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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Documento de Cesién del inventor al solicitante o a su acusante

Declaraciones

Copia de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).
Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA. '
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizaciéon de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito de material biolégico.

Arte final 12 x 12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

Otros
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POLIPEPTIDOS QUE TIENEN ACTIVIDAD DE CELULASA

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La solicitud reivindica prioridad segin 35 U.S.C. §119 a la Soli-citud provisionél
estadounidense Nos. de serie 61/166.993, radicada el 6 de'. abril de 2009 y 61/177.882,
radicada el 13 de mayo de 2009, cuyas revelaciones se incorporan a la presente mediante
referencia.

DECLARACION SOBRE INVESTIGACION PATROCINADA POR GOBIERNO FEDERAL
[0002] El gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos sobre esta invencién de
acuerdo con la Subvencion No. GM068664 otorgada por los National Institutes of Health y la
Subvencion No. DAAD19-03-0D-0004 otorgada por ARO - US Army Robert Morris Acquisition
Center.

CAMPO TECNICO
[0003] La revelacion se relaciona con la ingenieria y el disefio biomolecular y con proteinas

y acidos nucleicos obtenidas por ingenieria.

ANTECEDENTES

[0004] El desempefio de las mezclas de celulasa en procesos de conversion de biomasa
depende de muchas propiedades de la enzima que incluyén estabilidad, inhibicion del producto,
sinergia entre diferentes componentes de la celulasa, enlace productivo frente a adsorciéon no
productiva y dependencia del pH, ademas del estado fisico y la composicion del sustrato de
celulosa. Dada la naturaleza multivariada de la hidrdlisis de la celulosa, resulta deseable tener
diversas celulasas de entre las cuales escoger con el fin de optimizar las formulaciones de la

enzima para diferentes aplicaciones y materias primas.

RESUMEN

[0005] La revelacion proporciona polipéptidos recombinantes que tienen actividad de
celulasa y un aumento de la termoestabilidad y la actividad en comparacion con la proteina de
tipo silvestre. La revelacién prevé y demuestra que las quimeras CBHII y las enzimas nativas
que tienen una mutacion Cys a Ser en el extremo del C terminal (p.ej., cerca del aminoacido
310-315 dependiendo de la secuencia de la proteina nativa, ver, p.ej.,, SEQ ID NO: 2 y 4)
hidroliza mas celulosa sélida que la enzima nativa en pruebas de hidrdlisis a largo plazo.
[0006] La revelacion proporciona un polipéptido recombinante que comprende una
sustitucién C->S en la regidén C terminal en un motivo que comprende la secuencia GECDG
(SEQ ID NO: 2 de 312-316), en donde la variante comprende un aumento de la
termoestabilidad y la actividad de celulasa en comparacion con una celobiohidrolasa de {ipo
silvestre. Por ejemplo, la revelacion prevé polipéptidos que tienen un aumento de la
termoestabilidad y la actividad de -celulasa que c-om'prenden una secuencia que es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2 que comprende una C314S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4 que comprende una
C311S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 12 que
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comprende una C310S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
13 que comprende una C312S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 14 que comprende una C314S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 15 que comprende una C315S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 16 que comprende_ una C313S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 19 que comprende una C313S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 21 que comprende una C312S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 22 que comprende una
C311S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 64 que
comprende una C400S; es por o menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
65 que comprende una C407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 66 que comprende una C394S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 67 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 68 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 69 que comprende una C4OOS; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 70 que comprende una C400S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 71 que comprende una C400S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 72 que comprende una
C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 73 que -
comprende una C4008S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%,99% idéntica a la SEQ ID NO:
74 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 75 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 76 que comprende una C407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S, en donde los anteriores
polipéptidos tienen actividad de celulasa y mejor termoestabilidad en comparacién con su
proteina progenitora correspondiente (de tipo silvestre) que carece de una mutacién Cys->Ser.

[0007] La revelacidn también proporciona polipéptidos sustancialmente purificados que o
bien se producen por técnica recombinante, por sintesis o de otra forma se generan no
naturalmente en donde el polipéptido comprende una secuencia como la que se estipula mas
adelante que tiene de 1-10, 10-20 o 20-30 sustituciones conservadoras de aminoacido excepto
en la posicién que se identifica a continuacidon en donde esta presente una sustitucion C->S:
SEQ ID NO: 2 que comprende una C314S; SEQ ID NO: 4 que comprende una C311S; SEQ ID
NO: 12 que comprende una C310S; SEQ ID NO: 13 que comprende una C312S; SEQ ID NO:
14 que comprende una C314S; SEQ ID NO: 15 que comprende una C315S; SEQ ID NO: 16
que comprende una C313S; SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S; SEQ ID NO: 19 que
comprende una C313S; SEQ ID NO: 21 que comprende una C312S; SEQ ID NO: 22 que
comprende una C311S; SEQ ID NO: 64 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 65 que
comprende una C407S; SEQ ID NO: 66 que comprende una C394S; SEQ ID NO: 67 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 68 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 69 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 70 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 71 que
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comprende una C400S; SEQ ID NO: 72 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 73 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 74 que comprende una C400S; SEQ ID NO: 75 que
comprende una C400S; SEQ ID NO: 76 que comprende una C407S; SEQ ID NO: 77 que
comprende una C394S; o la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S.

[0008] La revelacion proporciona un polipeptido recombinante que comprende una
secuencia seleccionada de entre el grupo compuesto por: (a) un polipéptido que tiene una
identidad de 85% o mas con la SEQ ID NO: 2, que tiene una Ser en la posicion 314 y en donde
el polipeéptido tiene actividad de celulasa; (b) un polipéptido que tiene una identidad de por lo
menos 70% o mas con la SEQ ID NO: 4, que tiene una Ser en la posiciéon 311 y en donde el
polipéptido tiene actividad de celulasa; (c) un polipéptido que tiene una identidad del 70% o
mas con una secuencia seleccionada de entre el grupo compuesto por: (i)'SEQ IDNO: 12y
que tiene una Ser en la posicion 310, (i) SEQ ID NO: 13’y que tiene una Ser en la posicion
312, (iii) SEQ ID NO: 14 y que tiene una Ser en la posiciéh 314, (iv) SEQ ID NO: 15y que tiene
una Ser en la posicién 315, (v) SEQ ID NO: 16 y que tiene una Ser en la posicién 313, (vi) SEQ
ID NO: 17 y que tiene uné Ser en la posicién 311, (vii) SEQ ID NO: 19 y que tiene una Ser en la
posicion 313, (viii) SEQ ID NO: 21 y que tiene una Ser en la posicion 312 y (ix) SEQ ID NO: 22
y que tiene una Ser en la posicidn 311 y en donde cada uno de los anteriores polipéptidos tiene
actividad de celulasa; y (d) un polipéptido quimérico que comprende por o menos dos dominios
de dos polipéptidos progenitores de celobiohidrolasa diferentes, en donde los dominios
comprenden de N- a C- terminal: (segmento 1)-(segmento 2)-(segmento 3)-(segmento 4)-
(segmento 5)-(segmento 6)-(segmento 7)-(segmento 8); en donde: el segmento 1 comprende
una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos de cerca de 1
a cerca d.e x+ de la SEQ ID NO: 2 (*1"), la SEQ ID NO: 4 (‘;2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el
‘segmento 2 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de
aminoacidos x; a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 (*1"), la SEQ ID NO: 4 (") o la SEQ ID NO: 6
(“3"); el segmento 3 comprende una secuehcia que es. por lo menos 50-100% idéntica al
residuo de aminoacidos X, a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (*17), la SEQ ID NO: 4 (*27) ola
SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 4 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100%
idéntica al residuo de aminoacidos x; a cerca de x4 de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4
(“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3”); el segmento 5 comprende una secuencia que es por lo menos 50-
100% idéntica a cerca del residuos de aminoacidos x4 a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“17), la
SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 6 cdmprende una secuencia que es
por lo menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos xsla cerca de xg de la SEQ ID NO: 2
(*17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 7 comprende una secuencia
que es por lo menos 50-100% idéntica ai residuo de aminoacidos Xs @ cerca de x; de la SEQ ID
NO: 2 (*1”) o la SEQ ID NO: 4 (“2"); y el s‘egmento 8 comprende una secuencia que es por lo
menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x; a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“1") o
la SEQ ID NO: 4 (“2%); en donde x; es el residuo 43, 44, 45, 46 0 47 de la SEQ ID NO: 2 o el
residuo 42, 43, 44, 45 0 46 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x, es ‘eI residuo 70, 71, 72,
73 0 74 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 68, 69, 70, 71, 72, 73 0 74 de la SEQ ID NO: 4 o la
SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 113, 114, 115, 116, 117 0 118 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo
110, 111, 112, 113, 114, 115 0 116 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 8; x4 es el residuo
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153, 154, 155, 156 o 157 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155 o
156 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x5 es el residuo 220, 221, 222, 223 0 224 de la
SEQ ID NO: 2 o el residuo 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222 0 223 de la SEQID NO: 4 0 la
SEQ ID NO: 6; x5 es el residuo 256, 257, 258, 259, 260 0 261 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo
253, 254, 255, 256, 257, 258, 259 o 260 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x; es el
residuo 312, 313, 314, 315 0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 309, 310, 311, 312, 313, 314,
315 0 318 de la SEQ ID NO: 4; y xs es un residuo de aminoacidos correspondiente al C terminal
del polipéptido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 0 SEQ ID NO: 6, en
donde el polipéptido quimérico' comprende una Ser en la posicion 314 de la SEQ ID NO: 2 o en
la posicién 311 de la SEQ ID NO: 4 y en donde el polipéptido quimérico tiene actividad de
celulasa y mejor termoestabilidad y/o estabilidad de pH en comparacién con un polipéptido
CBH Il que comprende la SEQ ID NO: 2, 4 0 6. En una modalidad del polipéptido recombinante
el segmento 1 comprende un residuo de aminoacidos de cerca de 1 a cerca de X, de la SEQ ID
NO: 2 (*17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; el segmento 2 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a
cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3”) y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 3 va de cerca del
residuo de aminoacidos _Xg a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el
segmento 4 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cercé de x4 de la SEQ ID NO: 2 (“17),
la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
.conservadoras de aminoacido; el segmento 5 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a
cerca de x5 de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 6 va de cerca del
residuo de aminoacidos xs a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (*2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el
segmento 7 va de cerca del residuo de aminoacidos xs a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (*17),
la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; y segmento 8 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca
de xs de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de
1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido excepto en la posicién 314 de la SEQ ID NO:
2, la posicién 311 o la SEQ ID NO: 4 o 313 de la SEQ ID NO: 6. En otra modalidad, el
polipéptido quimérico comprende una secuencia que es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o
99% idéntica a una secuencia seleccionada de_entre el grupo compuesto por la SEQ ID NO:
- 12-62y 63. '

[0009] La revelacion también proporciona un polipéptido recombinante que consta de una
secuencia como la estipulada en la SEQ 1D NO: 12-62 o 63.A

[0010] La revelacién también proporciona un polinucledtido que codifica cualquiera de los
polipéptidos arriba descritos, vectores que contienen el polinucledtido y células hospederas que

contienen el polinucleétido o vector.
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[0011] La revelacion también proporciona una preparacion enzimatica que comprende un
polipéptido de la revelacion en forma sustancialmentépurificada 0 como parte de un lisado de
células. ' ' v o

[0012] La revelacion también proporciona un método de tratamiento de una biomasa que
comprende celulosa, el cual método comprende poner en contacto la biomasa con un

polipéptido o preparacion enzimatica de la revelacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0013] Figura 1A-B Gel SDS-PAGE de gen progenitor candidato CBH |l sobrenadantes del
cultivo de expresion de levadura. (A) Carriles de gel (lzquierda a derecha): 1-H. jecoriné, 2-
Vector vacio, 3-H. insolens, 4-C. termophilum, 5-H. jecorina (duplicado), 6-P. chrysosporium, 7-
T. emersonii, 8-Vector vacio (duplicado), 9-H. jecofina’(triplicado). Los numeros en la parte
inferior del gel representan concentracion de azicar reductor (ug/mL) presente en reaccion
después de prueba de hidrolisis PASC de 2 horas a 50°C. La comparacién subsiguiente SDS-
PAGE con estandar BSA permitié hacer la estimacion del nivel de expresion de H. insolens de
5-10 mg/L. (B) Muestra de” analisis en gel SDS-PAGE de la expresion del CBH Il en
sobrenadantes de cultivq de S. cerevisiae. Las bandas del CBH |l aparecen justo por debajo del
estandar de peso molecular de 60 kDa. Carriles, de izquierda a derecha, 1-H. jeco de tipo
silvestre, 2-H. jeco B7P3, 3-H. jeco C311S, 4-C. ther de tipo silvestre, 5-H. inso de tipo
silvestre, 6-H. inso B7P3, 7-H. inso C314S. Los numeros denotan ug equivalentes de
glucosa/mL de volumen de reacciéon por mL del equivalente del sobrenadante del cultivo de
expr_esiéh de SDCAA producido durante 100 minutos de incubacion con PASC ('1 mg/mL) a
50°C en acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. Los valores paré ios carriles 1-_4 han sido divididos
por 2 para corregir por el doble del volumen de sobrenadante del cultivo concentrado que se
estd cargando en donde la omisién de esta correccién haria que los valores de actividad
especifica para las enzimas del H. insolens parecieran artificialmente bajos.

[0014] La Figura 2A-C muestra ilustraciones de las fronteras de bloques dela biblioteca de
la quimera CBH II. (A) diagrama de la cinta de dominio catalitico del CBH I de H. insolens con
los bloques distinguidos por colores. la enzima CBH Il hace complejos con inhibidor de la
glucosidasa de la isofagomina celobio-derivado. (B) representacion lineal del dominio catalitico
del H. insolens que muestra elementos de la estructura secundaria, enlaces disulfuro y
divisiones en bloques denotadas por flechas negras. (C) Mapa de contacto de la cadena lateral
que denota contactos (atomos pesados de la cadena lateral dentro de 4.5A) que se pueden
fragmentar en el momento de la recombinacién. La mayoria de los contactos fragmentados
tiene lugar entre bloques consecutivos.

[0015]1 La Figura 3 muestra un numero de contactos fragmentados (E) y numero de
mutaciones del progenitor mas cercano (m) para juego de muestras de quimeras 23
segregadas/activas y 15 no segregadas/ho activas.

[0016] La Figura 4 muestra actividad especifica, normalizada a pH 5,0, como una funcion
del pH para las enzimas CBH Il progenitoras y tres quimeras termoestables. Los datos que se
- presentan son promedios de dos réplicas, en donde las barras de error para HJPlus y H. jeco

denotan valores para dos estudios independientes. 16 horas de reaccién, 300 pg enzima/g
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PASC, 50°C, amortiguador de citrafo de sodio 12,5 mM/fosfato de sodio 12,5 mM al pH que se
muestra. _ ’ '

[0017] La Figura 5 muestra los resultados de la prueba de hidrdlisis de la celulosa a largo
plazo (ug eqUivaIente‘ de azucar reductor glucosa/ug de enzima CBH Il) para progenitores y
quifneras termoestables a través d_e un intervalo de temperaturas. Las barras de error indican
errores estandar para tres réplicas de HJPlus y las enzimas CBH Il'de H insolens. 40 horas de
reaccién, 100 ug de enzima/g de PASC, acetato de sodio 50 mM, pH 4,8.

[0018] La Figura 6 muestra actividades residuales normalizadas para las quimeras del
conjunto de validacion después de 12 horas de incubacién a 63°C. Las actividades residuales
para las enzimas CBH |l en sobrenadantes del cultivo concentrado determinadas en una
prueba de 2 horas con PASC como sustrato, 50°C, amortiguador de acetato de sodio 25 mM,
pH 4,8. , _

[0019]1 Figura 7 Mapa para vector de expresidon del progenitor y la quimera de la enzima
CBH Il Yep352/PGK91-1-ss. El vector ilustrado contiene el gen cel6a de H. jecorina de tipo
silvestre (enzima CBH Il). Tanto para las enzimas CBH Il. quiméricas como para las
progenitoras, la secuencia de aminoacidos CBD/conectora que sigue al sitio ss Lys-Arg Kex2
es: | | ’
ASCSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTT
SRSSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYS (SEQ ID NO: 8).

[0020] La Figufa 8 muestra los valores observados y predichos de Ts, para progenitores de
CBH Il y 51 quimeras de CBH Il. La linea denota ecuacién del modelo de regresion lineal
(parametros en la Tabla 7). Los valores de Ts, de la CBH Il progenitora se ilustran como
cuadrados. '

[0021] La Figura 9A-C muestra actividades espécificas de la CBH Il hacia Avicel como una
funcion de la temperatura. (a) Actividades es_pecificas de la CBH Il progenitora y quimera. (b)
Actividades especificas de CBH || .progenitora, C311S mutante y quimera de sustitucién de
bloque Unico B7P3. Se llevaron a cabo reacciones durante 16 horas en acetato de sodio 50
mM,- pH 4,8 con una concentracion de Avicel de 15 mg/mL. (c) Actividades de CBH Il
progenitora, mutante de Gnico punto y quimera de sustitucién de unico bloque (pg/glucosa/mL
reaccion) hacia Avicel como una funcion de la temperatura. Se llevaron a cabo reacciones
durante 150 minutos en acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 con una concentracion de Avicel de 15
mg/mL. La CBH Il en sobrenadantes de cultivo de levadura se dosifico para alcanzar
concentraciones mas o rhenos equivalentes del producto azlcar reductor a 55°C. Los datos
que se presentan son promedios de dos réplicas independientes en donde las barras de error
indican los valores de actividad por duplicado para cada punto de temperatura.

[0022] La Figura 10 muestra alineacién de multiples secuencias ClustalW para blogue 7 de
progenitor 1, H. insolens y progenitor 3, C. termophilum. Las flechas denotan residuos
cambiados en mutantes de inversion. '

[0023] La Figura 11 muestra valores de T50' para mutantes puntuales de la quimera
21111331. Los valores se muesfran como promedio de dos duplicados independientes, las
barras de error indican valores duplicados de Ts, para cada mutante puntual. Se llevé a cabo la

inactivacién durante 10 minutos a la temperatura que se estaba examinando en amortiguador
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de acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. La actividad residual se determiné por incubacién con 1 g/L
de celulosa hinchada en acido fosférico (PASC) en el anterior amortiguador durante 100
minutos a 50°C.

[0024] La Figura 12 muestra valores de Ts, para las CBH 1l progenitoras de H. insolens y
H. jecorina, mutantes Ser de punto unico y quimeras de sustitucion en bloque B7P3. Los
valores se muestran como promedios de tres réplicas independientes y las barras de error
indican una desviacion estandar para cada CBH II. La inactivacion se llevo a cabo durante 10
minutos a .Ia temperatura que se estaba examinando en amortiguador de acetato de sddio 50
mM, pH 4,8. La actividad residual se determin6 por incubacion con 1 g/L de celulosa hinchada
en acido fosférico (PASC) en el anterior amortiguador durante 100 minutos a 50°C. .
[0025] La Figura 13 muestra los valores' de Tso para quiméras de CBH Il 31311112,
13231111 y el dominio catalitico de la CBH Il de tipo silvestre de P. chrysosporium (fusionado
al CBM de H. jecorina) y segregadas.de forma heteréloga de S. cerevisiae. Los valores se
muestran como dos réplicas independientes con las barras de error indicando los valores para
cada estudio. La inactivacion se llevé a cabo durante 10 minutos a la temperatura examinada,
en amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. La actividad residual se determind por
incubacién con 1 g/L de celulosa hinchada en &cido fosférico (PASC) en el anterior
amortiguador durante 100 minutos a 50°C.

[0026] La Figura 14A-D muestra interfaces del bloque de recombinacioén de la CBH Il. (a)’
Los sitios inter bloques en donde los pares de residuos no parentales son posibles (esferas
conectadas) suelen estar expuestos a la superficie, permitiendo potencialmente que el solvente
tamice las fin’teraccio‘nes.j (b) -Una interfaz de ejemplo (B5-B6) ilustra- conservacion de Ia
columna vertebral (caricaturas para H. jecorina y H. inso/ené a‘Iineadas‘), residuos variables
sobre la superficie y la comparativamente rara posibilidad de un par hidrofébico enterrado
novedoso en los residuos 173 y 253 (flecha). (c) Los Bloques 1-4 de H. jecorina (caricatura
negra) se corresponden con los bloques emparentados de H. insolens (caricatura con codigo
de color) sin desviaciones grandes, aunque se observa desplazamiento asociado con union al
sustrato (flecha) en parte de B3 (amarillo). (d) Los bloques emparentados 5-8 también son
similares, aunque el indel en la union B6, B7 (flecha) requerira un cambio conformacional.
[0027] La Figura 15 muestra un analisis estructural de la mutaciéon C314S y su efecto
estabilizador.,(a) Las posiciones de hidrogeno para la estructura del H. insolens de alta
resolucion (1ocn) fueron afiadidas con REDUCE.1 (b) La geometria reconfigurada de la
estructura analoga de la serina se model6 en PyMOL (http:(//)www.pymol.org). La optimizacion
de la cadena lateral en la plataforma de modelado SHARPEN?2 (con una funcién de energia de
Rosetta de todos los atomos) también sugirié que tanto la Cys314 como la Ser314 donarian
enlaces de hidrégeno al carbonilo de Pro339 y aceptarian enlaces de hidrégeno de la amida de
Gly316. La superior capacidad de enla.ce. de hidrogeno de la serina buede desempefiar un
papel en la mayor estabilidad de las variantes que contienen serina. Otra posible explicacion es
la complémentariedad geométrica. Especificémente, la posicién Cys de 1ocn muestra evidencia
_ de tension conformacional en que la cadena lateral estd notoriamente doblada (es decir, el

angulo diedro inadecuado de N-C-Ca-Cp esta a 6° de la posicion esténdar); lo cual aumenta la
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distancia desde el Pro carbonilo.. Los numeros que aparecen en la figura no. precedidos pdr
letras denotan distancias de enlace de hidrageno (A). |

DESCRIPCION DETALLADA '

[0028] Tal como se usan aqui y en las reivindicaciones que se anexan, las formas
singulares “un”, “y” y “el” incluyén referentes plurales a menos que el contexto claramente dicte
otra cosa. Asi pues, por ejémplo, la referencia a “un dominio” incluye una pluralidad de tales
dominios y la referencia a “la proteina” incluye referencia a una o mas proteinas y asi
sucesivamente.

[0029] También, el uso de la conjuncién “o” significa “y/o” a menos que se indique lo

n o n o« [TH LT

contrario. De manera similar, “comprende” “comprenden” “que comprende” “incluyen” “incluye”,
y “que incluyen” son intercambiables y no tienen por objeto ser limitantes.

[0030] También se entendera que en donde las descripciones de diversas modalidades
usan el término “que comprende”, la persona medianamente versada en la técnica entendera
que en algunos casos especificos, una modalidad puede ser descrita como alternativa usando
expresiones como “compuesto/a esencialmente por” o “compuesto/a por.”

[0031] Aunque en la practica de los métodos y composiciones reveladas se pueden usar
métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos, los métodos, dispositivos y
materiales ejemplares se describen aqui.

[0032] A menos que se defina otra cosa, todos ios términos cientificos y técnicos utilizados
aqui tienen el significado que entiende la persona medianamente versada en la materia técnica
a la cual pertenece esta revelacién. Asi Ias'cosas, tal como se usa a lo largo de la solicitud en
cuestion, los siguientes términos tendran los siguientes significados.

{0033] En estudios recientes se ha demostrado el superior desempéﬁo de celulasas de
hongos termofilicos con respecto a sus contrapartes mesofilicas én procesos de conversion de
biomasa a escala de Iaborétorio, en donde una mejora de la estabilidad conduce a la retencion
de la actividad durante periodos mas prolongados a temperaturas tanto moderadas como
elevadas. Las celulasas de los hongos resultan atractivas porque son altamente activas y se
pueden expresar en hongos hospederos como Hipocrea jecorina (Trichoderma reesei
anamorfica) en niveles de hasta 40 g/L en el sobrenadante. Por desgracia, el conjunto de
celulasas termoestables documentadas de los hongos es reducido. En el caso de las enzimas
celobiohidrolasas procesivas de clase 1l (CBH II), menos de 10 secuencias de genés
termoestables naturales estan anotadas en la base de datos CAZy.

[0034] Como se describe en mayor detalle en este documento; con el uso de generacion y
analisis recursivos de polipéptidos quiméricos, dominios estabilizadores particulares y en
Uitimas de aminoacidos especificos, se identificaron la termoestabilidad impartida y la actividad
mejorada. v _ ’
[0035] Como se describira en mayor detalle mas adelante, la invencion esta basada, por lo
menos en parte, en la generacion y expresién de enzimas novedosas que catalizan la hidrolisis
de la celulosa. En una modalidad, se proporc‘ionan polipéptidos novedosos modificados por
ingenieria genética para que hidrdlicen la celulosa a altas temperaturas. Dichos polipéptidos
incluyen variantes de la celobiohidrolasa que han sido alterados para que incluyan

sustituciones de aminoacidos en residuos especificos. Aunque estas variantes seran descritas
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en mayor detalle mas adelante, se entiende que los polipéptidos de la revelaciéon pueden
contener uno o mas aminoacidos modificados. La presencia de aminoacidos modificados
puede resultar provechosa, por ejemplo, (a) aumentando la vida media, (b) la termoestabilidad
y (c) el recambio de sustrato de un polipéptido. .El o los aminoacidos son modificados, por
ejemplo, de forma co-traslacional o post-traslacional durante la produccién recombinante (p-gj.,
glucosilacion ligada al N en motivos N--X--S/T durante la expresion en células de mamiferos) o
modificados por medios sintéticos. Segun esto, una proteina, enzima, polinucleétido, gen o
célula “mutante”, “variante” o “modificada”, significa una proteina, enzima, polinucleétido, gen o
célula, que han sido alteradas o derivadas o que de alguna manera son diferentes o han
cambiado, con respecto a una proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula progenitora. Una
proteina 0 enzima mutante o modificada suele ser, aunque no necesariamente es asi,
expresada a pértir de un polinucleétido 0 gen mutante. _
[0036] Una “mutacion” significa cualquier proceso o mecanismo que se traduce en una
proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula mutante. Esto incluye cualquier mutacion en la
cual una proteina, enzima, polinucleétido o secuencia genética resulta alterada y cualquier
cambio detectable en una célula que surja de tal mutacion. Lo tipico es que una mutacion se
presente en un polinucleétido o secuencia genética debido a mutaciones puntuales, deleciones
o inserciones de residuos de nucledtidos Gnicos o multiples. Una mutacion incluye alteraciones
de polinucleétidos que surgen dentro de una region codificadora de proteina de un gen asi
como alteraciones en regiones por fuera de una secuencia codificadora de proteina, como,
pero sin limitaciones, secuencias reguladoras o pro'motoras. Una mutacidn en un gen puede ser
‘v‘silente”, es decir, no reflejada en una alteracion de aminoacido en el momento de la expresion,
lo cual conduce a una variante “conservadora de secuencia” del gen. Esto por lo general surge
cuando un aminoacido corresponde a mas de un codén.

[0037] Algunos ejemplos no limitantes de un aminoacido modificado incluyen un
aminodcido glucosilado, un aminoacido suifatado, un aminoacido prenilado (p.ej., farnesilado,
geranilgeranilado), un aminoacido acetilado, un aminoacido acilado, un aminoacido pegilado,
un aminoacido bictinilado, un aminoacido carboxilado, un aminoacido fosforilado y similares. La
bibliogréfia esta plena de referencias adecuadas para orientar a la persona versada en la
técnica en la modificacion de los aminoacidos. Algunos ejemplos de protocolos se encuentran
en Walker (1998) Protein Protocols en CD-ROM (Humana Press, Towata; N.J.).

[0038] Los métodos recombinantes para producir y aislér los polipéptidos modificados de
celobiohidrolasa de la revelacién: se describen aqui. Ademés de la produccién recombinante,
los polipéptidos se pueden producir mediante por sintesis directa de los péptidos usando
técnicas de fase sélida (p.gj., Stewart et al. (1969) Solid Phase Peptide Synthesis (WH
Freeman Co, San Francisco); y Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85: 2149¥2154). La sintesis
de los péptidos se puede llevar a cabo usando técnicas manualles o automatizadas. La sintesis
automatizada se puede lograr, por ejemplo, usando el Applied Biosystems 431A Peptide
Synthesizer (Perkin Elmer, Foster City, Calif) de conformidad con las instrucciones

proporcionadas por el fabricante.
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[0039] Los términos “celobiohidrolasa II” o “enZima CBH 11" significan una enzima de las 6
pfoteinas de la familia de la celulasa, que estan ampliamente distribuidas en bacterias y
hongos. Las enzimas estan involucradas en la hidrslisis de Ia celulosa.

[0040] Por “actividad de celulasa” se entiende una enzima que es capaz de hidrolizar la
celulosa. La celulasa se refiere a una clase de enzimas producidas por hongos, bacterias y
protozoarios que catalizan la hidrélisis de la celulosa. Sin embargo, también existen celulasas
producidas por otros tipos de organismos como plantas y animales. El numero EC para este
grupo de enzimas es EC 3.2.1.4. Existen cinco tipos generales de celulasas con base en el tipo
de reaccién catalizada: endo-celulasa; exo-celulasa, dentro de esta categoria hay dos tipos
principales de exo-celulasas (o celobiohidrolasas, abreviadas como CBH) —un ﬁpo funciona de
forma procesiva a partir del el extremo reductor y un tipo funciona de forma procesiva a partir
del extremo no reductor de la Celulosa; hidrolasas celobiasa o beta-glucosidasa; celulasas
oxidativas; y fosforilasas de celulosa que despolimeriZan la celulosa usando fosfatos en vez de
agua. La mayoria de las celulasas de los hongos tiene dos dominios: un dominio catalitico y un
dominio de unién a la celulosa, que estan conectados por un conector flexible. En modalidades
especificas de la revelacién la actividad de celulasa es una actividad de CBH. Las secuencias
aqui descritas incluyen, en algunos casos, tanto el dominio de unién a la celulosa como el
dominio catalitico o solamente el dominio catalitico. En tales casos en donde solamente se da
la secuencia del dominio catalitico, se reconocera que un dominio de unién a la celulosa (CBD)
como el proporcionado en la SEQ ID NO: 8, puede estar eslabonado funcionalmente (bien sea
como parte de la secuenc;ia codificadora o fusionado mas tarde) al dominio catalitico ya sea
directamente o a través de un conector. _ _ |

[0041] Una “proteina” o “polipéptido”, terminos que se usan de forma intercambiable aqui,
comprende una o mas cadenas de bloques fundamentales quimi.cos llamados aminoacidos que
estan conectados entre si por enlaces quimicos llamados enlaces peptidicos. Una “enzima”
significa cualquier sustancia, de preferencia compuesta en todo o en su mayor parte por
proteina, que cataliza o promueve, mas o menos especificamente, una o mas reacciones
quimicas o bioquimicas. Una proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula “nativa” o “de tipo
silvestre”, significa una proteina, enzima, polinucledtido, gen o célula que se encuentra en
estado natural.

[0042] Una “secuencia de aminodacidos” es un polimero de aminoacidos (una proteina,
polipéptido, etc.) o una sarta de carécteres que representa un polimero de aminoacidos,
dependiendo del contexto. Los términos “proteina”, “polipéptido”, y “péptido” se usan de forma
intercambiable en este documento. “Aminoacido” es una molécula que tiene la estructura en la
cual un atomo de carbono central esta enlazado a un atomo de hidrégeno, un grupo de acido
carboxilico (cuyo atomo de carbono se menciona aqui como un “atomo de carbono carboxilo”),
un grupo amino (cuyo atomo de nitrégeno se menciona adui como. un “atomo de nitrégeno
amino”) y un grupo de cadena lateral, R. Cuando se incorpora dentro de un péptido, polipéptido
6 proteina, un aminoacido pierde uno o mas atomos de sus grupos carboxilicos aminoacidos en
la reacciéon de déshidratacién que enlaza un aminoacido a otro. Como resultado, cuando se

incorpora dentro de una proteina, un aminodacido se conoce como un “residuo de aminoacido.”
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[0043] Una secuencia particular_de aminoacidos . de iuna proteina dada (es decir, la
‘festructura'p_rimaria” del polipéptido cuando se escribe desde el amino-terminal hacia el
carboxi-terminal) esta determinada por la secuencia den‘UcIeétidos de la porcion codificadora
de un ARNm, el cual-a su vez es especificado por informacién genética, tipicamente ADN
genémico (incluido ADN de los organelos, p.ej., ADN mitocondrial o del cloroplasto). Asi,
determinar la secuencia de un gen ayuda a pfedeCir la secuencia primaria de un polipéptido
correspondiente y mas particularmente el papel o la actividad que desempefian el polipéptido o
las proteinas codificadas por ese gen o éecuencias de polinucleétidos.

[0044] “Suétitucién conservadora de aminoacidos” o, mas sencillamente, “variaciones
conservadoras” de una secuencia en particular quiere decir el reemplazo de un aminoacido o
serie de aminoacidos, con secuencias de aminoacidos esencialmente idénticas. La persona
versada en la técnica reconocera que las sustituciones, deleciones o édiciones individuales que
alteren, adicionen o eliminen un solo aminoacido o un porcentaje de aminoacidos en una
secuencia codificada dan lugar a “variaciones conservadoras” en las cuales las alteraciones se
traducen en la delecion de un aminoacido, la adicién de un aminoacido o la sustitucion de un
aminoacido por un aminoéacido quimicamente similar. ’

[0045] Las tablas de sustitucion conservadora que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares son bien conocidas del estado de la técnica. Por ejemplo, un grupo de
sustitucion conservadora incluye Alanina (A), Serina (S) y Treonina (T). Otro grupo dé
sustitucion conservadora incluye Acido aspartico (D) y Acido glutamico (E). Otro grupo de
sustitucion conservadora incluye Asparagina (N) y Glutamina (Q). Otro grupo de sustitucion
_con'servadora incluye Arginina (R) y Lisina (K). Otro grupo de sustitucion conservadora incluye
Isoleucina, (I) Leucina (L), Metionina (M) y Valina (V). Otro grupo de sustitucién conservadora
incluye Fenilalanina (F), Tirosina (Y) y Triptofano (W).

[0046] Asi pues, las “sustituciones conservadorés de aminoacido” de una secuencia de
polipéptidos registrada (p.ej., SEQ ID Nos: 2, 4, 6 y 12-78) incluyen sustituciones de un
porcentaje, tipicamente menos de 10%, de los aminoacidos de la secuencia del polipéptido,
con un aminoacido seleccionado conservadoramente del mismo grupo de sustitucion
conservadora. Segun esto, una variacion sustituida conservadoramente de un polipéptido de la
revelacion puede contener 100, 75, 50, 25 o 10 sustituciones con uné variacion sustituida
conservadoramente del mismo grupo de sustitucion conservadora.

[0047] Se entiende que la adicién de secuencias que no alteran la actividad codificada de
una molécula de acido nucleico, como la adiciébn de una secuencia no funci_»onal 0 no
codificadora, es una variacion conservadora del acido nucleico basico. La “actividad” de una
enzima es una medida de sd capacidad de catalizar una reaccién, es decir, una “funciéon” y
puede expresarse como la tasa a la cual se produce el fruto de la reaccion. Por ejemplo, la
actividad enzimatica puede ser representada como la cantidad de producto producida por
unidad de tiempo o por unidad de enzima (p.€j., conéentracién 0 peso) o en términos de las
constantes de afinidad o de disociacion. Como se usa de forma intercambiable en este
documento una “actividad de celobiohidrolasa o actividad de celulasa’, “actividad biolégica de
celobiohidrolasa o celulasa” o “actividad funcional de celobiohidrolasa o celulasa”, hace

referencia a una actividad ejercida por una proteina, polipéptido que tiene actividad de celulasa
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y en modalidades especificas actividad de celobiohid‘rolasa sobre un sustrato de celulosa,
segun se determine in vivo o in vitro, de acuerdo con técnicas estandar. A

[0048] La persona versada en la técnica apreciara que muchas variaciones conservadoras
de los constructos de acido nucleico que se revelan arrojan un constructo funcionalmente
idéntico. Por ejemplo, como se dijo arriba, debido a la degeneracién del codigo genético, las
“sustituciones silentes” (es decir, las sustituciones en una secuencia de acidos nucleicos que
no se traduce en una alteracion de un polipéptido codificado) son una caracteristica implicita de -
todas las secuencias de acidos nucleicos que codifican un aminoacido. De manera similar, las
“sustituciones conservadoras de aminoacido” en que uno o unos pocoS'aminoécidos en una
- secuencia de aminoacidos son sustituidos por diferentes aminodacidos con propiedades muy
similares, también .se identifican facilemnte como muy similares a un constructo revelado.
Dichas variaciones conservadoras de cada secuencia revelada son una caracteristica de los
polipéptidos previstos aqui.

[0049] Las “variantes conservadoras” son proteinas o enzimas en Iés cuales un residuo de
aminoacidos dado ha sido cambiado sin alterar la conformacién y funcion generales de la
proteina o enzima, incluidos, pero sin limitaciones, el reemplazo de un aminoacido por uno que
tiene propiedades similares, incluidos vcarécter polar 0 no polar, tamafo, forma y carga. Los
aminoacidos diferentes de los indicados como conservados pueden diferir en una proteina o
enzima de manera que el porcentaje de similitud en la proteina o secuencia de aminoacidos
entre dos proteinas cualesquiera de funcién similar puede variar y puede ser, por ejemplo, por
lo menos de 30%, por lo menos de 50%, por lo menos de 70%, por lo menos de 80% o por lo
menos de 90%, segun se determine de acuerdo con un esquema de alineacién. Tal como se
menciona aqui, “similitud de la secuencia” significa el grado hasta el cual las secuencias de
nucledtidos o proteinas estan emparentadas. El grado de similitud entre dos secuencias puede
estar basado en porcentaje de identidad y/o conservacién de la secuencia. “ldentidad de la
secuencia” aqui significa el grado hasta el cual dos nucleétido o secuencias de aminoacidos
son invariables. “Alineacion de la secuencia” significa el proceso de alinear dos o mas
secuencias para alcanzar niveles maximos de identidad (y, en el caso de secuencias de
aminoacidos, conservacion) con el proposito de valorar el grado de similitud. Hay numerosos
métodos para alinear secuencias y valorar similitud/identidad conocidos de la técnica como, por
ejemplo, el Método de cumulo, en donde la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN, asi
como BLASTN, BLASTP y FASTA (Lipman y Pearson, 1985; Pearson y Lipman, 1988). Cuando
se usan todos estos programas, los escenarios preferidos son aquellos que se traducen en la
maxima similitud de la secuencia. | ‘ . '

[0050] Las modificaciones no conservadoras de un polipéptido en particular son aquellias
que sustituyen cualquier aminoacido no caracterizado como una sustitucion conservadora. Por
ejemplo, cualquier sustitucion que atraviese las fronteras de los seis grupos explicados arriba.
Estos incluyen sustituciones de aminoacidos basicos o acidos por aminoacidos neutros, (p.€j.,
Aép, Glu, Asn o GIn por Val, lle, Leu o Met), aminoéci‘dos aromaticos por aminoacidos basicos
0 acidos (p.€j., Phe, Tyr o Trp para Asp, Asn, Glu o-GIn) o cualquier otra sustitucién que no
reemplace un aminoacido por un aminoacido similar. Las cadenas laterales basicas incluyen

lisina (K), arginina (R), histidina (H); cadenas laterales acidas incluyen acido aspartico (D),
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acido glutamico (E); cadenas laterales polares no-cargadas incluyen glicina (G')\, asparagina(N),
glutamina (Q), serina (S), treonina (T), tirosina (Y), cisteina (C); cadenas laterales no polares
incluyen alanina (A), valina (V), leucina (L), isoleucina (1), prolina (P), fenilalanina (F), metionina
(M), triptéfano (W); las cadenas laterales beta-ramificadas incluyen treonina (T), valina (V),
isoleucina (1); las cadenas laterales aromaticas incluyen tirosina (Y), fenilalanina (F), triptéfario
(W), histidina (H).

