
175

Tyr
160
Ser
Lys
Gly

Gly

Gln
240

Thr

Asp

Asp

Arg

Val

80

Thr

Ser

Gly

Glu

Ile
160

Ile

oy
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Lys
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Leu
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Ala

Phe

245

Thr

Leu
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Leu

230

Ser

Trp
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Asn
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Gln

215

Lys

Ser

Ala

Ile

Ala

Gln

200

Asn

Thr

Gly

Thr

Asn
280

Pro

185

Ser

Ala

Met

Ile

Ser
265

Ser

Ala

Thr

Thr

Thr

250

Leu

Thr
Ile
Leu
235

Tyr

Thr

Glu

Ile

Thr

220

Glu

Glu

Ser

Gly

Gln

205

Phe

Ala

Gln

Gln

Thr

190

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr
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Thr
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Phe

His

His
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Phe
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international Application No. PCT., / BO0t1/0 04 26
REQUEST - 08 MARCH 2000 [ ggm o)

International Flling Date —
The tinderaigned roquests that the present INTERNATICNAL BUREAU OF WIPO

intemational application be processed according to PCT International Application
the Patent Cooperation Treaty. Name of recelving Office snd “PCT intemational Application”

Applicant’ 's file referan
{¥ clesirec)) ;gmm ® P8526W0O CTH

Box No. { TITLE OF INVENTION
NZYME

Box No.ll  APPLICANT

Name and address: (Femily name followsd by given nams; for 3 legal sntly, Nl ofiiciel designation. The
aciress must include pastal code snd neme of country. The couniry of the addvess indicated 11 thia Bax js | ] This person is slsc inventor,
the appiicant’s Stefe (1 e. coimiry) of residence X no Stete of residance J indiceted balow.)

Denieco A’S Telephons No.
sbrogade 1
:Jmﬂox 17 Facsimile No.
DK-1001 Copenhagen K
Denmark Teleprinter No.
State fe. county) of nationatity: State fie. country) of rasldencs: oK

DK

This person ks spplicant for all designated ofl designatad Siates except the the United Stetes the States Indicated In
the purpeses of: D 3] United States of America O of America only O the Supplementsl Box

Box No.lll FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Namae and address: Mnmi&uubnhmmhu lsgal ently, Adl olficie! dagkmation. The .
accres must inchuce postal code and name of caunlry. The counkry of the adcress indicated in this Box s This person is:
the appiicent’s Sisle (Le. counkry) of raskience ¥ no Stata of residance Js indicatod balow.)
SIBBESEN, Ol (] appéicant anly
2880 amv:ga L {7} spplicant and Inventor
Denmark
D invantor only (¥ this check-box Is
marked, do not All in below)
Stale Le. comby) of nationally: Stiate (Le. country] of residencs: DK

DK

This persan ls sppiicant for il designated all designated Staies excapt the the Uniled Stetes the States indicated in
tha purposes of: D' ol Dumdlghhlofmﬂu Endmrluonly DlhoSupphmmIBu

m Further sppiicants and/or (further) inventors are lndicated on a continustion sheet

Box No.V  AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The pefson identifled balow ls hereby/has been appoinad to act on behalf of -
the applicant(s) befors the competant intemational Authorities as: & sganr (7] common representative

Name and addrees: (Famly nams fokowes by ghen nme: b o iegel ey, ol offce deatson. Telephone No,
The adciress must inclugle posial code and name of country.} 023 8071 B500

i
mnnmc:l. gon-m Thomss Facaimio No.
Vo 023 8071
21 New Fetier Lane 8800
EC4A
1DA Teleprinter No.
Unlied Kingdom lep 477687 YOUNGS G

maix this check-box where no agent or common represantative is/has bean appointed and the spacs abave Is used Insisad to indicate a

apecial address 10 which comeapondence shouid be sent.

Form PCTRO/101 (firet sheet) (July 1898; reprint Janusry 2000) See Nolas io the requast form



Shest No. 2

.....................

9 466

Continuation of Box No. lli

FURTHER APPLICANT (S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

H none of the following sub-boxes Is used, this sheet Is not to ba Included in the request.