[0051] Una proteina, enzima, polinucleétido, gen o bcél_ula “progenitora” es cualquier
proteina, enzima, polinucleétido, gen o célula, a partir de las cuales 'cualvquier otra proteina,
enzima, polinucledtido, gen o célula, es derivado o hecho, usando cualquier método,
herramienta o técnica y si o no el progenitOr es en si rhismo nativo o mutante. Un polinucleétido
o gen progenitor codifica una proteina o enzima progenitora. |

[0052] Ademas de proporcionar variantes de polipéptidos CBH I, se proporcionan los
polipéptidos quiméricos que comprenden: 1) una variante de dominio aislada de una primera
hebra parental y modificada para incluir una sustitucién de aminoacido; y 2) un dominio aislado
de unavsegunda hebra parental bien sea no modificada o modificada péra incluir una nueva
actividad o una actividad que complementa el dominio. Aqui se revelan métodos para obtener
por ingenieria genética un polipéptido quimérico de la revelacion.

[0053] La revelacion proporciona variantes, mutantes vy quime’kas de celulasa vy
celobiohidrolasa (CBH) Il que tienen termoestabilidad aumentada eh comparacion con una
proteina de tipo silvestre o parental, en donde la proteina de tipo silvestre esta compuesta por
la SEQ ID NO: 2, 4 0 6. La variante comprende una Serina en la region C terminal en un motivo
que comprende la secuencia GEXDG, en donde X es C, Ao G (SEQ ID NO: :1'07), en donde X
esta sustituido con Serina, la variante que comprende actividad de celuiasa y en donde el
polipéptido tiene termoestabilidad aumentada en comparacién con una celulasa de tipo
silvestre que carece de una serina en la secuencia GEXDG (SEQ ID NO: 107). En una
modalidad, las variantes comprenden pbr lo menos una mutacién de una Cys%Ser en el motivo
GECDG (ver, p.ej., SEQ ID NO: 2 de aminoacido 312-316) encontrada en la mayoria de las
proteinas de celulasa y celobiohidrolasa Il (como se describe en mayor detalle méé adeiante) y
pueden comprender mutaciones adicionales que mejoran la. termoestabilidad o la actividad. La
identidad entre las celulasas puede ser bastante baja. La sustitucién de serina arriba descrita
es aplicable a cualquier celulasa que tiene el motivo de la SEQ ID NO: 107 (p.ej., en donde el
polipéptido tiene una identidad de por lo menos 60% o mas con la SEQ ID NO: 2 0 4).

[0054] Por ejemplo, la revelacion proporc_;iona polipéptidos que tienen un aumento de la
termoestabilidad y la actividad de celulasa que comprenden u.na secuencia que es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%,' 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2 que éomprende una C314S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 4 que comprende una
C311S; es por lo Menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 12 que
comprende una C310S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
13 que comprende una C312S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% identica a la SEQ
ID NO: 14 que comprende una C314S: es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 15 que comprende una C315S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ 1D NO: 16 que comprende una C313S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
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98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 19 que comprende una C313S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 21 que comprende una C312S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID. NO:.22 que comprende una
C311S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 64 que
comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ 1D NO:
65 que comprende una C407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 66 que comprende una C394S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 67 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO: 68 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 69 que comprende una C4008S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 70 que comprende una C400S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 7‘1 que com_prende una C4008S; es
por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 72 gue comprende una
C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la 'SEQ ID NO: 73 que
comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
74 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 75 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 76 que comprende una C407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
identica a la SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S, en donde los anteriores
polipéptidos‘ tienen actividad de celulasa y mejor termoestabilidad en comparaciéon con su
proteina progenitora correspondiente (de tipo silvestre) que carece de una mutacion Cys—>Ser.
[0055] En otra modalidad, la revelacié_n proporciona los poIipéptidos arriba descritos; sin
embargo, estos ademas comprenden por lo menos una mutacién de adicion QUe puede ser
determinada por alineacion una SEQ ID NO: 64, en donde la SEQ ID NO: 64 comprende una
Pro en la posicion 413 o una Ser o Thr en la posicién 231 o una Ser o Thr en la posicion 305 o
una GIn o Asn en la posicion 410 o una Glu en la posicién 82 o cualquier combinacion de las
anteriores. Se pueden identificar sustitucioneé similares por alineacién de la secuencia de Ia
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 64 con las de la SEQ ID Nos: 2, 4, 6, 12-63 y 65-
78. : .

[0056] La revelacién también proporciona polipéptidos sustancialmente purificados que son
producidos bien sea por técnica recombinante, sintéticos o generados de otra forma no natural
en donde el polipéptido comprende una secuencia como la que se estipula mas adelante que
tiene de 1-10, 10-20 o 20-30 sustituciones conservadoras de aminoacido excepto en la posicién
que se identifica a continuacion en donde esta presente una sustitucion C>S:

SEQ ID NO: 2 que comprende una C314S;

SEQ ID NO: 4 que comprende una C311S;

SEQ ID NO: 12 que comprende una C310S;
SEQ ID NO: 13 que comprende una C312S;
SEQ ID NO: 14 que comprende una C314S;
SEQ ID NO: 15 que comprende una C315S;
SEQ ID NO: 16 que comprende una C313S;
SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S;
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

19 que comprende una C313S;
21 que comprende una C312S;
22 que comprende una C311S;
64 que comprende una C400S;
65 que comprende una C407S;
66 que comprende una C394S;
67 que comprende una C400S;

68 que comprende una C4008S:;
69 que comprende una C400S;
70 que comprende una C400S;
71 que comprende una C400S;

72 que comprende una C400S;
73 que comprende una C400S;
74 que comprende una C400S;

75 que comprende una C400S;
76 que comprende una C407S;

77 que comprende una C394S; o

78 que comprende una C412S.
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[0057] “Polipéptido aislado” hace referencia a un polipéptido que esta separado de otros

contaminantes que naturalmente lo acompafan, p.ej., proteina, lipidos y polinucledtidos. El
término abarca polipéptidos que han sido removidos o purificados de su ambiente o sistema de
expresion natural (p.ej., célula hospedera o sintesis in vitro).

[0058] “Polipéptido sustancialmente puro” hace referencia a una composicién en la cual la
especie de polipéptido es la especie predominante presente (es decir, con base molar o en
peso es mas abundante que cualquier ofra especie macromolecular individual en la
composiciéon) y es generalmente una composicion sustancialmente purificadé cuando la

especie en cuestion comprende por 0 menos cerca de 50 por ciento de la especie

macromolecular presente por mol 0 % en peso. Generalmente, una composicion de polipéptido

sustancialmente puro comprendera cerca de 60 % o mas, cerca de 70% o més, cerca de 80% o
mas, cerca de 90% o mas, cerca de 95% o mas y cerca de 98% o mas de toda la especie
macromolecular por mol 0 % en peso presente en la composicién. En algunas modalidades, la
especie en cuestion esta purificada hasta la homogeneidad esencial (es decir, no es posible
detectar una especie contaminante en la composicién por los métodos convencionales de
deteccion) en donde la composicion consiste esencialmente en una Unica especie
macromolecular. La especie de solvente, moléculas pequefias (<500 Daltons) y especies de

iones elementales no se consideran como especies macromoleculares.

'[0059]1 “Secuencia de referencia” hace referencia a una secuencia definida que se usa

como base de comparacidon con la secuencia. Una secuencia de referencia puede ser un
subconjunto de una secuencia mas grande como, 'por ejemplo, un segmento de un gen de
Iongitud total o la secuencia del pol'ipépﬁdo. Generalmente, una secuencia de referencia puede
tener por lo menos 20. nucledtidos o residuos de aminoacidos de longitud, por lo menos 25
nucledtidos o residuos de longitud, por lo menos 50 nucleétidos o residuos de longitud o la
longitud completa del acido nucleico o polipéptido. Dado que cada uno de dos polinucleétidos o
polipéptidos puede (1) cbmprender una secuencia (es decir, una porcién de la secuencia
cofnpleta) que es similar entre las dos secuencias y (2) ademas puede comprender una
secuencia que es divergente entre las dos secuencias, las comparaciones de secuencia entre

dos (0 mas) polinucledtidos o polipéptidos tipicamente se suelen realizar comparando
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secuencias de los dos polinucleétidos o polipéptidos durante una “ventana de comparacién”
para identificar y comparar regibnes locales de similitud de la secuencia.

[0060] ‘“ldentidad de la secuencia”’ significa que dos secuencias de aminoacidos son
sustancialmente idénticas (es decir, aminoacido a aminoacido) sobre una ventana de
comparacion. El término “similitud de la secuencia” hace referencia a aminoacidos similares
que comparten las mismas caracteristicas biofisicas. El término “porcentaje de identidad de la
secuencia” o “porceht;je de similitud de la secuencia”' se calcula comparando dos secuencias
optimamente alineadas sobre una ventana de comparacién, determinando el numero de
posiciones en las cuales los residuos idénticos (o residuos similares) se presentan en las dos
secuencias del polipéptido para arrojar el numero de posicioneé pareadas, dividiendo el nimero
de posiciones pareadas por el nimero total de posiciones en la ventana de Comparacién (es
decir, el tamafio de la ventana) y multiplicando el resultado por 100 paré arrojar el porcentaje
de identidad de la secuencia (o el porcentaje de similitud de la secuencia). En lo que respecta a
una secuencia de polinucledtidos, los términos identidad de la secuencia y similitud de la
secuencia tienen significado comparable al descrito para las secuencias de proteinas, en donde
el término “porcentaje de identidad de la secuencia” indica que dos secuencias de
polinucleétidos son idénticas (nucleotido por nucleétido) sobre una ventana de comparacion. En
tal sentido, también se puede calcular un porcentaje de identidad de las secuencias de
polinucleédtidos (0 un porcentaje de similitud de las secuencias de polinucleétidos, p.ej., para
sustituciones silentes .u otras sustituciones, con base en el algoritmo de analisis). La
correspondencia maxima se puede determinar usando uno de los algoritmos de secuencia aqui
descritos (u otros algoritmos disponibles para la personaAmedianamente}versada en la materia
técnica) o por inspeccién visual. |

[0061] Igual que se aplica a los polipéptidos, el término identidad sustancial o similitud
sustancial significa que dos secuencias de péptidos, cuando estan optimamente alineadas,
como cuando se usan los programas BLAST, GAP o BESTFIT con pesos de brecha por
defecto o por inspeccion visual, comparten la identidad de la secuencia o la similitud de la
secuencia. De manera similar, igual que se aplica en el contexto de dos acidos nucleicos, el
término identidad sustancial o similitud sustancial significa que las dos secuencias de acidos

nucleicos, cuando se encuentran dptimamente alineadas, como cuando se usan los programas

BLAST, GAP o BESTFIT usando pesos de brecha por defecto (que se describen en otro aparte '

de este documento) o por inspeccion visual, comparten la identidad de la secuencia o la
similitud de la secuencia.

[0062] Un ejemplo de un algoritmo que es'apropiado para determinar el porcentaje de
identidad de la secuencia o de similitud de la secuencia es el algoritmo FASTA, que esté
descrito en Pearson, W. R. & Lipman, D. J., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444. Ver
también, W. R. Pearson, (1996) Methods Enzymology 2665_227-258. Los parametros preferidos

empleados en una alineaciéon con FASTA de las secuencias de ADN para calcular el porcentaje

de identidad o el porcentaje de similitud son op’timizados, BL50 Matriz 15: -5, k-tuple=2;
penalidad de uniéon=40, optimizacién=28; _penalidéd de brecha -12, penalidad de longitud
brecha=-2; y ancho=16. ' '
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[0063] Otro ejemplo de un algoritmo util es el PILEUP. ElI PILEUP crea una alineacién de
multiples secuencias a partir de un grupo de éecuencias rellacionada's' usando alineaciones
progresivas, pareadas para mostrar relacion y porcentaje de identidad de la secuencia o
porcentaje de similitud de la secuencia. También traza un arbol o dendograma que muestra las
relaciones de aglomeracion que se usan para crear la alineacion. En el PILEUP se usa una
simplificacién del método de alineacién progresiva de Feng & Doolittle, (1987) J. Mol. Evol.
35:351-360. El método empleado es similar al método descrito por Higgins & Sharp, CABIOS
5:151-153, 1989. El programa puede alinear hasta 300 secuencias, cada una con una longitud
maxima de 5,000 nucledtidos o aminoécidos. El procedimiento de alineacién multiple comienza
con la alineacién pareada de las dos sécu_encias méé similares, produciendo un aglomerado de
dos secuencias alineadas. Este aglomerado entonces se alinea con la siguiente secuencia o
aglomerado de secuencias alineadas mas emparentados. Dos aglomerados de secuencias se
alinean por una simple extension de la alineacién pareada de dos secuencias individuales. La
alineacion final se logra por una serie de alineaciones progresivas, ‘pareadas. El programa se
corre designando secuencias especificas y sus coordinados de aminoacido o nucleétido para la
comparacion de las regiones de secuencia y designando los parémetros'del programa. Con el
uso del PILEUP, una secuencia de referencia se pone en comparacion con otras secuencias de
prueba para determinar la relacién de porcent'aje de identidéd de la secuencia (o el porcentaje
de similitud de la secuencia) usando los siguientes parémetroé: peso de la brecha por defecto
(3.00), peso de la longitud de la brecha por defecto (0.10) y brechas terminales ponderadas. El
PILEUP se puede obtener en el paquete de software de analisis de secuencias GCG, p.gj.,
version 7.0 (Devereaux et al., (1984) Nuc. Acids Res. 12:387-37955‘.

[0064] Otro ejemplo de un algoritmo que es apropiado para multiples alineaciones de ADN
y secuencias de aminodcidos es el programa CLUSTALW (Thompson, J. D. et al., (1994) Nuc.
Acids Res. 22:4673-4680). EI CLUSTALW realiza muiltiples compéraciones pareadas entre
grupos de secuencias y las ensambla en una alineacién multiple con base en la identidad de la
secuencia. Las penalidades de Brecha abierta y extensién de Brecha fueron de 10 y 0,05
respectivamente. Para las alineaciones de aminoécidqs se puede usar el algoritmo BLOSUM
como una matriz de peso de proteina (Henikoff y Henikoff, (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915-10919). v ‘

'[0065] Como se menciono ar‘riba, ios miembros de la familia de la celobiohidrolasa y
celulasa se pueden identificar por alineacion de la secuencia y una sustituciéon en el motivo
GECDG (ver, p.ej., SEQ ID NO: 2 del aminoacido 312-316). Entonces .el‘polipéptido modificado
se puede someter a examen para determinar su actividad como se describe mas adelante a
diversas temperaturas y .condiciones para identificar aquellas modificacidnes que introducen
una actividad favorable. Algunas secuencias a manera de ejemplo se pueden encontrar en los
siguientes nimeros de acceso al GenBank, cuyas secuencias se incorporah a la presente

mediante referencia.
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P07987 Q6E5B1
GUX2_TRIRE Q6ESB1_9AGAR
Q9HEYS B7X920
QOKEY8_TRIRE B7X9Z0_COPC!
Q7LsP2 ABNEI3
Q7LSP2_TRIKO ASNEI3_COPCY
Q6UIX9 Q96ves
2‘;‘3:96;"““ Q96V98_ORPSP
A3QVU7_TRIVI .Q7Z7XG
LHCLS Q7Z7X6_PIREQ .
QIHCLS_TRIKO Q87082
066PNL Q870B2_9FUNG
Q66PN1_SHYPO Q874E1
i Q874E1_ORPSP
BSTWC7_9HYPO ASFHT2
09C189 A9FHT2_SORCS
GUX6_HUMIN - BOFEVS
Q2GMP2 BOFEV9_9FUNG
Q2GMP2_CHAGB QEEY63
ATEGGY QBEY63_9FUNG
A7E6G7_SCLS1 Q6EH22
QOUPAS5 Q6EH22 _NEQFR
QOUPAS_PHANO B6EASO
AGS7AG B6EASO_NEOPA
A6S7A6_BOTFB BOFEV4
P49075 BOFEV4_NEOPA
GUX3_AGABI 6EIYS
Q02321 Q6EIY8_NEOFR
Q02321_PHACH Q9UW10
Q9C1R4 QIOUWI10_9FUNG
Q9C1R4_LENED Q12646
Qo6vu2 ‘Q12646_NEOPA
Q96VU2_LENED Q6AAK7
B2ABX7 Q6AKT_9FUNG
B2ABX7_PODAN i
A4RPHb g:tjjm‘/ﬁlgFUNG
A4RPHE_MAG =
-MAGGR QoP8Qs
Q9P8Q8_9FUNG
BOFEVS
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BOFEV8_SFUNG |

Todavia en otras mbdalidades, la familia de la variante del polipéptido de celulasa que tiene
mejor termoestabilidad incluye vaquellos integrantes que aparecen en la siguiente Tabla que
tienen una sustitucion C>S, G>S o A->S. Ademas, los polipéptidos que tienen 85%, 90%,
95%, 98% o0 99% de identidad de la secuencia con cualquiera de las siguientes secuencias que
tienen las sustituciones identificadas en la tabla qL_ie aparece a continuaciéon, que tienen
actividad de celulasa y termoestabilidad también estan abarcadas por la revelacion.

La alineacién del marco de aminoacidos encierra la CBH Il Cys311 de H. jecorina para las
secuencias de proteinas que tienen la mas alta identidad con la CBH Il de H. jecorina. Se
muestran los residuos en la posicidén equivalente de 311 denotados con negrita y subrayados.
Las secuencias para las CBH Il recombinantes de H. insolens y P. chrys estudiadas en este
trabajo se denotan como H. inso y P. chrys. Se excluyeron 54 de las 250 secuencias mas
idénticas debido a redundancia (es decir, mutantes puntuales para estudios estructurales o
isoformas con identidad >95%). Se identifica el nimero de acceso para la celulasa y la
secuencia correspondiente se incorpora a la presénte mediante referencia como si se copiara

directamente del nimero de acceso. Las secuencias asociadas con el numero de accesos se
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denominan SEQ ID NO: 79-106. Un reemplazo de del residuo en negrita y subrayado (p.ej., C,

A o G) con S. El numero entre paréntesis que sigue a la secuencia identifica la"SEQ ID NO:)

H.jeco -—-T---G---D----S---L--LDSFVWVKPGGECDG--T----S--=ennnmee-m- (4)
XP_001903170 —--T---G---L----D---I--EDAFVWIKPGGECDG--T----S------m-m-=- (79)
XP_001226029 ----T---G---H-—-D---L--LDAFVWIKPGGECDG--T----S--==susmeme- (80)
XP_360146 ----T---G---S----E---L--ADAFVWIKPGGECDG--V----S--------—---- (81)

H.inso ---T==-G---H----Q---Y--VDAFVWVKPGGECDG--T----§------=-=--—- (2)
XP_001598803 e T--G---D----A—-L--EDAFVWVKPGGEADG--T----S---mmmmmmmmm (82)
XP_001796781 ----T---D---D----P---L--LDAYVWVKPGGEGDG--T----S---r-rmmmmm- (83)
AAA50608  --—-T---G---S----S---L--IDAIVWVKPGGECDG--T---S---------mm- (84)
AAK28357  --~T--G-—-S-—--S---L--IDSIVWVKPGGECDG--T----S------------- (85)
BAH59082  ----T---G---S----P---L--IDSIVWVKPGGECDG--T----S--------—---- (86)
AAT64008  --—-T---G---S----S---L--IDAIVWIKPGGECDG--T----T---=nnennmn- (87)

P.crys - T-G---S---Q---F-IDSIVWVKPGGECDG--T----S----ememmm (12)
BAH59083  ----T---P---S----S---L--IDSIVWVKPGGEADG--T----S-------------(88)
XP_001833045 ----T---P---S----S---A--IDAIVWIKPGGEADG--T----8---=senn=m-- (89)

- XP_002391276 " ee-T---G---§----8---L--IDSIVWVKPGGE (90)
AAD51055  ----P---D---S----SKP-L--LDAYMWIKTPGEADG--S----S-----—------- (91)
ABY52798  ----S---G---Y----P---L--LDAFMWLKTPGEADG--S----A----—---~---- (92)
AAF34679  ----P---D---A----SMP-L--LDAYMWLKTPGEADG--S----A------------ (93)
ABY52797  ----P---S---K----P---L--LDAYMWIKTPGEADG--S----S------------- (94)
AAR08200  -—--PNP-G---M----P---L--LDAYMWLKTPGEADG--S----S---- --(95)
AAB92678 -=--P---N---P----GSMPL--LDAYMWIKTPGEADG--S----S -(96)
ABY52799  ----S---P---DPEKFP---L--LDAYFWLKPPGEADG--S----D--====------- (97)
AAC60491  ----T---G---D----A---N--IDAYLWVKPPGEADG------- ----(98)
AAC09068 - ----V---K---M----P---L--LDAYMWLKTPGEADG--S----D-----ms------ (99)
ZP_04371095 —--T---G-=-D----A—-A--VDAFLWIKPPGEADG--C----A-r-mmmmmmmm- (100)
ZP_03818362 -—--T---G---D----S---Q--IDAFLWVKIVGEADG (101)
ZP_03817628 ----T---G---D-—-P---Q--IDAFLWVKIPGEADG (102)
ZP_04331392 -==-T---G---N----P---L--IDAFIWTKLPGEADG- (103)
2BOE-X ----T---G---D----P---M--IDAFLWIKLPGEADG (104)
ZP_04608509 -=--T---G---D----S---A--IAAYLWVKLPGEADG : (105)
P26414 ----T---G---D----P---A--IDAFLWIKPPGEADG-: ----(106)

[0066] Para propédsitos de la revelacion, un polipéptido de la revelacion exhibe mejor
termoestabilidad con respecto a un polipéptido progenitor correspondiente si tiene una Tsp que
es por lo menos cerca de 4°C o por lo menos cerca de 9°C mas alta que la de la celulasa
progenitora o por ejemplo una celobiohidrolasa que tiene una Ty, de cercé de 4°C a cerca de
30°C mas alta o cualquier cantidad entre ellas o una Ts, de cerca de 9°C a cerca de 30°C mas
alta o cualquiér cantidad entre ellas, cuando se compara con la de la celobiohidrolasa
progenitora. La Tso es la temperatura a la cual la enzima modificada o natural retiene 50% de
su actividad residual después de una preincubacion de 15 minutos y se determina por la prueba
detallada en los Ejemplos que se dan a continuacion o como se conoce en el estado de la
tecnica. _

'[0067] Las celobiohidrolasas o celulasas modificadas de la revelaciéon pueden tener una Tso
gue es de cerca de 4°C a cerca de 30°C mas alta qué la de una celobiohidrolasa progenitora
correspondiente (p.ej., SEQ ID NO: 2, 4 .o 6) o cualquier intervalo entre eilas, cerca de 5°C a
cerca de 20°C mas alta o cualquier iﬁtewalo entre ellas, cerca de 8°C a cerca-de 15°C mas alta
o cualquier intervalo entre ellas o de cerca de 9°C a cerca de 15°C mas alta o cualquier

intervalo entre ellas. por ejemplo, la celulasa modificada puede tener una Ts, que es por lo
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menos cercade 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28.0 30°C. mas alta que la de
la celobiohidrolasa prdgenitora correspondiente. ‘ f"’"
[0068] Las variantes bque se identifican aqui también se pueden usar para generar
celobiohidrolasas quiméricas. Por ejemplo, previamente se ha usado SCHEMA para crear
familias de cientos de quimeras activas de B-lactamasa y enzimas del citocromo P450. El
SCHEMA usa datos de estructura proteinica para definir fronteras de de “bloques” contiguos de
aminoacidos que minimizan <E>, el numero profnedio de la biblioteéa de contactos de
aminoacidos de cadena lateral que se rompen cuando los bloques se intercambian entre
diferentes progenitores. Se ha demostrado 'que la probabilidad de que una quimera de B-
lactamasa esté plegada y activa guardaba una relacién inversa con el valor de £ para esa
secuencia. El algoritmo RASPP (la recombinacion como el problema del camino mas corto) se
uso6 para identificar las fronteras de los blogues que minimizaron <E> con respecto al nimero
promedio de mutaciones de la biblioteca, <m>. Mas de 20% de las ~500 quimeras singulares
caracterizadas a partir de una coleccién de B-Iéctamasas estaba compuesto por 8 bloques de 3
progenitores (3% = 6.561 posibles secuencias) que eran cataliticamente activos. Un abordaje
parecido produjo una familia de quimeras del citocromo P450 de 3 progenitores, 8 bloques que
contienen mas de 2.300 enzimas nove_doSas, cataliticamente activas. Las quimeras de estas
dos colecciones se caracterizaron por elevados nimeros de mutaciones, 66 y 72 aminoacidos
en promedio desde el progenifor mas cercano, respectivamente. Asi las cosas,
- SCHEMA/RASPP permiti6 disefiar familias de quimeras que tienen significativa diversidad de
secuencia y una fraccidn apreciable de miembros funcionales. |

[0069] También se ha demostrado que las termoestabilidades de las unimeras SCHEMA se
pueden predecir con base en datos de esfabilidad de la secuencia a pértir de una pequena
muestra de secuéncias. El modelo de regresion lineal de los datos de inactivacion térmica para
184 quimeras del citocromo P450 mostré que los bloques SCHEMA hicieron contribuciones
aditivas a la termoestabilidad. Se predijo que mas de 300 quimeras serian termoestables por
este modelo y las 44 que se examinaron fueron mas estables que el progenitor mas estable. Se
estimé que se podrian usar menos de 35 mediciones de termoestabilidad para predecir las
quimeras mas termoestables de todas. Ademas, las quimeras termoestables de P450
desplegaron perfiles singulafes de actividad y especificidad, lo . cuai demostré que la
quimeragénesis puede conducir ‘a propiedades Gtiles adicionales de la enzima. Aqui la
recombinacion SCHEMA de las enzimas CBH Il puede generar'celulasas quiméricas ‘que son
activas sobre celulosa hinchada en acido fosférico (PASC) a altas temperaturas, durante
periodos prolongados de tiempo y amplios intervalos de pH.

[0070] Usando los métodos aqui descritos se generaron numerosos polipéptidos
quiméricos que tienen actividad de celobiohidrolasa con mejores caracteristicas en
comparacion.con las proteinas CBH Il progenitoras de tipo silvestre.

[0071] Una familia diversa de novedosas enzimas CBH || ée construyé permutando bloques
de secuencia de tres_' enzimas CBH Il micdticas. Veintitrés de 48 secuencias quiméricas
muestreadas de este conjunto fueron éegregadas en forma activa por S cerevisiae y cinco
tienen vidas medias a 63°C mas prolongadas que la del progenitor mas estable. Dado que este

conjunto de muestra de 48 integrantes representa menos de 1% de las posibles 6561
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secuencias, bredecimds que esta coleccidn de quimeras ya .contiene cientos:de enzimas CBH |l
termoestable activas, un nuamero que eclipsa las aproximadamente veinte enzimas CBH Il
micéticas de la base de datos CAZy.

[0072] El abordaje de usar los datos de estabilidad de la secuencia del conjunto de
muestras para identificar bloques que contribuyen positivamente a la termoestabilidad de la
quimera se valido al hallar que las 10 quimeras cataliticamente activas del segundo conjunto de
validacion CBH |l fueron mas termoestables que el progenitor mas estable, una CBH Il
naturalmente termoestable del hongo termofilico, H. “insolens. Esja revelacion hasta el
momento ha generado un total de 33 nuevas enzimas CBH Il que se expresan en forma
cataliticamente activa en S. cerevisiae, 15 de las cuales son mas termoestableé que el
progenitor mas estable a partir del cual fueron construidas. Estas 15 enzimaé termoestables
son diversas en secuencia, difiriendo entre si y con sus homoélogos naturales mas cercanos en
hasta 94 y 58 posiciones de aminoacido, respectivamente.

[0073] El analisis de las termoestabilidades de las quimeras de CBH Il en los conjuntos
combinados de muestra y de validacién indica que los cuatro bloques de térmoestabilizacion
identificados, B1P1, B6P3, B7P3 y B8P2, hacen contribuciones acumulativas a la estabilidad
térmica cuando estan presentes en la misma quimera. Cuatro de los cinco juego de muestras
de quimeras que son mas termoestables que la CBH Il del H. insolens contienen bien sea dos o
tres de estos bloques estabilizadores (Tabla 1). Los diez miembros activos del conjunto de
validacién, todos ios cuales son mas estables que la enzima del H. insolens, contienen por lo
menos dos bloques estabilizadores, cinco de las seis quimeras més_ termoestables en este
grupo conteniendo ya sean tres o' cdatro bloques estabilizadores.. |

[0074] La revelacion demuestra que los bloques estabilizadores pueden recombinarse para
crear novedosas celulasas activas altamente estables. El modelo de regresion de la estabilidad
predice que la biblioteca de CBH Il SCHEMA contiene 2.026 quimeras que éon mas estables
que la enzima progenitora mas estable. Estas quimeras son diversas y distintas de las
celulasas nativas: difieren de sus progenitoras por entre 8 y 72 mutaciones (un promedio de 50)
y entre si por un promedio de 63 mutaciones. Un total de 33 genes de este conjunto fueron
sintetizados y expresados en S. cerevisiae: se encontré que todas estas CBH Il quiméricas
fueron mas estables que la celulasa progenitora mas estable del hongo termofilico H. insolens,
medida bien sea por su vida media de inactivacién a 63°C o por Ia Tso. Al reducir la complejidad
de la secuencia haciendo quimeras de apenas ocho bloques se logré la generacién de un
modelo de estabilidad de secuencia y la identificacion de un Unico bloque de secuencia |
altamente estabilizador. Al poner a prueba solamente diez sustituciones de aminoacidos en
este blogue se identificé una Unica, sustitucion altamente estabilizadora. El cohsid_erable efecto
estabilizador dé la sustitucion C313S (con referencia a SEQ ID NO: 6; C314S, SEQ ID NO: 2y
C311S, SEQ ID NO: 4) observado en todas las quimeras y:en las enzimas CBH Il nativas de P.
chrysosporium,' H. insolens y H. jecorina sugiere qu.er la mutacion de cualquier residuo en esta
posicion a una Ser puede estabilizar cualquier familia de célulasas en la cual se introduce.
t0075] La minimizacién del numero de contactos fragmentados luego de la recombinacion
(Figura 2C) pei’mite que los blogues se aproximen como unidades desacopladas que hacen

contribuciones .independientes a la estabilidad de la proteina completa, lo cual conlleva
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contribuciones acumulativas o aun aditivas a la termoestabilidad de la quimera. Por esta razon
la recombinacion SCHEMA de la enzima CBH Il tuvo el efecto de minimiZ3r esos contactos
fragmentados: en tanto que hay 303 contactos totales interbloques definidos en la estructura
cristalina de la CBH Il progenitora del H. insolens, el disefo dev la biblioteca SCHEMA de la
CBH Il se traduce en apenas 33 contactos fra’gmentados potenciales. Dado que las enzimas
progenitoras de CBH 1l no muestran subdominios estructurales obvios 'y’ solamente cuatro de
los ocho bloques (1, 5, 7 y 8) se parecen a unidades o maodulos ,estru‘cturales compactos, el
reducido nimero de contactos fragmentados demuesira'que el algoritmo SCHEMA/RASPP es
efectivo en los casos en los cuales el nimero de bloques parece mayor que el nimero de
subdivisiones estructurales. Como se habia observado antes con las quimeras de B-lactamasa
y del citocromo P450, los valores bajos de E fueron predictivos de plegamiento y actividad de
quimera. Aunque no se usa aqui, ésta relacion debe ser valiosa.para disefar conjuntoé de
muestras de quimeras que contienen una elevada fraccion de miembros activos.

[0076] La revelacion también usé la quimera para determinar si se podria mejorar la
estabilidad del pH en las enzimas CBH II. En tanto que la actividad especifica de la CBH |l de
H. jecorina muestra una aguda declinacion a medida que au'menta el pH por encima del valor
éptimo de 5, la HJPlus, creada sustituyendo bloques estabilizadores sobre la enzima CBH |l
mas relevante industrialmente de H. jecorina, retiene significativamente mas actividad en estds
pH mas altos (Figura 4). Las quimeras termoestables 11113132 y 13311332 y también los
progenftores de la celulasa CHB Il de H. insolens y C. termophilum, tienen perfiles de
pH/actividad aiin mas amplios que la HJPIus. El estrecho perfil de pH/actividad de la CBH Il de
H. jecorina ha sido atribuido a la desprotonacién de varios pares carboxilo-carboxilato, los
cuales desestabilizan la proteina por encima de un pH ~6. La sustitucion del provgenitor 3enel
bloque 7 de la HJPlus cambia el aspartato 277 por histidina, eliminando el par carboxilo-
carboxilato entre D277 y D316 (del bloque 8). Al reemplazar D277 por la histidina de carga
positiva se puede prevenir la repulsion desestabilizadora de la carga a un pH no acido,
permitiendo que la HJPlus retenga la actividad a un pH mas alto que la CBH Il de H. jecorina.
Los perfiles ain mas amplios de pH/actividad de las dos quimeras termoestables restantes y de
las enzimas CBH Il progenitoras de H. insolens y C. termophilum pueden deberse a la ausencia
de residuos acidos en posiciones correspondientes al par carboxilo-carboxilato E57-E119 de
" HJPlus y de la CBH Il de H. jecorina.

[0077] La HJPlus exhibe tanto una actividad especifica relativamente alta y como una
elevada termoestabilidad. La FigUré 5 muestra que estas propiedédes conducen a un buen
desempefio en expérimentos de hidrolisis a largo plazo: la HJPlus hidrolizé la celulosa a
temperaturas 7-15°C mas altas que las enzimas CBH Il progenitoras y también tuvo un
aumento significativo de la a largo piazo con réspecto a todos los prdgenitores a su
temperatura éptima, superando a la CBH Il de la H. jecorina en un factor de 1,7. Dado que la
actividad especifica de la quimera HJPlus es menor de la de la CBH Il progenitora de H.
jecbrina, este aumento de la actividad a largo plazo se puede atribuir a la capacidad de la
HJPlus termoestable a retener la actividad a temperaturas 6ptimas de hidrélisis durante

tiempos de reaccion mas largos.
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[0078] Las oftras dos quimeras termoestables compartieron el amplio intervalo de
temperatura de la HJPlus. Esta observacion respalda una correlacion positiva entre el t,, a alta
temperatura y maxima temperatura operativa y sugiere que muchas de las quimeras
termoestables entre las 6.561 secuencias d'evq'uimera de CBH Il también seran capaces de
degradar la celulosa a altas temperaturas. Aunque esta capacidad de hidrolizar el sustrato
amorfo PASC a altas temperaturas augura la potencial utilidad de quimeras termoestables de
hongos de CBH I, los estudios con mas sustratos cristalinos mas dificultosos y sustratos que
contienen lignina permitiran hacer unav valoracion mas completa de la relevancia de esta
novedosa familia de enzimas CBH il en aplicaciones de degradacion de biomasa.

[0079] La mayoria de procesos de conversién de bior_nasa usa mezclas de celulasas de los
hongos (principaimente CBH I, celobiohidrolasa clase I (CBH 1), endoglucanasas y 0O-
glucosidasa) para alcanzar niveles elevados de hidrélisis de la celulosa. La generacion de un
grupo diverso de quimeras termoestables de la enzima CBH Il es el primer paso hacia la
construccion de un inventario de celulasas estables, altamente acti\_(as a partir de las cuales se
pueden formular y optimizar mezclas de enzimas para aplicaciones y materias primas
especificas. |

[0080] “Segmento peptidico” hace referencia a una porcién o fragmento de un polipéptido o
proteina mas grande. Un segmento peptidico no tiene que tener actividad funcional por si solo,
aunque en algunos casos, un segmento peptidico puede corresponder a un dominio de un
polipéptido en donde el dominio tiene su propia actividad biologica. Un segmento peptidico
asociado a la estabilidad es un Segmento peptidico que se encuentra eh un polipéptido que
promueve la estabilidad, la funcion o el p'legamie‘nto en comparacién cbn_ a un polipéptido
emparentado} que carece del segmento peptid'icd. Un se_gmehto peptidico asociado a la
desestabilizacion es un segmento peptidico que se identifiCa.como causante de pérdida de
estabilidéd, funcion o plegamiento cuando esta presente en un polipéptido.