Name and sddress; (Famiy neme folwed Sy ghven name; for o legal enity, full oficie! designation. The |
ackiress muast include postal cade and name of country. The country of the address indicated n this Bax e |
the applicant’s Siale (that s, country} of rexidence ¥ no Stale of residence is indicaled balow.) ,

I

S@RENSEN , Jena Frisbesk

This peraon is:

(] epelicant only

Nordvas

nx—ezoommm - 8! spplicant and invantar

Aarhus '

Denmark ' ,:] inventor only (i this chack-bos is

. marked, do not 1l s below)
Starte (that i, cxmiry? of nationality: oK Stata {thet (5. couatry) of residence: —DK
This person is applicantfor _ gq degignated af designated Siates except the the United States the States Indicatad In
the purposes of: [ Siates 03 United States of America BY gf Americs only 3 ihe Supplementai Box
Nlmolndlddllll (Family nama foliowed by piven name; for B Aull oficial dasignation. The .
sticrass mus? include postel code and name of country. mm%%mummw- This persén ls:
e spplicant’s Siele (that s, country) of residence if no Stafe of reaidence iy indicated below.)
: ' {_] appficant only

{1 spplicant and inventor

[(] Inwantor only g ts check.bax ia
marked, do nof /R in bakw)

[ State that s, couniry) of residance:

Stale {thet is. caumry) of nationality:
This parson is applicant for alidesignated — sl dulgnlhd Steles except the
the purposes of: [ States L United States of America

— the United States ~—- the Siates Indicatad in
L of America only =/ the Supplamental Box

Name and address: (Family name followed by given name; for & lgsl enbly, full oificis! deaignation, m,
address must include poatai cods and name of county. The country of the addrass indicaled in this Box is
the spplicanr’s Stais (that ia, country) of residance i no Stale of rasidence is indicated befow.)

This persen is:
[7) ipplicant only

[7) spplicant and inventor

D Inventor only (¥ this check-box Is
marked, do not A in baiow)
|

Stiate (thal is, country) of nationality: Stute (that i, country) of residencs:;
This person is applicant for all designated oit designated Stetes except the the Unlied States the Siates indicated in
the purposas of: 3 states (3 United Stetes of Americe O ot America oniy O the Supplemental Bax
Name and address: (Famiy name flowed by given name; for & legal entlly, fuil officiel designation. The ..
Scdress must include posfa) code and neme of country. The country of the sccvss incicatnd in this Bo s This person is:
the appiicant's Siale {that is, coimiry) of reskiance ¥ no State of rasidence is indicated below.)

(] eppikant only

[(] spelicant and inventor

B inventor only (¥ohis chech-box /s

marked, do not Ml in below)

State {ihat &5, counoy) of nailonality; State that Iy, country) of residence:
Thia person Is epplicant for all designated ull designated States excepl the the United States the States indicated in
the purposes of: O States O Unitad States of America O of America only O the Supplemental Box

[ Further applicants snd/or (further) inventors are Indicated on a continustion shael

Form PCT/RO/101 (continuation sheet) (July 1888; reprint January 2000)

See Notes io the request form
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- SnestNo...3.._... 40?’

|§ax No.V  DESIGNATION F STATES - las
The following designetions are hareby made under Rule 4.8(a) (mark the appiicable checi-bores: st ieast ane must be markec).
Reglonal Patant
Ji AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambis, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, 3D Sudan, 8L Slema Leone, 82 Swaziland. TZ Unitad Rapublic of
Tanzanie, UG Ugends, ZW Zimbatwe, and any clher State which s w Contracting Staie of the Herare Protocol and of the PCT
RJ] EA  Eurssian Putent: AM Armenta, AZ Azertafion, BY Belanus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazskhatan, MD Republic of Mokiove, RU Russian Federvtion, TJ
: Tejikistan, TM Turkmanistan, and any otha State which is a Contracting State of the Eurasian Patent Conventian and of the PCT
Rl EP  Europsan Patent: AT Austie, BE Baighum, CH and LI Switzeriand and Liechterstein,CY Cyprus, DE Germary, DK Danmark, S Spain, Fi Finisnd,
PR Franca, GB Unibed Kingdom, OR Greace, IE reland, IT Italy, LU Luembourg, MC Monaco, NL Netheriands, PT Portugal, SE Swaden, and any
other Stata which ls a Contracting Stats of the Europesn Patent Cornrvention and of tha PCT
RJ) OA  OAPIPatent: BF Burkina Faso, BJ Banin, CF Ceniral African Republic, CG Congo, C1 Céte divolre, CM Camercon, GA Gabon, GN Guines, GW
Guines-Bisasu, ML Mall, MR Maurilania, NE Niger, SN Senagal, TD Ched, TG Togo, and any other Stwis which ls o member Siats of OAP) snd 8
Contracting Stata af the PCT (¥ othar kind of prolection or diment desired. plesse specily on dotted kine)
National Patent (¥ other kind of protection or trestment dasired. spacify on dotted ine):
] AR Unied Arab Eminites Bf LS Lesotho
Gt AL Amanis of] LT  thtmank
A AM  Asmenis LU Lusembocrg
G AT  Austia S W tatvia
ali AV Austrulia R MA MOMDGED . eeeeceeere e cseseeneesssssssaesbesasasssssass e
&) AZ  Azerbaljan &1 MO Republic of Mokiova
/1 BA  Bosnis snd Herzagovina §J] MG  Madageacar
W] BB Barbwdos . RJ] WK The lormar Yugosiav Rapubilic of Mecsdonis
§fi BG Bugars
§/ BR Ban RJl MN  Mongola
R/l BY Belanus ) W Mated
§J) CA Canmia B2 Mx  Mexeo
A/} CHANDLI  Switrarisnd and Lischisnstsin &7] NO Norwsy
Gfl CN Ghina S NZ  New Zesieng
ofi CR CostaRics §f . Poland
cu Cubs S PT  Portugal
CZ Crech Republc &/l RO Romania
G o Germany SJ) RU  Rusalan FROBMBUON, ............ooooooesrr e sreeeeeeeceeceerecses s sesses ssssssnes
G/l DX Denmark i 30 Suden
aJ) DM Dominice 51 SE  Sweden
fJ EE Eswnls &J] 8G Singepon
RJiEs  spun Bl 81 Siovenia
sl' FI Fniand 7] 8X  Slovakia
' GB  United Kingdom o/} 8. Siemn Leons
f7l 6D Grensda Kf T3 Tejdsian
§J) oF Geaghs §J] ™ Tukmanistan
B oH Ghane B1 TR Twkey
k7l GM Gambia R7] TT Trinkind and Tobago
B HR Croatia RJ] TZ  United Repubiic of Tanzania
R HU  Hungery B/l UA  Uhraine
B0 indonesis B2 ue uganda
SFn el 5§71 us  Unhed Staies of Amarics
BN inde
Glits icatang 8] Uz  Usbeidstan
& P Japan Bl VN Vist Nam
Bl K  Kenys B YU Yugosievia
Bl K6  Kymgyzsian Rl ZA  SouthAtics
BJ) kP Demacratic Peopie’s Repubiic of Kores ) aw  Zmbatwe
ofan
v e e e o
LJi L& SalntLuc B 0z Agerts
&7 LX A Larka &J] AG Antigua and Barbuds
mu‘ Lberla mll Mozambique 4’-———'\_
Gl BZ Baize C (A cocoumbia '}
Precautionary Designation Statement: In sddition 1o the designationa made sbove, the applicant siso makes under Ruls 4.8{b) all ather deaignations which
wouki be parmitied under the PCT except any designation(s) indicatad In the Supplemenial Box ss being excluded from the scope cf this stslement. The
spplicant deciares that those addjtions! designations are subject lo conflrmation and that any dssignation which s not confirmed before the expirsion of 15
months from tha priority dats 1a 1o be regarded s withdrawn by tha applicant a1 the axpirstion of that time Imit. (Confimation (inciuding fees) must reach the
roceiving Giice withn the 15-manth e k)

Form PCT/RQO/M01{second sheet) (January 2000) Sse Notos (o the reques! form



SheatNo. 4

101#94/

if the Supp/amental Box /s not used, thiz sheet nesd not be inciuded in the request.

Use this bax in the foliowing cases:

1. ¥, In any of the Boxes, the space I3 insufficient to
furnish ail the information:

In particuler:

{0 ¥ more than two persans are Involved as applicants
andior Invanicrs and no "conilnuation sheet™ Is
avallable:

() Y, In Bax No. il or in any of the sub-hoxes of Box No. IlI,
the indication "the Statss Indicatsd n the Supplemental
Box" ls checked:

(i) i, in Bax No. il or in any of the sub-boxes of Box No. Iii,
tha Inventor or ths inventor/applicant Is not inventor for
the purposes of al designated Siates or for the
purposss of the Unitad States of America:

() If, in addition to the agent{s) indicated in Box No. {V,
thare are further agents:

(v) i, In Box No. V, the name of any State {or OAPI) is
by the Indication “patent of addition,” or
“cartificate of addiiion,” or ¥, In Box No. V, the name of
the Unlied States of Americe Is accompaniad by an
Indication “Continuation® or “Continustion-in-part™

(vi} if thare are more than three endler applications whose
priority ls claimed:

2, If the appiicant claima, In raspect of any designated
Office, the banei?ta of provisions of the netional law
conceming non-prejudicial disclosures or excaptions to
Inck of novelty:

Continuation of Box No. IV

PILCH, Adam John Michael
CRISP, David Norman
ROBINSON, Nigel Alexander Julian
HARRIS, lan Richard
HARDING, Charles Thomas
TURNER, James Arthur
MALLALIEU, Catherine Louise
PRATT, Richard Wilson
PRICE, Paul Anthony King
HOLMES, Miles Keeton
HORNER, David Richard
MASCHIQO, Antonio
NACHSHEN, Neil
POTTER, Jullan Mark
HAINES, Miles John
MATHER, Belinda Jane
BODEN, Keith McMutray
DEVILE, Jonathan Mark
TANNER, James Percival
KHQO, Chong Yee
HOLLIDAY, Louise Caroline