[0081] Los términos “fusionado’, “vinculado de forma operativa”, y “asociado de forma
operativa” se usan de forma intercambiable en este documento para referirse ampliamente a un
acople quimico o fisico de dos dominios o segmentos pepﬁdicos por lo demas diferentes, en
donde cada dominio o segmento peptidico cuando esta vinculado de forma operativa puede
propormonar un polipéptido funcional que tiene una actividad deseada. Los dominios o
segmentos peptidicos pueden estar conectados por medlo de conectores peptidicos de manera -
que son funcionales o pueden fusionarse a través de otros intermediarios 0 enlaces quimicos.
Por ejemplo, dos dominios pueden ser parte de la misma secuencia codificadora, en donde los
polinuclettidos se encuentran en el marco de manera que el polinucledtido cuando se
transcribe codifica un Unico ARNm que cuando se traduce comprende los dos dominios como
un unico polipéptido. Como alternativa, los dos d_orhinios pueden expresarse por separado
como polipéptidos individuales y fusionarse entre si usando métodos quimicos. Tipicamente,
los dominios codificadores se vincularén “en el marco” ya sea directamente 0 separados por un
péptido conector y codificados por un Unico polinucledtido. En ‘el estado de la técnica se
conocen varias secuenmas codlflcadoras para conectores peptldlcos y péptidos. '
[0082] “Polinuclestido” o “secuencia de acidos nucleicos” hace referencia a una forma

. o o . . y g . t . .
polimérica de nucieétidos. En algunos casos un polinucledtido hace referencia a una secuencia
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que no esta inmediatamente contigua con ninguna de las secuencias éodificadoras con las
cuales es inmediatamente contigua (una en el extremo 5' y una en él extremo 3') en el genoma
natural del organismo del cual se deriva. El término por consiguiente ‘incluye,' por ejemplo, un
ADN recombinante que se incorpora dentro de un vector; dentro de un plasmido o virus que se
duplica de forma auténoma; o dentro del ADN gendmico dé un procafiote 0 eucariote 0 que
existe como moléc_ula‘ separada (p.ej., un ADNc) independiente de otras secuehcias.. Los
nucleoétidos de la revelacion pueden ser ribonucleétidos, desoxirribonucledtidos o formas
modificadas de cualquier nucleétido. El término polinucledtido como se Usa en este contexto
hacev referencia, entre otros, ADN de cadena simple y d.oble, ADN que es una ‘mezcla de
regiones de cadena simple y doble; ARN de cadena simple y doble y ARN que es mezcla de
regiones de cadena simple y ddbl_e, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que
puede ser de cadena Unica o, mas tipicamente, de cadena doble o una mezcla de regiones de
cadena simple y doble. El término poIinucIeéti'do abarca ADN o ARN genémico (dependiendo
del organismo, es decir, ARN del genoma de los virus), asi como ARNm codificado por el ADN
genémico y el ADNc, | |
[0083] Los términos “segmento de acido nucleico’f, “segrhento de oligonucleétido” o
“segmento de polinucleétido” hacen referencia a una porci6n de una molécula de polinucledtido
mas grande. El segmento de polinucleétido no tiene que correspondef a un dominio funcional
codificado de una proteina; sin embargo, en algunos casos el segmentd codificara un dominio
funcional de una proteina. Un segmento de polinucleétido puede tener cerca de 6 hucleétidds 0
mas de longitud (p.ef., .6'-20, 20-50, 50-100, 100-200, 200-300, 300-400 0 mas nUcIeétidos de
longitud). Un segmento peptidicd'asociado a la estabilidéd puede ser codificado por un
segmento de polinucledtido asociado a la estabilidad, en ddnde‘ el segmento peptidico
promueve estabilidad, funcidén o plégamiento en comparacién con un polipéptido que carece del
segmento peptidico. ' '

[0084] El término “quimera’ hace referencia a una combinacion dé por lo menos dos
segmentos de por lo menos dos diferentes proteinas progenitorés. Como lo apreciara la
persona versada en la técnica, los segmentos en realidad no tienen que venir de cada uno de
los progenitores, por cuanto es la secuencia particular la que es relevante y no los acidos
nucleicos fisicos mismos. Por ejemplo, una éelobiohidro_lasa micoética quimérica de clase |
(celulasas CBH Il) tendra por lo menos dos segmentos de dps diferentes polipéptidos
progenitores CBH . Los dos segmentos estan conectados para dar lugar a un nuevo
polipéptido que tiene actividad de celulasa. En otras palabras, una pr’otéina no sera una
quimera si tiene la secuencia idéntica de cualquiera de los progenitores de longitud completa.
Un polipéptido quimérico puede comprender mas de dos segmento.s de dos diferente proteinas
progenitoras. .Por ejemp_l.o, puede haber 2, 3, 4, 5-10, 10-20 o mas progvenitores para cada
quimera final o biblioteca de quimeras. El segmento de cada polipéptido progenitor puede ser
muy corto o muy largo, los segmentoé pueden variar en longitud de aminbécidos contiguos de 1
a 90%, 95%, 98% o0 99% de la longitud completa de la proteina. En una'modalidad, la longitud
minima es 10 aminodacidos. En una modalidad, un solo punto de cruce se define para dos
progenitores. La localizacién del cruce define en dénde se va a detener un segmento de

aminoacidos del progenitor y en donde va a comenzar el siguiente segmento de aminoacidos
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del progenitor. Asi pues,' una_quiméra simple soiamente tendra una Ioca’lizacic’in del cruce en la
cual el segmento que 'precede a I.a localizacion del cruce pertenecera a un progenitor y el
segmento que sigue a la localizacién del cruce pertenecera al segundo progenitor. En una
modalidad, la quimera tiene mas de una localizacién de cruce.-Por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
10, 11-30 o mas localizaciones de cruce. Mas adelante se examinan los nombres y definiciones
de estas localizaciones de cruce. En una modalidad en la cual existen dos Iocalizéciones de
cruce y dos progenitores, habra un primer segmento contiguo de un primer progenitor, seguido
por un segundo segmento contiguo de un segundo progenitor, seguido por un tercer segmento
contiguo del primer progenitor. Contiguo significa que no hay nada de significancia que
interrumpa los segmentos. Estos segmentos contiguos estan conectados formando una
secuencia contigua de aminoacidos. Por ejemplo, una quimera CBH [l de Humicola insolens
(en lo sucesivo “1”) y H. jecori (en lo sucesivo “2"), con dos cruces en 100 y 150, podria tener
los primeros 100 aminoacidos de 1, seguidos por los siguientes 50 de 2, seguidos por el resto
de los aminoacidos de 1, todos conectados en una cadena de aminoacidos contiguos. Como
alternativa, la quimera CBH Il podria tener los primeros 100 aminoacidos de 2, los siguientes 50
de 1 y el resto seguido por 2. Como lo apreéiaré la persona versada en la técnica, existen
variantes de las quimeras asi como las secuencias exactas. Asi las cosas, no se necesita que
el 100% de cada segmento esté presente en la quimera final si es una quimera variante. La
cantidad que se puede alterar, ya sea a traves de residuos adicionales o remocion o alteracion -
de residuos se definira a medida que se define el térrhino variante. Por supuesto, como lo
entendera la persona versada en la técnica, la anterior discusion se apllca no solamente a los
aminoacidos sino también a los acidos nucleicos que codifican a '16s aminoacidos.

[0085] La revelacion describe ademas de variantes especificas, variantes que pueden
usarse para generar quimeras de CBH Il. Se usé una biblioteca dirigida de recombinaciéh
SCHEMA para generar enzimas de celobiohidrolasa con base en un miembro especialmente
bien estudiado de esta diversa familia de enzimas y de modo més particular las enzimas
celobiohidrolasas II: El H. insolens es el progenitof “1” (SEQ ID NO: 2), el H. jecorina es el
progenitor “2” (SEQ ID NO: 4) y el C. termophilum es el progenitor “3” (SEQ ID NO: 6).
SCHEMA es un método computarizado para predecir cuéiles fragment_os de proteinas
homologas se pueden recombinar sin afectar la integridad-estructural de la proteina (ver, p.ej.,
Meyer et al., (2003) Protein Sci., 12:1686-1693). Este abordaje computarizado identifico siete
puntos de recombinacién en las proteinas progemtoras de CBH 11, lo cual permitié la formacion
de una biblioteca de polipéptidos quimeras de CBH 11, en donde cada polipéptido comprende
ocho segmentos. Las quimeras de mayor estabilidad son identificable determinando la
contribucién sumatoria de cada segmentd a la estabilidad general, bien Asea usando la regresién
lineal de los datos de estabilidad de la sécuencia o basados en el andlisis de consenso de las
MSAs de proteinas plégadas frente a no plegadas. La recombinacion SCHEMA asegura que
las quimeras retienen la funcién bioldgica y exhiben alta diversidad -d_e secuencia porque
conservan importantes residuos funcionales al tiempo que intercambian los tolerantes. ‘ '
[0086] Asi las cosas, como se ilustra en varias modalidades aqui, la revelacion proporciona
polipéptidos CBH ! que.compr.enden una quimera de dominios parentales de los cuales una

hebra parental o la secuencia codificadora quimérica resultante se pueden modificar para
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comprender una sustituciébn C->S arriba descrita. En algunas modalidades, el polipéptido
comprende una quimera que tiene una pluralidad de dominios de N- a C terminal de diferentes
proteinas parentales CBH Il: (segmento 1)-(segmento :2)-(segmento 3)-(segmento 4)-(segmento
5)-(segmento 6)-(segmento _ 7)-(segmento 8);
en donde el segmento 1 comprende residuos de aminodcidos de cerca de 1 a cerca
de x4 de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 2 va
de cerca del residuo de aminoacidos x4 a cérca de x, de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO:
4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 3 va de cerca del residuo. de aminoécidos X, a
cerca de Xx; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el
segmento 4 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca de x4 de la SEQ ID NO: 2 (“17),
la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 5 va dé éerca del residuo de
aminoacidos x4 a cerca de x5 de la SEQ ID NO: 2 (“1”),'Ia SEQ ID NO: 4 ("‘2”) 0 vla SEQID NO: 6
(*3"), el segmento 6 va de cerca del residuo de aminoacidos x5 a cerca de xs de la SEQ ID NO:
2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID.NO: 6 (“3”); el segmento 7 va de cerca del residuo de
aminoacidos x6 a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO:
6 (“3"); y segmento 8 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cercé de xg de la SEQ ID
NO: 2 (1", la SEQ ID NO: 4 (2 o la SEQ ID NO: 6 (‘37
' en donde: x; es el residuo 43, 44, 45, 46 o0 47 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 42,
43,44,45046delaSEQID NO: 4 ola SEQ ID NO: 6; Xz es el residuo 70, 71,72, 73 0 74 de la
SEQ ID NO: 2 o el residuo 68, 69, 70, 71, 72, 73 0 74 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; X,
es el residuo 113, 114, 115, 116, 117 o0 118 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 110, 111, 112,
113, 114, 115 0 116 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x4 es el residuo 153, 154, 155, 156
0 157 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155 0 156 de la SEQ ID
NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x5 es el residuo 220, 221, 222, 223 0 224 de la SEQ ID NO: 2 o el
residuo 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222 0 223 de la SEQ ID NO:'4 o la SEQ ID NO: 6; x; es
el residuo 256, 257, 258, 259, 260 o 261 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 253, 254, 255, 256,
257, 258, 259 0 260 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x; es el resi.duo 312, 313, 314, 315
0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315 0 318 de la SEQ ID
NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; y xs es un residuo de arhinoécidos correspondiente al C terminal del
polipéptido que tiene la secuencia dev la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6.
f0087] Usando las anteridres referencias de dominio se generéron varias estructuras
quiméricas como las que aparecen en la Tabla 1.
1.588 secuencias de quimeras CBH Il con valores dé Tso predichos mayores que el valor de T
de 64,8°C parala CBH I progenitora del H. insolens |
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1,588 CBH I chimsra sequences with Ty, values predacted to be greater than the measured Tso
value of 64.8 C for the H. insolens parent CBH H.

31313232
31323333
11212133
31313231
31333232
11232133
31333231
21323112
21323111
32113332

32113331

31223133
21111133
31322133
32133332
32133331
21131133
32112132
32112131
32132132
32132131
21321312
33112332
21321311
33112331
11223233
33132332
11322233
33132331
31211232
31221333
31211231
21313333
31231232
31231231
21221112
21333333
21221111
12112232
12122333

13132231
11224233
33123232
33123231
21311333
21331333
32213332
32213331
32312332
21211133
32312331
13321112
32233332
133211114
32233331
32332332
21231133
32332334
32121232
32121234
13313133
32212132
32212131
13333133
32232132
3223213
33212332
33212331
22123133
33232332

33232331

23113232
23423333
23113231
23133232
23133231
11121112
12311133
11121111
12212232

13212231
13331133
13232232
13232231
22121133
33223232
23111232
23121333
33223231

33322232

23111231
33322231
23131232
23131231
11323112
11323111
11111133
11131133
32221232
32221231
22313232
22323333
22313231
22333232
22333231
31122232
31122231

11321312

11321311
22223133
22322133
23213232
23223333
23213231
23312232
23322333
23312231
23233232
11313333
23233234

21113231
21133232
22221133
21133234
23211232
23221333
23211231
23231232
11311333
23231231
21122133
11331333
11211133
11231133
33113132
33113131

33133132

33133131
31321133
31222232
31222231
12123133
32111432
13113232
13123333
32111131
13113231
32131132
13133232
32131131
13133231
33111332
3311133
33131332
11321233
33131331
13122133
12141232
12121333
12111231

22112331
21222133
32333132
32333131

22132332

22432331
33313332
33313331
33333332
33333331
33213132

- 33213131

33312132
33312134
12313232
12323333
33233132
12313231
33233131
33332132
33332131
12333232
12333231
32311332
32311334
32331332
32331331
12223133
123221433
31113332
31113331
31133332

32211132.

13213232
31133331
13223333
32211131
13213231
13312232
13322333

- 27

33211132
33211131
12311232
12321333
33231132
12311231
33231131
12331232
12331231
23122232
23122231
11113232
11123333
11113231
11133232
12221133
11133231
31111332
31111331
31131332
13211232
31131331
13221333
13211231
13231232
22212332
13231231
22212331
11122133
22232332
22232331
33321232
33321231
23323133
31213332

3121333t

31312332
31312331
31233332
31233331
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22223232

31213432 7

22223231
22322232
31213134
31312132
223222314
31312134
31233132

31233131

31332132
31332131
23321133
23222232
23222231
11213232
11223333

11213231

11312232
11322333
11312231
11233232
11233231
11332232
1133223
31211332
31211331
31231332

31231331

12112332
31323232
12112331
11222133
31323231
12132332
12132331
32123332
32123331
21121133

32122132

s

P

32123131
11221333
11211231
11231232
11231231
33123332
33123331
31321232

31321231

33122132
33122131
12123232
12123231
32121332
32121331
21323133
13122232
13122231
22113132
221131314
22133132
22133131
23113332
23113331
23133332
23133331
12212332

21311232

12212331
21321333
21311231
12232332
21331232
12232331
21331231
23112132
2311243
23132132

| 23132131

32223332

N



12112231
12132232
12132231
21213133
21312133
13323112
13323114
21233133
21332133
32123232
32123231
13111133
13131133
12321112
12321111
33122232
33122231
21211333
13321312
13321311
21231333
11123112
12313133
11123111
21323233
12333133
13313333
32212332
32212331
13221112
13333333
13221111
32232332
32232331
22113232
22123333
22113231
22133232
22133231
13213133
13312133
13233133
13332133

12222333
12212231
21321233
12331133
12232232
12232231
13311333

23122133

13331333
11113133
11133133
32223232
22111232

22121333

322232314
32322232
22111231
32322231
22131232
22131231
13214133
13231133
11323312
11323311
33321133
33222232
33222231
11111333
11131333
11223112

11223111,

11322112
11322111
13321233
22213232
22223333
22213231
22312232
22322333
22312231
22233232
22233231
22332232

23332232
23332231
11221112
11333333
11221411
23222133
11213133
11312133
11233133
11332133
22211232
22221333
22211231
22231232
22231231
31323133
21112232
21122333
21112231
21132232
21132231

32113132

32113131
11211333
32133132
32133131
11231333
33113332
33113331
33133332
11323233
33133331
31311232
31321333
31311231
31331232
31331231
21321112
33112132
21321111
33112131
12113232
12123333

12131232
12131231
32313332
32313331
21311133
21212232
21222333
32333332
21212231
32333331
21331133
21232232
21232231
32213132
32213131
32312132
32312131
32233132
32233131
32332132
32332131

33213332

33213331
33312332
33312331
33233332
33233331

33332332

33332331
33121232
33121231
33212132
33212131
12213232
12223333
12213231
12312232
12322333

33232132

12312231
33232131

12233232

12233234

13312231
32231132

13233232

32231131
13233231
13332232
133322314

33211332

33211331
33231332

33231331

22122232
31112132
22122231
31112131
31132132
33323232
31132131
13222133
33323231
12211232
12221333
12211231
12231232
12231231
23121133
S11112232
11122333
11112231
11132232
32321232
11132231
32321231
31123232

- 31123231

22323133
33221232
33221231
23313232
23323333
23313231
23333232

23333231

28
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31332332

31332331 -

31121232
31121231
22321133

, 22222232

31212132

22222231
31212131

31232132
31232131
23311232
23321333
2331123%
23331232
23331231

. 21123133

23221133

© 11311133

11212232
11222333
11212231
11331133

11232232
11232231

31223232
21111232
21121333

- 31223231

31322232
21111231
31322231
21131232
21131231
32122332
32122331

-13123133 .

33111132

33111131

33131132
33131131
21213232
21223333

32122131
33122332
33122331
31221232
31221234
21313232
21323333
21313231
21333232
21333231
12122232
12122231
22113332

-+ 22113331

21223133

24322133

22133332
22133331
13124133
22112132
22112131
22132132
22132131
33313132
33313131
23112332
23112331

33333132

33333131
23132332

23132331

21211232

21221333 -

21211231
21231232
21231231
12323133
32311132
13313232
13323333
32311131
13313231
32222332

22111332
32223331
32322332
22111331
21221433
323223314
22131332
22131331
13323133
32222132
32222131
33311132

3331113t

33222332
33222331
33331132

33331131

23123232
23123234
12321133
12222232
12222231
13311232
13321333
13311231
22213332
13331232
22213331
22312332
13331231
22312331
11123133
22233332

22233331

22332332
22332331
22121232
31111132
22121231
31111131
31131132
31131131
13221433

U

(\w



11121312
12311333
11121319

22122133 -

12331333
33323133
23112232
23122333
23112231
11113333
23132232
23132231
14133333
12211133
21221233
12231133
13211333
22131131
33223332
23111332
33223331
33322332
231113314
33322331
23131332
23131331
33222132

33222131

12223232
12223231
12322232
12322231
32221332
32224331
22313332
22313331
22333332
22333331
31122332
31122331
13321133
13222232
13222231

22332231
31121133
11221312
11221311
22222133
23311333
23212232
23222333
23212231
23331133
11213333
23232232
11312333
23232231
11233333
11332333
11121233
22331331
21113332
21113331
21133332
22211132
21133331
22241131
22231132
2223113
23211332

23211331

23231332
23231331
21142132
21112131
21132132
23323232
21132131
23323231
11323133
22321232
31311132

. 22321231

31311131
31222332
31222331

12113231
33132132
33132131
12133232

- 12133231

32111332
32111331
31221133
32131332
21313133
32131331
21333133
12122133
13112232
13122333
13112231
13132232
13111331
13131332
13131331
21212132
21212131
21232132
21232131
12313332
12313331
12333332
12333331
33121132
33121131
12213132
12213131
12312132
12312131
21223232
21223231
21322232
12233132
21322231
12233131
12332132
12332131
13213332

12332232
12332231
32211332
32211331
23123133
32231332
32231331
32323232
12222133
32323231
31112332
31112331
13311133
31132332
13212232
31132331
13222333
33323132
33323131

23122332

23122331
11113332
11113331
11133332
12211132
11133331
12211131
21221232
21221231
12231132
122311431
13214332
13211331
13231332
13231331
11112132
11112131
11132132
32321132

- 13323232

11132131
32321131
13323231

11321112
11321114

23223133 -

23322133

-11313133

11333133
22311232
22321333
22311231
31212332
31212331
22331232
22331231
31232332
31232331
21113232
21123333
33321132
33321131
11111332

11111331

11131332
11131331
13321232
13321231
22223332
22223331
22322332
22322331
31121132
31121131
22222132
22222131
23311132
23311131
23222332
23222331
23331132
11213332

23331131
11213331
11312332

11312331

29 -

Attorney Docket No. 00016-047WO1

21213231
21312232
21322333
21312231
21233232
21233231
21332232
21332231
12121133
13111232
13121333
13111231
32313132
32313131
13131232
22112332
13131231

22121132 -

22121131
23121332
23121331
11111132
11111131
11131132
11131131
22323332
22323331

22223132

22223131
22352132
22322131
23223332
23223331
23322332
23322331
11313332
11313331

11333332

11333334

" 23222132

23222131
11213132
11213131

i

32222331
32331132
13333232
32331131
13333231
33311332
33311331
33331332
22123232
33331331
31113132
22123231
31113131
31133132
31133131
13223133
13322133

11311132
BEERIER 3]

11222332

11222331

11331132
11331131
21121332
21124331
13123132
13123131
21223332
21223331
21322332
21322331
12121132
12121131
13121332
13121331
21222132
21222131
12323332
12323331
12223132
12223131
12322132
12322131

22212132
22212131
22232132
22232131
23212332
23212331
23232332
23232334
11111232
14121333
11111231
11131232
11131231
31313332
31313331
31333332
31333331
11321132
11321131
11323132
11323131
11321332
11321331
11221132
11221131
21321132
21321131
13321132

- 13321131

11121132
11121131
11323332
11323331
11223132
11223134
11322132
11322131
11221332
11221331
21323132
21323131
21321332
21321331

o\



22213132
22213131
22312132
22312134
22233132
22233131
22332132
22332131
23213332
23213331
23312332
23312331
23233332
23233331
23332332
23332331
23121232
231212314
23212132
23212131
23232132
23232131
22211332
222113
11121133
22231332
222313314
22323232
31313132
22323231
31313131
21112332
21112331
31333132
34333131
21132332

- 24132331

23223232
23223231
23322232
23322231
11313232

§1323333:

31331132
31331131
12113132
12113134
21123232
21123231
12133132
12133134
13113332
13113331
13133332
13133331
23221232
23221231
11311232
11321333
11311231
11331232
11331231
13112132
13112131
13132132
13132131
12111332
12111334
11221133
12131332

12131331

33123132
33123131
21212332
21212334
21232332
21232331
32121132
13123232
32121131
13123231
33121332
33121331
12213332
12213331
12312332

13213331
13312332
1331233
13233332

13233331

13332332
13332331
13121232
13121234
32323132

32323131

22122332
22122334

33323332

13212132
33323331
13212131
13232132
13232131
12211332
12211331
12231332
12231331
33223132
23111132
33223131
33322132
23111131
33322131
12323232
12323231
23131132
23131131
11112332
11112331
11132332
32321332
11132331
32321331
31123332
31123331
32221132
13223232

33321332
33321331
31123132
31123131
33221132
33221131
23313132
12321232
23313131
12321231
23333132
23333131

11123232

11123231
31121332
31121331
13221232

13221231

22311132
22311131
22222332
22222331
22331132
22331131
23311332
23311331
23331332
23331331
21113132
21113131
21133132
21133131
23211132
23211131
23231132
23231131
11212332
11212331
11232332
11232331
31223332
21111332

31223334

11233332
11233331
11332332
11332331

11121232
- 11121231
31323332

11242132
31323331
11212431
11232132
11232131
31223132
21111132

S 31223131

31322132
21111134
31322131
21131132
21131131
11223232
11223231
11322232
11322231
31221332
131224331
21313332
21313331
21333332
21333331

12122332

12122331
21213132
21213131
21312132
21312131
21233132
21233131
21332132
21332131
13111132
13111131
13131132

30
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11312132
11312131
11233132
11233131
11332132
11332131
22221332

2222133

31323132
31323131
21122332
21122331
11211332
11211331
11231332
11231331
11323232
11323231
31321332
31321331
12123332

12123331

31221132
31221131
21313132
21313131

21333132

21333131
12122132
12122131
13122332
13122331
11221232
11221231
21311332
21311331
21331332
21331331
21211132

21211131

21231132
21231431
13313132

13223332
13223331
13322332
13322331
13222132
13222131
12221332
12221331
23121132
23121131
11122332
14122331
22323132
22323131
23323332
23323331
23223132

- 23223131

23322132
23322431
11313132
11313131
11333132

11333131

22321332
22321331
21123332
21123331
22221132
22221131
23221332
23221331
11311332
11311331
21122132
21122131
11331332
11331331
11211132
11211131
11231132

11231131

31321132

21221132

21221134

13323132
13323131
12321132
1232113
13321332
13321331
11123132
11123131
13221132
13221131
11121332
11121321
23321132
23321131
11223332
11223331
11322332
113223314
11222132
11222131
21121132
21121131
21323332
213233314
21223132

121223131

21322132
21322131
13121132
13121131
21221332
21221331
12323132
123231314
13323332
13323331

13223132

13223131
13322132
13322131
12321332

N
»
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11313231 12312331 32221131 31322332 13131131 13313131 31321131 -1232133%
11333232 12233332 13223231 21111331 21211332 13333132 121237132 11123332
11333231 12233331 13322232 31322331 © 2121133 13333131 12123131 111233314
31311332 12332332 13322231 21431332 21231332 22123132 13123332 12221132
31311331 12332331 22313132 21131331 21231331 22123131 13123331 12221131
31331332 23113132 22313131 31222132 12313132 23123332 11321232 13221332
31331331 12121232 22333132 31222131 12313131 231233 11321231 13221334
12113332 23113131 33221332 23321232 21323232 12311132 13122132 11122132
12113331 12121234 22333131 23321231 21323231 123111314 13122131 11122131
11223133 23133132 33221334 13113132 12333132 12222332 12121332 23323132
11322133 23133131 . 23313332 13113131 12333131 21321232 12121331 23323131
12133332 32323332 23313334 13133132 13313332 12222331 21311132 22321132
12133331 12212132 31122132 13133131 13313331 21321231 21311131 22321131
22221232 32323331 23333332 11321133 13333332 12331132 21222332 23321332
31214132 12212131 31122131 1?222232 13333331 12331131 21222331 23321331
22221231 21321133 23333331 11222231 22123332 13311332 21331132 21123132
31211131 21222232 23213132 21213332 22123331 13311331 21331131 21123131
31231132 21222231 12221232 21213331 13213132 23122132 - 12223332 23221132
31231131 12232132 232131314 21312332 S 13213131 23122134 12223331 23221131
12112132 12232131 23312132 21312334 13312132 53331332 12322332
12112134 13212332 12221231 21233332 13312131 133313314 12322331

21122232 13212331 23312131 21233331 13233132 11113132 23123132

21122231 13232332 23233132 21332332 13233134 111131314 23123131

12132132 432323319 23233131 12111132 13332132 11133132 12222132

12132431 32223132 23332132 21332331 13332131 11133131 12222131

13112332 22111132 23332131 12114131 1231133é 22121332 13311132

13112331 32223131 - 22311332 21121232 12311331 22121331 13351131

13132332 32322132 '22313331 2112123t 22122132 - 13211132 © 13222332

13132331 ‘22111131 11122232 12131132 22122131 13211131 13222331

32123132 32322131 22331332 12131131 12331332 13231132 13331132

11211232 22134132 11122239 13111332 12331331 13231131 13331131

De acuerdo con la anterior Tabla, cada digito hace referencia a un dominio de un polipéptido

quimérico CBH II. El nimero denota la hebra parental del dominio del cual se deriva. Por

ejemplo, un polipéptido q:uimérico CBH Il que tiene la secuencia 12111131, indica que er
polipéptido comprende una secuencia del N-terminél al C terminal de: aminoacidos de cerca de

1 ax, de la SEQ IDvNO: 2 (“1;’) vinculada a los aminoécidds de cerca de x; a x; de la SEQ ID

NO: 4 ("2") vinculada a los aminoacidos de cerca de x, a cerca de x; de_la SEQ ID NO: 2

vinculéda a los aminoacidos de cerca de x; a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 vinculada a los

aminoacidos de ‘cerca de x, a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2>_vinculada‘a los aminoacidos de

cerca de x5 a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 vin'cul.ada a los aminoacidos de cerca de xs a X7
de la SEQ ID NO: 6 (“3") _vinculada a los aminoacidos de cerca de X7 a Xg (p.€j., el C terminal)
de la SEQ ID NO: 2. L | |

[0088] En algunas modalidades, el poiipéptido CBH Il tiene una estruqtura de segmento
quimérica se’jle’ccionazda - de entre el grupo . compuesto por:
11113132, 21333331, 21311131, 22232132, 33133132, 33213332, 13333232, 12133333,
13231111, 11313121, 11332333, 12213111, 23311333, 13111313, '3131‘1112, 23231222,
33123313, 22212231, 21223122, 21131311, 23233133, 31212111y 32333113.
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[0089] En algunas modalidades el polipéptido tiene mejor termoestébilidad comparado con
un polipéptido de tipo siivestré de la SEQ ID NO: 2, 4 0 6. La actividad del-polipéptido se puede
medir con cualquiera 0 una combinacién de sustratos como se describe en los ejemplos. como
sera aparente para la persona medianamente versada en-la técnica, se pueden examinar y
usar otros compuestos dentro de la clase de los compuestos ejemplificados por los que se
discuten en los ejemplos. ,
[0090] En algunas modalidades, el polipéptido puede tener varios cambios de la secuencia
de aminoacidos con respecto a una secuencia de referencia. Los- cambios pueden ser una
sustitucion, delecion o insercion de uno o mas aminoacidos. Cuandp el cambio es una
sustitUcién, el cambio puede ser una sustitucidén conservadora, una 'conservadora_ no
conservadora o una combinacion de sustituciones conservédorasr'y‘no: conservadoras. Por
ejemplo, la quimera puede comprender una sustitucion C>S en C314 de la SEQ ID NO: 2 o
C311 de la SEQ ID NO: 4. '
[0091] Asi pues, en algunas modalidades, los polipéptidosi pueden comprender una
estructura general del N-t_érminal , al C terminal:
(segmento 1)-(segmento 2)-(segmento 3)-(segmento 4)-(segmento 5)-(segmento 6)-(segmento
7)-(segmento . o , 8),
en donde el segmento 1 comprende residuos de aminoacidos de cerca de 1 a cerca
de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1"), 1a SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y que tienen 1-10
- sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 2 va de cerca del residuo de
aminoacidos x; a cerca de x, de la SEQID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6
(“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 3 va de
cerca del residuo de aminoacidos x, a cerca de X, de la SEQ ID NO: 2 (*17), la SEQ ID NO: 4
(“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido;
el segmento 4 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca de x4 de la SEQ ID NO: 2
(“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (‘3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; el segmento 5 va de cerca del residuo de aminoacidos X a
cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoéacido; el segmento 6 va de cerca del
residuo de aminoacidos xs a cerca de xg de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el
segmento 7 va de cerca del residuo de aminoacidos xg a cerca de- x; de la SEQ ID NO: 2 1M,
la SEQ ID NO: 4 ("2") o la SEQ ID NO: 6 (*3") y tiene cerca de ,1_10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; y el segmento 8 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a
cerca de xg de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (° 2) o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tlene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido;
[0092] en donde x; es el residuo 43, 44, 45, 46 047 de la SEQ'ID NO: 2 o el residuo 42,
43, 44, 45 046 de la SEQID NO: 4 0la SEQ ID NO: 6; x, es el residUo 70,71,72, 73074 de la
SEQ ID NO: 2 o el residuo 68,69, 70, 71, 72, 73 0 74 de la SEQ IDNO:4ola SEQ ID NO: 6; x;
es el residuo 113, 114, 115, 116, 117 o 118 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 110, 111, 112,
113, 114, 1150 116 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ iD NO: 6; x, es el residuo 153, 154, 1565, 156
0 157 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152,‘153, 154, 155 0 156 de la SEQ ID
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NO: 4 0 la SEQ ID NO: 6; xs és el residuo 220, 221, 222, 223 0 224 de la SEQ ID NO: 2 o el
residud 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222 0 223 de la SEQ ID NO: 4 0 1a-SEQ ID NO: 6; xs es
el residuo 256, 257, 258, 259, 260 o0 261 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 253, 254, 255, 256,
257, 258, 259 0.260 de la SEQ ID NO: 4 0 la SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 312, 313, 314, 315
0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 309, 310, 311, 312, 313, 314, 315 0 318 de la SEQ ID
NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; y xs es un residuo de aminoacidos correspondiente al C terminal del
polipéptido y tiene’la Secuencia de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6 y en
donde la quimera tiene un algoritmo como el estipulado en la Tabla 1 y en donde la quimera
comprende una sustitucién C—>S correspondiente a una C314 de la SEQ ID NO: 2 0 C311 de la
SEQ ID NO: 4. | |
[0093] En algunas modalidades, el nimero de sustitubiones puede ser 2, 3,4,5,6,8,90
10 o mas sustituciones de aminoacidos (p.ej., 10-20, 21-30, 31-40 y similares sustituciones de
aminoacidos). |
[0094] En algunas modalidades, los polipéptidos funcionales CBH |l pueden tener actividad
de celulasa junto con termoestabilidad aumentada, como para un sustrato definido examinado
en los ejemplos y también tener un nivel de identidad de secuencia dev aminoacidos con la
celobiohidrolasa de referencia o segmentos de la misma. La enzimavo segmento de referencia
puede ser el de una enzima de tipo silvestre (p.ej., natural) o una enzima obtenida por
. ingenieria genética. Asi pues, en algunas modalidades, los polipéptidos de la revelacién
puedenvciqmprender una estructura general del N-terminal al C terminal:

en donde el segmento 1 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100%
idéntica al residuo de arﬁindécidos de cerca de 1-a cerca de x; de la S'(:EQ"*"ID N_O[: 2 (“1"), la
SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 2 comprende una secuencia que es
por lo menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x, a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2
(“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“37), el segmento 3 comprende una secuencia
que es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de aminodcidos x, a cerca de x; de la SEQ ID
NO: 2 (“1"), la SEQ ID NO: 4 ("2") o la SEQ ID NO: 6 ("3); el segmento 4 comprende una
secuencia que es por Io_ menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos xs a cerca de x,; de
la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 5 comprende
una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica a cerca del residuos de aminoécidos X4 @
cerca de xs de la SEQ I‘D NO: 2 (“1”‘), la SEQ ID NO: 4 (“2”) o la SEQ ID_ NO: 6 ("3"); el
segmento 6 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéhtica al residuo de
aminoacidos xs a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“1"), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6
(“3"); el segmento 7 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% identica al
residuo de aminoéacidos x; a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3"); y el éegmento 8 comprende una secuencia que es por l'o menos 50-100%
idéntica al residuc de aminoacidos x; a cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (*17), la SEQ ID NO: 4
("2") o la SEQ ID NO: 6 (“3%), 7 ' _

en donde x; es el residuo 43, 44, 45, 46 o 47 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 42, 43,
44, 45 0 46 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x, es el residuo 70, 71, 72, 73 0 74 dé la
SEQ ID NO: 2 o el residuo 68, 69, 70,71, 72, 73 0 74 de la SEQID NO: 4 0 la SEQ ID NO: 6; x5
es el residuo 113, 114, 115, 116, 117 o0 118 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 110, 111, 112,
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113, 114, 115 0 116 de la SEQIDNO:40laSEQID NO: 6; X4 es el residuo*153, 154, 155, 156
o_157 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155 0 156 de la SEQ ID
NO: >4 o la SEQ I?D NO: 6; x5 es el residuo 220, 221, 222, 223 o0 224 de la SEQ ID NO: 2 o el
residuo 216, 217, 218, 219, 220, 221, 222 0 223 de la SEQ ID NO: 4 o Ia_SE.Q ID NO: 6; x5 es
el residuo 256, 257, 258, 259, 260 o 261 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 253, 254, 255, 256,
257, 258, 259 0 260 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 312, 313, 314, 315
0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 309, 310, 31>1, 312, 313, 314, 315 0 318 de la SEQ ID
NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; y xs es un residuo de aminoacidos correspondiente al C terminal del
polipéptido que tiene Ia‘s‘ecuencia de la 'SEQ:ID NO: 2; SEQID NO: 40laSEQIDNO:6yen
donde la quimera tiene un algoritmo como el estipulado en la Tabla 1 y _en' donde la quimera
comprende una sustitucion C>S correspondiente a C314 de la SEQ ID NO: 2 o C311 de la
SEQ ID NO: 4. | | -

[0095] En algunas modalidades, cada segmentb del polipéptido quimérico puede tener por
lo menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% o mas de identidad de secuencia
en comparacion con el segmento de referencia indicado para cada uno de los (segmento 1),
(segmento 2), (éegmento 3), (segmento 4)-(segmento 5), (segmento 6), (segmento 7) y
(segmento 8) de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 ola SEQID NO: 6. |

[0096] En algunas modalidades, las vafiantes del pblipéptido puedén tener mejor
termoestabilidad en comparacion con la actividad enzimatica del polipéptido de tipo silvestre de
la SEQ ID NO: 2, 4 o0 6 y en donde la quimera comprende una sustitucion C->S
correspondiente a C314 de la SEQ ID NO: 2 0 C311 de la SEQ ID NO: 4.

[0097] ‘Las' enzimas quiméricas aqui descrit_as_ pueden prepararse de‘ varias formas, como
lisados, extractos crudos o prepaféciones aisladas. Los polipéptido_s pue_den disolverse en
soluciones apropiadas; formulados como polvos, como un polvo de acetona (con o sin
estabilizadores); o prepararse como liofilizados. En algunas modalidades, el polipéptido puede
ser un polipéptido aislado.

[0098] En algunas modalidades, los polipéptidos puede estar en forma de filas. Las
enzimas pueden estar en forma soluble, por ejemplo, como soluciones en los pozos de placas
de microtitulacién o inmovilizados sobre un sustrato. El sustrato puede ser un sustrato solido o
un sustrato poroso (p.gj., membrana), el cual puede estar compuesto por polimeros organicos
como poliestiréno, polietileno, polipropileno, poliflucroetileno, polietilenooxi y poliacrilamida, asi
como copolirheros e injertos de los mismoé. Un stort_e'séIi.do tambien puede ser inorganico,
como vidrio, biéxido de siliéio, vidrio de poro controlado (C‘PG), biéxido de silicid de fase inversa
o metal, como oro o platino. La configuracién.de un sustrato puede‘evstar en forma de perlas,
esferas, particulas, granulos, un gel, una membrana o una superficie. La_s' superficies pueden
ser planas, sustancialmvente planas o no'planas. Los sopor’tes solidos pueden ser porosos o no
porosos y pueden tenér caracteristicas higroscopicas o no higroscépicas. Un soporte sélido
puede estar en la forma de un pozo, depresiéon u otro recipiente, vaso, caracteristica o
localizacion. Una pluralidad de soportes puede ser configurada sobre una fila en diversas
localizaciones, con acceso para la adicion robética de reactivos o metodos y/o instrumentos de

deteccion.
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[0099] La revelacién también proporciona polinucledtidos que codifican los polipéptidoé'

CBH Il de ingenieria genética aqui revelados. Los polinucledtidos puedéfi“estar vinculados
operativamente a una o mas secuencias heterologas reguladoras o de control que controlan la
expresion genética para crear un poIinucIeétidé recombinante capaz de expresar el polipéptido.
Los constructos de expresion que contienen un polinucleétido. heterélogo que codifica la
quimera CBH Il se pueden introducir en células hospederas adecuadas para expresar el
polipéptido. ' |
[00100] Dado el conocimiento de las secuencias especificas de las enzimas quiméricas CBH
il (p.ej., la estructura del segmento de la CBH Il quimérica), las secuencias de polinucledtidos
seran aparentes a partir de la secuencia de aminoacidos de las enzimas quiméricas CBH ||
obtenidas por ingenieria genética para la persona versada en la técnica. El conocimiento de los
codones correspondientes a varios aminoacidos aunado al conocimiento de la secuencia de
aminoacidos de los polipéptidos le permite a la persona m_edianémente versada en la técnica
hacer diferentes polinucleétidos que codifican los polipéptidos de Ia revelacion. Asi pues, la
revelacion contempla todas y cada una de las posibles variaciones de los polinucledtidos que
podrian hacerse seleccionando combinaciones con base en posibles elecciones de codones y
todas esas variaciones deben considerarse como especificamente reveladas para cualquiera
de los polipéptidos aqui descritos. | '
[00101] En algunas modalidades, los polinucleétidos codifican los polipéptidos aqui descritos
pero tienen cerca de 80% o mas de identidad de se¢uencia, cerca de 85% o mas de identidad
de secuencia, cerca de 90% o mas de identidad de secuencia, cerca de 91% o mas de
i'dentidad de secuencia, cerca de 92% o mas de identidad de s_e'Cuéncia, ‘cerca dé 93% o mas
de identidad de secuencia, cerca de‘94% o0 mas de identidad de seéuencia‘, cerca de 95% o
mas de identidad de secuencia, cercé de 96% o mas de identidad de secuencia, cerca de 97%
0 mas de identidad de secuencia, cefba de 98% o mas de identidad de secuencia o cerca de
99% o mas de identidad de secuencia en el niVeI de los nucledtidos con un polinucleétido de
referencia que codifica la variante CBH Il de polipéptidos quiméricos y que tienen una
sustituciéon C.—)S arriba descrita (p.ej., en donde el polipeptido o quimera comprende una
sustitucion C>S correspondiente a C314 de la SEQ ID NO: 2 0 C311 de la SEQ ID NO: 4).
 [00102] En algunas modalidvades, los polinucleétidos aistados que' codifican los polipéptidos
se pueden manipular de diversas formés, para dar lugar a.la expresion del polipéptido. La
manipulacién del polinucledtido aislado éntes de su insercién dentro def un vector puede ser
deseable o necesaria dependiendo del vector de eXpresiéri. Las técnicas para modificar los
polinucledtidos .y las secuencias de acidos nucleicos utilizando métodos de ADN recombinénte
son bien conocidas del estado de la técnica. Se _encUentra orienfacién en Sambrook et al.,
2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press; y
Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel. F. ed, Greene Pub. Associates, 1998,
actualizados a 2007.
[00103] En algunas modalidades, los polinucledtidos estan operativamente vinculados a
secuencias de control para la expresion de los polinucleétidos y/o polipéptidos. En algunas
mbdélidades, la secuencia de control puede ser una secuencia promotora adecuada, la cual se

puede obtener de genes que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares, bien sea
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homologos o heterdlogos a ia célula hospedera. En el caso de las células hospederas
bacterianas, los promotores aproplados para dlnglr la transcnpcnon de los cBiistructos de acidos
nucleicos de la presente revelacion, incluyen los promotores obtenidos de los genes lac operén
de E. coli operbn_, xylA 'y xylB del Bacillus subtilis, genes de utilizacion de xilosa del Bacillus
megatarium (p.€f., Rygus et al., (1991) Appl. Microbiol. Biotechnol. 35:594-599; Meinhardt et al.,
(1989) Appl. Microbiol. Biotechnol. 30:343-350), gen de la beta-lactamva‘sa de los procariotes
(Villa-Kamaroff et al., (1978) Proc. Natl Acad. Sci. USA 75: 3727-3731); asi como el promotor
tac (DeBoer et al., (1983) Proc. Natl Acad. Sci. USA 80: 21-25). Varios promotores apropiados
se describen en “Useful proteins from recombinant bacteria” en Scientific American, 1980,
242:74-94; y en Sambrook et al., supra.

[00104] En algunas modalidades, la secuencia de control también puede ser una secuencia
apropiada de terminacion de transcripcion, una secuencia reconocida por una célula hospedera
para terminar la transcripcion. La secuencia terminadora esta vinculada de forma operativa al 3'
terminal de la secuencia de acidos nucleicos que codifica el pollpeptldo Se puede usar
cualquier terminador que sea funcional en la célula hospedera de eleccion.

[00105] En algunas modalidades, la' secuencia de control también puede ser una secuencia
lider a‘decua_da, una regién no traducida de un ARNm que es importante para la traduccion por
la célula hospedera. La secuencia lider esta vinculada de forma operativa al 5' terminal de la
secuencia de acidos nucleico_s que codifica el polipéptido. Se puede usar cualquier secuencia
lider que sea funcional en la célula hospedera de eleccion. |
[00106] En algunas modalidades, la secuencia de control también puede ser una region
codificadora de un péptido de sefial que codifica una secuencia de aminoéacidos vinculada al
amino termir_\al de un polipéptido y dirige el polipéptido codificado dentro de Ia via secretoria de
la célula. El extrerno 5' de la secuencia codificédora de la secuencia de 4cidos nucleicos puede
de forma inherente contener una region codificadora de un péptido de sefial vinculada
naturalmente en marco de lectura de la traducciéon con el segmento de la regién codificadora
que codifica el polipéptido secretado. Cémo alternati»va, el extremo 5 de la secuencia
codificadora puede contener una region codificadora de un péptido de sefial que es ajena a la
secuencia codificadora. La region codificadora ajena de un péptido de sefial se buede requerir
cuando Ia secuencia codificadora no contiene naturalmente una region codlﬂcadora de un
péptido de sefal. La region codificadora de un péptido de sefiales efectiva para células
hospederas bacterianas puede ser la regidn codificadora de un péptido de senales obtenida de
los genes de la amilasa maltogénica del Bacillus NCIB 11837, alfa-amilasa del Bacillus
s_tearotermophilus, beta-lactamasa de Bacillus licheniformis subtilisin, - Bacillus licheniformis,
proteasas naturales de Bacillus stearotermophilus (nprT, nprS, nprM) y prsA de Bacillus subtilis.
Otros péptidos de sefiales son descritos por Simonen y Palva, (1993) Microbiol Rev 57: 109-
137. | | .

[00107] La revelacion \_/a' dirigida ademas a un vector de expresion recombinante que
comprende un polinucledtido que codifica la variante CBH Il obtenida por ingenieria genética o
polipéptido quimérico y una 'ob mas regiones reguladoras de expresion como un promotor y un
terminador, un origen de replicacion, etc., dependiendo del tipo de huéspedes dentro de los

cuales se van a introducir; Al crear el vector de expresion, la secuencia codificadora se localiza
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en el vector de manera que la secuencia codificadora esta vinculada de forma operativa con las
secuencias apropiadas de control para expresion. |

[00108] El vector de expresién recombinante puede ser cualquier vector (p.ej., un plasmido o
virus), el cual puede ser sometido de forma conveniente a procedimientos recombinantes de
ADN vy producir la expresién de las secuencias de :polinucleétidos. La elecciéon del vector
tipicamente dependeré‘ de la compatibilidad del vector con la celula hvospederva dentro de la cual
se va a introducir el vector. Los vectores pueden ser plasmidos Iinealves o circulares cerrados.
[00109] El vector de exbfesién puede ser un vector que se replica de forma autdnoma, es
decir, un vector que existe como una. entidad extracromosdmica; cuya replicacion es
independiente dé la replicacion cromosémica, p.ej, un plasmido, ~un  elemento
extracromosdmico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener
cualquier medio para asegurar la auto-replicacion. Como alternativa, el vector puede ser tal
que, cuando se introduce dentro de la célula hospedera, se integra dentro del genoma y se
replica al tiempo con el o los cromoéomas dentro de los cuales se ha integrado. Ademas, se
pueden usar un vector o plasmido Unico o dos o mas vectdres o plasmidos que juntos
contienen el ADN total que se va a introducir dentro del genoma de la célula hospedera o un
transposon. |

[00110] En algunas modalidades, el vector de expresién de la revelacién contiene uno o mas
marcadores selecéionables, lo cual facilita la seleccién de las células transformadas. Un
marcador seleccionable es un gen- cuyo producto da lugar a resistencia biocida o viral,
resistencia a metales pesados, prototrofia a auxotrofos y similares. Algunbs ejemplos de
marcadores seleccionables ‘bacte'rianosI son los genes o marcadores dal del Bacillus subtilis 0
el Bacillus licheniformis, los cuales confieren resistencia a los ‘antibiéticos como ampicilina,
kanamicina, cIoramfehicol (Ejemplo- 1) o tetraciclina. Otros marcadores (tiles seran aparentes
para la persona medianamente versada en la técnica.

[00111] En otra modalidad, la revelacion proporciona una célula hospedera que comprende
un polinucledtido que codifica la variante CBH 1l o el polipéptido quimérico, el cual
polinucledtido esta operativamente vinculado a una o mas secuencias de controll para la
expresion del polipéptido en la célula hospedera. Las células hospederas'que se pueden usar
para exprésar los polipéptidos codificados por los vectores de expresion de la revelacion son
bien conocidas del estado de la técnivca e incluyen, pero sin limitaciones, células bacterianas,
como E. coli y Bacillus megaterium, célglas eucarioticas, cdmoﬁcélulasvdé levadura, células
CHO vy similares, células de insectos como la Drosophila S2 y la Spodoptera Sf9; células
animales como CHO, COS, BHK, 293 y células del melanoma de Bowes; y células de plantas.
Otras células hospederas adecuadas seran aparentes para la persona medianamente versada
en la técnica. Los medios de cultivo y condiciones de crecimiento éd_ecuédas para las células
hospéderas arriba descritas son bien conocidos del estado de la técnica.

[00112] La varlante CBH Il o los polipéptidos quiméricos de la revelacion se pueden obtener
usando metodos bien conocidos del estado de la tecnlca Los pollnucleotldos pueden ser
sintetizados por tecmcas recombinantes, como las prewstas en Sambrook et al., 2001,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 Ed., Cold Springv'Harbor Laboratory Press; y
Current Protocols in Molecular Bibiogy, Ausubel: F. ed., Greene Pub. Associates, 1998,
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actualizados a 2007. Los polinucledtidos que codifican vlas eniimas 0 los iniciadores péré la
amplificacion también se pueden preparar por métodos estandar de fase sélida, de acuerdo con
métodos sintéticos conocidos, por. ejemplo usando método de la fosforamitida descrito por
Beaucage ef al., (1981) Tet Lett 22:1859-69 o el método descrito por Matthes et al., (1984)
EMBO J. 3:801-05, p.ej., como es la préctica tipica de los métodos sintéticos éutomatizados.
Ademas, esencialmente cualquier acido nucleico se puede obtener de cuélquiera de entre una
variedad de fuentes comerciales, como The Midland Certified Reagent Company, Midland, TX,
The Great American Gen Company, Ramona, CA, ExpressGen inc. Chicago, IL, 'Operon
Technologies Inc., Alameda, CA y muchos otros. ‘

[00113] Las enzimas obtenidas por ingenieria ge.nética expresadas en una célula hospedera
sé pueden recuperar de las células o del medio de cultivo usando una o mas de las técnicas
bien conocidas para la purificacién de proteinas, incluidas, “entre otraé, tratamiento de
lisozimas, sonicacion, fivltracién,' separaciéon por adicion de sal, ultra-centrifugacion,
cromatografia y separacion por afinidad (p.ej., anticuerpos ligados al sustrato). Las soluciones
apropiadas para el lisado y la extraccion de proteinas de alta eficiencia de las bacteria, como la
E. coli, estan disponibles en el comercio con el nombre comefciél CelLytic BTM de Sigma-
Aldrich de St. Louis MO. | I

[00114] Las técnicas de cromatografia para el aiélamiehto de los pdiipéptidos incluyen, entre
otras, cromatografia de fase invefsa,' Cromatografia 'Iidui_da de' alta resolucién, cromatografia de
intercambio i6nico, electroforesis en gel y cromatografiva de afinidad. Las condiciones para
purificar una enzima en particular dépenderén, ‘en parte, de factores como carga neta,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, peso molecular, forma molecular, etc., y seran aparentes para la
persona medianamente versada en la técnica. | '

[00115] En los ejemplos de este doc.umento se dan las déscripciones SCHEMA dirigidas a la
recombinacion y sintesis de polipéptidos quiméricos, asi como en Otey et al., (2006), PLoS
Biol. 4(5):e112; Meyer et al., (2003) Protein Sci., 12:1686-1693,; Solicitud estadounidense de
patente No. 12/024.515, radicada en febrero 1, 2008; y Solicitud estadounidense de patente
No. 12/027,885, radicada en fébrero 7, 2008; las cuales referencias se incorporan a la presente
en su integridad mediante referencia. , _

[00116] Como se dijo arriba, el polipéptido. se puede usar en diversas aphcamones como,
entre ofras, generacién de biocombustibles; degradacion de celulosa y similares.

[00117] Los siguientes'ejemplos tienen por objeto explicar un poco mas, pero no limitar la
anterior revelacion o las reivindicaciones que se anexan. | '

EJEMPLOS _

| [00118] Constrdccién del plasmido de expres'ién de _Ia CBH Il. Los genes parentales y
quimericos que codificah las enzimas CBH Il fueron clonados dentro del vector de expresion de
levadura YEp352/PGK91-1-ass (Figura 6). Lés secuenciaé de ADN que codifican los dominios
cataliticos de CBH Il parentales y quiméricas fue(on disefiados con sesgo de codoén de S.
cerevisiae usando el software Gen‘eDesigner (DNA2.0) y sintetizédos por ADN2.0. Los genes
del dominio catalitico de la CBH Il fueron dlgendos con Xhol y Kpnl Ilgado dentro del vector
entre los sitios Xhol y Kpnl y transformados dentro de E. col/ XL-1 Blue (Stratagene) Los genes
de la  CBH Il fueron = secuenciados . usando |n,|c;|adores. CBH2L (5-
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GCTGAACGTGTCATCGGTTAC-3  (SEQ ;1D NO 9) y  RSQ3080 - (5-
GCAACACCTGGCAAT:CCTTACC-3’ (SEQ ID NO: 10)) Los constructos C terminal Hisg
progemtor y quimera de la CBH Il se hicieron ampllf,lcando el gen de la CHB Il con iniciador
delantero CBHZLPCR (5’-GCTGAACGTGTCATCGTTACTTAG-3’ (SEQ ID NO: 11)) e
iniciadores reversos complementarios al él gen de la CHB Il adecuado con Hisg codones de
remate y detencion. Los productos de la PCR fuerbn ligados, transformados y secuenciados
como se dijo arriba. - |
[00119] Expresion de la enzima CBH Il en S cerevisiae. La cepa del S. cerevisiae
YDR483W BY4742 (Mata his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 AKREZ2, ATCC No. 4014317) se
convirti6 en competente usando el Kit de Transformacion EZ Levéduré I (Zymo Research),
transformado con ADN de_ plasmido y sembrado en agar de uracilo sintético. Las colonias se
recogieron en cultivos de la noche a la mafana en 5 mL de medio sintético de casaminoacidos
dextrosa (SDCAA) (20 g/L dextrosa, 6,7 g/L base de nitrég'eno de levadura Difco, 5 g/L
casaminoacidos Bacto, 5,4 g/L Na,HPQ,, 8,56 g/L NaH,PO,-H,O) suplementados con 20 uyg/mL
de triptéfano y cultivados durante la noche a 30°C, 250 rpm. Los cultivos de 5 mL se
expandieron en fraséos T,una‘ir de 40 mL de SDCAA en 250 mL (Shelton Scientific) y se
agitaron a 30°C, 250 rpm durante 48 horas. Los cultivos se centrifugaron y los sobrenadantes
se concentraron a 500 L, usando una celda de ultrafiltracion Amicon adaptada con membrana
PES de 30-kDa, para usar en pruebas de ti,. Los sobrén‘adantes concentrad‘os se llevaron a 1
mM fenilmetilsulfonilfluoruro y 0,02% de NaN3; Las proteinas CBH 1l rotuladas con Hisg fueron
purificadas usando columnas giratorias Ni-NTA (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del
fabricante y las proteinas se intercambiaron dentro de acetat’q déisodio 50 mM; pH 4,8, usando
columnas - desalinizadoras Zeba-Spin (Pierce). La Concentrécién ‘l}de proteina purificada se
determind usando reactivo de protei'nas Pierce Coomassie Plus_cbn BSA como estandar. El
analisis SDS-PAGE se llevé a cabo cargando ya sean 20 uL de sobrenadante del cuitivo
concentrado o aproximadamente 5 pg de enzima CBH li purificada sobre un gel de 7,5% Tris-
HCI (Biorad) y coloreando con tincion segura SimplyBlue (Invitrogen). Los sobrenadantes o las
proteinas purificadas CBH |l se trataron con EndoH (New England Biolabs) durante 1 h a 37°C
siguiendo las 'instrucciohes del fabricante. la actividad de la enzima CBH Il en sobrenadantes
concentrados de cultivo de Ie'vadura se midié afiadiendo 37,5 uL del sobrenadante del cultivo
concentrado a 37,5 yL de PASC e mcubando durante 2 h a 50°C. Los equivalentes de azlicar
reductor formados se determinaron por medio de la prueba de Nelson-Somogyi como se
describe mas adelante. _ ' '

[00120] Vida media, actividad especifica, actividad de pH e hidrdlisis a largo plazo de
- las mediciones de celulosa. Se preparé: la celulosa hinchada en acido fosforico (PASC). Para
intensificar la actividad de la enzima CBH Il sobre el sustrato, Ia i:’ASC se preincubd a una
concentracion de 10 g/L con 10 mg/mL de endoglucanasa de A. niger (Sigrha) en 50mM de
acetato de sodio, pH 4,8 durante 1 h a 37°C. La endoglucanasa se ihacﬁvé calentando hasta
95°C durante 15 minutos, Ié PASC se lavé dos veces con 50mM amortiguador de acetato y se
résuspendié ‘av 10 g/L en agua desi‘onizada. ' _ |

[00121] Los tips de la enzima CBH |l se midieron vaﬁédiend'o sobrenadante concentrado de
cuitivo de expresion de CBH |l a acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 a una concentracion que da
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un Asy de 0,5 medida por la prueba de azUcvares reductores dé Nelson-Somogyi después de la
incubacion con PASC tratado como se describe mas 'avdelante. 37,-5--pL’Iaé mezclas de enzima
CBH Il/amortiguador se inactivaron en un bafio de agua a.63°C. Déspués de la inactivacion, se
afiadieron 37,5 ul. PASC tratada con ehdoglucanasa y la hidrolisis se llevo a cabo durante 2 h a
50°C. Los sdbrenadantes de la reaccién se filtraron a través de placas Multiscreen HTS
(Millipore). Los valores log(Asy) de la prueba de Nelson-Somogyi, obtenidos usando un lector
de microplacas SbectraMax (Molecular Devices) Corregidos para los antecedentes de
absorbancia, se trazaron frente al tiempo y las vidas medias de la enzima CBH |l obtenida por
regresion lineal usando Microsoft Excel.

[00122] Para las mediciones de la actividad especifica, la enzima CBH Il purificada se
afiadi6 a PASC para dar un volumen final de reaccion de 75 plL de acetato de sodio 25 mM, pH
4,8, con 5 g/L de PASC y una concentracion de la enzima CBH |l de 3 mg enzima/g PASC. La
incubacion procedié durante 2 h en un bafio de agua a 50°C y se"dete'rminé la concentracion .de
azlcar reductor. Para las mediciones de perfil de pH/abtividajd, se afadio enzima CBH Il
purificad.a a uha concentracion de 300 pg/g PASC en un volumén de reaccic’;n de 75 uL. Lavs
reacciones fueron amortiguadaé con ci_trato‘de sodio 12,5 mM/fosfato de sodio 12,5 mM,
durante 16 h a 50°C y se determiné el azlcar reductor. La hidrélisis a largo plazo de las
mediciones de celulosa se llevé a cabo con volimenes de 300 L de 1 g/L de PASC tratado en
acetato de sodio 100 mM, pH 4,8, NaCI 20 mM. Se afiadi6 enzima CBH Il purificada a 100 ug/4g
de PASC y las reacciones se realizaron en bafios de agua durante 40 h antes de la
determinacion de azucar reductor. | | ‘

[00123] Se sintetizaron cinco genes progenitores candidatos que codifican las enzimas CBH
Il con sesgo de coddn de S. cerevisiae. Los cinco contenian secuencias codificadoras N-
terminal idénticas, en donde los residuos 1-89 corresponden al médulo fijador de celulosa
(CBM), una region conectora flexible y' los cinco residuos N-terminal del-dominio catalitico de
H. jecorina. Dos de las enzimas CBH Il candidatas, de Humicola insolens y Chaetomium
termophilum, fueron segregadas de S. cerevisiae en niveles mucho mas altos que las otros
tres, de Hipocrea jécorina, Phanerochaete chrysosporium y Talaromyces emersonii (Figura 1).
Dado que las bandas en el gel SDS-PAGE de los tres progenitores candidatos débilmente
expresados fueron dificiies de discernir,‘se llevaron a cabo pruebas de actividad en las cuales
los sobrenadantes del cultivo concentrado se incubaron con celulosa hinchada en acido
fosférico (PASC) péra confirmar la presencia de célulaéa activa. Lo_s valores para el azﬂ_car.
reductor formado, que se presentan en la Figura 1, confirrﬁaron la presénbia de CBH Il activa
en sobrenadantes concentrados de cultivo de S. cerevisiae ‘para‘todas las enzimas excepto
CBH Ii de T. emersonii. Se eligieron las secuencias de H. insolens y C. termophilum para
recombinarlas con la enzima CBH Il de Hongo mas relevante industrialmente, del H. jecorina.
La identidad respectiva de las secuencias de Ibs dominios cataliticos son 64% (1:2), 66% (2:3)
y 82% (1:3), en donde el H. insolens e s el pr'oge-nitor 1, H. jecorina es el progenitor 2 y C.
termophilum es el progenitor 3. EstQS dominios catavliticos_ respectivos'contienen 360, 358 y 359
residuos de-aminoacidos. o o '

[00124] La expresi'éh de la proteina heterdloga en el hongo filamentoso H. jecorina, el

organismo que Se usa con mayor frecuencia para. producir celulasas para aplicaciones
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indusfriales, es mucho mas ardua, que en el SaCcharomyces cerevisiae. La secrecion
observada de CBH Il de H. jecorina del S. cerevisiae motivo la éleccién de este huésped
heterélogo. Para hiperglucosilacion, de la que se ha informado que reducé la actividad de las
celulasas recombinantes, los genes_recombinéntes de la CBH Il se expresaron en una cepa
dKRE2 de S. cerevisiae deficiehté en 'glucosila‘cién. Se espera que esta cepa conecte
oligbmeros de manosa mas pequefios a los sitios de glucosilacion ligados al N y ligados al O
que las cepas de tipo silvestre, las cuales imitan mas de cerca la glucosilacion de la enzima
CBH Il nativa producida por la H. jecorina. El analisis en gel SDS-PAGE de las proteinas CBH
I, con y sin tratamiento EndoH para remover estructuras altas en manosa, mostré que el
tratamiento EndoH no aumenté la movilidad electroforética de las enzimas segregadas por esta
cepa, lo cual confirmé la ausencia de los grupos funcionales de manosa ramificada que las
cepas de tipo silvestre de S. cereviSiae conectan a los sitios de glucosilacion en las proteinas
recombinantes. | |
[00125] La estructura de alta resolucién de H. insolens (pdb entrada 1ocn) se usé como
plantila para el SCHEMA para identificar los contactos que podrian romperse tras la
recombinacién. EI RASPP devolvié cuatro bibliotecas candidatas, cada una con <E> por debajo
de 15. Todas las bibliotecas candidatas tienen <E> mas bajo que las bibliotecas quirheras
construidas previamente, lo cual sugiere que se podria obtener una fraccion aceptable de
quimeras activas plegadas para un <m> relativamente alto. La diversidad de la secuencia de la
quimera se maximizo seleccionando las fronteras de los bloques que conducen a la <m>= 50
mas grande. Los blogues para este disefio sé ilustran en 1a Figura. 2B y se detallan en la Tabla
2 o R o ’!"; o o - : o .?-;,a,.

Tabla 2: Alineacion ClustalW de multiples secuencias para los domiinios cataliticos de la enzima
CBH Il progenitora. Los bloques 2, 4, 6 y 8 se denotan por casillas y sombreado gris. Los
bloques 1, 3, 5y 7 no estan sombreados. (H. inso: SEQ ID NO: 2; H. Jeco: SEQ ID NO: 4y C.
Ther: SEQ ID NO: 6).

H.inso ’
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVP%FQWLDRNVTV[)TLLVQ 60

C.ther GNPFSGVQL TLAIPSLS-
PELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSG 59

H.jeco GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLT GAMATAAAAVAKVPSFMWLDT-
'LDKTPLMEQ 58

dkkdk kk kkk kk khkhk ohkkK 2. e s Ko kkokhkk kkk . ko
. a axs s 8 @ . s

H.inso _ ' ' : oL ‘
TLSEIREANQAGANPQYAAQ IVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNY AYINRIRE1 120
C.ther
TLAElRAANQRGANPPYAGIFVWDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREL 119
H.jeco : : TLADIRTANKNGGN-—
YAGQFVWDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQI 116

** ** ** * * ** ************ ***** ** * ** ** **

H.inso S :
LISFSDVRTILVIFPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYR ELTIYALKQLDLPHVAMYMDAG 180
C.ther
LIQYSDlRTILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAG 179
H.jeco
WEYSD|RTLLVIEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAG 176

e ** ** ********** *** ** * * ¥ % ** ** ** **** ***
.
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\ON
H.inso
HAGWLGWPANIQPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYD
240

C.ther : '
HAGWLGWPANIQPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYD
239

H.jeco
HAGWLGWPANQDPAAQLFANWKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYN
236

Kkdkkhkhkkkk akkkakkkeek ok k kakkhkKhkkhkkk * oakkk kk * k.
. . ne as » - « sue « = & a

H.inso , ' | ' o EKHYIEAFRPLLEARGFP-
AQFIVDQGRSG (QPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGH 299

C.ther EKHYIEAFAPLLRNQGFD-
AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGH 298

H.jeco
EKLYIHAIGPLLANHGWSNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGD
296

dhde Kk ko kkk oke Kk bk k kk hhkkkkk akk kkk dkkkdk . kkadkkk
= . .. . . . . - i . .

H.inso
QYVDAFVWVKPGGECDGTSD']FTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLI..RNANPP
359 —

C.ther _
ELVDAFVWVKPGGESDGTSDTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPP
358

H.jeco
SLLDSFVWVKPGGECDGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPS
356

vk akkdkokdkhhh dhkkkkaok Kok kk Kk kkk kkkakk kka dk kddk khkk
e w . . s 8w ) « . .

H.inso F- 360
C.ther F-359

H.jeco FL 358

[00126] El dominio catalitico de la CBH Il del H. insoléhs tiene una estructura de barril a/g en
la cual las ocho hélices definen el perimetro del barril y siete hojas $ paralelas del sitio activo
(Figura 2A). Dos asas extendidas forman un techo sobre el sitio activo, creando un tinel a
través del cual el sustrato de las cadenas de celulosa pasa durante la hidrélisis. Cinco de las
siete fronteras de bloque caen entre ios elementos de la estructura secundaria, en tanto que el
blbque 4 comienza y termina en la mitad de hélices a consecutivas (Figuras 2A, 2B). La
mayoria de los contactos de cadena lateral ihterbloques tiehe lugar entre bloques que son
' adyacentes en la estructura primaria (Figura 2C).

[00127] Un juego de muestras de 48 genes de quimera se disefi6 como tres juegos de 16
quimeras que tienen cinco bloques de un progenitor y tres bloques bien sea de uno o de los
dos progenitores: restantes (Tabla 3); las secuencias se seleccionéron para iguélar la
representacion dé' cada progenitor en cada posicion de bloque. Los genes correspondientes
fueron sintetizados y expresados.
- Tabla 3: Secuencias del juego de muestras de las quimeras de la enzima CBH II.
Inactiva Activa |
13121211 11332333

12122221 21131311
33332321 31212111
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33321331
21322232
21112113
31121121
32312222
23223223
31313323
32121222
12121113
22133222
33222333
11131231
11112321
12111212
31222212
22322312
12222213
12221122
22212323
23222321

22232132

33213332
23233133
13231111
12213111
31311112
11113132
13111313
21311131
11313121
21223122
22212231
23231222
32333113
12133333
13333232
33123313
21333331
23311333
33133132
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32333223
33331213

[00128] Veintitrés de los 48 sobrenadantes dei cultivo concentrado del conjunto de muestras
de S. cerevisiae evidenciaron actividad hidrolitica hacia la PASC. Estos resultados hacen
pensar que miles de las 6.561 posibles secuencias de cjuimeras de CBH 1l (ver p.ej., la Tabla 1)
codifican enzimas activas. Las 23 quimeras activas CBH Il del juego de muestras muestran
considerable diversidad.de secuencia, y difieren del progenitor mas cercano a la secuencia y
entre si en por lo menos 23 y 36 sustituciones de. aminoacidos:-y- hasta 54 y 123,
respectivamente. Su p‘romedio de nivel de mutacién <m>es de 3é.; |
[00129] Como Meyer et al., encontraron correlaciones entre E, m y la probabilidad de que
una quimera este plegada y activa, se hizo el analisis de si existian' correlaciones similares para
el conjunto de muestras de quimeras de CBH Il. La cantidad de actividad de la enzima CBH II
en sobrenadantes concentrados de cultivo de expresion, medido determinando la actividad
sobre la PASC, se correlacion6 con la intensidad de las bandas del CBH Il en los geles SDS-
PAGE (Figura 1). Igual que sucedidé con la CBH Il progenitora de H. jecorina, se podia detectar
actividad paré algunaé quimeras de CBH il con bandas de 'gel indetectables. No hubo
observaciones de quimeras de CBH Il que presentaran bandas de gel pero que carecieran de
actividad. La probabilidad de que una quimera CBH Ii fuese segregadas en forma activa fue
“inversamente proporcional tanto a E como a m (Figura 3)v.

[00130] Las vidas medias de inactivacion térmica (tio) se midieron a 63°C para los
sobrenadantes del cultivo concentrado las enzimas CBH Il progenitoras y quiméricas activas.
Las vidas medias de la CBH Il progenitora de H. insolens, H. jecorina y C. termophilum fueron
de 95, 2 y 25 minutos, respectivamente (Tabla 1). El juego de muestras de quimeras activas
evidencié un amplio intervalo de vidas medias, de menos de 1 minuto a mas de 3.000. cinco de
las 23 quimeras activas tuvieron vidas medias mayoreé que las del progenitor mas
termoestable, CBH !l del H. insolens.

[00131] Con la intencion de construir un modelo predictivo cuantitativo para la vida media de

una quimera CBH Il, se usaron cinco diferentes algoritmos de modelacién de datos de
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regresion lineal (Tabla '4). Cada algoritmo' se uso6 para construir un modelo relacionando las
composiciones de bloques de cada quimera CBH i del juego de muestras y los progenitores
con el log(ty2). Estos modelos produjeron valores de peso de termoestabilidad que cuantificaron
la contribucién de un bloque al log(t,,;). Para los cinco algoritfnos de modelado, este 'proceso se
repiti6 1.000 veces, omitiendo dos secuencias seleccionadas al azar de cada célculo, de
manera que cada algoritmo produjo 1.000 valores de peso para cada uno de los 24 bloques. La
media y la desviacion estandar (DE) se calcularon paré cada peso de termoestabilidad del
bloque. La exactitud predictiva de cada algoritmo modelo se valoré midiendo qué tan bien
predecia cada modelo los ty,s de las dos secuencias omitidas. La correlacion entre los valores
medidos y predichos para las 1.000 iteraciones del algoritmo es la puntuacion de validac.ién
cruzada del'algoritmo modelo. Para los cinco modelos, las puntuégiones de validacién cruzada
(X-val) fueron menores o iguales a 0,57 (Tabla 4), lo cual indica que el modelo de regrésién
lineal no podria aplicarse a este pequeﬁo cbnjunto de datos de ty,, de.23 quimeras para la
prediCcién cuantitativa de la vida media de la quimera CBH Ii.

Tabla 4: Valores de validacion cruzada valores para la aplicacion de 5 algoritmos de regresion
lineal las puntuaciones de estabilidad del bloque de la enzima quimera CBH |l. Abreviaturas del
algoritmo: regresion de la cresta (RR), regresion parcial del minimo cuadrado (PLSR), regresion
de la maquina del vector de soporte (SVMR), programacioén lineal de la regresion de la maquina
del vector de soporte (LPSVMR) y programacion lineal de la amplificacion de la regresion
(LPBoostR). S

Método Cresta PLS SVMR LSVM LPBoost

X-val 0.56 0.55 0.50 042 043

- [00132] EIl modelo de regresion lineal se usd para clasificar cualitativamente los bloqueé
como esfabilizador, desestabilizador o neutro. EL impacto de cada bloque sobre la
termoestabilidad de la quimera se caracterizé usando un sistema de calificacion que da cuenta
de la contribucién a _la termoestabilidad determinada por cada uno de los algoritrhos de
regresion. Para cada algoritmo, los bloques con' un valor de peso de termoestabilidad mas de 1
DE por encima del valor neutro recibieron. una calificacién de “+1”, los bloques dentro de 1 DE
del neutro se calificaron con cero y los bloques 1 0 mas DE por debajo del neutro se calificaron
con “-1”. Se obtuvo una ‘“puntuacién de estabilidad” para cada bloque sumando las
calificaciones de estabilidad de 1, 0, -1 de cada uno de los cinco modelos. En la Tabla 5 se
resumen las puntuaciones para cada bloque. Se identifico a los Blogue 1/progenitor 1 (B1P1),
B6P3, B7P3 y B8P2 como los que tuvieron el maximo efecto estabilizador, y se encontré que
B1P3, 82_P1,' B3P2, B6P2, B7P1, B7P2 y B8P3 fueron los bloques desestabilizadores mas
fuertes de todos.

. Tabla 5: Resultados de la clasificacion cualitativa de los bloques generada por cinco algoritmos
de regresion lineal' para el juego de muestras de las enzimas quimeras de CBH Il. La
puntuacion de +1 denota un bloque con peso de termoestabilidad (métrica sin dimensiones
para la contribuciéon de un bloque a la termoestabilidad de la quimera) mayor de una desviacion
estandar por encima del valor neutro (estabilizador), la puntuaciéon de 0 denota un bloque con
peso dentro de una desviacion estandar del valor neutro y -1 denota un bloque con un peso de
mas de una desviacion estandar por debajo del valor neutro (desestabilizador).
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Ridge PLS SVMR LSVM LPBoost Sum
Block ' -
B1P1 1
B1P2 0
B1P3 -1
B2P1 -1
B2P2 1
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[00133] Se sintetizd un segundo juego de genes que codifica las quimeras de las enzimas
CBH 1l con el fin de validar los bloques estabilizadores predichos e yiden‘tificar celulasas mas
termoestables que el progenitor mas estable. Las 24 quimeras incldidas en:este conjunto de
validacién (Tabla 6) estaban desprovistas de los sietelbloques de los que se’'predecia que eran
los mas desestabilizadores y enriquecidas' con los cuatro bloques mas éétabilizadores en
donde la representauon se sesgod hacua puntuaciones de estabilidad mas altas. Ademas la
quimera “HJPlus” 12222332 se construyd sustituyendo los bloques mas establllzadores
predichos dentro de la enzima CBH Il de H. Jjecorina (progenitor 2).

Tabla 6: Secuencias del conjunto de validacion de 24 quimeras de las en2|mas CBH I, nueve
de las cuales se expresaron de forma activa. i

Inactiva

Activa

12122132
12132332
12122331
12112132
13122332
13111132
13111332
13322332
22122132
22322132
22311332
23111332
23321131
23321332
23321331

12111131
12132331
12131331
12332331
13332331

13331332

13311331
13311332
22311331
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[00134] Los sobrenadantes concentrados de los cultivos de expresion de S. cerevisiae para
nueve de las 24 quimeras del conjunto dé vaIidacidn, asi como la quimera HJPlus, mostraron
actividad hacia PASC .(Tabla 6). De las 15 quifneras para las cuales no se detect6 actividad,
nueve contenian el bloque B4P2. De las 16 quimeras que contenian B4P2 en el juego de
muestras inicial, solamente una mostré actividad hacia PASC. Sumadas a los dos juegos de
quimera sets y HJPlus, solamente dos de las 26 quimeras que exhibian B4P2 fueron activas, lo
cual indicod que este bloque en particular es altamente nocivo para la expresion de la celulasa
activa en S. cerevisiae.

[00135] Se evaluaron las estabilidades de las 10 enzimas quiméricas funcionales CBH Il del
conjunto de validacion. Dado que las enzimas estables ya tenian vidas medias de mas de 50
horas, se usé la actividad hidrolitica residual hacia la PASC después de una inactivacion
térmica de 12 horas a 63°C como la métrica para la evaluacion pfeliminar. Esta incubacién de
12 horas produjo una disminucién cuantificable de la actividad del conjunto de la quimera mas
termoestable de la muestra, 11113132, e inactivd por completo la CBH Il progenitora
termoestable del H. insolens. Las diez quimeras funcionales del conjunto de validacion
retuvieron una mayor fraccion de sus actividades que el progenitor mas estable, la CBH Il del
H. insolens. |

[00136] Se analizaroh las actividades de las quimeras termoestables seleccionadas usando
enzimas purificadas.- Las enzimas CBH Il progenitoras y tres quimeras termoestables, la
quimera mas termoestable del juego de muestras 11113132, la quimera mas termoestable del
conjunto de validacién 13311332 y la quimera HJPlus 12222332, se expresaron con roétulos
Hiss en el C terminal y se purificaron. Para minimizar la inactivacion térmica de las enzimas
CBH Il durante la prueba de actividad, usamos una incubacién mas corta, de dos horas, con el
sustrato PASC a 50°C, pH 4,8. Como se muestra en la Tabla 3, el actividades especificas de
las CBH Il progenitora y quimérica estuvieron dentro.de un factor de cuatro de la enzima CBH II
progenitora mas activa, de H. jecorina. La actividad especifica de HJPlus fue mayor que la de
todas las demas enzimas CBH |l examinadas, éxcepto la CBH li de H. jecorina.

[00137] La dependencia del pH de la actividad de celulasa también es importante, por
cuanto un perfil de'pH/actividad amplio permitiria el uso de una quimeré CBH Il en un intervalo
mas amplio de condiciones potenciales de hidrdlisis de la celulosa. Se ha observado que la
CBH 1l de H. jecorina tiene actividad 6ptima en el intervalo de pH de 4v a 6, con una actividad
marcadamente reducida por fuera de estos valores.” La Figura: 4 muestra que las enzimas
CBH Il de H. insolens y C. termophilum y las tres quimeras termoestables purificadas de la
CBH Il tienen perfiles de pH/actividad que considerablemente mas amplios que el de la CBH I
de H. jecorina. Aunque Liu et al, informan de un pH o6ptimo de 4 para la CBH Il de C.
termophilum, el pH éptirho de la enzima recombinante aqui estuvo cerca de 7. La CBH Il nativa
de H. insolens tiene un amplio perfil de pH/actividad, con maxima actividad alrededor del pH 9 y
aproximadamente 60% de esta actividad maxima a pH 4. Se observé 'un perfil amplio similar
para la enzima recombinante. La quimera HJPlus tiene un perfil de pH/actividad mucho mas
amplio que la CBH Il de H. jecorina, que muestra una dependencia del pH similar a las otras
dos las enzimas CBH |l progenitoras.
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[00138] Lograr actividad a alta tempera_tLlra y retencion de la actividad en periodos
prolongados de tiempo son dos motivacionés primaria_s para obtener por ingenieria genética
enzimas CBH Il altamente estables.‘ El desemperio de"quimeras termoestables de CBH li en |a
hidrolisis de la celulosa se examind a lo largo de un intervalo de femperaturas durante 40
horas. Como se muestra en la Figura 5, las tres quimeras termoestables fueron activas sobre
PASC a temperaturas mas altas que las enzimas CBH Il progenitoras. Las quimeras retuvieron
su actividad a 70°C, en tanto que la CBH |l de H. jecorina no hidrolizé la PASC por encima de
57°C y la enzima estable de H. insolens no mostré hidrélisis por encima de 63°C. La actividad
de HJPlus en las pruebas de hidrélisis de la celulosa a largo plazo superd la de todos los
progenitores a sus respectivas temperaturas optimas. ‘ ' | _

[00139] La biblioteca de CBH Il tiene menos disrupciones po'fenciales por varias razones.
Ademas de la més alta identidad de las secuencias de la CBH I prbgenitora, la topologia en
barril del pliegue de la CBH II' limita el nimero de contactos de largo rango que pueden
romperse por la recombinaciéh. Los contactos entre bquués (étorho(s.pesados dentro de 4,5 A)
comprenden solamente 27% (503/1831) del total en uh mapa de contactos derivado de la
estructura 1ocn del H. insolens. Cuando soiamente hay contactos para los cuales son posibles
los novedosos pares de residuos en las quimeras, el total de inter bloques se reduce a 23%
(68/294). Ademas, la mayor parte de estas interacciones se dan entre residuos sobre la
superficie de la proteina y la posibilidad de tamizaje del solvente reduce aun mas las
_probabilidades de interacciones drasticas de disrupcién residuo-residuo (Figura 14a). Una
excepcion, una interaccion enterrada entre las posiciones 176 y 256, se ilustra en la Figura 14b.
En este sitio, las quimeras tienen B6P2 y bien sea los pares ':M'et‘173:'Trp253 B5P1 o B5P3
(aminoacidos mas grandes que los pares'parentales Met176:Phe256 o Leu173:Trp253). No
obstante, la inspeccion de los modelos cristalogréficos parehtales,'. se consideré que un choque
estérico en esta posicidén es improbable debido al desplazamiento en la porcidén de la columna
vertebral de la proteina que dispone Trp253 y la flexibilidad intrinéeca de las cadenas laterales
Met. Cabe anotar que una quimera caracterizada sigue este patrén (13333232) y es mas
estable que las progenitoras (67°C), de conformidad con el calse del modelo de regresion
(68°C). | | " |

[00140] Otro mecanismo por el cual podria surgir el acoplamiento, la div_ergencia' estructural
de los bloques, no depende de la presencia de pares novedosos ‘de residuos en las inter"fa;ses
de los bloques. Antes bien, como las secuencias parentales divergen, las estructuras
intrinsecas de los bloques pueden divergir, entorpeciendo los tfasplantes modulares de los
bloques. En el caso de la biblioteca de CBH |l, |a alta identidad de Ibs pares de progenitores de
los valores de la secuencia (82%, 66% y 64%) sugiere que solo son prbbables las desviaciones
menores de |a estructura (<1 A RMSD). Esta> posibilidad se puede evaluaf comparando las
estructuras c'ristalogréﬁcas de las CBH _II de H. insolens y H. jecorina (la CBH Il de C.
termophilum carece de una estructura cristalina pero es 82% idéntica ala de H. insolens). La
alineacién de los bloques a partir de las estructuras para cada progenifor (1Tocn y 1cb2), genera .
bajos valores'de carbono alfa RMSD (0,5, 0,5, 0,6, 0,5, 0,3, 0,7, 0,3y 0,4 A RMSD). Los
bldques de H. jecorina superpuestos sobre los de H. insolens se ilustran en la Fi'gura

complementaria 5¢. Se revisaron los efectos dependientes del contexto a una recombinacion
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estructural silico, embalmando cada bloque alineado sobre la estructura'opuésta del huésped.
Es posible construir modelos estructurales gue no colisionen (carbonos alfa > 3 A de
separacion) para todas las quimeras de sustitucion de bloques unicos (p.ej., 11112111 o
'+ 22122222), con excepcién de una colision (2,65 A) cuando se usa B7P2 (11111121) debido a
~ la insercion de Asn entre los blogues 6 y 7 (Figura 14D). ,

[00141] Se llevaron a cabo otros experimentos para determinar las contribuciones de varios
bloques/segmentos a la estabilidad de la quimera y la mejor termoestabilidad y/o estabilidad del
pH. Los genes parentales y quiméricos que codifican las enzimas CBH |l se clonaron dentro del
vector de expresion de levadura "YEp352/PGK91-1-ass y expresion en medio sintético de
dextrosa casamiﬁoécidos (SDCAA). Para las pruebas de actividad Avicel, los sobrenadantes de

cultivo de levadura peptona dextrosa (YPD) se llevaron a1 mM fenilmetilsulfonilfluoruro y

0,02% NaN, y se usaron sin concentrar. La actividad de la enzima CBH Il en sobrenadantes -

concentrados de cultivo de levadura SDCAA se midié afadiendo diluciones de sobrenadante
del cultivo concentrado a 37,5 uL de PASC y 225 pL de acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 e
incubando durante 2 h a 50°C. Los equivalentes de azucér reductor formados se determinaron
por medlo de la prueba de Nelson-Somogyi.