In such case, write "Continuation of Bax No. ..." [indicate the number
of the Box] and furnish the information in the same manner as
required accarding to the captions of the Box In which the space was
insufficient;

In such case, write "Continuation of Box No. llI” and Indicate for each
sddiionsl person the same type of information as requirad in Bex No. 1,
Tha country of the sddress indicaiad in this Box [s the applicant’s State (l.a.
country} of realdence if no Stale of residence Is Indiceted below:

In such casa, write "Continuation of Box Ne. II” or “Continuation of Box No.
" or “Continugtion of Boxas No. il and III* (as the case may be), indicate
the name of the applicant(s) invoived and, next to (esch) auch name,
State(s) (and/or, whera sppicable, ARIPQ, Euraslan, European or OAP|
patent) for the purposes of which the named person s applicant;

In such case, write "Continuation of Box No. 1I* or "Continuation of Box No.
11" or "Continuation of Boxes No. Il and IIF (as the case may be), indicate
the name of the inventor(s) and, next to (each) such neme, State{s) (and/or,
where applicatle, ARIPQ, Eurasian, Eurcpesn or OAPI patent) for the
purposas of which the namad person Is inventor;

in such case, write "Continuation of Bax No. IV and indlcate for each further
egen! the same typa of information as required in Box No. [V,

In such case, write “Continuation of Box No. V" and the naeme of each Siate
invoivad (or OAPI), and sfter the name of each such Stete (or OAPI), the
number of the parent title or parent application and the date of grant of the
parant title or fling of the parent application;

In such cass, wiita "Continuation of Box No. V1" and indicate for sach
additfonal earller application the same lype of information as required in
Box No. Vi.

in such case, write "Statement C udicial
Disclosuras or Exceptions to Lack of Novelty” and furnish that
atatement below.

Form PCTRO/101{supplemanis} sheat} (January 1987; reprint Janusry 2000)

Soe Noies {o the requast form
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7.l

Box No.Vl PRIORITY CLAIM

O Further priority ciaima are indicated In the Supplamantal Box

Filing Date N ‘ol Where eariler application is:
of earller appiication earlier appiication nationsl application; reglonal spplication: * | Intemational application:
(caymontivyear) country regionsl Office recaiving Office
Hem (1) 8 Mar 2000 0005585.5 GB
ttem (2) Z'm 0015751.1 a8
Rem (3)

-[j The receiving Offics Is heraby requested to prepare and tranamii to the intemational Bureau a certified copy of
the eariler application(s) {only i the sarfler application was fled with the Office which for the purposes of the
prezant intsmational eppiication s the receiving Office) identified above as ltem(s) :

" Whaeve the sarfiar appilcation i mn ARIPQ sppiication. R is mandeiory fo indicete in the Supplementsl Box st lsast one couniry pary io the Peris Comvantion for
the Protection of incustrial Property for which that sariar applicetion wes Bed (Rule 4. 10(0))). See Supplamenis! Box.

Box No. Vil INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

ISA/ EPO

Choice of International Searching Authority (I8A)
{it two or more intamationsl Seerching Authoritiss are

competent io carry out the intwnational search, indicate the Autharlly):
Authorly chogen; the two-letier code may be used);

Ragquest to use rasulta of earller search; references to that search (¥ an sarller
gearch has been camisd out by or requasted from the international Searching

Date (dayinonthyens Number: Country {or regional Office):

Box No. Vil CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING

Thiy intamationsl application containe tha | Thia intemational spplication la accompanied by the em(a) markad below:
following number of sheets:

roqueat . 5 1. [C] fes calculation sheet

deacription (excluding o 2. [_] separate signed power of atiomey

sequence lixting part) 3. [[] cony of genersl power of sttomey; reference number, if any:

claims : 4 4. [] statement expiaining lack of signaturs

sbstract : 1 5. [_] priority documents(s) kientified in Box No. Vi as tem(s):

d":".:':. Geting pertof : 5 6. [[] transiation of intemational application Into (langusge):

:::mﬂ : 2 7. [] separate indicationa concaming deposited microorganism or athar biclogical materiat
Total number of . oo |& [ nucictide andior amino scid sequence listing in computer readeble form
shoets 9. Mﬂhﬂl‘ tspeciyl:

Figure of the drawings which Language of flling of the Engfish

should accompany the abatract: intamational application:

Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT

Next io ssch signalurs, indicsfe the name of the person signing and the capacily in which the parson aigns (F such capacily ia not cbwious from resding the roquoal)

1. Dats of actual receipt of tha purporiad
intemational application:

the purportad infemnational appiication:

For recelving Office use only
Y O?' 03 A _9(

3. Commecied date of actual recelpt due to lalsr but
timely recelvad papers or drawings completing

[ receives:

4, Date of timaly recaipt of the required
corrections under PCT Article 11(2):

[3 not received:

5. Intemational Searching Authority
specified (if iwo or mone are compelsnt):

Dite of racelpt of the mecord copy by
the Intamational Bureau:

ISA/ EP unlll search fee

For intemational Bureau use only

Fom PCT/RO/MO1(last sheet} (July 1598; reprint January 2000)

6. g Transmittal of search copy delayed

Sew Notes & the equest orm
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From the ' ' i
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
To:
PCT
Harding, Charles THOMA - -
gf:;fg:f&m NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL PRELIMINARY
London EC4A 1DA EXAMINATION REPORT
GRANDE BRETAGNE
(PCT Rule 71.1)
Dats of maling
(daymontea)  03.07.2002
Applicant's or agent's fle reference
PB526WO CTH IMPORTANT NOTIRCATION
intsmational appiication No. Intamational fling date (daywimonthyear) Priority date (daymontivivear)
PCTABO1/00426 08/03/2001 08/03/2000
Applicant

DANISCO A/S et al.

1.

The applicant ls hereby notified that this international Preliminary Examining Authority transmits herewith the
intemational preliminary axamination report and its annexes, if any, established on the intemational application.

A copy of the report and its annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bureau for communication
to all the elected Offices.

Where required by any of the electad Offices, the Intemational Bureau will prepare an English transiation of the
report (but not of any annexes) and will transmit such translation o those Offices.

The applicant must enter the national phase before each elected Office by performing certain acts (filing
translations and paying national fees) within 30 months from the priority date (or later in some Offices) (Article
39(1)) (ese also the reminder sent by the international Bureau with Form PCTAB/301).

Where a transiation of the International application must be fumished tc an elacted Offica, that translation must
contain a transiation of any annexes to the Intemational preliminary examination report. It is the applicant's
responsibility to prepare and fumish such transiation directly to each stected Office concermned.

For further detaiis on the appiicable time limits and requirements of the elacted Offices, see Volume It of the
PCT Applicant's Gulde.

Name and n;lng address of the IPEA/ officer
European Patent Office Faux, K
D-80288 Munich
Tel. +40 89 2300 - O Tx: 523856 epmu d
Fax +48 88 2300 - 4465 Tol.+48 B8 2389-8082

é"

Form PCTAPEA/418 (July 1682)
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PCT 2

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT
(PCT Article 36 and Rule 70)

Applicant's or agent's fie reference Notification of Transmittal of intemational
PB526WO CTH FOR FURTHER ACTION g:lmlmry Exa:hnlbn Flepo: (:=orm PCTAPEA/416)
internasiona appiication No. intemational filing date (dawimanthyear) Priority dats {daymorfyyear)
PCTNB01/00426 08/03/2001 08/03/2000

intemational Patent Clasaification (IPC) or naional classification and IPC

C12NB/24

Applicant

DANISCO A/S et al.

1. This intemational preliminary exarnination report has been preparad by this Intemational Preliminary Examining Authority
and s tranamitted to the applicant according to Article 38.

2. This REPORT consists of a total of 8 sheets, Including this cover shaet.
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I. Basis of the report

1. With regard to the elements of the Intemational application (Replacement sheets which have been fumished to
the receiving Office in response to an invitation under Articie 14 are referred to in this report as "originally filed”
and are not annexed to this report since they do not contaln amendments (Rulas 70.16 and 70.17)).
Description, pages:

1-52 as originally flled
Claime, No.:
1-22 as originally filed

Drawings, sheets:

1/5-5/5 ) as originally fited

Ssquencs listing part of the description, pages:
1-57, filed with the letter of 28.05.01

2. Whth regard to the language, all the elements marked above ware availabie or fumished to this Authority in the
language In which the intemational application was filed, unless otherwise indicated undar this ltem.

Thaese elements were available or furnished to this Authority in the following language: , which ls:

0 the language of a translation fumished for the purposes of the intemational search (under Rule 23.1(b)).
O the language of publication of the intemational application (under Rule 48.3(b)).

O the language of a translation fumished for the purposes of intamational preliminary examination {(under Rule
55.2 and/or 55.3).

3. With regard to any nuclectide and/or amino acld sequence disclosad in the intemational application, the
intemational preliminary examination was carried out on the baais of the sequencs listing:

contained In the Intemational application in written form.

flled together with the intemational application In computer readable form.
fumished subsaquently to this Authority in written form.

fumished subsequently to this Authority In computer readable form.