[00142] Los valores de Tso de la enzima CBH Il se mldneron afadiendo sobrenadante
concentrado de cultivo de expresion de CBH || SDCAA a acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 auna
concentracion que dio un Asy, de 0,5 medido en la prueba de azlcares reductores de Nelson-
Somogyi después de incubacion con PASC tratada con endoglucanasa. 200 pL de la mezcla de
enzima CBH II/amortlguador se incubaron en un bafio de agua a la temperatura de interés
durante 10 minutos. Después de la incubacién se afiadieron 37,5 pL de PASC tratada con
endoglucanasay 62,5 uL de acetato de sodio 50 mM ylla hidrdlisis se llevd a cabo durante 2 h a
50°C. La temperatura de incubacioén a la cual la enzima perdié la mitad de su actividad se
determiné por interpolacién lineal de los valores Asyy de la prueba de Nelson-Somogyi trazados
frente ala temperatura.

[00143] Para las mediciones de hidrélisis Avicel PH101 (Fluka) a largo plazo, se incubaron
0,3 pg de CBH Il purificada con 3 mg de Avicel en 270 pL de acetato de sodio 50 mM, pH 4,8,
en tubos de PCR puestos eﬁ un bafio de agua durante 16 horas. Los tubos se enfriaron en un
bafio de agua a temperatura ambiente durante 10 minutos, se centrifugaron a 1000 g durante
10 minutos y se extrajeron los sobrenadantes para el analisis de azucar reductor. |

[00144] Para la estimacién de actividad de CBH Il en sobrenadantes de cultivo de expresion

YPD, se afiadieron volumenes del sobrenadante que oscnlaron de 2 mL a 40 mL a 800 pL de 33

mg/mL de Avicel suspendldo en acetato de sodio 50 mM, pH 4 .8 en tubos conicos. Se dejé que

las CBH Il se unieran al Avicel a 4°C durante una hora, se centrifugaron a 2000 g durante 2
minutos y se lavaron dos veces con acetato de sodio 50 mM, pH 4,8. Después de la segunda
lavada, el Avicel ligado a la CBH Il se resuspendié en 2, 75 mL de amortiguador de acetato de
sodio, se dividié en alicuotas de 270 yL y se incubd a 50°C durante 2,5 horas. La centnfugamon
y el analisis de azucar reductor del sobrenadante se llevaron a cabo como se explico arriba.

[00145] El paquete de regresion lineal en Matemética se uéé para adaptar los datos de Tsg
de la quimera CBH I a un modelo aditivo de bloques de 17 parémétros, y también se usé para

el analisis de validacién cruzada. Los efectos del bloque se informan con respecto a un estado
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de progenitor 1 (CBH Il_de H. insolens) de referencia en dohde ‘1‘6,parémetros representan la
sustitucion de cada uno de los 8 bloques de los progenitores 2 y 3. '

[00146] Los valores de T5o, definidos aqui como la temperatura a la cual una enzima pierde
50% de su act|V|dad durante una incubacion de diez minutos, se determlnaron para las tres
celobiohidrolasas progenitoras, 33 quimeras activas de CBH |l de experimentos previos y 18
quimeras adicionales que el modelo de estabilidad cualitativa predijo que estarian entre las mas
termoestable, es decir, que no contienen ninguno de los 7 bloques desestabilizadores
predichos y ya sean 3 o0 4 de los 4 bloques estabilizadores "pre_dichos. Las 51 secuencias de
quimera se enumeran en la Tabla 8. La repeticion del cultivo y la concentracion de todas las
quimeras termoestables predichas previamente clasificadas como no segregadas permitié
obtener cantidades suficientes de CBH Il 12112132, 13111132 y 13322332 para la
determinacioén de Ts. El juego completo de los valores de Ts, para las quimeras y CBH Il
progenitoras se da en la Tabla 8. Las secuencias de aminoacidos para todas estas CBH I
aparecen en la Tabla 7. Todas las 31 quimeras termoestables predichas examinadas ti_enen
valores de Ts, mas de dos grados mas alta que la de la enzima progerﬁtora mas termoestable
(64,8°C). En la Tabla también se identifica el residuo Cys en el bloque/dominio 7 que puede
mutarse a una Ser para dar una termoestabilidéd‘aumentada. Segun esto, la revelacién
proporciona polipéptidos de cualquiera de las siguientes secuencias en donde la Cys
subrayada/en cursiva/en negrita esta sustituido por'un residuo de Ser y-en donde el polipéptido
que se traduce tiene mejor termoestabilidad que una enzima de tipo silvestre.

TABLA 7: Secuencias de aminoacidos para los dominios cataliticos de la CBH I progenitora y
quimérica que se muestran en la Tabla 8. La Tabla también incluye el dominio catalitico para la
CBH Il de P. chrysosporium. Todas'las CBH Il recombinantes comparten el CBM N-terminal y
el conector de la CBH I nativa de H. jecorina,
CSSVWGQCGGQNWSGPTCCASGSTCVYSNDYYSQCLPGAASSSSSTRAASTTSRVSPTTSR
SSSATPPPGSTTTRVPPVGSGTATYS (SEQ ID NO: 8) Pl

Progenitor 1 (H. insolens) (SEQ - ID NO: 2)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS
EIREANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR
GFPAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECD
GTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

Progenitor 2 (H. jecorina) (SEQ ID NO: 4)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLYV
IEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAA
QLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGPLLANHGWS
NAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGECDGTS
DSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

Progenitor 3+ - (C termophilum) (SEQ ID NO: 6)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLSPELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLAEI
RAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQ
PAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQG
FDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGT
SDTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINAN PPF

P. chrysosporium CBH Il (SEQ ID NO: 12)
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NNPWTGFQIFLSPYYANEVAAAAKQITDPTLSSKAASVANIPTFTWLDSVAKIPDLGTYLASASA
LGKSTGTKQLVQIVIYDLPDRDCAAKASNGEFSIANNGQANYENYIDQIVAQIQQFPDVRVVAVI

EPDSLANLVTNLNVQKCANAKTTYLACVNYALTNLAKVGVYMYMDAGHAGWLGWPANLSPAA
QLFTQVWQNAGKSPFIKGLATNVANYNALQAASPDPITQGNPNYDEIHYINALAPLLQQAGWD

ATFIVDQGRSGVQNIRQQWGDWCNIKGAGFGTRPTTNTGSQF! DSIVWVKPGGECDGTSNSS
SPRYDSTCSLPDAAQPAPEAGTWFQAYFQTLVSAANPPL

32333113 - (SEQ ID ~ NO: 13)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLSPELAAKAAKVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADIR
TANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRTIL
VIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARG
FPAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDG
TSDTSAARYDYHCGLSDALTPAP EAGQWFQAYFEQ LLINANPPF

13111313 (SEQ | D NO: | 14)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECD
GTSDTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPPF

11313121 (SEQ : . 1D : ‘ NO: - 15)
GNPFEGVQLWAN NYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS

EIREANQAGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEA

- RGFPNAFFITDQGRSGKQPTGQQQWGDWCNVIGTGFGIRPSANTGDSLLDSFVWVKPGGEC
DGTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

21131311 (SEQ ID ‘ NO: 16)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLSEI
REANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDGT
SDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

31212111 ‘ ~ (SEQ | ' ID NO: 17)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLSPELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLSEI

REANQAGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIREILISFSDVRTILVI
EPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPA

AQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF.

PAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDGT
SDTI'AARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

23233133 ' - (SEQ ID - NO: 18)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLAEI
RAANQRGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIRELLIQYSDIRTILV
IEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQPA
AELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPPF
31311112 (SEQ - D . ' -~ NO: 19)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLS_PELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLSE
IREANQAGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRY!IDRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
P_AQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDG
TSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL
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22212231 ' - (SEQ . ID ’ NO: 20)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIREILISFSDVRTILVI
EPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPA
AQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGPLLANHGW
S_AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGT
SDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

13231111 ' - (SEQ D ' NO: ‘ 21)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA

EIRAANQRGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIRELLIQYSDIRTI

LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDGT
SDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12213111 (SEQ iD ' . NO: 22)
' GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIREILISFSDVRTILVI
EPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQPA
AELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAQFIVDQGRSGKQPTGQKEWGHWCNAIGTGFGMRPTANTGHQYVDAFVWVKPGGECDGT
SDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12133333 . (SEQ ID . NO: 23)
. GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQ
PAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQG
FDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGT :
SDTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPPF '

33133132 (SEQ : D NO: . 24)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLSPELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLAEI
RAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQ
PAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR
GFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGA\NFQAYFVQLLTNANPSFL

11332333 (SEQ ID : NO: 25)
' GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS
EIREANQAGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPPF

23311333 (SEQ D - NO: 26)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLAEI
"RAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTSAARYDYHCGLSDALTPAPEAGQWFQAYFEQLLINANPPF

33213332 ' (SEQ - iD NO: 27)
GNPFSGVQLWANTYYSSEVHTLAIPSLSPELAAKAAKVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLAEI
RAANQRGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIREILISFSDVRTILVI
EPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQPA

AELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGFD
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AKFIVDTGRNGKQ PTGQLEWGHWCNVKGTG FGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTSD
SSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13333232 | (SEQ D NO: 28)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNGWNITSPPSYTQGNAVYNEKLYIHAIGPLLANH
GWS_AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGES
DGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

22232132 (SEQ ID NO: 29)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDRIRELLIQYSDIRTILVI
EPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPA
AQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

11113132 : (SEQ ' ID NO:30)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLA!PQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS

EIREANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI

QPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEA

RGFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

21333331 (SEQ D o NO:31)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLSE
REANQAGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRT!
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQ
PAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQG
FDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGT
SDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

21311131 ’ (SEQ ' | D NO:32)
GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLSEI
REANQAGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12332331 (SEQ : ID : NO:33)
GNPFEGVQLWAN NYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQD
PAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

13112332 : (SEQ - ID - NO:34)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

22311331 . (SEQ ID NO:35)

GNPFVGVTPWANAYYASEVSSLAIPSLTGAMATAAAAVAKVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVRTI
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LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPN PNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF .

12111332 ‘ ' (SEQ ‘ iD NO:36)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDT_LDKTPLMEQTLA
DIRTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFD_AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNAN PSFL

12112332 : (SEQ ' ID NO:37)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDT LDKTPLMEQTLA

DIRTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFD_AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

12131331 (SEQ iD ‘ NO:38)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12131332 : (SEQ ID . : NO: 39)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGYNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL '

12332332 (SEQ - ID NO: 40)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQD
PAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
QTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

12111131 | (SEQ D ~ NO: 41)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGF
PAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF ,

12311332, (SEQ ‘ D - NO: : 42)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVRTI

LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTS
DSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNAN PSFL
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13332331 ' (SEQ Co ID ‘ - NO: 43)
' GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANFPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ

DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ

GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12132331 (SEQ D ' NO: 44)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLAD!
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQD
PAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

12132332 - (SEQ . D NO: 45)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQD
PAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13332332 (SEQ D : NO: ‘ 46)
- GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFWYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL '

12112132 (SEQ ID NO: : 47)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQD
PAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR
GFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13322332 (SEQ : ID NO: ' 48)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDTIRQIVVEYSDIR
TLLVIEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13131332 (SEQ ID NO: 49)

GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA

EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI

QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD

GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL -

12331332 (SEQ ID ' NO:50)
GNPFEGVQLWAN NYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQP
AAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGF
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DAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWYKPGGESDGTS
DSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13312332 L (SEQ o D NO:51)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

11113332 ‘ (SEQ , . D NO:52)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS
EIREANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

- 13113132 (SEQ D . NO:53)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA

EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEA

RGFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

11112132 (SEQ - ID o NO:54)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS

EIREANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPN PNYDEKHYIEAFRPLLEA

RGFP AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGES
DGTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

12113132 (SEQ ID NO:55)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVRTI
LVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYKELTVYALKQLNLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANIQ
PAAELFAQIYRDAGRPAAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR

GFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD

GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL /

13132332 (SEQ ' D o - NO:56)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIRELLIQYSDIR
TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQ
DPAAQLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

11111132 . (SEQ : ID ' NO:57)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLLVQTLS
EIREANQAGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR
GFPAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13331332 | (SEQ . : ID" , | NO:58)

GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFWYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIRELLIQYSDIR
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TILVIEPDSLANMVTNMNVQKCSNAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13111132 (SEQ . ID NO:59)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA

EIRAANQRGANPQYAAQIVVYDLPDRDCAAAASNGEWAIANNGVNNYKAYINRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI

QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSVYSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEAR
GFP AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

12222132 - (SEQ ID - NO: 60)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLV
IEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAA
QLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSVSSPPPYTSPNPNYDEKHYIEAFRPLLEARGFP
AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTSD
SSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

12222332 (SEQ : iD ~NO: : 61)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFMWLDTLDKTPLMEQTLADI
RTANKNGGNYAGQFVVYDLPDRDCAALASNGEYSIADGGVAKYKNYIDTIRQIVVEYSDIRTLLV
IEPDSLANLVTNLGTPKCANAQSAYLECINYAVTQLNLPNVAMYLDAGHAGWLGWPANQDPAA
QLFANVYKNASSPRALRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQGFD
AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESDGTSD
SSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13311332 (SEQ ID NO: - '62)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFDAKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDSSAPRFDSHCALPDALQPAPQAGAWFQAYFVQLLTNANPSFL

13311331 (SEQ - ID NO: 63)
GNPFEGVQLWANNYYRSEVHTLAIPQITDPALRAAASAVAEVPSFQWLDRNVTVDTLFSGTLA
EIRAANQRGANPPYAGIFVVYDLPDRDCAAAASNGEWSIANNGANNYKRYIDRIREILISFSDVR
TILVIEPDSLANMVTNMNVPKCSGAASTYRELTIYALKQLDLPHVAMYMDAGHAGWLGWPANI
QPAAELFAKIYEDAGKPRAVRGLATNVANYNAWSIASPPSYTSPNPNYDEKHYIEAFAPLLRNQ
GFD_AKFIVDTGRNGKQPTGQLEWGHWCNVKGTGFGVRPTANTGHELVDAFVWVKPGGESD
GTSDTTAARYDYHCGLEDALKPAPEAGQWFNEYFIQLLRNANPPF

TABLA 8: Dos valores indépendientes duplicados de Ts (°C) para las CBH II progenitoras, 23
quimeras de CBH I del juego de muestras original y quimeras termoestables predichas de CBH
Il. Las 18 quimeras sintetizadas para este trabajo van precedidas por un asterisco.

Juego de muestras de Quumeras &

Progenitores’ S - ‘ meeras termoestables predlchas

o o Media - ‘ Media
Secuencia  Tso(1) Tso(2) Tso Secuencia - Ts(1) T50(2) Tso v
32333113 52 51 515 . 12332331 = 66,5 67 66,8
13111313 56 - 53,5 548 - *13112332 67 . 67 67
11313121 - 55 55,5 553 22311331 68 = 68 68
21131311 575 57 57,3 "*12111332 68 68 68
31212111 59 58 58,5 *12112332 -~ 685 67,5 68
Progenitor2 60 58 @ 59 - 12131331 . 68,5 69 - 68,8
23233133 . 61 61 61 *12131332. .70 = 67,5 68,8

31311112 60 62 61 *12332332 69 69 69
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122212231 63 61 62 12111131 70 685 69,3

13231111 63 6,5 63,3 12311332 70 69 69,5
12213111~ 63 =~ 63,5 633 13332331 70 69 69,5
Progenitor3 63,5 64,5 64 - 12132331 705 69 698
12133333 64 = 64 64 *12132332 70,5 69 69,8
Progenitor1 64 655 64,8  *13332332 695 70 . 698
33133132 65 66 65 12112132 . 71 68,56 69,8
11332333 64,5 66 65,3 13322332 71 68,6 69,8
123311333 65 . 66 65,5 *13131332 70 70 70
33213332 - 66 66 66 *12331332 71 69 70
13333232 - 675 67 67,3  *13312332 70 70 70
22232132 68 68 68  *11113332 - 695 70,5 70
11113132 715 71 713 - *13113132 705 695 70
21333331 735 755 745 - *11112132 705 70 - 703

21311131 755 755 75 *12113132 70,5 70,5 705
| | *13132332 69,5 715 705
11111132 71 70,5 708
13331332 72 70 71
*13111132 72 695 713
*12222132 725 70 713
12222332 72 695 713
13311332 71 715 717
13311331 735 725 73

[00147] La aplicaciéon de la regresién lineal a Io‘s datos de estébilidad de la secuencia dio
Iugar aun modelo de diez parametros que adapta los valores observados de T5o con R? = 0, 88
(Flgura 8) Se hizo un mejor estlmatlvo de'la capacudad predlctlva del modelo de regreswn por
fuera del conjunto de entrenamiento, una validacion cruzada de once veces que se traduce en
un R%de 0,57, en:donde la remocién de dos valores atlplcos (11313121 y 22222222) aumenta
el R? de la valldamon cruzada a 0,76. El modelo de regresion usa el progenitor mas estable 1
(H. insolens) como Ts, del estado de referencia e incluye nueve términos adicionales que tienen
valores de p < 0,1. Los parametros del modelo (Tabla 9) muestran que un Gnico bloque, el
blogue 7 del progenitor 3 (B7P3), es de lejos el contribuyente mas fuerte a la termoestabilidad
de la quimera convrespecto a la CBH Il de H. insolens. Este bloque de la CBH Il de C.
termophilum contribuye aproximadamente 8,5°C a la estabilidad de las quimeras que lo
contienen. Se encontré que dos de los 8 bloques restantes con valores de p < 0,1 hacen
contribuciones mas pequefias a Ia'estabilidad, de 1,2°C y 2,7°C, en tanto que los otros seis
* disminuyen la estabilidad. ”

TABLE 9: Parametros y valores de p del modelo de regresion lineal de Ts,. Los valores del
parametro con p < 0.1, usados para calcular la linea de adaptacion de la regresion de la Figura
1, aparecen en negrita. Los efectos de bloque se informan con respecto- a un estado de
referenma de un progenitor 1 (CBH Il H. insolens) en donde 16 parametros representan la
sustitucion de cada uno de los 8 bloques de los progenitores 2 y 3.

Parametro Valor

Bloque Valor dep
Progenitor1 62,8 = 0,00
B12 -0,9 0,35 .
B13 -3,5 0,00
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B22 1,7 0,06
B23 R 0,25
B32 0,5 0,68
B33 1,2 0,10
B42 2,7 '0,05
B43 0,0 © 0,99
B52 1,3 0,10
B53 0,6 0,50
B62 -3,5 0,02
B63 -0,7 0,37
B72 -3,8 10,05
B73 8,5 0,00
B82 00 1,00

B83 56 0,00

[00148] La alineacion de las secuencias B7P1 y B7P3 (Figura 10) muestra que el bloque 7
difiere en 10 de 56 posiciones de aminoacido en las enzimas de H. insolens y C. termophilum.
En los antecedentes de la quiméra con el mas alto valor de'T50, 21311131, cada residuo en
B7P3 (segmento 7 del progenitor 3 (SEQ ID NO: 6)) se fnuté individualmente al residuo
correspondiente en B7P1 (segmento 7 del progenitor 1 (SEQ ID NO: 2)) y se determinaron los
valores de Tso para cada una de las mutantes puntuales. Una mutacion, S313C, alterd
marcadamente la termoestabilidad de la quimera: Esta Unica mutacidén redujo el Ts, de
21311131 en aproximadamente 10°C (Figura 11). l )

[00149] Para estudiar el efecto de la mutacion inversa en diferentes antecedentes, se
construyeron los genes para las CBH |l progenitoraé de H. insolens y H. jecorina que codifican
la sustitucion C313S (C314S en H. insolens y C311S en H. jecorina, se expresaron y se
determinaron los valores de Ts, de las enzimas. También se cuantificaron las estabilidades de
las quimeras 11111131y 22222232, en las cuales el B7P3 estabilizador es sustituido dentro de
las enzimas de tipo silvestre de H. insolens y H. jecorina. Tanto la sustitucion del bloque B7P3
como la mutacion puntual Cys-Ser estabilizaron marcadamente las CBH |l progenitoras; el
efecto mas grande fue un aumento de ~8°C en el Tso para la CBH |l de H. jecorina que contenia
la sustitucion C311S (Figura 12). la mutacion Cys-Sér también se examiné en dos quimeras,
31311112 y 13231111, que no contenian B7P3 asi como.en una ‘CBH I homdloga (de
Phanerochaete chlysosporium) la cual no estaba en el juégo de recombinacién del progenitor.
El dominio catalitico de la CBH |l de P. chrysosporium es solamente 55-56% idéntico a los
dominios cataliticos de la CBH Il progenitora. Todas estas enzimas fueron estabilizadas por la
sustitucion Cys-Ser; la CBH |l de P. chrysosporium se estabilizd notoriamente en 10°C (Figura
13). » 4 _

[00150] Ocho de las quimeras termoestables de CBH :II y las enzimas progenitoras que
contienen la mutacion eqhivalente C313S fueron rotuladas con His6 y purificadas de manera
que sus actividades especificas pudieran ser determinadas. Como se muestra en la Tabla 10A,
las actividades especificas, medidas sobre celulosa amorfa (PASC) a 50°C, para estas

quimeras y las enzimas nativas que contienen la mutacion Cys-Ser son similares a las de los
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progenitores de tipo silvestre. Asi pues, el aumento de la termoestabilidad no se obtiene a
expensas de la actividad especifica.

TABLA 10A: Valores de actividad especifica (ug equivalente de azucar reductor glucosa/(ug la
enzima CBH Il x min x 10%) para CBH Il nativas, mutantes puntuales y quiméricas
termoestables seleccionadas. Las barras de error muestran los errores estandar, en donde el
error estandar se define como desviacion estandar/sqrt (n), para tres réplicas. Reaccion de 2
horas, 3 mg de enzima/g PASC, 50°C, 25 mM acetato de sodio, pH 4,8.

“Actividad especifica

Enzima CBH || ‘ | 0g AzUcar reductor/(0g Enzima x min) x 10?
Humicola insolens (Progenitor 1) : 53+/-05
Hipocrea jecorina (Progen_it'or 2) 84 +/-04
Chaetomium termophilum (Progenitor 3) - 4,8+/-03
Phanerochaete chyrsosp’or/t)m : 7,7+/-0,3
Humicola insolens C314S 53 +/-0,9
Hipocrea jecorina C311S 7.8+-05
Phanerochaete chyrsosporium C311S - 8,5+/-0,1
HJPlus (Quimera 12222332) : 9,6 +/-0,8
Quimera 13111132 ‘ 8,5 +/- 0,3
Quimera 22222232 - 7,7 +/-0,3
Quimera 13311332 6,8+/- 0,6
Quimera 13311331 . 6,2 .+/-'O,3
Quimera 11111131 6,1+/-0,9
Quimera 13112332 - 5,6 +/- 0,4
Quimera 21311131 55+/-0,3
Quimera 11113132 .. 53405 .
Quimera 21333331 o  38+-04 !

Tabla 10B: Actividad total en sobrenadantes de medio de cultivo de expresion tanto sintético

(SDCAA) como enriquecido (YPD) para CBH |l de H. jecorina y H. insolens de tipo silvestre,

mutante puntual C313S y sustitucion de bloque B7P3. Los valores presentados son pg de

glucosa/mL de actividad de celulasa por mL de sobrenadante de cultivo de expresion de

. equivalente de CBH |l afiadido a la prueba de actividad de celulasa. Para los cultivos SDCAA,

se usaron sobrenadantes concentrados de cultivo SDCAA y se midi6; la actividad hacia la

celulosa hinchada en acido fosférico (1 mg/mL) a 50°C durante 100 minutos en acetato de
sodio 50 mM, pH 4,8. El sobrenadante YPD de CBH |l se concentrd mediante enlace a Avicel y

se midié la actividad hacia el Avicel (15 mg/mL) a 55°C durante 150 minutos en acetato de

sodio 50 mM, pH 4,8.

CBHIl  SDCAA(1) SDCAA(2) SDCAAMean YPD(1) YPD (2) YPD Mean
H. jecorina 19 17 18 - 04 0.4 - 04
H. jeco C3118 §0 - 43 a7 61 56 5.9
H. jeco BTP3 35 337 a4 33 36 3.8
H.insolens =~ 73 83 78 62 60 6.1
H.insoC3148 100 - = 97 ~e8 . 88 80 8.4
H. inso B7P3 39 42 40 a4 a1 42

[00151] Estas mismas ocho quimeras termoestablés (Tso 2-10°C mas alta que el progenitor
mas estable) se examinaron entonces para determinar Ié actividad sobre celulosa cristalina
durante una incubacién de 16 horas a lo Iargd de una gama de temperaturas, incluidas aquellas
a las cuales las enzimas progenitoras evidencian poca o ninguna actividad. La Figura 9a

muestra que 7 de 8 quimeras termoestables examinadas mostraron actividad maxima hacia
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Avicel a 60-65°C, y todas las 8 quimeras retuweron su actividad a 70°C, la mas alta
temperatura examlnada -en contraposicion, las tres’ CBH I progenitoras muestran maxima
actividad a 50°C y son o bien completa o casi completamente inactivas a 70°C. Ademas las
siete quimeras con temperaturas aumentadas de actividad éptima h_ldrollzan significativamente
mas Avicel que cualquiera de las enzimas CBH i progenitoras. Como se muestra en la Figura
9b, se observan corhportamientos similares para las progenitoras de H. insolens y H. jecorina
que contienen la mutacion puntual Cys -Ser. La mutacién puntual Cys-Ser también aumento la
hidrélisis de Avicel y la maxima temperatura operatlva para la CBH Il de P. chrysosporium. La
sustltUC|on del bloque P3B7, que se hizo en las progenitoras de H. insolens y H. jecorina,
éumenté tanto la temperatura operativa como la hidrélisis de la CBH Il del H. insolens pero, a
pesar de aumentar la maxima temperatura operativa_, no mejord la hidrélisis global de la
celulosa por la enzima de H. jecorina. o ' -

[00152] Se observo una baja (< 1 mg/L) secrecion de CBH Il de tipo silvestre de H. jecorina\
del huesped heterdlogo de expresién S. cerevisiae. La mutacion C311S en la enzima CBH Il de
tipo silvestre de H. jecorina aumentamarcadamente' la actividad total de la CBH |l segregada
(Tabla 11). En medlo sintético (SDCAA); las sustituciones C311S'y B7P3 aumentan la actividad
total segregada de Ia CBH Il de H. jecorina por un factor de dos en tanto gue en medio
enriquecido (YPD) el aumento de la actividad es de diez veces. En cuanto a la CBH Il
progenitora de H. insolens, la cual se expresa en niveles mucho mas altos que las otras dos
'CBH Il progenitoras, ‘ia mutacion C314S aumento la aétividad segregada en un factor de ~1,5,
en tanto que la sustitucién del bloque B7P3 la redujo. Dado que los H. vinso/ens y H. jecorina de
tipo silvestre y fas mutantes Cys-Ser tienen actividades .especificais similares (Tabla 10), el
aumento de la actividad total segregada de celulasa es el resultado de una mejor secrecion de
la enzima funcional. Sé ha observado una correlacion entre Ié secrecion de la proteina
“heterologa de S. cerevisiae y la estabilidad de la proteina, lo cual sugiere que el aumento de Ia
secrecion de las CBH Il mutantes Cys-Ser podria reflejar sus estabilidades mas altas. '

TABLA 11: Valores de actividad especmca (Mg de equivalente de azucar reductor qucosa/(ug
de enzima CBH Il x min x 10%) para CBH Il nativas, mutantes puntuales y quiméricas
termoestables seleccionadas. Las barras de error muestran los errores estandar, en donde el
error estandar se define como desviacion estandar/sqrt (n), para tres réplicas. Reaccion de 2
horas, 3 mg de enzima/g PASC, 50°C, 25 mM acetato de sodio, pH 4,8.

Actividad especifica

Enzima CBH Il o A . 0g AzUcar reductor/([Jg Enzima x min) x 102
Humicola insolens (Progenitor 1) ' 53 +/-0,5

Hipocrea jecorina (Progenitor 2) 8,4 +/-0,4

Chaetomium termophilum (Progenitor 3) | 48 +/-0,3

Phanerochaete chyrsosporium’ ‘ 7.7 +/- 0,3

Humicola insolens C314S v ‘ 53+/-0,9

Hipocrea jecorina C311S - 7.8+/-0,5

Phanerochaete chyrsosporium C311S | 8,5 +I- 0,1

HJPlus (Quimera 12222332) : . 96+/-08

Quimera 13111132 - - 8,5 +/- 0,3

Quimera 22222232 . 7.7 +/-0,3
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Quimera 13311332 . | 6.8+/-0,6

Quimera 13311331 6,2 +/-0,3 -
Quimera 11111131 6,1+/-0,9
Quimera 13112332 : 5,6 +/- 0,4
Quimera 21311131 - : 5,5 +/- 0,3
Quimera 11113132 5,3+/-0,5
Quimera 21333331  38+-04

[00153] Para modelar la mutacion Cys-Ser se usé la estructura cristalina de alta resolucion
1ocn de la CBH I dé H. insolens. Primero, la red de enlaces de hidfégeno se optimiz6é con
REDUCE. Se predijo QUe Cys314 formaria un enlace de hidrégeno con el carbonilo de Pro 339.
Para confirmar esta prediccion, se optimiié el empaque de la- cadena lateral usando la
plataforma de modelado SHARREN. Se predice que Ser314 hace las interacciones similares a
Cys314, lo cual se tra.duce en enlaces de hidrégeno mas fuertés y una geometria mas
favorable (Figura 14). _ o _ _ |

[00154] Varios efectos podrian explicar por qué la mutacion Cys-Ser estabiliza un arﬁplio
intervalo de CBH I, inéluidas las CBH II' nativas y las quimeras. Cys y Ser son similares
(aunque no isoestéricos) y estos dos aminoacidos dominan la alineacion de las secuencias en
esta posiciéh en comparacion con otras alternativas. Los socios del enlace de hidrégeno para
este residuo son elementos de Ia columna vertebral (la amida de Gly316 y el carbonilo de
Pro339 y por consiguiente es menos pro.bablye que sean dependientes de variaciones dé
terceros aminoacidos. Ademas, las Cadenas laterales vecinas i_nmeolli,atas de este bolsillo
(Asn283, Pro339, Phe345) se conservan entre las cua:tro ce'lula‘séé CBH 'I'I.nativas estudiadas.
[00155] La estructura cristalina de alta resolucion (1,3 A) de H; insolens (pdb entrada 1ocn6)
muestra que Cys314 forma parte de una red de enlaces de hidrégeno (Figura 15). El aumento
de la capacidad de énlace de hidrégeno de la Ser con respecto a Cys podria sugerir un papel
para interécciones mas fuertes de los enlaces de hidrégeno en la estabilizaciéon. La estructura
cristalina también sugiere que Ser puede ser preferida por razones estéricas. Especificamente,
cuando la cadena lateral de la Cys se reconstruye con angulos candnicos del enlace, se
remueve una angulacién de 6° y la Cys .es'empujada mas cefca del carbonilo de Pro339,
creando una interaccion estérica desfavorable. |
[00156] Una alineacion de las 196 secuencias de proteinas cbmparte la maxima identidad
con la CBH Il de H. jecorina. Cincuenta y cuatro de las 250 secuencias mas idénticas se
excluyeron de la alineacién debido a redundancia (es decir, mutantes puntuales para estudios
estructurales o isoformas con identidad >95%). Existe un sesgo en favor de Ser311: 1.58
secuencias tienen Ser, 20 tienen Ala, 10 tienen Cys, 5 tienen una delecion y 3 tienen Gly. Sin
embargo, existen otras 42 posiciohes en donde la eleccion mas frecuente tiene lugar con mas
de dos veces la frecuencia del aminoacido de H. jecorina.

[00157] EI graﬁ efecto estabilizador deila mutacion Cy"s-Se'r suscita la posibilidad que la Ser
en esta posicion es un indicador global de termoestabilidad de la celulasa nativa. Sin embargo,

la Tso de 64,8°C para la CBH 1l de H. insolens, que tiene Cys en esta posicion, es mayor que la
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de la CBH Il de C. termophilum (64,0°C), lo cual indica que'la Ser no es el tnico determinante
de estabilidad. ' ' 4 ' f

[00158] La termoestabilidad no es la unica propiedad de interés de las celulasas industriales.
También son importantes la actividad especifica, los cambios en la unién a la celulosa y los
efectos sobre la expresion y la inhi_biciéh del producto. Las quiméras y los datos que se
muestran aqui demuestran que la r_ec;bmbinacién da como resUIiadovquimeras de CBH Il cuya
mejor termoestabilidad no sucede a expensas de la actividad especifica medida en la prueba
de hidrélisis de la Celulosa a corto plazo (p.ej., 2 horas). Se hicieron observaciones parecidas
con las CBH Il que contienen la mutaci()h termbestabilizadora Cys-Ser. En pruebas de hidrdlisis
a largo plazo, varias de las quimeras de CBH Il y las tres CBH _II con la mutacién Cys-Ser
hidrolizaron mas celulosa que Ias. CBH 1l nativas. Este desempefio superior quiZé sea el -
resuitado de tener uha actividad es.pec':ifica comparable a la de las CBH Il progenitoras junto
con mayor termoestabilidad que permife a la enzima continuar funcionando mas tiempo a
temperaturas elevadas. Dado que estos examenes se llevaron a cabo con cantidades iguales
de enzimas progenitoras, quimeras y mufantes_ Cys-Sér purificadas, las mejoras observadas en
la hidrdlisis a alta temperatura np son el resultado de un aumento de la secrecion del huésped
de expresion S. cerevisiae. Las quimeras termoestables y las ‘mutantes Cys-Ser por
consiguiente pueden resultar siendo (tiles componenteé de las formulaciones de la enzima
para la degradacion la celulosa.

[00159] Aunque se han descrito e ilustrado diversas modalidades especificas, se apreciara

que se pueden introducir varios cambios sin apartarse del espiritu y el alcance de la invencién.
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Lo que se reivindica es:

1. Un polipéptido recombinante que comprend‘e_una Serina en la region C terminal en un
motivo que comprende la secuencia GEXDG, en donde X es C, A o G (SEQ ID NO: 107), en
donde X esta sustituido por Serina, en donde la variante comprende actividad de celulasa y
en donde el polipéptido tiene fermoestabilidad aumentada en comparacién con una celulasa

de tipo silvestre que carece de una Serina en la secuencia GEXDG (SEQ ID NO: 107).

2. El polipéptido recombinante de la reivindicacion 1, el cual polipéptido comprende una
“secuencia que es por lo rr_ienos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 2 que
compl_’ende una C314S; es por lo menos 85%, 90%, 95%; 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
4 que comprende una C311S; es por lo menbs 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID'NO: 12 que comprende una C310S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 13 que comprende una C312S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la SEQ ID NO:. 14 que comprende una C314S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 15 que comprende una C315S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 16 que comprende una C313S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 17 que comprende una C311S;
es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 19 que comprende una
C313S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 21 que
comprende una C312S; es por io menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
22 que comprende una C311S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ .
ID‘NO: 64 que com_prende‘una C400S; e's por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 65 que comprende una C;407S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
" idéntica a la SEQ ID NO: 66 que comprénde una C394S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 67 que comprende una C400S; es pbr lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 68 que comprende una C400S; es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% identica a la SEQ ID NO: 69 que comprende una C400S;
es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 70 que comprende una
C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 71 que '
comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO:
72 que comprende una C400S; es por lo rﬁends 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ
ID NO: 73 que comprende una C400S; es‘ por lo menos 85%., 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a
la SEQ ID NO: 741 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
idéntica a la. SEQ ID NO: 75 que comprende una C400S; es por lo menos 85%, 90%, 95%,
98%, 99% idéntica a Ia'SEQ ID NO: 76 que comprende una (£407S; es por lo menos 85%,
90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o es por lo
menos 85%, 90%, 95%, 98%, 99% idéntica a la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S,
en donde los anteriores‘bolipéptidc_)s tienen actividad de celulasa y mejor termoestabilidad en
comparacion con éu proteina progenito_ra‘corresp'ondiente (de tipo sil‘vestre)vque carece de la

mutacion Cys->Ser.
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3. Un polipép_tido n;ecombinante que 'comprende una secuéncia‘como la que se estipula
mas adelante que tienen de 1-10, 10-20 o 20-30 sustituCiones conservadoras de aminoacido
excepto en la posicion que se identifica a continuacion en donde esta presente una sustitucion
C-S: SEQ ID NO: 2 que comprende una C314S; SEQ ID NO: 4 que comprende una C311S;

SEQ ID NO:
"SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

12 que
14 que
16 que
19 que
22 que
65 que
67 que
69 que
71 que
73 qué
75 que

comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprénde

comprende

una C310S; SEQ ID NO
una C314S; SEQ ID NO

una C313S; SEQ ID NO:
una C313S; SEQ ID NO:
una C311S; SEQ ID NO:
una C407S; SEQ ID NO:
una C400S; SEQ ID NO:
una C400S; SEQ ID NO:
una C400S; SEQ ID NO:
una C400S; SEQ ID NO:
una C400S; SEQ ID NO:

: 13 que
: 15 que
17 que
21 que
64 que
66 que
68 que
70 que
72 que
74 que
76 que

cdmprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende
comprende

comprende

una C312S;
una C315S;
una C311S;
una C312S;
una C400S;
una C394S;
una C400S;
una C400S;
una C400S;
una C400S:
una C407S;

SEQ ID NO: 77 que comprende una C394S; o la SEQ ID NO: 78 que comprende una C412S.