The statement that the subsequently fumished written sequence listing does not go beyond the disclosure in
the intemational application as filed has bean fumnished.

The statement that the information recorded In computer readable form is Identical to the written sequence
listing has been furnished.

EO0@00

O

4. The amendments have resulted In the cancellation of:

Form PCTAPEA/400 (Boxes |-VIlI, Sheet 1) {July 1898)
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0 the description, pages:
O theclaims, Nos.:
O the drawings, sheets:

5. O This report has been established as If (some of) the amendments had not been madae, since they have bean

consldered to go beyond the disclosure as flled (Rule 70.2(c)):

(Any replacement sheet containing such amendments must be referred fo under item 1 and annexed to this
report.)

8. Additional obsarvations, if necessary:

lll. Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial applicabliity

1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to Involve an Inventive step (to be non-
obvious), or to be industrially applicable have not besn axamined In respect of:

O the entire Intemational application.

B claims Nos. 1-22 all partial.

O the said intemational application, or the sald claims Nos. relate to the following subject matter which does
not require an intemational preliminary examination {specif):

O the description, claims or drawings (/ndicate particuiar elements below) or sald claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinlon could be formed (spectfy):

O the claims, or said claims Nos. are so inadequatsly supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

B no intemational search report has been established for the said claims Nos. 1-22 all partial.
2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the fallure of the nucleotide

and/or amino acld sequence listing to comply with the standard providad for in Annex C of the Administrative
instructions:

O the written form has not been fumished or does not comply with the standard.
O the computer readable form has not been fumished or does not comply with the standard.

IV. Lack of unity of invention
1. In responsa to the Invitation to restrict or pay additional fees the applicant has:

. Form PCTAPEA/408 (Boxas I-VIIl, Sheet 2) {July 1988)
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restricted the claims.

paid additional fees.

B O 0O 0 O

pald additional faes under protest.

nelther restricted nor pald additional fees.

This Authority found that the requirement of unity of invention Is not complled and chose, according to Rule

68.1, not to Invite the applicant to restrict or pay additional fess.

3. This Authodty conalders that tha requirement of unity of inventlon in accordance with Rules 13.1, 13.2 and 13.3 s

0 complied with.

' O not complled with"for the following reasons: - ' '

4. Coneequently, the following parts of the international application ware the subject of intemational preliminary
examination in establishing this report:

O all parts.

B the parts relating to claims Nos. 1-22 (all partial).

V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial applicabliity;
citations and explanstions supporting such statement

1. Statemnent
Novelty (N) Yes:
No:
Inventive step (IS) Yees:
No:

Industrial applicabliity (1) ~ Yes:

No:

2. Citations and explanations
see saparats sheat

- Form PCTAPEA/409 (Baxes |-VIli, Sheet 3) (July 1998)

Clalms
Clalms

Claims
Claims
Claima
Claims

8-7, 8-10, 13-15
1-5, 8, 11,12, 16-22

none
1-22

1-22
none



o 16 M

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemnational application No. PCT/IB01/00426
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET

Reitem|
Basls of the opinion
The first written opinion is based on the searched subject-matter of claims 1 to 22 (see

also Re Item lil).

Re Item lil

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicabllity

The ISA found the subject-matter of claims 1 to 22 insufficiently disclosed (Article 5 PCT)
and supported (Article 6 PCT) by the description. Therefore, only a partial search based
on the general idea of the alleged invention was carried out.

According to Rule 66.1(e) PCT, claims relating to inventions in respect of which no
intemational search report has been established need not be the subject of an intemational
preliminary examination.

Be ltem IV
Lack of unity of invention

In view of the description and the wording of the claims, the residues listed in claims 6 to
10 are considered surface residues. From the examples it is clear that not every
substitution of said residues achieves the deswed property. Thus, the listed residues form
just a basis for the subsequent screening s ‘suitable mutants. For a general strategy of
mutagenesls substitutions on the surface of the enzyme, possibly near the catalytic cleft,
appear an obvious option of design (see also Re ltem V). Therefore, the concept of
mutating surface residues in order to find a suitable mutant is considered obvious. Thus,
said concept cannot be considered inventive. Consequently, the listed mutants are not
linked by an inventive concept according to Rule 13 PCT. Thus, lack of unity arises from .
the multiplicity of mutants.

However, the present Authority considers that examination of the subject-matter relating
to said mutants may be carried out without undue effort and according to rule 68.1 PCT
did not invite the Applicant to restrict the claims or pay additional fees.

Re ltem VY
Reasoned statement under Rule 66.2(a)(il) with regard to novelty, inventlve step or

industrial applicabllity; citations and explanations supporting such statement

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 1) (EPO-April 1667)
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1) The Application
The present application is based on the construction of variant xylanase polypeptides

which show an altered sensitivity to xylanase inhibitors.