4,
seleccionada de entre el grupo compuesto por:
(a)
tiene una Ser en la posicion 314 y en donde el polipéptido tiene actividad de celulasa;
(b)

ID NO: 4, que tiene una Ser en la posicién 311 y en dondé el polipéptido tiene actividad de

El polipéptido recombinante de la reivindicacién 1, que comprende una secuencia
un polipéptido que tiene una identidad de 85% 0 mas con la SEQ ID NO: 2, que
un polipéptido que tiene una identidad de por lo menos 70% o mas con la SEQ

celulasa;
(c)
seleccionada de entre el grupo compuesto por: (i) SEQ ID NO: 12 y que tiene una Ser en la
posicion 310, (i) SEQ ID NO: 13 y que tiene una Ser en la posiciéon 312, (i) SEQ ID NO: 14y
que tiene una Ser en la posiciéon 314, (iv) SEQ ID NO: 15 y qué tiene una Ser en la posici()h '
315, (v) SEQ ID NO: 16 y que tiene una Ser en la posicién 313, (vi) SEQ ID NO: 17y que
tiene una Ser en la posicién 311, (vii) SEQ ID NO: 19y que tiene una Ser en la posicion 313,
(viii) SEQ ID NO: 21 y que tiene una Ser en la posicion 312 y (ix) SEQ ID NO: 22 y que tiene

una Ser en la posicién 311 y en donde céda uno de' los anteriores polipéptidos tienen

un polipéptido que tiene una identidad del 70% o mas con una secuencia

actividad de celulasa;
(d)

polipéptidos progenitores de ceiobiohidrolasa diferentes, en donde los dominios comprenden

un polipeptido quimérjco que comprende por lo menos dos dominios de dos

de N- a C- terminal: (segmehto 1)-(éegm‘ento 2)-(segmento 3)-(segmento 4)-(segmento 5)-
-8y

dondé:

(segmento 6)-(segmento ~ 7)-(segmento
en ' | |

- el segmento 1 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al
residuo de aminoacidos de c_e'rca de1a cerca de x; de la SEQ'ID NO: 2 (1", la SEQ ID NO:

4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 2 comprende una secuencia que es por lo menos
50-100% idéntica al residuo de aminoacidos x; a cerca de x, de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ
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ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el ségmen‘td 3 comprende una secuencia que es por lo
menos 50-100% idéntica al residuo de aminoacidos Xp a cerca de xg de la SEQ ID NO: 2 (“17),
la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3); el segmento 4 comprende una secuencia que
es por lo menos 50-100% idéntica al re3|duo de aminoacidos x; a cerca de x4 de la SEQ ID
NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el segmento 5 comprende una
secuencia que es por lo menos 50-100%. idéntica a cerca del residuos de aminoacidos x, a
cerca de xs de la SEQ ID NO: 2 (“1), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3"); el
segmento 6 comp’rehde una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al residuo de
- aminoacidos x5 a cerca de xs de Ia‘SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4:(“2") o la SEQ ID NO:
6 (“3"); el segmento 7 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100% idéntica al
residuo de aminoacidos xs a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3");'y segmento 8 comprende una secuencia que es por lo menos 50-100%
“idéntica al residuo de ammoamdos X7 a cerca de xgs de la SEQ ID NO: 2 (“17), la SEQ ID NO: 4
("2”) o la SEQ ID NO: 6 (*3%);
en donde x; es el residuo 43, 44 45 46 0 47 de la SEQ ID NO 2 o el residuo 42, 43,
44,45 0 46 de la SEQ ID NO: 4 0ola SEQID NO 6; X, es el residuo 70,71,72,73 074 de la
SEQID NO:2 o el residuo 68, 69, 70, 71, 72,73 0 74 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6;
X3 es el residuo 113, 114, 115, 116 117 0 118 de la SEQ IDNOQO: 2 0 el reS|duo 110, 111, 112,
113, 114, 115 0 116 de 1a SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x4 es el residuo 153, 154, 155,
156 0 157 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155 0 156 de la SEQ
ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6' X5 es el residuo 220 221 222, 223 d 224 de la SEQID NO: 20
" el residuo 216, 217, 218, 219, 220 221,222 0 223 de Ia SEQ ID'NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x
es el residuo 258, 257, 258, 259, 260 o 261 de la SEQ ID NO: 2 0 el residuo 253, 254, 255,
256, 257, 258, 259 0 260 de la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; x; es el residuo 312, 313,
314, 315 0 316 de la SEQ ID NO: 2 o el residuo 3089, 310, 311, 312, 313, 314, 3150 318 de |a
SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 6; y xg'es un residuo de aminbécidos.correspondiente al C
terminal del polipéptido que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 o0 la SEQ
ID ' NO: : 6,
en donde el polipéptido quimérico comprende una Ser en la posiciéon 314 de laSEQID
NO: 2 o posicion 311 de la SEQ ID NO: 4 y en donde el po'Iipép.tido quimérico tiene actividad
de celulasa y mejor termoestabilidad y/o e‘stabilidad de pH en cdmpar_ac':ién con un polipéptido
CBH Il que comprende la SEQ ID NO: 2, 4 0 6.

5. El polipéptido reCombinanfe de la reivindicacion 4, en donde el segmento 1 comprende
residuos de aminoacidos dé cerca de 1 a cerca de x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO:
4 (“2”) o la SEQ ID NO: 6 (“3") y que tienen 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido;
el segmento 2 va de cerca del residuo de aminoéacidos x, a ceréa' del x, de la SEQ ID NO: 2
(*1"), la SEQ ID NO: 4 (*2") o'la S’EQ ID NO: 6 (“3") 'y- tiene cef_ca de- 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; el segmen'to 3 va de cerca del residuo d'é aminoacidos x, a
cerca del x; de la SEQ ID NO: 2 (*1”), la SEQ ID NO: 4 ("2) o la SEQ 1D NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoacido; el segmento 4 va de cerca del
residuo de aminoacidos x; a cerca del x, de la SEQ ID NO: 2 (“_1 "), la SEQ ID NO: 4 ("2 o la
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SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10 ‘sustitiiciones conservadoraé de aminoécido; el
segmento 5 va dé cerca del residuo de aminoacidos x, a cerca del xs de la SEQ ID NO: 2
(“17), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiéne cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido; el segmento 6 va de cerca del residuo de aminoacidos xs a
cerca del xs de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (*2").0 la SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene
cerca de 1-10 sustituciones conservadoras de aminoéacido; el segmento 7 va de cerca del
residuo de aminoéacidos xg a cerca del x; de la SEQ ID NO: 2 (“1”), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la
SEQ ID NO: 6 (“3") y tiene cerca de 1-10. sustituciones conservadoras de aminoacido; y
segmento 8 va de cerca del residuo de aminoacidos x; a cerca del Xg de la SEQ ID NO: 2
(“1"), la SEQ ID NO: 4 (“2") o la SEQ ID NO: ‘6 (“3") y tiene cerca de 1-10 sustituciones
conservadoras de aminoacido excepto enla posicién 314 de la SEQ ID NO: 2, posicién 311 o
la SEQ ID NO: 4 0 313 de la SEQ ID NO: 6. | | |

6. El polipéptido recombinante de la reivindicacion 4, en donde el polipéptido quimérico

comprende una secuencia que es por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o 99% idéntica a una

secuencia seleccionada de entre el grupo compuesto por la SEQ ID NO: 12-62 y 63.

A Un polipéptido recombinante de la re,ivindicabién 1, el cual poIipépt'ido comprende una
secuencia que tiene por lo menos 85% de identidad con las SEQ ID NO: 79-105 o 106 y tiene
una Serina en X en la secuencia de la SEQ ID NO: 107.

8. Un polinﬁcle(’)tido que codifi‘ca un Ipolipépti_dd de Ias reivirjdibaciones 1,2,3,407.
9. Un vector que comprende Un poI'inucleétido de I'a réiviﬁdicacién 8.

10. Una célula hospedera que comprénde el poiihucleétido de la reivindicacién 8.

11. Una célula hospedera que comp:rende el vector de la reivindicacion 9.

12. Una preparacion enzimatica que comprende un polipéptido de la reivindicacién 1, 2, 3,
407. | A '

| 13. Una preparaciéon enzimatica que cofnprende un pblipéptido producido por una célula
hospedera de la reivindicacion 10. ‘

14. Un método para el tratamiento de biomasa que comprende celulosa, el cual método

comprende poner en contacto la biomasa con un polipéptido de la reivindicaciéon 1, 2, 3,40 7.
15. Un método para el tratamiento de biomasa‘que cor_nprénde celulosa, el cual método

comprende poner en contacto la biomasa con una preparacion enzimatica de la reivindicacion
12. h

66 .



Attorney Docket No. 00016-047WO1 Q)O\

RESUMEN
La presente revelacion se relaciona con polipeptidos quiméricos de fusién CBH II, &cidos

nucleicos que codifican los polipéptidos y células hospederas para prdducir los polipéptidos. '
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<210> 1
<211> 1083
.<212> ADN
<213> Humicola insolens

<220>
+ <221> CDS - ,
<222> (1)..(1083)

<400> 1

agt aac ccc ttt gaa ggt gtt cag ctg tgg gct aat aac tat tat aga 48
Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

tct gag gta cat aca ctg gec att ccg caa att aca gac ccc geg ttg 96
Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

cgt gce gea gcet agt get gtg get gag gtg cca agt ttt caa tgg ctg 144
Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

gac aga aat gta aca gtg'gat act ttg ttg gta cag act ttg tca gaa 192
Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu
50 55 60

atc cgt gag gcc aat caa gca ggt gct aat ccc caa tat gca gcg caa 240
lle Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gin
65 70 75 80

atc gtg gtc tat gat ctg ccc gat aga gac tgt gca gct gec gec teg 288
lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95 . v

aat ggt gaa tgg gca ata gcg aac aac ggt gta aac aat tac aaa gct 336
Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110
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tac att aat agé att aga gag ata ttg ata agt ttt tcg gac gtt aga 384
Tyr lle Asn Arg lie Arg Glu lle Leu lie Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

acg ata tta gtc att gag cca gat agt cta gct aat atg gtc aca aat 432
Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

gtg aat gtc ccg aag tgi” fce ggt gca gcc agc act tat agg gaa tta 480
Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160

acc ata tat gca ctg aag caa ttg gat ctg cct cat gtc gct atg tac 528
Thr lle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175

atg gat gcc ggc cac gct gga tgg tta ggc tgg ccg geca aac att cag 576
Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu GIy Trp Pro Ala Asn lle GIn'
180 185 190

cca gcc gca gaa ttg ttt gcc aaa att tac gaa gét gct gga aag cct 624
Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

aga gca gtg aga ggt ctt gca act aat gtt gct aat tac aat gca tgg 672
Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220 '

tca gtt tca tce cct cca cca tac aca agt cca aat cca aac tac gat 720
Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

gaa aag cat tat atc gaa gca ttc aga ccc tta tta gaa gee cgt ggt 768 :

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly . -
245 250 255

ttc cca gce caa ttt ata gtg gat cag gga aga tca ggt aag caa cca 816
Phe Pro Ala GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro
260 265 270

act ggc caa aag gag tgg ggg cat tgg tgt aat gct att ggc aca gga 864
Thr Gly Gln Lys Glu Trp GIy His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr Gly
275 280 285

ttt ggt atg aga cct act gct aat acc ggt cac cag tat gtg' gat gct 912
Phe Gly Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala
290 295 300

ttt gtt tgg gtt aaa ccg gge ggt gaa tgc gac ggg acc agc gat act 960
Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp-Thr
305 310 315 320

acg gcg gec aga tat gat tat cat tgt ggt ctg gaa gat gca tta aaa 1008

Thr Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys
325 330 335 '

cca gct cct gaa gee ggce cag tgg ttc aac gaa tac ttc att caa ttg 1056

Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu
340 345 350 ‘

ctt agg aac gct aac ccg ccc it taa 1083

80
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Leu Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
365 360

<210> 2

<211> 360

<212> PRT

<213> Humicola insolens
<400> 2

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lie Pro GIn Ile Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu
50 55 60

lle Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala Gin
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95 -

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly VaI Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110 _

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp VaI Arg .
115 120 125 '

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Vai Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160

Thrlle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 :

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gln
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220 :

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lie Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255 '

Phe Pro Ala GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Lys Glu Trp 'Gly His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr Gly
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275 280 285

Phe Gly Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr
305 310 315 320

Thr Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys
325 330 335

Pro Ala Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu
340 345 350 _

Leu Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210>3

<211> 1077

<212> ADN

<213> Hipocrea jecorina

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1077)

<400> 3

ggt aat cca ttc gtt ggg gtg aca ccc tgg gcg aac gec tat tat get 48
Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1.5 10 15

fct gag gtt tca tce cta gcet att ccce tct tta aca ggt geca ‘atvg gct 96
Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30

aca gcc gcc get gece gtt gca aag gte cct tece ttc atg tgg ctg gat 144
Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp
35 40 45

act ttg gac aaa acc ccc tta atg gaa caa acg ttg gct gat ata cgt 192
Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg
50 55 60

act gcg éat aaa aac ggc ggc aat tat gct gga caa tit gtg gtt tat 240
Thr Ala Asn Lys Asn Gly GIy Asn Tyr Ala GIy GIn Phe Val VaI Tyr -
65 70 75 80

gac ctg ccg gat aga gat tgt gct gca cta gcg age aac ggg gag tac 288

Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr

86 90 95

agc att gcg gat ggc ggt gtc gca aag tac aaa aac tat ata gat act 336
Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr
100 105 110 '

atc agg caa ata gtt gtc gaa tac agt gat att cgt acg ctg ctt gta 384
lle Arg Gin lle Val Val Glu Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val
115 120 125

atc gaa ccc gat tec tta gcg aac ttg gta aca aat cta ggt act ccg 432
lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro
130 135 140

82

™
D



- . Attorney Docket No. 00016-047WO1

aag tgt gcg aac gcg cag agt gct tat ctt gag tgc atc aat tat gca 480
Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala
145 150 155 160

gtc acc cag ttg aat ttg cca aac gtt gca atg tat ctt gat gct ggt 528
Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly
165 170 175

cat gcc ggg tgg ttg"ggt tag cca gea aat Cag gat ccc gct gcg cag 576
His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala GiIn
180 185 190

ctg ttt gca aat gtt tac aaa aat gcc tca égt cct aga gcg ctg agg 624
Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg
195 200 205 :

ggt ctt gca aca aat gtt gct aat tac aac gga tgg aat att acc tca 672
Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser
210 215 220

ccce cca tca tac aca caa-gga aat gct git téc aat gaa aaa ctt tat 720
Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr
225 230 235 240

att cat gcc att ggtvcca ctg ctg gct aat cac gga tgg agt aat gcc 768
lle His Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn H|s Gly Trp Ser Asn Ala
245 250 255 ‘

ttt ttc att aca gat caa ggg aga agt ggt aaa caa cct act gga caa 816
Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly Arg Ser GIy Lys Gin Pro Thr Gly Gin
260 265 270

caa caa tgg ggt qac tgg igt aat gtt atc ggt act ggg ttt ggc atc 864
GIn Gin Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle
275 280 285

aga cca tca gcg aat acg ggt gat tca ttg ttg gac tca ttt gtt tgg 912
Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp
290 295 300 :

gtt aaa ccc ggg ggt gaa tgt gat gga acg agt gét tct tct get cca 960
Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp GIy Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro
305 310 315 320

agg ttc gat tct cat tgc gca tta cca gat gct ttg cag cca gca cct 1008
Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro Ala Pro
325 330 335 :

caa gca gga gct tgg ttc caa gct tat ttt gta caa tta ctg act aac 1056
GIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Thr Asn
340 345 350

gcc aat cct agt tit cta taa’ 1077
Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355

<210> 4

<211> 358

<212> PRT

'<213> Hipocrea jecorina
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<400> 4

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 56 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30

Thr Ala Ala Ala Ala VaI AIa Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp
35 40 45 &

Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp. lle Arg
50 55" 60

Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr Ala GIy GIn Phe Val Val Tyr
‘65 70 75 80

Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr
85 90 95 :

Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr ’
100 105 110

lle Arg Gin lle Val Val Glu Tyr Ser Asp ile Arg Thr Leu Leu Val
115 120 125

lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro
130 135 140

Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala
145 150 155 160

Val Thr GIn Leu-Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly
165 170 175

His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin
180 185 190

Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg
195 200 205

Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser
210 215 220 :

Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr .
225 230 235 240

lle His Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala
245 250 255

Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn
260 265 270 ’

GIn Gin Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle
275 280 285

Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp
290 295 300

Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro
305 310 315 320

84

&



Attorney Docket No. 00016-047WO1

Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro
325 330 335

GIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355

<210>5

<211> 1077

<212> ADN

<213> Chaetomium termophifium

<220>
<221> CDS _
<222> (1)..(1077)

<400> 5

ggt aac cct ttc agt ggt gtg cag tta tgg gct aat act tac tat tct 48
Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
1 56 10 15

tca gaa gtc cac acc tta gct atc cca agc tta agt cca gaa tta gcg 96
Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Ser Leu Ser Pro Glu Leu Ala
20 25 30

gct aag gcg gcg aaa gta get gaa gtg cca tca ttc caa tgg tta gat 144
Ala Lys Ala Ala Lys Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp
35 40 45 ’ '

aga aac gtg act gtg gat act ctg tit tct ggt aca ctt gct gag-ata 192.
Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Prne Ser Gly Thr Leu Ala Glu lle
50 55 60

agg gcg get aac caa agg gga gct aat cca cca tat get ggc ate tit 240
Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 70 75 80

gtg gtt tat gac ctt cct gat aga gat tgt gct gcc get gca age aat 288
Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95 .

got gaa tgg agt ata gct aac aac ggt gct aac aac tat aag aga tat 336
Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110 '

atc gat aga att éga gaa ttg ttg att cag tac tca gat atc agg aca 384
lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

att ttg gtt att gaa cca gac agt cta gca aat atg gtt act aac atg 432
lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met VaI Thr Asn Met
130 135 140

aac gta caa aaa tgt tct aac gca gca tct acg tat aaa gaa ctg act 480
Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr
145 150 155 160

gtg tat gca ttg aaa cag ttg aac ttg cca cac gta gcc atg tat atg 528
Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175 _
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gat gca ggt cac gcc ggc tgg tta _ggb tgg ccc get aat’ atzi cag cct 576
Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lie GIn Pro
180 185 190 '

gcc gca gaa tta ttc gcg caa ata tac aga gac gct gga cgt ccg get 624
Ala Ala Glu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala
195 200 205

gcg gtc agg ggt ctt gcc'act aac gtt gca aat tac aac gct tgg tca 672
Ala Val Arg Gly l.eu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220 "

ata gcg agt cct cca tcg tac aca agc cct aac cca aac tac gat gag 720
lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp GIu
225 230 235 240

aag cat tac ata gaa gca ttt gct cct tfg ctt cgt aac caa ggt tit 768
Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 - 255

gat gca aag ttt atc gtc gat acc gga aga aac ggc aag Cag ccg aca 816
Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
- 266 265 270 _

ggg cag cta gaa tgg ggg cac tgg tgc aat gtc aag ggt acg ggt ttc 864
Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr GIy Phe
275 280 285

got gtt aga ccc acg gct aac act ggg cat gag ttg gtt gat'gcé ttc 912
Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290" 295 300 ’

gtt tgg gta aaa ccc gga gga gag tca gac ggt act tct gat act agt 960
Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Thr Ser
305 310 315 320

gct gece aga tac gat tac cac tgt ggc ctt tct gat get ttg aca cca 1008
Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro
325 330 335

gcc cct gaa gce ggg caa tgg tte cag gec tac ttc gaa caa cta ttg 1056
Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu Gin Leu Leu
340 345 350

att aac gca aac cca cca tag 1077
{le Asn Ala Asn Pro Pro
355

<210>6

<211> 358

<212> PRT

<213> Chaetomium termophilium
<400> 6

Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
1 5 10 15

Ser Glu Val Hts Thr Leu Ala lle Pro-Ser Leu Ser Pro Glu Leu Ala
20 25 30
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Ala Lys Ala Ala Lys Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu Asp
35 40 45 ‘

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu lle
50 55 60

Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ata Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 70 75 80 -

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn .
86 90 95

- Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle'Gln Tyr Ser Asp lie Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr
145 150 155 160 _

Val Tyr Ala Leu L ys Gln Leu Asn Leu Pro His VaI Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala

195 200 205 e r |
Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

“lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270

Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe GlIn Ala Tyr Phe Glu GIn Leu Leu
340 345 350

lle Asn Ala Asn Pro Pro
355
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<210>7

<211> 267

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
© <223> Conector CBD

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(267)

<400>7 ‘

gct agc tgc tca age gtc tgg ggc caa tgt ggt ggc cag aattggtcg 48
Ala Ser Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly Gin Asn Trp Ser
1 5 10 15

ggt ccg act tgc tgt gt tcc gga age aca ’tgc gtc tac tccaacgac 96
Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

tat tac tcc cag tgt ctt ccc ggce get gea agce tca age teg tcc acg 144
Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45 '

cgc gcc geg tcg acg act tet cga gta' tcc ccc aca aca tee cgg tcg 192
Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60

agc tcc geg acg cct cca cct ggt tet act act acc aga gta cct cca 240
Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

gtc ggatcg ggaaccgct acg tattca - 267
Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser
85

<210> 8

<211> 89

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 8

Ala Ser Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys GIy Gly Gin Asn Trp Ser
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

l

Tyr Tyr Ser GIn Cyl's Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45 .

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 35 60 .

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg VaI Pro Pro
65 70 75 80 :
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Val Gly Ser GIy Thr Ala Thr Tyr Ser : . - . (&
85 : A

<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de ollgonucleotldo CBH2L

<400> 9 4
gctgaacgtg tcatcggttac . 21

<210> 10

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artnﬂcnal

<220>
<223> Iniciador de ohgonucleotldo RSQ3080

<400> 10 :
gcaacacctg gcaattcctt acc 23

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Iniciador de ollgonucleotldo CBH2LPCR

<400> 11
gctgaacgtg tcatcgttac ttag 24

<210> 12
<211> 356

<212> PRT _
<213> Phanerochaete chrysosporium

<400> 12

Asn Asn Pro Trp Thr Gly Phe Gin lle Phe Leu Ser Pro Tyr Tyr Ala
1 5 10 15 A '

"~ Asn Glu Val Ala Ala Ala Ala Lys Gin lle Thr Asp Pro Thr Leu Ser
20 25 30

Ser Lys Ala Ala Ser VaI Ala Asn lie Pro Thr Phe Thr Trp Leu Asp
35 40 45

Ser VaI Ala Lys lle Pro Asp Leu Gly Thr Tyr Leu Ala Ser Ala Ser
50 55 60

Ala Leu Gly Lys Ser Thr Gly Thr Lys GIn Leu Val Gin lle Val lle
65 70 75 80

Tyr Asp Leu Pro AspbA‘rg Asp Cys Ala Ala Lys Ala Ser Asn Gly Glu
85 90 95 -
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Phe Ser lle Ala Asn Asn Gly GIn Ala Asn Tyr Glu Asn Tyr lle Asp
100 105 110

Gin lle Val Ala.GIn'lle Gin GIn‘Phe Pro Asp Val Arg Val Val Ala
115 120 125

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Asn Val
130 135 140

GIn Lys Cys Ala Asn Ala Lys Thr Thr Tyr Leu Ala Cys Val Asn Tyr .

145 150 155 160

Ala Leu Thr Asn Leu Ala Lys Val Gly Val Tyr Met Tyr Met Asp Ala
165 170 175

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu Ser Pro Ala Ala
180 185 190

Gin Leu Phe Thr Gin Val Trp GIn Asn Ala Gly Lys Ser Pro Phe lle\
195 200 205

Lys Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Leu GIn Ala Ala
210 215 220

Ser Pro Asp Pro lle Thr GIn Gly Asn Pro Asn Tyr Asp Glu lle His
225 230 235 240

Tyr lle Asn Ala Leu Ala Pro Leu Leu GIn GIn Ala Gly Trp Asp Ala
245 250 255

Thr Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Val GIn Asn Ile Arg Gin
260 265 270

GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn lle Lys Gly Ala Gly Phe Gly Thr Arg
275 280 285

Pro Thr Thr Asn Thr Gly Ser.GIn Phe lle Asp Serlle Val Trp Val
290 295 300

Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asn Ser Ser Ser Pro Arg
305 310 315 320

Tyr Asp Ser Thr Cys Ser Leu Pro Asp Ala Ala Gin Pro Ala Pro Gfu

3256 330 335

Ala Gly Thr Tfp Phe GlIn Ala Tyr Phe GIn Thr Leu Val Ser Ala Ala
340 345 350

Asn Pro Pro Leu
355 '
<210> 13
<211> 358
<212> PRT
<213> Secuencia art|f|c1al

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 13

Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
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1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Ser Leu Ser Pro Giu Leu Ala
.20 25 30

Ala Lys Ala Ala Lys Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp
35 40 45

Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg
50 55 60

Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe Val
65 70 75 80

Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly
85 90 95 :

Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr lle
100 105 110

Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr lle
115 120 125

. Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn
130 135 140

Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr Val
145 150 155 160

Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp
165 170 175 .

Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Prd Ala Asn lle GIn Pro Ala
180 185 190

Ala Glu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala Ala
195 200 205

Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser-Val
210 215 220

Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys
225 230 235 240

His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro
245 250 255

Ala Gin Phe lle VaI Asp Gin Gly Arg Ser Gly Lys Gln Pro Thr GIy
260 265 270

GIn Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala fle Gly Thr Gly Phe Gly
275 280 285 .

Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala Phe Val
290 295 300

Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser AIa
305 310 315 320

Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro Ala
325 330 335
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Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu Gin Leu Leu IIe
340 345 350

Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

' <210> 14

<211> 360

<212> PRT _
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qu1mer|co CBH Il

<400> 14

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn IIe Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 : '

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe ' Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60.

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Gin Tyr AIa Ala Gln
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg As'p Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95 ' ‘

Asn Gly Glu Trp Ala lle AIa Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125 '

~ Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160

Thrlle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lie Gin
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly .Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lIe Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly
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245 250 255

"Phe Asp Ala GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Lys Glu Trp Gly H'is Trp Cys Asn Ala lie Gly Thr Gly
275 280 285 '

Phe Gly Met Arg Pro Thr AIa Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala -
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr
305 310 315 320

Ser Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp AIa Leu Thr
325 330 335

Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Glu Gln‘Leu_
340 345 350 ’ '

Leu lle Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210> 15

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pohpeptldo quimérico CBH Il

<400> 15 ,

Gly Asn Pro Phe Glu GIy Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45 '

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val Gin Thr Leu Ser Glu
50 55 60 ‘

lle Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80 '

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys'Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser Ile Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125 { _

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu
145 150 155 160
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Thr Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 '

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin
180 185 190 :

Pro Ala Ala Glu l.eu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro
195 200 - 205

Ala Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 - 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255 .

Phe Pro Asn Ala Phe Phe lie Thr Asp Gin Gly Arg Ser Gly Lys GIn

260 © 265 270

| Pro Thr Gly GIn GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle Gly Thr
275 280 285

Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Absp Ser Leu Leu Asp
290 295 300

Ser Phe Val Trp VaI Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp
305 310 315 320

- Thr Thr Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu
325 330 335

Lys Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn
340 345 350

Leu Leu Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210> 16

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
. <223> Polipéptidoquimérico CBH Ii

<400> 16

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 5 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30 _

Thr Ala.Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp
35 40 45

Arg Asn Val Thr Val Asb Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu lle
50 55 60 '
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Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gin lle
65 70 75 80

“Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala AIa Ala Ala Ser Asn’
85 90 95

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110 .

lle Asn Arg lie Arg Glu Leu Leu lle Gin Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Gln Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Iie GIn Pro
180 185 - 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205 '

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240 : . _

Lys His Tyr lle GIu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe ‘
245 250 255

Asp Ala GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala IIe Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Gin Tyr VaI Asp Ala'Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Giu Asp Ala Leu Lys Pro .
325 330 335 '

Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe IIe Gin Leu Leu
340 345 350 , _

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210> 17

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

95



Attorney Docket No. 00016-047WOI
<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il
<400> 17

Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
156 10 15

Ser Glu Val His I'hr Leu AIa lle Pro Ser Leu Ser Pro Glu Leu Ala
20 25 30° i

Ala Lys Ala Ala Lys Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gln Trp Leu Asp
35 40 45 '

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu lle
50 55 60

Arg Glu Ala Asn GIn Ala GIy Gly Asn Tyr Ala Gly Glh Phe Val Val
65 70 75 80

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu
85 90 95

Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp
100 105 110

Arg lie Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr ile Leu
115 120 125

Val lie Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val
130 135 140 . _

Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr
145 150 155 160

Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala
165 170 175

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala
180 185 190 v

Gln Leu Phe AIa Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu
195 200 205

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Ty'r Asn Ala Trp Ser Val Ser
210 215 220

Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
225 230 235 240

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala
245 250 255

GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn
260 265 270

Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala lie Gly Thr Gly Phe Gly Met
275 280 285

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Gin Tyr Val Asp Ala Phe Val Trp
290 295 300
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AVéI Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala
305 310 315 -320

Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro
325 330 335

GluAla Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn Leu Leu Arg'Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210> 18

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> o
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 18

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 5 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30

Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp
35 40 45

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Sef Gly Thr Leu Ala Glu.lle
50 55 60 '

Arg Ala Ala Asn Gin Arg Gly Gly Asn Tyr Ala Gly Gin Phe Val Val
65 70 75 80

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu
85 90 95

Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp
100 105 110

Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr lle Leu
115 120 1?5

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val
130 135 140

Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr Val Tyr
145 150 155 160 '

Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp Ala
165 170 175

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin Pro Ala Ala
180 185 190

Glu Leu Phe AIa Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala Ala Val
195 200 205

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val Ser
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210 215 220

Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
225 230 235 240 '

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala '

245 250 255

Lys Phe lie Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro Thr GIy Gin
260 265 270

Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe Gly Val
275 280 285

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe Val Trp
290 295 . 300

Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser Ala Ala
305 310 315 320 :

Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro Ala Pro
325 330 335 :

Glu Ala Gly GIn Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu GIn Leu Leu lle Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Pro Phe
355 :

<210> 19

<211> 360

. <212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipeptido quimérico CBH Il

<400> 19

Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val GiIn Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Ser Leu Ser Pro Glu Leu Ala
20 25 30

Ala Lys Ala Ala Lys VaI Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp .

35 40 45

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu lle
50 &5 60

Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe

6570 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ser ile Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 1 10 N

lle Asp Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125
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lle Leu Val IIe Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175 :

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr GlLl Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

~ Ala Val Arg Gly L.eu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 21 5 220 :

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe .
245 250 255

Pro Ala Gin Phe lle Val Asp Gin Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 -

Gly GIn Lys Giu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala Ile GIy Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Gln Tyr Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp GIy Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
325 330 335 ’

Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360 ' '

<210> 20

<211> 356

.<212> PRT ,
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido‘quimérico CBH I

<400> 20

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 5 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala IIe Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30
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Thr Ala Ala Ala.Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp
35 40 45

Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gln Thr Leu Ala Asp lle Arg
50 55 60 v

Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr Ala Gly Gin Phe Val Val Tyr
65 70 75 80

"Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr
85 90 95

Ser lie Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Arg
100 105 110

lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr ile Leu Val
115 120 125 '

lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val Pro
130 135 140

Lys Cys Ser GIy Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala
145 150 155 160

. Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly
165 170 175

His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin
180 185 190

Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg
195 200 205 '

Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn GIy Trp Asn IIe Thr Ser
210 215 220

Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr

- 2256 230 235 240

lle His Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Ala Lys
245 250 255 ‘

Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro Thr Gly GIn Leu.
260 265 270

Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe Gly Val Arg
275 280 285

Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu VaI Asp Ala Phe Val Trp Val
290 295 300

Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala Arg
305 310 315 320

Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro Glu
325 330 335

Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn Leu Leu Arg Asn AIa
340 345 350

Asn Pro Pro Phe
355
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<210> 21

<211> 358

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 21 o

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val Hié Thr Leu Ala ile Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Gly Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val
65 70 75 80

Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly
85 90 95

Glu Tyr Ser lie Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie
100 105 110

Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr lie
115 120 125

Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn
130 135 140

Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr lle
145 150 155 160

Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp

165 170 175

Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala
180 185 190

Ala Glu Leu Phe Ala Lys lie Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg Ala
195 200 205 :

Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val
210 215 220 '

Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys .

225 230 235 240

His Tyr lle GIu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro
245 250 255

Ala Gin Phe lle Val Asp ¢ GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly
260 265 270
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GIn Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala lle (;Iy Thr Gly Phe Gly
275 280 285

Met Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala Phe Val
290 295 300

Trp Val Lys Pro Gly Gly GIu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala
306 310 315 320

Ala Arg Tyr Asp Tyr H:i’é Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala
325 330 335

Pro Glu Ala Gly Gln Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu Leu Arg
340 345 350

Asn Ala Asn Pro Pro Phe |
355

<210> 22

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 22

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp.Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Alé Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60 :

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr AIa Gly GlIn Phe Vai Val
65 70 75 80

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn GIy Glu
85 90 95 '

Tyr Ser lie Ala Asp Gly Gly Val AIa Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp
100 105 1 10 o

Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr lle Leu
115 120 125 _

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val
130. 135 140

Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys GI'u Léu Thr Val Tyr.
145 150 155 160 ' '

AIa Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp Ala
165 170 175

Gly His-Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala Ala
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180 185 190

Glu Leu Phe Ala Gln IIe Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala Ala Val
195 200 205

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val Ser
210 215 2’70

Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys H|s
225 230 235" 240 .

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg GIy Phe Pro Ala
245 250 255

~ Gin Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr Gly Gln
260 265 270

Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr GIy Phe Gly Met
275, 280 285 :

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Gln Tyr Val Asp Ala Phe Val Trp'
290 295 300

Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala
305 310 315. 320

Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro

325 330 335

Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu Leu Arg Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Pro Phe -
355

<210> 23
<211> 359

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pollpeptndo qunmerlco CBH i

<400> 23

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu |
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45 ‘ _

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gin lle
65 70 75 80 -

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95
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Gly Glu Trp Ala lle AIa Asn Asn Gly VaI Asn Asn {y. Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg lle Arg Glu Leu Leu {le GIn Tyr Ser Asp Ile Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140 =~ -

Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys GIu Leu Thr
145 150 155 160

Val Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gln Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe AIa Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn GIy Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe Ile Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu Val Asp Ala Phe -

290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Ser
305 310 315 320

AIa Ala Arg Tyr Asp Tyr H|s Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly Gln Trp Phe Gin Ala Tyr Phe GIu Gln Leu Leu
340 345 350

lle Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210> 24

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 24
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Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
15 10 -15

Ser Glu Val His Th'r Leu Ala lle Pro Ser Leu Ser Prd Glu Leu Ala
20 25 30 '

Ala Lys Ala Ala l.ys Val Ala Giu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu Asp
35 40 45

Arg Asn Val ThrVal Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu lle
50 55 60

Arg Ala Ala'Asn'GIn Arg Gly Ala Asn Pro GiIn Tyr Ala Ala Gin lle
65 70 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ala ile Ala Asn Asn Gly Vél Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg lle Arg Glu Leu Leu He GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140 '

Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr
145 150 155 160

Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175 . , :

Asp AIa Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro AIa Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Giu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe
245 250 255

Pro Ala Lys Phe lle.Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro Thr .
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr GIy Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
200 295 300

Val Trp Vai Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 - 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
325 330 335 '
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Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu
340 345 350 '

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 25

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH |l

<400> 25

Gly Asn Pro Phe Giu Gly Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn Ile Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr VaI Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu
50 55 60

lle Arg Glu Ala Asn Gln Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala AIa Ser
856 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle Gin Tyr Ser Asp lle Arg
115 120 125 '

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu AIa Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 155 160 -

lle Asn Tyr Ala Val Thr Gln Leu Asn Leu Pro ASn VaI Ala Met Tyr
165 170 175

Leu Asp Ala Gly-His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp
180 185 190

Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp _
225 230 235. 240
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Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly.
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr
305 310 315 320

Ser Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr
325 330 335

Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu Gin Leu
340 345 350 .

Leu lle Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210> 26

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH |l

<400> 26

Gly Asn Pro Phe VaI GIy Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 5 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala

20 25 30

Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu Asp
35 40 45

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly. Thr Leu Ala Glu lle
50 &5 60 '

Arg Ala Ala Asn Gin Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 70 75 80 '

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ser lle AIa Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle Asp Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle GIu Pro Asp Ser Leu AIa Asn Met Val Thr Asn Met :

130 135 140

Asn Val Pro ‘Lys ,Cys'Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
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145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val AIa Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe AIa Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

Ala Val Arg Gly L.eu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220 '

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr ile Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 :

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300 '

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser‘As'p Gly Thr Ser Asp Thr Ser
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu Thr Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Glu GIn Leu Leu
340 345 350

lle Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210> 27

<211>358

<212> PRT -

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 27

Gly Asn Pro Phe Ser Gly Val Gln Leu Trp Ala Asn Thr Tyr Tyr Ser
1-5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala ile Pro Ser Leu Ser Pro Glu Leu Ala
20 25 30

Ala Lys Ala Ala Lys Val AIa Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp
35 40 45 v

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu IIe |

50 55 60
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Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Gly Asn Tyr AIa Gly bln Phe Val Val
65 70 75 80

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu
86 90 95

Tyr Ser lie Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp
100 105 110

Arg lie Arg Glu lie Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr lle Leu
115 120 125

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val
130 135 140

Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Ty‘r Lys Glu Léu Thr Val Tyr
145 150 155 160 o

Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp Ala
165 170 175

Gly His Alé Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin Pro Ala Ala
180 185 190

Glu Leu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala Ala Val
195 200 205 ‘

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser lle Ala
210 215 220 :

Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
225 230 235 240 '

Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn GIy Phe Asp Ala
245 250 255

Lys Phe lie Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn
260 265 270

Leu Glu Trp Gly HIS Trp Cys Asn Val Lys GIy Thr Gly Phe Gly Val
275 280 285

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe Val Trp
290 295 300

Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro
305 310 315 320 :

Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro
325 330 335

GIn AIa Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Ser Phe Leu'
355

<210> 28

<211> 361

<212> PRT _ :
<213> Secuencia attificial
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<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 28 -

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr L’él’] Ala lie. Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu -

35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val 'As'p Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

IIe Arg Ala Ala Asn Gin Arg GIy Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80 _

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg- lle Arg Glu Leu Leu lle Gln Tyr Ser.Asp lle Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Mét Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu
145 150 155 160

Thr Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr

165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro
195 200 205 .

Ala Ala Val Arg G|y Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp
210 215 220

Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr GIn Gly Asn Ala Val Tyr Asn
225 230 235 240

Glu Lys Leu Tyr lie His AIa lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn His Gly |
245 250 255

Trp Ser Ala Lys Phe‘ lle Val Asp Thr Gly Arg Aé.n Gly Lys Gin .Pro
260 265 270

Thr Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285 '

Phe Gly Val'Arg Pro Thr. Ala Asn Thr Gly His Glu Leu VaI Asp Ala
290 295 300
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Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly- Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn
325 330 335

Pro Ala Pro Gln Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350 .

by

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 29

<211> 357

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH il

<400> 29

Gly Asn Pro Phe Val GIy Val Thr Pro Trp Ala Asn AIa Tyr Tyr Ala
1 5 10 15 '

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30 .

Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp.
35 40 45

Thr Leu Asp Lys Thr! Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg
50 55 60

Thr Ala Asn Lys Asn Gly GIy'Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr
65 70 75 80

Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr
85 90 95 :

Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Arg
100 105 110

lle Arg Glu-Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr lle Leu Val
115 120 125 -

lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val Gin .
130 135 140

Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr AIa
145 150 155 160 - ,

Vai Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly
165 170 175

His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GlIn Asp Pro Ala Ala Gin
180 185 190

Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg
195 200 205 '
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Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val Ser Ser
210 215 220

Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His Tyr
225 230 235 240

lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala Lys
245 250 255

Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn GIy Lys GIn Pro Thr Gly Gin Leu
260 265 270

Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe Gly Val Arg
275 280 285

Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu Val Asp Ala Phe Val Trp Val
290 295 300

Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg
305 310 315 320 _

Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gln Pro AIa Pro Gin
325 330 335

Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Thr Asn Ala

340 345 350

Asn Pro Ser Phe Leu
355

<210> 30

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH i

<400> 30

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lie Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu
50. 55 60 B

lle Arg Glu Ala Asn Gin Ala Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala GIn
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
.86 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
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15 120 125

Thr lle Leu Val lie Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140 -

-Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu
145 150 155 160

Thr Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 ™

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn IIe Gln
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro
195 200 205

Ala Ala Vai Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
21 0 215 220

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255

Phe Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe GIy Val Arg Pro Thr AIa Asn Thr Gly H|s GIu Leu VaI Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser

305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe VaI GIn Leu
340 345 350 v

Leu Thr Asn AIa Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 31

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuenciga a_rtificial

<220>
<223> Pollpeptldo qwmerlco CBH Il

<400> 31

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn AIa Tyr Tyr Ala. -

1 5 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30
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Thr AIa Ala AIa Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu Asp
35 40 45

Arg Asn VaI‘ThriVal Asp Thr Leu Leu Val Gln Thr Leu Ser Glu lle
50 55 60

Arg Glu Al_é Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe

65 70 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr.
100 105 110 -

lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu ‘Pr'o Asp Ser Leu Ala Asn-Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr
145 150 155 160

Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190 '

Ala Ala Glu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala GIy Arg Pro Ala
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe :

275 280 - 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp AIa Phe
290 295 300 , .

Val Trp Val Lys Pro GIy Gly GIu'Se'r Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320.

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn Leu Leu
340 345 350

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
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35’5

<210>32.

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 32

Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
15 10 15

Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr GIy AIa Met Ala
20 25 30

Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp
35 40 45 '

Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu lle
50 55 60

Arg GIu Ala Asn GIn Ala Gly AIa Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 70 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
8 90 95

Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle Asp Arg lle Arg Glu Ile Leu Ile Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125 :

lle Leu Val lle Giu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130. 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly AIa Ala Ser Thr Tyr Arg GIu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

Ala VaI Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 . 220

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240 :

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg .Gly Phe

245 250 255

Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270
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Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly HIS Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

Wl

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro

325 330 335

Ala Pro Glu Ala GIy Gin Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GiIn Leu Leu
340 345 350

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210> 33

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuencia amflmal

<220>
<223> Polipéptido qulmerlco CBH I

<400> 33

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 65 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin IIe Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gln Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 .70 75 80 _

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala AIa Ser Asn
85 90, 95

Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle. Asp Arg IIe Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr -
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met VaI Thr Asn Met
1300 135 140

AmVaGmLﬁCﬁSaAmAbAbSaAbﬂnmuGMCWHe
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu
165 170 175
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Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro
180 185 190

Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 . 205

Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr IIe Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr GIy Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 _

Gly Gln Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys GIy Thr GIy Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 .300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu Leu
340 345 350

AN i B Gt 0

Argl; Asn Ala Asn Pro Pro Phe

355
<210> 34 :
<211> 361 S ‘
<212>PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quumenco CBH II

<400> 34

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
15 10 15 '

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn lie Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 ‘

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val-Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60 '

Ile Arg Ala Ala Asn Gln Arg Gly Ala Asn Pro GIn Tyr AIa Ala G|n
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu 'Pfo Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
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85 90 95

Asn Gly Glu, Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 - 155 160

lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr |
165 170 175

Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp -

180 185 190

Pro Ala Ala Gin l.eu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly
245 250 255 : _

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro
. 260 265 270

Thr Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu-Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser’ H|s Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn
325 330 335

Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val Gin Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 35
<211> 358

<212> PRT :
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pollpeptldo qunmenco CBH Il

<400>_ 35 -
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GIy Asn Pro Phe Val Giy Va. Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala
1 5 10 15 :

Ser Glu Val Ser Ser Leu AIa lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala
20 25 30

Thr Ala Ala Ala Ala-Val Ala Lys Va'l Pro Ser Phe Met Trp Leu Asp
35 40 45

Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GiIn Thr Leu Ala Asp lle Arg
50 55 60 .

Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr AIa Gly lle Phe Val
65 70 75 80

Val:Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly
85 90 95

Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr lle
-~ 100 105 110

Asp Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr lle
115 120 125 ' ’

Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn
130 135. 140

Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr lle
145 150 155 160

Tyr Ala Leu.Lys GIn Leu Asp Leu Pro HIS Val Ala Met Tyr Met Asp
165 170 175 -

Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala
180 185 190

Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg Ala
195 200 205 ‘

Val Arg Gly Leu AIa Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser lle
210 215 220 .

AIa Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro AsnT yr Asp Glu Lys
225 230 235 240

His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe Asp
245 250 255 -

Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr Gly
260 265 470 '

Gln Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn VaI Lys Gly Thr Gly Phe Gly
275 280 285

Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe Val
290 295 300

Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala
305 310 315 320

Ala Arg Tyr Asp 'Tyf His'Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu. Lys Pro Ala
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325 330 335
Pro Glu:Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin Leu Leu Arg
340 345 350 :

Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 ’

<210> 36

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 36

Gly Asn Pro Phe Glu GIy Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro AIa Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu VaI Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60 '

Arg Thr AIa Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala AIa Gln lle
65 70 75 80

Val Val Tyr Asp l.eu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95 .

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg Ile Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125

IIe Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
1300 135 140 . ‘

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly AIa AIa Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr |
145 150 " 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175 '

Asp Ala Gly HIS Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Aia~'Ala’ Giu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Aia Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240 S
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Lys His Tyr lle Glu AIa Phe Ala Pro LeuLeu Arg Asn Gin Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lie Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 - :

Gly GIn'Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn‘Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285 :

XY

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Giu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Vél Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arq Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro
325 330 335

Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360 '

<210> 37

<211> 360 .

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 37

Gly Asn Pro Phe Giu GIy Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 '30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala GIu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35. 40 45 . ‘

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thl Leu Ala Asp lle
50 . 55 60 -

Arg Thr Ala Asn Lys Asn GIy Ala Asn Pro Gln Tyr Ala Ala Gin lle.
65 70 75 80 : :

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala AIa AIa Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn GIy Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100. 105 110 -

lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle’ Ser Phe Sel Asp Val Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140
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Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle |
145 150 - 155 160

Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu
165 170 175 _

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gl'y Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro
180 185 190

Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys'Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 - 205

Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 - 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 - 235 1240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly Phe
245 250 @ 255 -

Asp Ala Lys Phe |Ie Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gln Pro Thr
260 265 270

Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 @ 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
325 330 335

Ala Pro GIn Ala'Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 38

<211> 359

<212> PRT ,
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pollpeptldo qunmenco CBH I

<400> 38

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
16 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin IIe Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg AIa Ala Ala Ser Ala VaI Ala Glu Val-Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

3

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle
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50 55 60 |

Arg Thr Ala Asn Lys Asn GIy Ala Asn Pro Gin 'Iyr Ata Ala Gln lle
65 70 75 80 '

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn

85 90 95

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110 IS

lle Asn Arg lie Arg Glu Leu Leu lle Gln Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125 '

lle Leu Val lle Giu Pro Asp Ser: Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140 ’

~ Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val AIa Met Tyr Met
165 170 [175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205 :

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 21 5 220

IIe AIa Ser Pro Pro'Serz ‘Ty'r Thr Ser Pro ‘Asnv Pro A‘s'n Tﬁ/r ASp Glu

225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala F’he Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gln Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu GIu Trp Gly His Trp Cys Asn VaI Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu VaI Asp Ala Phe
290 295 300 '

Val Trp Val Lys Pro Gly GIy Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

AIa Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys GIy Leu GIu Asp Ala Leu Lys Pro
1325 330 335 ,

Ala Pro GIu AlaGly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle Gin.Leu Leu
340 345 350 ,

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 :

<210> 39

<211> 360
<212> PRT
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<213> Secuencia értificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 39

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15 ==

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lie Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp lle
50 &5 60

Arg Thr Ala Asn-Lys Asn Gly Ala.Asn Pro Gin Tyr Ala Ala GIn lie
65 70 75 80 :

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala AIa Ser Asn
86 90 95

Gly Glu Trp Ala lie Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 175 ' , v

lle Leu Val lle Glu Pro, Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala'Leu Lys Glh Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190 ,

Ala Ala Glu Leu Phé Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr IIe Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIln Pro. Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr GIy Phe
275 280 ; 235

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu_ Leu Val Asp Ala 'Phe
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290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
3256 330 335

Ala Pro Gin Ala t.:ly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala bAsn Pro Ser Phe Leu
355 360 ‘

<210> 40

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qu1mer|co CBH II

<400> 40

Gly Asn Pro Phe Glu GIy Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1.5 10 15 '

»Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gln lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45 T : _ ,

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu AIa Asp lle
50 55 60 ‘ _

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lie Phe
65 70 75 80 _

VaI Val Tyr Asp Leu Pro: Asp Arg Asp Cys AIa Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

- Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle Asp Arg lie Arg Glu Leu Leu Ile GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125 : .

IIe Leu VaI lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle
145 150 - 155 160 '

Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu
165 170 175 -

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro
180 185 190

'Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 205

G-
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Ala Leu Arg Gly Leu AIa Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr -
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 - 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu VaI Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro
325 330 335

Ala Pro GIn Ala Gly Ala T:rp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn-Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 41

<211> 359

<212> PRT -

<213> Secuencia artificial

<220> ‘
<223> Polipéptido quimérico CBH Ii

<400 41

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg |

1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn He Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 _

'Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45 ' :

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gln Thr Leu Ala Asp'lle
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gln lle
65 70 75 80 -

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
-85 90 95 _

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly. VaI Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110
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lle Asn Arg lle Arg Glulle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125 '

lle Leu Val ile Giu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys'Glh’-Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190 '

Ala Ala Glu Leu Phe AIa Lys Ile Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205 -

Ala Val Arg GIy Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 2?0

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle GIu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe
245 250 255

Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr GIy Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 _ .

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Vai Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285 , _

1

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly HIS Glu Leu Val Asp Ala Phé
290 295 300 ’

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys GIy Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro
325 330 335

I
Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Aén Glu Tyr Phe'lle Gin Leu Leu
340 345 350 |

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 :

<210> 42

<211> 360

<212> PRT :
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipeptido quimerico CBH I

<400> 42

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
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20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr-Pro Leu Met Glu GIn Thr.Leu Ala Asp lle
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe
65 70 75 80 ™

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ser lle Ala Ash Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 1410

lle Asp Arg llle Arg Glu lle Leu lie Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125 ' '

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser GIy Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His VaI Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp.Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gln Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val AIa Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser-Pro Asn Pro Asn Tyr Asp GIu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 255 :

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gln Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly HIS Trp Cys Asn Val Lys GIy Thr Gly Phe
275 280 285 -

Gly Val Arg Pro Thr AIa Asn Thr Gly His Giu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300 _

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 31b 320 o

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro

325 330 335

Ala Pro Gin AIa Gly AIa Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350 :
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Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu .
355 360

<210> 43

<211> 360

<212>PRT _

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pollpeptldo quimérico CBH i

<400> 43
Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr. Tyr Arg
1 5§ 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 :

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr' Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60 o

lle Arg Ala Ala Asn Gin Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80 :

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys AIa Ala Aia Ala Ser
85 90 .95

Asn Gly Glu-Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110 -

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle Gin Tyr Ser Asp lle Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 ~ 135 140

Met Asn VaI GIn Lys Cys Ser Asn AIa Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 160 155 160

“lie’Asn TyriAIa Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr.b
-165 170 175

Leu Asp Ala Gly His Ala GIy Trp Leu Gly Trp.Pro Ala Asn Gln Asp
180 185 190

Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Vél Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro-
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp _
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly
. 245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe Ilezi Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys__G.In Pro
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260 265 270
Thr Gly GIn Leu Glu Trp GIy HIS Trp Cys Asn Val Lys GIy Thr GIy
- 275 280 285

Phe Gly VaI Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr
305- 310 315 320

Thr Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys
325 330 335

Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn Leu
340 345 350

Leu Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210> 44

<211> 359

<212> PRT

<213> Secuenma art|f|C|aI

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 44

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
15 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala VaI Ala GIu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60 . .

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Gin Tyr AlaAlaGinlle

65 70 75 80

Val Val Tyr Asp l.eu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala AIa Ala Ser Asn
8 90 95

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Va| Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

IIe Asn Arg Ite Arg Glu Leu Leu lIe Gln Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser.Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140 . . .

Asn VaI GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle
145 150 155 160

“Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met'Tyf Leu
165 170 175 ‘
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Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp Pro
180 185 190

Ala Ala GIn Leu Phe AIa Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 205

Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle \/él Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr -

260 265 270

Gly GIn Leu-Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys GIy Thr Gly Phe
275 280 285 :

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr
305 310 315 320

Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro
325 330 335

Ala Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe Asn Glu Tyr Phe Ile GIn Leu Leu
340 345 ’%50 '

Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355

<210>45 .

<211> 360 .

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qulmerlco CBH II

<400> 45

Gly Asn Pro Phe Glu Gly VaI Gln Leu Trp AIa Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala Ile Pro GIn lIe Thr Asp Pro Alaleu

20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val AIa Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45 o

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60 v

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala Gin lle
65 70 75 80 .
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Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ala ile Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lie Asn Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle
. 145 150 155 160

Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala G|’y Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp Pro
180 185 190 ‘

Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 205

Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn AIa Trp Ser
210 215 220 -

lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr-Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gln Gly Phe
245 250 255

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270

- Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro
325 330 335

Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 46

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> _
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

'
¢
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<400> 46

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 &5 60

lle Arg Ala Ala Asn Gin Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp IIe Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn - -

- 130 135 140

Met Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 155 160
T T b
lle-Asn Tyr‘Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro- Asn Val Ala Met Tyr
165 170. 175

Leu Asp AIa Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gln Asp
180 185 190

Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyf Lys Asn Ala Ser Ser Pro
195 200 205 '

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn AIa Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Afg Asn GIn Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gln Pro
260 265 270 '

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu VaI Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser

305 310 315 320

3
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Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn
0325 330 335

‘Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val Gin Leu
340 345 550

Leu Thr Asn Ala As_n Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 47
<211> 360

. <212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 47

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lie Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 '

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp IIe
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala Gin lle
65 70 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ala lie Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Sel Asp Val Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met VaI Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys IIe
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu
165 170 175 '

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp Pro
180 185 190 _

Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg
195 200 205

Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn VaI Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210. 215 220

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
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225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe
245 250 255

Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320 :

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro
325 330 335

- Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 48

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> D
<223> Pohpeptldo qulmenco CBH Il

<400> 48

Gly Asn Pro Phe Glu GIy Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45 g

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60 .

lle Arg AIa Ala Asn Gln Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val'Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala AIa Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Thr lle Arg Gln lle Val Val Glu Tyr Ser Asp lle Arg
115 120 125

Thr Leu Leu Val lle GIu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn
130 135 140
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Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 1585 160 .

lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr
165 170 175

-Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp
180 185 190

Pro AIa Ala GInl_eu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Ash Tyr Asn Ala Trp
2100 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lie Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn GIy
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 , 285 :

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

"Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Ser
305. 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Léu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu

340 345 350

Leu Thr Asn:Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 49

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qwmerlco CBH I

<400> 49

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Th‘r“L‘eu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala VaI Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu.
35 40 45
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Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Afg Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala GIn
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu:Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
86 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala'lIié Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110 '

Tyr lle Asn Arg lie Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lie Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140:

Met Asn Val GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Sér Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160 '

Thr lle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 .

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gln
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 - 215 | 220 o T

‘ !
Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lie Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly |

245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
3256 330 335

Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala- Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu
340 345 350

“Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 . 360

<210> 50
<211> 360
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<212> PRT o
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 50

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn TyrxTyr Arg

1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

"Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

-Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp lle
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro Pro Tyr AIa GIy IIe Phe
65 70 75 80 :

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 . 95

Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg Tyr
100 105 110

lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp Ile Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val ile Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140 '

Asn VaI GIn Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr
145 150 155 160

lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lie Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg
195 200 205 '

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser

210 215 220,

Ille'AIa Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lie Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly Phe
245 250 755

Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr
260 265 270 -

Gly Gln Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe
275 280 235
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Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr GIy His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300 v

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly GIu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gln Pro
325 330 335 .

Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 51

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 51

Gly Asn Pro Phe Glu Gly VaI GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

“Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn Ile Thr Asp Pro Ala Leu -
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro. Ser. Phe GIn Trp Leu
35 40 45 S _

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala AIa Ala Ser
85 90 95 _ _

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn GIy Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140 '

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 15" 160

fle Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr
165 170 175

Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn Asp -
180 185 190

Pro Ala Ala GiIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro
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195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle 'Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr IIe Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys G|n Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly

275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys P'ro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp AIa"Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 52

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico CBH Il

'<400> 52

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 :

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val Gin Thr Leu Ser Glu
50 55 60

lle Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala GIn
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110
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Tyr lle Asn Arg lie Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lie 'Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu
145 150 155 160

Thr Val Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 '

Met Asp Ala Glly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin
180 185 190

Pro Ala Ala Glu l_eu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro
195 200 205

Ala Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe IIe Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 - 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285 '

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
0290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gln Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 53

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH |l

<400> 53

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15
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Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

ile Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala Gin
‘65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu
145 150 155 160

Thr Val Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro
195 200 205

Ala Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255

Phe Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn.Val Lys GIy Thr Gly :

275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Vél Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn
325 330 335

Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gin Leu
340 345 350
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Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 54
<211> 361

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipépticdo quimérico CBH |l

<400> 54

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val Gin Thr Leu Ser Glu
50 55 60 v

lle Arg Glu Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gin
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110 | '

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lie Leu lle Ser Phe SerAsp Val Arg
115 120. 125

Thr lle Leu Val lle GIu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140 -

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 150 155 160

lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr
165 170 175

Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp
180 185 190

Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220 : '

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu GIu Ala Arg Gly
245 250 955
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Phe Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 265 270 :

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala 'Pfo Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

-Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 55
<211> 360

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH li

<400> 55

Gly Asn Pro Phe Glu Gly VaI GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30 :

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp IIe
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala GIn IIe
656 70 75 80

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
85 90 95

Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala Tyr
100 105 110

lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr
115 120 125

lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
130 135 140

Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys Glu Leu Thr
145 150 - 155 160

Val Tyr Ala Leu Lyé GIn Leu Asn Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met
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165 170 175

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro
180 185 190

Ala Ala Glu Leu Phe Ala GIn lle Tyr Arg Asp Ala Gly Arg Pro Ala
195 200 205

Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser
210 215 220

Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu
225 230 235 240

Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg GIy Phe
245 250 255

Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro Thr
260 265 270

Gly GIn Leu Glu Trp Gly HIS Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr GIy Phe
- 275 280 285

Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe
290 295 300 '

Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser
305 310 315 320

Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Le.u GIn Pro
325 330 335

Ala Pro Gin Ala Gly Ala:Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu
340 345 350

Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360 i

<210> 56

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH I

<400> 56

Gly Asn Pro Phe Giu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15 '

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gln lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro GIn Tyr Ala Ala Gin
65 70 75 80
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lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
86 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lie Arg Glu Leu Leu lle Glh Tyr Ser Asp lle Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Ala Tyr Leu Glu Cys
145 - 150 155 160

lle Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr
165 170 175

Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp
180 185 190

Pro Ala Ala GIn lLeu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Sér Ser Pro
195 200 205

Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp.
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240 ’

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300 _ :

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 57

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il
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<400> 57

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val GIn Thr Leu Ser Glu
50 &5 60

lle Arg Glu Ala Asn Gin Ala Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala Gin'
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala
100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val vlle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160

Thr lle Tyr'Ala Leu Lys Gln Leu Asp Leu Pro 'His Vél Ala Met Tyr
165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin-
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255

Phe Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys Gln Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320
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Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu GIn
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 58

<211> 361

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH i

<400> 58

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 65 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 &5 60

lle Arg Ala Ala Asn Gin Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
100 105 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu Leu Leu lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn .
130 135 140

Met Asn Val Gin Lys Cys Ser Asn Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 1580 155 160

Thr lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro HIS Val Ala Met Tyr
165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn
180 185 190

Pro Ala Ala Glu L.eu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220
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Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu.Lys His Tyr Ile Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gln Gly
- 245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro
260 265 270 -

Thr Gly Gin Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gln Leu
340 345 350 .

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 59

<211> 361

<212> PRT :
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qwmerlco CBH I

<400> 59

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp AIa Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GiIn Trp Leu
35 40 45 )

Asp Arg Asn Val Thr VaI Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Gin Tyr Ala Ala GIn
65 70 75 80

lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala AIa Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Val Asn Asn Tyr Lys Ala _

100 105 110

Tyr lle Asn Arg lle Arg Glu lle Leu lie Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Alé Asn Met Val Thr Asn
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130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160

Thr lle Tyr Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin
180 185 190

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser Val Ser Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly
245 250 255

Phe Pro Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GiIn Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Giu Leu Val Asp Ala
290 295 - 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp GIy Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin
325 330 335

Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val GIn Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pré Ser Phe Leu
355 360 '

<210> 60

<211> 358

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido qulmenco CBH II

<400> 60

Gly Asn Pro Phe GIu Gly Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gln lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45
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Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pr_b Leu Met Glu Gin Thr Leu Ala Asp lle
50 -55 60 '

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly GIy Asn Tyr Ala Gly Gin Phe Val Val
65 70 75 80 : .

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly GIu
85 90 95

Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp
100 105 110

Thr ile ArvaIn.Ile Val Val Glu Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu .
115 120 125 '

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr
130 135 140

Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr
145 150 155 160

Ala Val Thr Gin Leu Asn Léu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala
165 170 175

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GlIn Asp Pro Ala Ala

180 185 190

GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu
195 200 205 '

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val Ser
210 215 220 :

Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
225 230 235 240

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala
245 250 255

Lys Phe lie Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gln
260 265 Z70

Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe Gly Val
275 280 285

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala Phe Val Trp
290 295 300

Val Lys Pro Gly GIy Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro
305. 310 315 320

Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp AIa Leu GIn Pro AIa Pro
325 330 335

Gln Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn -

340 345 350

Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355

<210> 61
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<211> 358
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipépticdo quimérico CBH |l

<400> 61

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 65§ 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro GIn lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Met Trp Leu
35 40 45

Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met GIu GIn Thr Leu Ala Asp ile
50 55 60

Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr Ala Gly Gln Phe Val Val
65 70 75 80

-Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu

86 90 95

Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lIe Asp
100 105 110

Thr lle Arg GIn lle Val Val Glu Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu
115 120 125

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr
130 135 140

Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr
145 150 155 160

Ala Val Thr Gln Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala
165 170 175

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Gin Asp Pro Ala Ala
180 185 190

GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu
195 200 205

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp'Ser lle Ala
210 215 220 -

Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
225 230 235 240

Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg. Asn GIn Gly Phe Asp Ala

245 250 255

Lys Phe lle Val Asp Thr GIy Arg Asn Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gin
260 265 270

Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly Phe Gly VaI
275 280 - 285
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Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala % he Val Trp
290 295 300

Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro
305 310 315 320

Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro
325 330 335 _

Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Val Gln Leu Leu Thr Asn
340 345 350

Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355

<210> 62

<211> 361

<212>PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Pohpeptldo quimérico CBH |l

<400> 62

Gly Asn Pro Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu VaI Pro Ser Phe Gin Trp Leu
35 40 45 ,

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala GIy lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp Ser lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
-100 105" 110

Tyr lle Asp Arg lle Arg Glu Ile Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 - 155 160

Thr lle Tyr Ala Leu Lys Gin Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175

Mét Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle Gin
180 185 190

153 .

W
N



Attorney Docket No. 00016-047WO1

Pro Ala Ala Glu Leu Phe Ala Lys lie Tyr Glu Asp Ala biy Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn I'yr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn Gin Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn GIy Lys Gin Pro
260 265 270

Thr Gly GIn Leu Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly

275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His Glu Leu Val Asp Ala

290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Ser
305 310 315 320

Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala Leu Gln.

325 330 335

Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn Ala Tyr Phe: Val Gin Leu
340 345 350

Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
355 360

<210> 63

<211> 360

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico CBH Il

<400> 63

Gly Asn Pro Phe Glu GIy Val Gin Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg
1 5 10 15

~Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Gin lle THr Asp Pro Ala Leu |
20 25 30

Arg Ala Ala Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
35 40 45

Asp Arg Asn Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser GIy Thr Leu Ala Glu
50 55 60

lle Arg Ala Ala Asn GIn Arg Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle
65 70 75 80

Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala AIa Ser
85 90 95

Asn Gly Glu Trp 'Sebr lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Arg
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100 105 110

Tyr lle Asp Arg lie Arg Glu lle Leu lie Ser Phe Ser Asp VaI Arg ’
115 120 125

Thr lle Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn
130 135 140

Met Asn Val Pro Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu
145 150 155 160 '

Thr lle Tyr Ala Leu Lys Gln Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr
165 170 175 '

Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn
180 185 190

Pro Ala Ala Glu L.eu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro
195 200 205

Arg Ala Val Arg Gly Leu-Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp
210 215 220

Ser lle Ala Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp
225 230 235 240 _

Glu Lys His Tyr lle Glu Ala Phe Ala Pro Leu Leu Arg Asn GIn Gly
245 250 255

Phe Asp Ala Lys Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Lys GIn Pro
260 265 270

Thr Gly' Gin Leu Glu Trp'GIy His Trp Cys Asn Val Lys Gly Thr Gly
275 280 285

Phe Gly Val Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly HIS Glu Leu Val Asp Ala
290 295 300

Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Ser Asp Gly Thr Ser Asp Thr
305 310. 315 320

Thr Ala Ala Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys
325 330 335

Pro Ala Pro Glu Ala Gly GIn Trp Phe Asn Glu Tyr Phe lle GIn Leu
340 345 350

Leu Arg Asn Ala Asn Pro Pro Phe
355 360

<210> 64

<211> 447

<212> PRT _
<213> Trichoderma reesei
<400> 64

Gln Ala Cys Ser Ser VaI Trp Gly GIn Cys Gly Gly Gln Asn Trp Ser
1 56 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 . 30
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Tyr Tyr Ser Gin Cys Leu Pro ("le Ala Ala Ser Se; Ser Sar Ser Thr
35 40 45 -

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
656 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu AIa
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg GIn lie Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala 4
210 215 220

Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser
225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro,
245 250 255

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 . 300

Asn Tyr Asn GIy Trp Asn ||e Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly
305 310 315 320

Asn Ala VaI Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lie His Ala Ile Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn GIy
340 345 350

Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr Gly GIn Gin GIn Trp Gly Asp Trp Cys
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355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Giu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala
405 410 415

"Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210> 65

<211> 453

<212> PRT .

<213> Humicola insolens

<400> 65

Ala Ser Cys Ala Pro Thr Trp Gly GIn Cys Gly Gly lle Gly Phe Asn
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys GIn Ser Gly Ser Thr Cys Val Lys GIn Asn Asp
20 25 30

Trp Tyr Ser Gin Cys Leu Pro GIy Ser Gln Val Thr Thr Thr Ser Thr
35 40 45 N

Thr Ser Thr Ser Ser Ser Ser Thr Thr Ser Arg Ala Thr Ser Thr Thr
50 55 60

Ser Thr Gly Gly Val Thr Ser lle Thr Thr Ala Pro Thr Arg Thr VaI
65 70 75 80

Thr lle Pro Gly Gly Ala Thr Thr Thr Ala Ser Tyr Asn Gly Asn Pro
85 90 95

Phe Glu Gly Val GIn Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg Ser Glu Val
100 105 110

H|s Thr Leu Ala lle Pro Gin lle Thr Asp Pro Ala Leu Arg Ala Ala
115 120 125 '

Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe Gin Trp Leu Asp Arg Asn
130 135 140

Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val Glu Thr Leu Ser Glu lle Arg Ala
145 150 155 160

Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Ala Gin lle Val Val
165 170 175

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

Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Gly Tyr lle Asn
195 200 205
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Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr lle Leu -
210 215 220

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn VaI
225 230 235 240

-Ala Lys Cys Ser Gly Ala AIa Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr lle Tyr
245 250 255

Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp Ala

260 265 270

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala Ala
275 280 285 '

Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg Aia VaI
290 295 300 ,

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser lle Ser
305 310 315 320

-Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
325 330 335

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala
340 345 350

GIn Phe lle Val Asp Gin Gly Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr Gly Gin
355 360 365

Lys Glu Trp-Gly His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr Gly Phe Gly Met
370 375 380

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala Phe Val Trp
385 390 395 400

Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala
405 410 415

Arg Tyr Asp Tyr His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro
420 425 430

Glu Ala Gly Gin Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Glu Gin Leu Leu Arg Asn
435 440 445

Ala Asn Pro Pro Phe
450 '

<210> 66

<211> 440

<212>PRT ,

<213> Phanerochaete chrysosporium
<400> 66

Ala Ser Ser Glu Trp Gly GIn Cys Gly Gly lle Gly Trp Thr Gly Pro
1 5 10 15 -

: Thf.Thr Cys Val Ser Gly Thr Thr Cys Thr Val Leu Asn Pro Tyr Tyr
20 25 30
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Ser Gin Cys Leu Pro Gly Ser Ala Val Thr Thr Thr Ser Val lle Thr
35 40 45

Ser His Ser Ser Ser Val Ser Ser Val Ser Ser His Ser Gly Ser Ser
50 55 60

Thr Ser Thr Ser Ser Pro Thr Gly Pro Thr Gly Thr Asn Pro Pro Pro
65 70 75 80 '

Pro Pro Ser Ala Asn Asn Pro Trp Thr Gly Phe Gin lle Phe Leu Ser
86 90 95

Pro Tyr Tyr Ala Asn Glu Val Ala Ala Ala Ala Lys Gin lle Thr Asp.
100 105 110

Pro Thr Leu Ser'Ser Lys Ala Ala Ser Val Ala Asn lie Pro Thr Phe
15 120 125

Thr Trp Leu Asp Ser Val Ala Lys lle Pro Asp Leu GIy Thr Tyr Leu
130 135 140

Ala Ser Ala Ser Ala Leu Gly Lys Ser Thr Gly Thr Lys GIn Leu Val
145 150 155 160

GIn lle Val lle Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Lys Ala
165 170 175 :

Ser Asn Gly Glu Phe Ser lle Ala Asn Asn Gly Gin Ala Asn Tyr Glu
180 185 190 ‘

Asn Tyr lle Asp Gin lle Val Ala GIn lie GIn GIn Phe Pro Asp Val
195 200 205

Arg Val VaI Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr-
210 215 220

Asn Leu Asn Val Gin Lys Cys Ala Asn Ala Lys Thr Thr Tyr Leu Ala
225 230 235 240

Cys Val Asn Tyr Ala Leu Thr Asn Leu Ala Lys Val Gly .Val Tyr Met
245 250 255

Tyr Met Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu
260 265 270

Ser Pro Ala Ala Gin Leu Phe.Thr Gin Val Trp GIn Asn Ala Gly Lys
275 280 285

Ser Pro Phe lle lys Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala
200 295 300.

Leu GIn Ala Ala Ser Pro Asp Pro lie Thr Gin Gly Asn Pro Asn Tyr
305 310 315 320

Asp Glu lle His Tyr 1le Asn Ala Leu Ala Pro Leu Leu GIn'GIn Ala
325 330 335

Gly Trp Asp Ala Thf Phe lle Val Asp Gin Gly Arg Ser Gly Val Gln
340 345 350

Asn lle Arg GIn Gln Trp Gly Asp Trp Cys Asn lle Lys Gly Ala Gly
355 360 365
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Phe Gly Thr Arg Pro Thr Thr Asn Thr Gly Ser Gln Phe lIe Asp Ser
370 375 380

lle Val Trp Val Lys Pro Giy Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asn Ser
385 390 395 400 ’

Ser Ser Pro Arg Tyr Asp Ser Thr Cys Ser Leu Pro Asp Ala Ala GIn
405 410 415

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

Val Ser Ala Ala Ash Pro Pro Leu
435 440

<210> 67

<211> 447

<212> PRT |
<213> Trichoderma reesei

- <400> 67

Gin Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GiIn Asn Trp Ser
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30 .

Tyr Tyr Ser Gin Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser-Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60 '

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val GIy Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala -
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala AIa Ala Ala Val Ala
115 120 125 '

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly GIy
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Gly Gln Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly GIy Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp Thr lie Arg Gin lle Val Val Glu
195 200 205
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"Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 240

Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser
225 230 235 240 ’

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro
245 250 255

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 2.70

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300

Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly
305 310 315 320

Asn AIa Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp Gln GIy

340 345 350

Arg Ser Gly Lys Gln Pro Thr Gly Gln GIn Gin Trp GIy Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp VaI Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro Gin Ala GIy Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210> 68

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 68

Gin Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly Gln Asn Trp Ser
15 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
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50 55 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Glu Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Alé Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Ala GIy Gin Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lIe Asp Thr lle Arg Gln lle VaI Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220

Asn Leu Val Th’r Asn Leu Ser Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser
225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro
245 250 255

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala GIy His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285 .

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300

Ser Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Sér Tyr Thr GIn Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His AIa lle Gly ProLeu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp Gin Gly
340 345 350

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gin GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365 .

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380
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Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Gin Phe Asp Pro Hns Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro AIa Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val Gln Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu .
435 440 445

<210> 69

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei -
<400> 69

GIn Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
158 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser. Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 .70 i75 80 , |

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser GIy Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110 _

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
1156 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Gly "Glln Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn GIy Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190 ‘

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp Thr lle Arg Gin lle Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lie Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220

Asn Leu Val Thr ASn Leu Ser Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser
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225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr Gln Leu Asn Leu Pro
245 250 255 v

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu GIy Trp
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala GIn Leu Phe AIa Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
200 295 300

Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly
340 345 350

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gln Gin GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365 :

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu Gln Pro Ala Pro GiIn Ala Gly Ala Trp Phe GIn
420 425 430

Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210>70

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 70

GIn Ala Cys SeriSer VaII Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser

15 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cyé Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60.

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80 '
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Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 .110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu Gin Thr Léu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 . 160

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys

165 170 '175r

Ala Ala Leu Ala ‘>er Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp Thr lle Arg Gin lle Val Val Glu
195 200 205°

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210, 215 220 .

Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser
225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro
245 250 755 ‘ | ‘ i

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser-Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300 :

Ser Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr GIn Gly
306 310 3156 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lie His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GiIn Gly
340 345 350

Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr Gly GIn GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val Ilé Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380 ,

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Pro His Cys Ala
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405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu .
435 440 445

<210> 71
" <211> 447
<212> PRT
<213> Trichoderma reesei

<400> 71

Gin Ala Cys Ser.Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 5 10 15 :

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro GIy Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser

50 55 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val "
85 90 95 :

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 .125

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

Met Glu GIn:Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn GIy Gly
145 150 155 " 160

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly GIu'Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gin lle Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp Ile'Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220 ’

Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser »
225 230 235 : 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro
245 250 255
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Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300

Asn Tyr Asn Gly Trp Asn IIe Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gln Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335 ' ‘

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp Gin Gly

340 345 350

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn Gin GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr GIy
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Gln Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro Ala Pro GIn Ala GIy Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210>72

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 72

GIn Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60 -

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro GIy Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
865 90 95
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Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gin lle Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220

Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala GIn Ser
225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro
245 250 255

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn Gin Asp Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300

Ser Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His !Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly
340 345 350

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys .
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp VaIl Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Ajs'p Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415 :

Leu Pro Asp Ala;Leu Gin Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430
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Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210>73

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
"<400> 73

GIn Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser Gin Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 565 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pr_o Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr AIa Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly ’
145 150 155 160

Ash Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
. 165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lie Asp Thr lle Arg Gln lie Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220

Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser
225 230 235 240 .

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr GIn Leu Asn Leu Pro
245 250 255

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270 .
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Pro Ala Asn GIn Asp Pro AIa Ala GlnLeu Phe Aia Asn Val Tyr Lys
275 280 285

“Asn Ala Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 300

Asn Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gin Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr ile His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly
340 345 550

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr GIy GIn GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lie Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Gin Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu GIn Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210> 74

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 74

GIn Ala Cys Ser Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 56 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

“Tyr Tyr Ser Gin Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60 !

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val GIy Val
85 90 95

Thr Pro Trp-Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

lle Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
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115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lie Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160 :

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175 '

Ala Ala Leu Ala Ser Asn GIy Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gin lle VaI Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
210 215 220

Asn Leu Val Thr Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser
225 230 235 240 _

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro
245 250 255 _

Asn Val Ala Met Tyf Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp' |
260 265 270

Pro Ala Asn GIn Asp Pro Ala Ala Gin Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys
275 280 285

Asn Ala Sér Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
290 295 3@0

Ser Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr GIn Gly
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lie His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp GIn Gly
340 345 350

Arg Ser GIy Lys Gin Pro Thr Gly Gln GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380 -

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Gin Phe Asp Pro H|s Cys Ala
405 410 415 _

Leu Pro Asp Ala Leu GiIn Pro Ala Pro Gln Ala GIy Ala Trp Phe GIn
420 425 430

Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445
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<210> 75

<211> 447

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei

<400> 75

Gin Ala Cys Ser Ser VaI Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser
1 5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp
20 25 30

Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr
35 40 45 '

Arg Ala Ala Ser Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser
50 55 60

Ser Ser Ala Thr Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro
65 70 75 80 :

Val Gly Ser Gly Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val
85 90 95

Thr Pro Trp Ala Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala
100 105 110

_lie Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala
115 120 125

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

Met Glu GIn Thr Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly
145 150 155 160

Asn Tyr Ala Gly GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
165 170 175

Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asp Gly Gly Val
180 185 190

Ala Lys Tyr Lys Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg Gln lle Val Val Glu
195 200 205

Tyr Ser Asp lle Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala
2100 215 220

Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser
225 230 235 240

Ala Tyr Leu Glu Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr Gin Leu Asn Leu Pro
245 250 255 '

Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp
260 265 270

Pro Ala Asn vGIn Asp Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys -
275 280 285 '

Asn AIa‘Ser Ser Pro Arg Ala Leu Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
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200 295 300

Ser Tyr Asn Gly Trp Asn lle Thr Ser Pro Pro Ser Tyr' Thr Gin Gl.y
305 310 315 320

Asn Ala Val Tyr Asn Glu Lys Leu Tyr lle His Ala lle Gly Pro Leu
325 330 335

Leu Ala Asn His Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lie Thr Asp GIn Gly
340 345 50

Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gin GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys
355 360 365

Asn Val lle Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly
370 375 380

Asp Ser Leu Leu Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys
385 390 - 395 400

Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ala Pro Gin Phe Asp Pro His Cys Ala
405 410 415

Leu Pro Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro GIn Ala Gly Ala Trp Phe Gin
420 425 430

Ala Tyr Phe Val GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu
435 440 445

<210> 76

<211> 453

<212> PRT

<213> Humicola insolens
<400> 76

Ala Ser Cys Ala Pro Thr Trp Gly GiIn Cys Gly Gly lle Gly Phe Asn
1.5 10 15

Gly Pro Thr Cys Cys GIn Ser Gly Ser Thr Cys Val Lys GIn Asn Asp
20 25 30

Trp Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ser GIn Val Thr Thr Thr Ser Thr
35 40 45

Thr Ser Thr Ser Ser Ser Ser Thr Thr Ser Arg Ala Thr Ser Thr Thr
50 55 60 _

Ser Thr Gly Gly Val Thr Ser lle Thr Thr Ala Pro Thr Arg Thr Val
65 70 75 80

Thr lle Pro Gly Gly Ala Thr Thr Thr Ala Ser Tyr Asn Gly Asn Pro
85 90 95

Phe Glu Gly Val Gln Leu Trp Ala Asn Asn Tyr Tyr Arg Ser Glu VaI
- 100 105 110

His Thr Leu Ala lle Pro GIn Ile Thr Asp Pro Ala Leu Arg Ala Ala
115 120 125

Ala Ser Ala Val Ala Glu Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu Asp Arg Asn
130 135 140
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Val Thr Val Asp Thr Leu Leu Val Glu Thr Leu Ser (‘Iu lie Arg AIa
145 150 155 160

Ala Asn GIn Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Ala GIn lle Val Val
165 170 175 _

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

Trp Ala lle Ala Asn Asn Gly Ala Asn Asn Tyr Lys Gly Tyr lle Asn
195 200 205

Arg lle Arg Glu lle Leu lle Ser Phe Ser Asp Val Arg Thr lle Leu
210 215 220

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val
225 230 235 240

Ala Lys Cys Ser Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Arg Glu Leu Thr lle Tyr
245 250 255°

Ala Leu Lys GIn Leu Asp Leu Pro His Val Ala Met Tyr Met Asp Ala
260 265 270

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala Ala
275 280 285

~ Glu Leu Phe Ala Lys lle Tyr Glu Asp Ala Gly Lys Pro Arg Ala Val
290 295 300

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser lle Ser
305 310 315 320

Ser Pro Pro Pro Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
325 330 335

Tyr lle Glu Ala Phe Arg Pro Leu Leu Glu Ala Arg Gly Phe Pro Ala V

340 345 350

Gin Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn
355 360 365

Lys Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr Gly Phe Gly Met -

370 375 380

Arg Pro Thr Ala Asn Thr Gly His GIn Tyr Val Asp Ala Phe Val Trp‘ ‘

385 390 395 400

Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala
405 410 415

Arg Tyr Asp Pro His Cys Gly Leu Glu Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro
420 425 430

Glu Ala Gly GIn Trp Phe Gin Ala Tyr Phe Glu GIn Leu Leu Arg Asn
435 440 445

Ala Asn Pro Pro Phe
450

<210> 77
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<211> 440
<212> PRT
<213> Phanerochaete chrysosporium

<400> 77

Ala Ser Ser Glu Trp Gly GIn Cys Gly Gly lle Gly Trp Thr Gly Prb
1 5 10 15

Thr Thr Cys Val Ser Gly Thr Thr Cys Thr Vai Leu Asn Pro Tyr Tyr
20 25 30

Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ser Ala Val Thr Thr Thr Ser Val lle Thr
35 40 45

Ser His Ser Ser Ser Val Ser Ser Val Ser Ser His Ser Gly Ser Ser
50 55 60 .