2) The Prior Art

Reference is made to the following documents:

D1: WO 00 39289 A (SOERENSEN JENS FRISBAEK ;DANISCO (DK); SIBBESEN OLE

- (DK)) 6 July 2000

D2: DATABASE STN INTERNATIONAL [Online] MCLAUCHLAN W R ET AL: 'Xylanase
inhibitors from cereals: implications for baking, brewing and plant technology'
retieved from CAPLUS, accession no. 2001:287270 XP002901834 -&
MCLAUCHLAN W R ET AL: "Xylanase inhibitors from cereals: implication for baking,
brewing and plant technology’ VIT SYMP (2000) 207 2ND EUROPEAN
SYMPOSIUM ON ENZYMES IN GRAIN PROCESSING, 8 - 10 December 1999,
pages 55-61, HELSINKI / FINLAND ISSN: 0357-9387

D3: MCLAUCHLAN W R ET AL: 'A novel class of protein from wheat which inhibits
xylanases' BIOCHEM J., vol. 338, - 1999 pages 441-446

D4: EP-A-0 979 830 (TNO) 16 February 2000 (2000-02-16)

D5: US 5306633 (cited in D1); 26 April 1994;

DSa: EP 0585617 B1 (family member of D5) 9 March 1994;

Documents D1 and D2 were published between the alleged priority date and the filing date
of the present application. The preliminary examination report has been established under
the presumption that the priority claim to the date of 08.03.2000 is valid. Therefore, D1 and
D2 are not considered prior art of the present application, but may be relevant for technical
information.

D3 discloses an inhibitor of family-11 xylanases which was isolated from wheat. The same
inhibitor is also disclosed by the patent application D4. D4 suggests to use the inhibitor in
a method of screening for inhibitor resistant xylanases.

D5 Is a US patent cited in D1 (p.2, 1.6 to 9) and is a family member of D5a (European
patent). Both D5 and D5a disclose a variant xylanase isolated from B. subtilis, which
shows improved characteristics in relation to its use in baking. The variant comprises 6
amino acld substitutions within the mature polypeptide (D5: column 3, 1.37-46; D5a: p.10,
underlined residues of SEQ ID NO 2) which are at positions 2, 15, 122, 143, 169 and 175
of SEQ ID 1 of the present application.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 2) (EPO-April 1997)
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3) Novelty and Clarity

3.1 Varants or mutants of xylanase polypeptides are well known in the prior art (see e.g.
D5). Mutants of xylanases have been made e.g. in order to improve thermostability
and therefore general performance e.g. in baking. However, the parameter of
sensitivity to inhibitors has not been addressed.
Claims 1to 5, 8, 11, 12 and 16 do not give sufficient technical features in order to
delineate already known xylanase variants or mutants from the claimed xylanase
variants. The functional feature of "altered sensitivity to a xylanase inhibitor® is a
vague parameter and renders the scope of the claim unclear. Therefore, any known
variant or mutant later shown to have an "altered sensitivity" would be considered to
fall within the claimed scope and would thus be novelty destroying to said claims.

3.2 D5 discloses a variant xylanase showing improved characteristics-in ralation to its
use in baking, e.g. improved consistency and increased volume of bread (D5:
Abstract; D1: p.2, 1.6-8). Although this aspect was not addressed in D5, this
characteristic may even be based on a reduced sensitivity to xylanase inhibitors. In
the postpublished document D1 the xylanases of DS was compared to the "wild type"
xylanase of B. subtilis: D1 studied the effect of a wheat flour inhibitor on different
xylanases. The xylanase of D5 ("Rohm") was significantly less inhibited by the
inhibitor than the “wild type" enzyme (D1: p.54, 1.22-32; p.62, I.21 to p.63, |.18). Thus,
the "R6hm" xylanase disclosed in D5 falls within the scope of claims 1 and 2. The list
of modified residues in claim 6 of the present application includes all modified
positions of D5 except pos.1688. The list of claim 7 comprises three, claim 8 four and
claim 10 five of the substituted positions of the variant disclosed by D5. Thus, the
variant in D5 comprises more madifications than listed in claims 6, 7, 9 and 10. Claim
8 is directed to a variant of claim 7 which additionally comprises modifications at "any
of the other amino acids®. Interpreted in the broadest sense the variant of D5 falls
within the scope of this claim. Same applies to claims 3 to 5.
Therefore, the xylanase, the encoding nucleic acid and the methods of D5
fall within the scope of claims 1 to 5, 8, 11, 12, and 16 to 22 and are therefore
considered novelty destroying to said claims.

4) inventive Step
4.1 The present application is based on the construction of xylanase variants which show

reduced sensitivity to a xylanase inhibitor.
4.2 Document D5 discloses a variant xylanase showing improved characteristics in

Form PCT/Separate Sheat/0@ (Sheet 3) (EPO-Apri 1097)
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relation to its use in baking, e.g. improved consistency and increased loaf volume.
The variant comprises 8 amino acid substitutions within the mature polypeptide as
compared to "wild type" xylanase of B. subtilis (cormasponding to pos. 2, 15, 122, 143,
169, 175 of SEQ ID 1 of the present application). However, this document was
published before xylanase inhibitors were isolated. Therefore, the aspect of
sensitivity to inhibitors was not addressed in this document. On the other hand, the
isolation of said inhibitors from wheat (see D3 and D4) rendered it obvious to the
person skilled in the art, that these inhibitors may also influence the "baking
performance” of xylanases. Moreover, D4 actually suggested to use the xylanase
inhibitor to screen for variant xylanases with reduced sensitivity to said inhibitor.

4.3 In the light of the prior art the technical problem to be solved can be seen as the

provision of altemative xylanases which show reduced sensitivity to xylanase
inhibitors.
The solution to this problem provided by the Applicant is the construction of certain
mutants which are then screened for their reduced sensitivity to a certain xylanase
inhibitor. The examples show three mutants which indeed have the desired property
(see Example 4, p.44, 1.8 to p.46, 1.7). Therefore, the above mentioned technical
problem is solved, paricularly by said mutants.

4.4 As xylanase encoding sequences are known in the art site-directed mutagenasis is
an obvious strategy in order to construct altemative "variants".

4.5 Claims 6 to 10 list amino acids residues suggested to be modified. Those listed in
claims 6 to 9 are selected from resldues located on the surface of the polypeptide
(see p.6, 1.19-30). The list of claim 10 comprises additional residues, some of which,
although designated as surface amino acids, were not among those cited as such in
the description (compare claim 10 with p.5, 1.19-30 and p.8, 1.23-28).

4.6 The discrepancy between the description and claim 10 notwithstanding, the surface
localization appears to be the only criterion for the selection of residues to be
modified. It can be assumed that an inhibitor binds somewhere on the surface of a
protein, even if mainly affecting the catalytic site. Thus, the selection of surface
residues for substitution is an obvious option for mutagenesis. Thersfore, this general
approach cannot be considered inventive,

4.7 Furthermore, the examples show, that said criterion is not sufficient for achieving the
desired effect. Only substitutions at certain positions and by certain amino acids
achieve said effect (see Example 4). Therefore, the positions listed in the claims are
only the basis for a subsequent screening.

*  Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPO-Aprll 1097)
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4.8 Consequently, said technical feature is not sufficient for clearly defining the claimed
variant. A definition by the functional feature "modifications such that the polypeptide
has an alterad sensitivity to xylanase inhibitor" is considered unclear, as it only
comprises the formulation of the underlying problem (see also Re ltem 3.1).

4.9 Claim 13 is directed to a method of altering the sensitivity of xylanase to an inhibitor
by modifying one or more amino acids. Again, the only technical feature is the
modification of one or more amino acid residues. This cannot be considered
inventive. Same applies to claims 14 and 15.

4.10 The solution proposed by claims 1 to 22 cannot be considered as involving an
inventive step (Article 33(3) PCT).

At best, specific mutants having the desired property may form the basis for any
* inventive subject-matter. .

. Form PCT/Separate Shaet/400 (Sheet 5) (EPO-Apid 1897)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogotd, D.C.,
Doctor: ' OficloND 5594
GERMAN CASTILLO GRAU
Apoderado
DANISCO AIS
ASUNTO: Radicacidn N° 02-74872
Solicitud intemacional PCT/B2001/000426
Fecha Inicio fase nacional 0810/2002
Trémite 011
Evento 37
Actuacion 330
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisién 488 de la
Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooparacién en Materia de Patentes (PCT),
regia 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Induslria y Comerclo, 8e le comunica
que:

0 La soficiiud no contiene la copia del documento en que congta la cesidn del derecho a la patents del
inventor al solicitants 0 a su causanta. (Art. 26-k) Decision 486).

0 La sofcitud no contiene el poder debidamente oforgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los
articulos 63 y subsiguientas del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el
documento que acredita la existencia y representacion legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuers

0 persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decigin 486, sa le raquiers para que dentro del
término de dos meses sigulenies a la facha de notificacidn del presents oficio, complete los requisitos
anteriorments enunciados. En caso de no dar cumpimiento al presente requerimiento, la soficitud se
considerard abandonada y perdend su prelacion.

Notitiquesa el presents oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, iteral ), del capfhulo quinio del
tfulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

T8 Jn. 200
El anteror requerimiento fus nofiicado por flackin en ista de fechi, :
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