Thr Ser Thr Ser Ser Pro Thr Gly Pro Thr Gly Thr Asn Pro Pro.Pro
65 70 75 80

Pro Pro Ser Ala Asn Asn Pro Trp Thr Gly Phe GIn lle Phe Leu Ser
86 90 95

Pro Tyr Tyr Ala Asn Glu Val Ala Ala Ala Ala Lys Gin lie Thr Asp
100 105 110

Pro Thr Leu Ser Ser Lys Ala Ala Ser Val Ala Asn lie Pro Thr Phe
115 120 125

~ Thr Trp Leu Asp Ser Val Ala Lys lle Pro Asp Leu Gly Thr Tyr Leu
130 135 140

Ala Ser Ala Ser Ala Leu Gly Lys Ser Thr Gly Thr Lys Gln Leu VaI
145 150 155 160

~ Gin lle Val lle Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Lys Ala
165 170 175

Ser Asn GIy Glu Phe Ser lie Ala Asn Asn Gly GIn Ala Asn Tyr Glu
180 185 190

Asn Tyr lie Asp GIn lle Val Ala Gin lle GIn GIn Phe Pro Asp VaI
195 200 205

Arg Val Val Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr
210 215 220

Asn Leu Asn Val GIn Lys Cys Ala Asn Ala Lys Thr Thr Tyr Leu AIa
225 - 230 235 -240

Cys Val Asn Tyr Ala Leu Thr Asn Leu Ala Lys Val Gly Val Tyr Met
245 250 255

Tyr Met Asp Ala Gly His Ala GIy Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu
260 265 270

Ser Pro Ala Ala GIn Leu Phe Thr Gin Val Trp Gin Asn Ala Gly Lys -

275 280 285

Ser Pro Phe lle Lys Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala
290 295 300
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Leu Gin Ala Ala Ser Pro Asp Pro lle Thr GIn Gly Asn Pfo Asn Tyr
305 310 315 320

Asp Glu lle His Tyr lle Asn Ala Leu Ala Pro Leu Leu Gin GIn Ala
325 330 335

Gly Trp Asp Ala Thr Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Val GIn
340 345 350

Asn lle Arg GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn lle Lys Gly Ala GIy
355 360 365

Phe Gly Thr Arg Pro Thr Thr Asn Thr Gly Ser GIn Phe lle Asp Sef
370 375 380

lle Val Trp Val Lys Pro GIy'GIy Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asn Ser
385 390 395 400 -

Ser Ser Pro Arg Tyr Asp Pro Thr Cys Ser Leu Pro Asp Ala Ala GIn
405 410 415

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

Val Ser Ala Ala Asn Pro Pro Leu
435 440 '

<210>78

<211> 459

<212> PRT

<213> Trichoderma reesei
<400> 78

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Glu Phe Leu Glu Ala Ser Cys Ser
1 56 10 15

Ser Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asn Trp Ser Gly Pro Thr Cys
20 25 30

Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Tyr Ser Asn Asp Tyr Tyr Ser GIn
35 40 45

Cys Leu Pro Gly Ala Ala Ser Ser Ser Ser Ser Thr Arg Ala Ala Ser
50 55 60

Thr Thr Ser Arg Val Ser Pro Thr Thr Ser Arg Ser Ser Ser Ala Thr
65 70 75 80 .

Pro Pro Pro Gly Ser Thr Thr Thr Arg Val Pro Pro Val Gly Ser GIy
85 90 95

Thr Ala Thr Tyr Ser Gly Asn Pro Phe Val Gly Val Thr'Pro Trp Ala
100 105 110

Asn Ala Tyr Tyr Ala Ser Glu Val Ser Ser Leu Ala lle Pro Ser Leu
115 120 125 :

Thr Gly Ala Met Ala Thr Ala Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Ser
130 135 140
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Phe Met Trp Leu Asp Thr Leu Asp Lys Thr Pro Leu Met Glu GIn Thr
145 150 155 160

Leu Ala Asp lle Arg Thr Ala Asn Lys Asn Gly Gly Asn Tyr Ala Gly
165 170 175

GIn Phe Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala
180 185 190

Ser Asn Gly Glu Tyr Ser lle- Ala Asp Gly Gly Val Ala Lys Tyr Lys
195 200 205

Asn Tyr lle Asp Thr lle Arg GIn lle Val Val Glu Tyr Ser ASp lle
210 215 220

Arg Thr Leu Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr
225 230 235 240

Asn Leu Gly Thr Pro Lys Cys Ala Asn Ala Gln Ser Ala Tyr Leu Glu
245 250 255

Cys lle Asn Tyr Ala Val Thr Gln Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met
260 265 270

Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn GIn
275 280 285

Asp Pro Ala Ala Glh Leu Phe Ala Asn Val Tyr Lys Asn Ala Ser Ser
290 295 300

Pro Arg Ala Leu Arg Giy Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly
305 310 315 320

| Trp Asn lie Thr Ser Pro Pro Ser Tyr Thr Gln Gly Asn Ala Val Tyr

325 330 335

Asn Glu Lys Leu Tyr lle HIS Ala lle Gly Pro Leu Leu Ala Asn H|s
340 345 350

Gly Trp Ser Asn Ala Phe Phe lle Thr Asp Gin Gly Arg Ser Gly Lys '
355 360 365

GIn Pro Thr Gly Gin GIn GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle Gly
370 375 380

Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly Asp Ser Leu Leu
385 390 395 400

Asp Ser Phe Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser
405 410 415

Asp Ser Ser Ala Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ala Leu Pro Asp Ala
420 425 430

Leu Gin Pro Ala Pro Gin Ala Gly Ala Trp Phe Gln Ala Tyr Phe VaI
435 440 445

GIn Leu Leu Thr Asn Ala Asn Pro Ser Phe Leu

450° 455

<210> 79
<211> 484
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<212> PRT
<213> Podospora anserina

<400> 79

Met Ala Lys Arg Leu Leu Leu Thr Ala Ala Leu Ala Ala Thr Thr Leu
1 5 10 15 _

Ala Ala Pro Val lle Glu Glu Arg Gln Asn Cys Gly Ser Val Trp Ser
20 25 30

GIn Cys Gly Gly GIn Gly Trp Thr Gly Ala Thr Cys Cys Ala Ser Gly
35 40 45 '

Ser Thr Cys Val Ala GIn Asn GIn Trp Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly
50 55 60

Ser GIn Val Thr Thr Thr Ala GIn Ala Pro Ser Ser Thr Arg Thr Thr,
65 70 75 80

Thr Ser Ser Ser Ser Arg Pro Thr Ser Ser Ser lle Ser Thr Ser Ala
85 90 95

Val Asn Val Pro Thr Thr Thr Thr Ser Ala Gly Ala Ser Val Thr Val
100 105 110’

Pro Pro Gly Gly Gly, Ala Ser Ser Thr Ala Ser Tyr Ser Gly Asn Pro
115 120 125

Phe Leu Gly Val G|n Gin Trp Ala Asn Ser Tyr Tyr Ser Ser Glu Val
130 135 140

His Thr Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Pro Met Ala Thr Lys Ala
145 150 155 160

Ala Ala Val Ala L.ys.Val Pro Ser Phe GIn Trp Met Asp Arg Asn Val
165 170 175

Thr Val Asp Thr Leu Phe Sef Gly Thr Leu Aia Asp lle Arg Ala Ala
180 185 190 '

Asn Arg Ala Gly Ala Asn Pro Pro Tyr Ala Gly lle Phe Val Vai Tyr
195 200 205 '

Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly Glu Trp
210 215 220 '

Ala Ile Ala Asp Gly Gly Ala Ala Lys Tyr Lys Ala Tyr lle Asp Arg
225 230 235 240

lle Arg His His Leu Val GIn Tyr Ser Asp lle Arg Thr lle Leu Val
245 250 255

lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Asn Val Pro
260 265 270

Lys Cys GIn Gly Ala Ala Asn Thr Tyr Lys Glu Leu Thr Val Tyr Ala |
275 280 285

Leu Lys GIn Leu Asn Leu Pro Asn Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala Gly
290 295 300
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His Ala GIy Trp L.eu Gly Trp Fro Ala Asn lle GIy Pro Ala Ala Glu
305 310 315 320

Leu Phe Aia GIy lle Tyr Lys Asp Ala Gly Arg Pro Thr Ser Leu Arg
325 330 335

Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Gly Trp Ser Leu Ser Ser
340 345 350

Ala Pro Ser Tyr Thr Thr Pro Asn Pro Asn Phe Asp Glu Lys Arg Phe
355 360 365

Val GIn Ala Phe Ser Pro Leu Leu Thr Ala Ala Gly Phe Pro Ala His
370 375 380 ' '

Phe lle Thr Asp Thr Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly GIn Leu
385 390 395 400

Glu Trp Gly His Trp Cys Asn Ala lle Gly Thr Gly Phe Gly Pro Arg
405 410 415

Pro Thr Thr Asp Thr Gly Leu Asp lle Glu Asp Ala Phe Val Trp lle
420 425 430

Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala Arg
435 440 445

Tyr Asp His His Cys Gly Phe Ala Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro Glu
450 455 460

Ala Gly Gln Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Giu GIn Leu Leu Thr Asn Ala
465 470 475 480 ,

Asn Pro Pro Phe

<210> 80

-<211> 485

<212> PRT

<213> Chaetomium Globosum

<400> 80

Met Ala Ala Lys Leu Phe Leu Ala Ala Ala Leu Ala Ala Thr Ala Leu
15 10 15

Ala Ala Pro Val Val Glu Glu Arg Gln Asn Cys Ala Thr Leu Trp Gly
20 25 -30

GIn Cys Gly'Gly Asn Gly Trp Asn Gly Ala Thr Cys Cys Ala Ser Gly
35 40 45

Ser Thr Cys Thr Lys GIn Asn Asp Trp Tyr Ser GIn Cys Leu Pro GIy '
50 55 60 -

Gly Ala Val Thr Thr Pro Gly Thr Thr Thr Lys Pro Thr Ser Thr Ser
65 70 75 80 :

Thr Ser Thr Ser Thr Ser Ser Arg Ser Thr Ser Thr Ser GIn Gly Gly
-85 90 95

Gly Val Ser Ser Ser Thr Ser Ser Pro Pro Val Val Thr Asn Pro Pro
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100 105 110

Thr Ser lle Pro Gly Gly Ala Ser Ser Thr Ala Ser Tyr Thr Gly Asn
115 120 125

Pro Phe Ser Gly Val GIn Met Trp Ala Asn Asp Tyr Tyr Arg Ser Glu
130 135 140

Val His Thr Leu Ala Met Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met Ala Thr Lys
145 150 155 160

Ala Ala Lys Val Ala Glu Val Pro Ser Tyr Gin Trp Met Asp Arg Asn
165 170 175 '

Val Thr Val Asp Thr Leu Phe Ser Gly Thr Leu Ala Gin lle Arg AIa
180 185 190

Ala Asn GIn Ala Gly Ala Ser Pro Pro Tyr Ala (:Iy lle Phe Val Val
195 200 205

Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly GIu
210 215 220

Trp Ser lle Ala Asn Gly Gly Ala Ala Asn Tyr Lys Ala Tyr lle Lys
225 230 235 240

Arg lle Arg Glu Leu lle lle GIn Tyr Ser Asp lle Arg Met Leu Leu
245 250 255

Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Gly Val
260 265 470

Ala Lys Cys Ala Gly Ala Ala Ser Thr Tyr Lys GIu Leu Thr lle His
275 280 285

Ala Leu Lys Glu Leu Asn Leu Pro Asn'Val Ala Met Tyr Leu Asp Ala

200 295 300

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn lle GIn Pro Ala Ala
305 310 315 320

Asp Leu Phe Ala Thr Leu Tyr Lys Asp Ala Gly Arg Pro Ala Ala Val
325 330 335

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser Val Ser
340 345 350

Ser Ala Pro Ala Tyr Thr Ser Pro Asn Pro Asn Tyr Asp Glu Lys His
355 360 365

Tyr Val Glu Ala Phe Ser Pro Leu Leu Thr Ala Ala Gly Phe Pro Ala
370 375 380 '

His Phe lle Thr Asp Thr Gly Arg Ser Gly Lys GIn Pro Thr Gly Gin
385 390 395 400

Leu Glu Trp Gly HIS Trp Cys Asn Ala Val Gly Thr Gly Phe Gly GIn
405 410 415

Arg Pro Ser Ala Asn Thr Gly His Asp Leu Leu Asp Ala Phe Val Trp
420 425 430
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lle Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Thr Thr Ala Ala
435 440 445

“Arg Tyr Asp His Asn Cys Gly Leu Ala Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro
450 455 460

Glu Ala Gly Gin Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu GIn Leu Leu Thr Asn
465 470 475 480

Ala Asn Pro Pro:Phe
485

<210> 81

<211> 487

<212> PRT

. <213> Magnaporthe grisea

<400> 81

Met Ala Ser Lys Leu Phe Leu Ala Ala Ala Leu Leu Gin Gly Ala Leu
1.5 10 15

Ser Ser Pro Leu Ala Val Glu Glu Arg Gin AIa Cys Ala Ala GIn Trp
20 25 30

Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asp Tyr Thr Gly Pro Thr Cys Cys Gin Ser
35 40 45 -

Gly Seér Thr Cys Val Val Ser Asn GIn Trp Tyr Ser Gin Cys Leu Pro
50 55 60

Gly Ser Ser Asn Pro Thr Thr Thr Ser Arg Thr Ser Thr Ser Ser Ser
65 .70 ..75 80 ‘ i . o

Ser Ser Thr Ser Arg Thr Ser Ser Ser Thr Ser Arg Pro Pro Ser Ser
85 90 95

Val Pro Thr Thr Pro Thr Ser Vai Pro Pro Thr lle Thr Thr Thr Pro
100 105 110

Thr Thr Thr Pro Thr Gly Gly Ser Gly Pro Gly Thr Thr Ala Ser Phe
115 120 125

Thr Gly Asn Pro Phe Ala Gly Val Asn Leu Phe Pro Asn Lys Phe Tyr

130 135 140

Ser Ser Glu Val His Thr Leu Ala lle Pro Ser Leu Thr Gly Ser Leu
145 150 155 160 '

Val Ala Lys Ala Ser Ala Val Ala Gin Val Pro Ser Phe GIn Trp Leu
165 170 175

Asp AIIe Ala Ala Lys Val Glu Thr Leu Met Pro Gly Ala Leu Ala Asp
180 185 190

Val Arg Ala Ala Asn Ala Ala Gly Gly Asn Tyr Ala Ala Gln Leu Val
195 200 205

Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn Gly
210 215 220

Glu Phe Ser lle Ala Asp Gly Gly Val Val Lys Tyr Lys Ala Tyr lle
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225 230 235 240

245 250 265

Leu Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met Gly
260 265 270

Val Pro Lys Cys Ala Gly Ala Lys Asp Ala Tyr Leu Glu Cys Thrilie
275 280 285

Tyr Ala Val Lys GIn Leu Asn Leu Pro His VaI Ala Met Tyr Leu Asp
290 295 300

Gly Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu GIn Pro-Ala
305 310 315 320

Ala Asp .Leu Phe Gly Lys Leu Tyr Ala Asp Ala Gly Lys Pro Ser Gln
325 330 335

Leu Arg Gly Met Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Asp Leu
340 345 350

Thr Thr Ala Pro Ser. Tyr Thr Thr Pro Asn Pro Asn Phe Asp Glu Lys
355 360 365

Lys Tyr lle Ser Ala Phe Ala Pro Leu Leu Ala Ala Lys Gly Trp Ser
370 375 380

Ala His Phe lie lle Asp GIn Gly Arg Ser Gly Lys Gin Pro Thr Gly
385 390 395 400

Gin Lys G.Iu Trp Gly His Trp Cys Asn Gin Gin Gly Val Gly Phe Gly
405 . 410 415

Arg Arg Pro Ser Ala Asn Thr GIy Ser Glu Leu Ala Asp Ala Phe Val
420 425 430

Trp lie Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Val Ser Asp Pro Thr Ala
435 440 445

Pro Arg Phe Asp His Phe Cys Gly Thr Asp Tyr Gly Ala Met Ser Asp

450 455 460

Ala Pro Gin Ala Gly GIn Trp Phe Gin Lys Tyr Phe Glu Met Leu Leu
465 470 475 480

Thr Asn Ala Asn Pro Pro Leu
485

<210> 82

<211> 421

<212> PRT .

<213> Sclerotinia sclerotiorum

<400> 82

Met Gly Leu Lyé Asn Val Leu Leu Ala Ala Ala Ala Val Ala Pro Thr
1 5 10 15

Val Tyr Ala GIn Gly Ala Gly Tyr Ser GIn Cys Gly Gly Gin Gly Trpv
20 25 30
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Ser Gly Ala Thr Thr Cys Val Ser Gly Phe Thr Cys Thr Tyr Thr Asn
35 40 45

Glu Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ser Gly Gly Gly Ala Ser Ser
50 55 60

" Ser Arg Pro Thr Thr Thr Ala Pro Thr Thr lle Val Thr Ser Thr Lys

65 70 75 80

Ala Ser Thr Thr Thr Gly Ser Ser Ala Thr Thr Thr Ala Ala Pro Ala

86 90 95

Ala Gly Asn Pro Phe Val Gly Lys Ala Leu Tyr Val Asn Pro Tyr Tyr

100 105 110

Ala Ser Glu ile Ser Ala Ser Ala lie Pro Ser Leu Thr Gly Ala Met
115 120 125

Ala Thr Lys Ala Ala Ala Val Ala Lys Val Pro Thr Phé Phe Trp Leu
130 135 140

Asp Thr Ala Asp Lys Val Pro Thr Met Gly Thr Tyr Leu Ser Asn lle
145 150 155 160

Arg Ala Leu Asn Lys Ala Gly Ala Asn Pro Pro Val Ala Gly Thr Phe
165 170 175

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

Gly Glu Tyr Ser lle Ala Asn Asn Gly VaI Ala Asn Tyr Lys Ala Tyr |
195 200 205

{le Asp Ser lle VaI Thr lle Leu Lys Asn Tyr Ser Asp Thr Ser Val
210 . 215 220

lle Leu lle lle Val Asp Leu Pro Asn Val Ser Met Tyr Leu Asp Ala
225 230 235 - 240 ' '

Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Ser Ala Asn lle Gly Pro Ala Ala
245 250 255

GIn Leu Phe Gly GIn Val Tyr Lys Ala Ala Gly Ser Pro Ser Gin Val
260 265 270

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Thr Ser Ser
275 280 285

Ser Cys Pro Ser Tyr Thr Ser Gly Asp Ser Asn Cys Asn Glu Lys Leu
290 295 300

Tyr lle Asn Ala Leu Ala Pro Leu Leu Thr Ala Gin Gly Phe Pro AIa
305 310 315 320

His Phe lle Met Asp Thr Gly Arg Asn GIy Val GIn Pro Thr Ala Gin
325 330 335 _

Gin Ala Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val lle GIy Thr Gly Phe Gly Val
340 345 350

Arg Pro Thr Thr Asn Thr Gly Asp Ala Leu Glu Asp Ala Phe Val Trp
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3565 360 365

Val Lys Pro Gly Gly Glu Ala Asp Gly Thr Ser Asn Thr Thr Ala Ala
370 375 380

Arg Tyr Asp Phe His Cys Gly Leu Ser Asp Ala Leu GIn Pro Ala Pro
385 390 395 400

Glu Ala Gly Thr Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Ala Gin Leu Leu Thr Asn
405 410 415

Ala Asn Pro Ser Phe
420

<210> 83

<211> 449

<212> PRT

<213> Phaeosphaeria nodorum

<400> 83

Met Lys Ala Val Ser Phe LeuAla VaI Ala AIa Leu Ala Pro Ala lle -
1 5 10 15

Lys Ala Gin Ala Ser Lel Tyr GIn GIn Cys Gly Gly Thr Gly Phe Ser
20 25 30

Gly Ser Thr Thr Cys Val Ser Gly Ala Tyr Cys Ser Lys Val Asn Asp
35 40 45

Ser Ala Thr Ser Ala Ala Pro Ala Pro Thr Thr Phe Lys Thr Ser Lys
50 55 60

Thr Val Gly Ser Pro Ala Thr Gly Ser Ser Thr Thr Gly Ser Ser Ala

65 70 75 80

Thr Gly Thr Ala Ser Pro GIy Asp Gly Ser Asn Pro Leu Lys Gly Lys
85 90 95

Asn Phe Tyr Ala Asn Ser Tyr Tyr Ala Ser Glu lle Asn Asn Leu Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Leu Val Ala Ala Gly Asn Ala Ala Leu Ala Ala Lys Ala
115 120 125 .

Ser Asn Val Ala Lys Val Gly Thr Phe Tyr Trp Leu Asp Val Arg Ala
130 135 140

Lys VaI Pro lle lle Ser Thr Phe Ala Lys Asp Val Gln Lys Arg Asn
145 150 155 160

Ala Ala Gly Ala Asn Glu Val Leu Pro Leu Val Val Tyr Asp Leu Pro
165 170 175 _

Glu Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn GIy Glu Leu Ser Leu Ala

180. 185 190

Asn Asn Gly Thr Ala Leu Tyr Gin Glu Tyr lle Asp Met lle Ala Ala
195 200 205

Gin lle Lys Gin Phe Pro Asp Val Thr Phe Leu Leu Val Val Glu Pro

210 215 220
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Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Asn Val Ala Lys Cys Ala
225 230 235 240

Asn Ala Ala Thr Ala Tyr Lys Thr Leu Thr Ala Tyr Ala lle Lys Thr
245 250 255

Leu Asn Leu Lys Asn Val lle Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala GIy
260 265 ”70

Trp Leu Gly Trp Thr Ala Asn lle Glu Pro Ala Ala Glu Leu Phe Gly
275 280 285

Ala Leu Tyr Lys Ser Ala Gly Ser Pro Ala Ala Val A_rg Gly Leu Val
290 205 300

Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ala Trp Ser lle Ala Thr Cys Pro Ser
305 310 315 320

Tyr Thr Gin Gly Asn Thr Asn Cys Asp Glu Lys Arg Tyr Val Asn Ala
325 330 335

Leu Ala Pro Leu Leu Val Lys Asn Gly Phe Pro Ala His Phe Leu Thr
340 345 350 '

Asp Thr Gly Arg Asn Gly Val Gln Pro Thr Lys GIn GIn Ala Trp Gly
355 360 365

Asp Trp Cys Asn Val lie Gly Thr Gly Phe Gly lle Arg Pro Ser Ser
370 375 380

Thr Thr Asp Asp Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Val Trp VaI Lys Pro GIy
385° 390 1395 400 '

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

“His Cys Gly Tyr Ala Asp Ala Leu Lys Pro Ala Pro Glu Ala Gly Ser

420 425 430

Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Val Gin Leu Leu Ser Asn AIa Ser Pro Ala
435 440 445

Phe

<210> 84 .

<211>438 -

<212> PRT

<213> Agaricus bisporus

<400> 84

Co :
Met Phe Lys Phe Ala Ala Leu Leu Ala Leu Ala Ser Leu Val Pro Gly
1 5 10 15 '

Phe Val GIn Ala GIn Ser Pro Val Trp Gly GIn Cys Gly Gly Asn Gly
20 25 30

Trp Thr Gly Pro Thr Thr Cys Ala Ser Gly Ser Thr Cys Val Lys GIn
35 40 . 45
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Asn Asp Phe Tyr Ser Gin Cys Leu Pro Asn Asn Gin Ala Pro Pro Ser
50 55 60

Thr Thr Thr GIn Pro Gly Thr Thr Pro Pro Ala Thr Thr Thr Ser Gly
65 70 75 80

Gly Thr Gly Pro Thr Ser Gly Ala Gly Asn Pro Tyr Thr Gly Lys Thr
85 90 95

Val Trp Leu Ser Pro Phe Tyr Ala Asp Glu Val Ala GIn Ala Ala Ala
100 105 110

Asp lle Ser Asn Pro Ser Leu Ala Thr Lys Ala Ala Ser Val Ala Lys
115 120 125

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

Gly Gly Tyr Leu Ala Asp Ala Gin Ser Lys Asn GIn Leu VaI Gin'lle
145 150 155 160

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn
165 170 175

Gly Glu Phe Ser Leu Ala Asn Asp Gly Leu Asn Lys Tyr Lys Asn Tyr
180 185 190

Val Asp GIn lle Ala Ala Gin lle Lys GIn Phe Pro Asp Val Ser Val

195 200 205

Val Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu
210 215 220

Asn Val Gln Lys Cys Ala Asn Ala Gin Ser Ala Tyr Lys Glu Gly Val
225 230 235 240 '

lle Tyr Ala lle GIn Lys Leu Asp Ala Val Gly VaI Thr Met Tyr lle
245 250 255

Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu Ser Pro
260 265 270

Ala Ala GIn Leu Phe Ala Gin lle Tyr Arg Asp Ala Gly Ser Pro Arg
275 280 285

Asn Leu Arg Gly lle Ala Thr Asn Val Ala Asn Phe Asn Ala Leu Arg |
290 295 300 ‘

Ala Ser Ser Pro Asp Pro lle Thr GIn Gly Asn Ser Asn Tyr Asp Glu
306 310 315 320

lle His Tyr lle Glu Ala Leu Ala Pro Met Leu Ser Asn Ala Gly Phe
325 330 335

Pro Ala His Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser Gly Val GIn Asn lle
340 345 350

Arg Asp GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn VaI Lys Gly Ald Gly Phe Gly
355 360 365

Gin Arg Pro Thr Thr Asn Thr Gly Ser Ser Leu lle Asp Ala lle Vall
370 375 3810
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Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Ser Asp Ser Ser Ser
385 390 395 400 .

Pro Arg Phe Asp Ser His Cys Ser Leu Ser Asp Ala His Gin Pro Ala
405 410 415

Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu Thr LeU Val Ala
420 425 430

Asn Ala Asn Pro Ala Leu
435

<210> 85
<211> 443
<212> PRT

<213> Lentinula edodes |

<400> 85

Met Lys lle Thr Ser Thr Gly Leu Leu Ala Leu Ser Ser Leu Leu Pro
1 5 10 15 '

Phe Ala Leu Gly GIn Ser GIn Leu Tyr Ala GIn Cys Gly Gly lle Gly
20 25 30

Trp Ser Gly Ala Thr Thr Cys Val Ser Gly Ala Thr Cys Thr Val Val
35 40 45

Asn Ala Tyr Tyr Ser GIn Cys Leu Pro Gly Ser AIa Ser Ala Pro Pro
50 &5 60

Thr Ser Thr Ser Ser lie Gly Thr Gly Thr Thr Thr Ser Ser Ala Pro
65 70 75 80

Gly Ser Thr Gly Thr Thr Thr Pro Ala Ala Gly Asn Pro Phe Thr Glu
85 90 95

Gln lle Tyr Leu Ser Pro Tyr Tyr Ala Asn Glu lle Ala Ala Ala Val
100° 105 110

Thr GIn lle Ser Asp Pro Thr Thr Ala Ala Ala Ala Ala Lys Val AIa ’
115 120 125

Asn lle Pro Thr Phe lle Trp Leu Asp GIn Val Ala Lys Val Pro Asp
130 135 140 :

Leu Gly Thr Tyr Leu Ala Asp Ala Ser Ala Lys Gin Lys Ser Glu Gly

145 150 155 160

Lys Asn Tyr Leu Val GIn lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp
165 170 175

Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Giu Phe Thr lle Ala Asp Asn Gly
180 185 190

Glu Ala Asn Tyr His Asp Tyr lle Asp GIn lie Val Ala Gin lle Lys
195 200 205

Gin Tyr Pro Asp Val His Val Val Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu
210 215 220
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Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser Val Ala Lys Cys Ala Asn Aia GIn
225 230 235 240

Thr Thr Tyr Leu Glu Cys Val Thr Tyr Ala Met Gin Gin Leu Ser Ala
245 250 255

Val Gly Val Thr Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly
260 265 270

Trp Pro Ala Asn Leu Ser Pro Ala Ala Gin Leu Phe Thr Ser Leu Tyr
275 280 285

Ser Asn Ala Gly Ser Pro Ser Gly Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val
290 295 300

Ala Asn Tyr Asn Ala Leu Val Ala Thr Thr Pro Asp Pro lie Thr GIn
305 310 315 320

Gly Asp Pro Asn Tyr Asp Glu Met Leu Tyr lle Glu Ala Leu Ala Pro
325 330 335

Leu Leu Gly Ser Phe Pro Ala His Phe lle Val Asp GIn Gly Arg Ser
340 345 350

| Gly Val GIn Asp lle Arg GIn Gin Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val Leu

355 360 365

Gly Ala Gly Phe Gly Thr GIn Pro Thr Thr Asn Thr Gly Ser Ser Leu
370 375 380 ‘

lle Asp Ser lle Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr
385 390 395 400

Ser Asn Thr Ser Ser Pro Arg Tyr Asp Ala His Cys Gly Leu Pro Asp
405 410 415

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

Glu Thr Leu Val Glu Lys Ala Asn Pro Pro Leu
435 440

<210> 86

<211> 460

<212> PRT

<213> Coniophora puteana

<400> 86
Met Phe Lys Phe Ala Ala Leu Ser Ala Phe Val Ala Leu Val Pro Leu
1.5 10 15

Leu Val Asn Ala GIn Val Ala Ala Tyr Gly GIn Cys Gly Gly GIn Asp
20 25 30

Trp Thr GIy Ala Thr Ala Cys Ala Ser GIy Thr Ala Cys Thr Lys Val
35 40 45 ¢

“Asn Asp Tyr Tyr Tyr Gin Cys Leu Pro Gly Ser Ser Gly Ser Ser Val

50 55 60

Ser Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ser Ala Pro Ser Pro Thr Ser
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65 70 75 .80

Thr Val Pro Thr Ser Thr Ser Ser Ala Ser Thr Ala Pro Ser Ser Thr
85 90 95

Ser Thr Ser Ser Ala Ala Ser Ser Asp Asn Pro Tyr Thr Gly Tyr Gln
100 105 110

lle Phe Leu Asn Pro Glu Tyr Ala Ser Glu Val Gin Ala Ala lle Pro
115" 120 125

Ser lle Thr Asp Ser Ala Val Ala Ala Lys Ala Leu Lys Val AIa Glu
130 135 140

Val Pro Val Phe Phe Trp Leu Asp Gin Val Ala Lys Val Pro Asp Leu
145 150 155 160

Glu Thr Tyr Leu Ala Ala Ala Asp Lys Gin GIy Lys Ser Ser Gly GIn
165 170 175

Lys GIn Leu Leu GiIn lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys
180 185 190

Ala Ala Asn Ala Ser Asn Gly Glu Phe Ser lle Ser Asp Asp Gly Gin
195 200 205

Ala Lys Tyr Glu Asn Tyr lle Asp Gin lle Val Ala lle Val Lys Lys
210 215 220

Tyr Pro Asp Val Arg Val Val Ala Val Val Glu Pro Asp Serv Met Gly
225 230 235 240

Asn Léu Val Thr Asn Met Asp Leu Pro Lys Cys Ser Ala Ala Ala Pro
245 250 255

Thr Tyr Lys Thr (,ys Ile Asn Tyr AIa lle Ala Gln Leu Ser Ser Ala
260 265 270

Gly Val Tyr Met Tyr Val Asp Ala Gly His Ala Gly Trp'Leu Gly Trp
275 280 285

Pro Asn Asn Leu Ala Pro Ala Ala GiIn Leu Phe Gly Glu Leu Tyr Glu
290 295 300 _

Thr Ser Gly Lys Ser Ala Tyr Phe Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala
305 310 315 320

Asn Tyr Asn Ala Leu Asn Thr Ser Ser Pro Asp Pro Cys Thr Gln Asn
325 330 335 .

Ala Pro Asn Tyr Asp Glu Met Leu Tyr lle Asn Ala Leu Ser Pro Leu
340 345 ’150

Leu Gin Gin GIn Gly Phe Ser Ala GIn Phe lle Val Asp GIn Gly Arg
3556 360 365

Ser Gly Val GIn Asn lle Arg Asn Ala Trp Gly Asp Trp Cys Asn lle
370 375 380

Lys Gly Ala Gly-Phe Gly lle Arg Pro Thr Thr Asp Thr Gly Ser Pro
385 390 395 400
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Leu lle Asp Ser lle Val Trp Val Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly
405 410 415

Thr Ser Asn Ser Ser Ala Pro Arg Tyr Asp Ser Thr Cys Ser Leu Ser
420 425 430

Asp Ser Leu GIn Pro Ala Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe Gin GIn Tyr
435 440 445

Phe Glu Ala Leu Val Thr Asn Ala Val Pro Ser Leu
450 455 460 '

<210> 87

<211> 442

<212> PRT

<213> Volvariella volvacea
<400> 87

Met Ser Arg Phe Ser Ala Leu Thr Ala Leu Leu Leu Ser Leu Pro Leu
1 65 10 15 -

Leu Ala lle Ala GIn Ser Pro Leu Tyr Gly Gin Cys Gly Gly Asn Gly
20 25 30

| Trp Thr Gly Pro Lys Thr Cys Val Ser Gly Ala Thr Cys Thr Val ile
35 40 45

Asn Asp Trp Tyr Trp Gin Cys Leu Pro Gly Asn Gly Pro Thr Ser Ser
50 55 60

Ser Pro Thr Ser Thr Pro Thr Thr Thr Thr Thr Thr GIy Gly Pro GIn
65 70 75 80

Pro Thr Val Pro Ala Ala Gly Asn Pro Tyr Thr Gly Tyr Glu lle Tyr
85 90 95

Leu Ser Pro Tyr Tyr Ala Ala Glu Ala GiIn Ala Ala Ala Ala Gin lle
100 105 110

Ser Asp Ala Thr GIn Lys Ala Lys Ala Leu Lys Val Ala Gln lle Pro
115 120 125

Thr Phe Thr Trp Phe Asp Val lie Ala Lys Thr Ser Thr Leu Gly Asp
130. 135 140

Tyr Leu Ala Glu Ala Ser Ala Leu Gly Lys Ser Ser Gly Lys Lys Tyr
145 150 155 160

Leu Val Gin lle Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala
165 170 175 ' '

Leu Ala Ser Asn Gly Glu Phe Ser lle Ala Asn Asn Gly Leu Asn Asn
180 185 190

Tyr Lys Gly Tyr lle Asp Gin Leu Val Ala GIn lle Lys Lys Tyr Pro
195 200 205

|
Asp Val Arg Val Val Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu
210 215 220

Val Thr Asn Leu Asn Val Ser Lys Cys Ala Asn Ala GIn Thr Ala Tyr
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225 230 235 240

Lys Ala Gly Val Thr Tyr Ala Leu GIn GIn Leu Asn Ser Val Gly Val
245 250 255

Tyr Met Tyr Leu Asp Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala
260 265 270

Asn Leu Asn Pro Ala Ala GIn Leu Phe Ser Gln Leu Tyr Arg Asp Ala
275 280 285

Gly Ser Pro GIn Tyr Val Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Tyr
290 295 300

Asn Ala Leu Ser Ala Ser Ser Pro Asp Pro Val Thr GIn Gly Asn Pro
305 310 315 320 ' ’

Asn Tyr Asp Glu Leu His Tyr lle Asn Ala Leu AIa Pro Ala Leu GIn
325 330 335

Ser Gly Gly Phe Pro Ala His Phe I|e Val Asp Gin Gly Arg Ser Gly
340 345 350

Val GIn Asn lle Arg Gin GIn Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val Lys Gly
355 360 365

Ala Gly Phe Gly GIn Arg Pro Thr Leu Ser Thr Gly Ser Ser Leu lle
370 375 380

Asp Ala lle Val Trp lle Lys Pro Gly Gly Glu Cys Asp Gly Thr Thr
385 390 395 400

Asn Thr Ser Ser, Pro Arg Tyr Asp Ser His Cys Gly Leu Ser Asp Ala
405 - 410 415 .

Thr Pro Asn Ala Pro Glu Ala Gly Gin Trp Phe GIn Ala Tyr Phe Glu .
420 425 430

Thr Leu Val Arg Asn Ala Ser Pro Pro Leu
435 440

<210> 88

<211> 389

<212> PRT

<213> Coniophora puteana

<400> 88

Met Phe Ser Pro Val Val Leu Gly Ala Leu Al.a Alé Leu Leu Pro Ala
1 5 10 15 )

Ala VaI GIn Ala Met Pro Ala Ser Thr GIn Ala Arg Ala Ala Asp Ala
20 25 30 '

Thr Ala Asn Pro Tyr Thr Gly Tyr Thr lle Phe Lys Asn Pro Glu Tyr
35 40 45

Val Ala-Glu Val GIn Ala Ala Vall GIn Gin lle Ser Asp Ser Ser Leu
50 55 60

Ala Ser Ala Ala Ala Gly Vai Glu Asp Val Pro Val Phe Phe Trp Leu
65 70 75 80
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Asp Gln Val Ala Lys Val Pro Asn Leu Thr Thr Tyr Leu Ala Ala Ala
85 90 95

Asp Ala Glu Ala Lys Ser Ser GIy Ser GIn GIn Leu Phe Gin lle Val
100 105 110

Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn GIy
115 120 125

Glu Phe Ser lle Ser Asp Asn Gly GIn Ala Asn Tyr Glu Asn Tyr lle
130 135 140

Asp Gin lle Val Ala Ser lle Lys GIn Tyr Pro Asp Val Arg Val Val
145 150 155 160

Ala Val Val Glu Pro Asp Ser Met Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Ser

165 170 175

Val GIn Lys Cys Ala Asp Ala Glu Ser Thr Tyr Lys Thr Cys Val Ala
180 185 190

Tyr Ala lle Glu Gin Leu Ala Thr Val Gly Val Tyr Met Tyr Leu Asp
195 200 205

Ala Gly His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu Ser Pro Ala
210 215 220

Ala Glu Leu Phe-Ala Gin Met Tyr Ser Thr Thr Gly Ser Ser Pro Tyr
225 230 235 240

Phe Arg Gly Leu AIa Thr Asn Val Ala Asn Tyr Asn Ser Leu Thr Thr
245 250 255

.Asp Ser Pro Asp Pro lle Thr Ser Gly Asp Ser Asn Tyr Asp Glu Leu
260 265 270

Leu Tyr lle Glu Ala Leu Ser Pro Leu Leu Val Asp Asn Gly Phe Pro
275 280 285

Ala GIn Phe lle Val Glu GIn Ala Arg Ser Gly Val Gin Asn lle Arg
290 295 300

Ser Ala Trp Gly Asp Trp Cys Asn Val Lys Gly Ala Gly Phe Gly Leu
305 310 315 320

Arg Pro Ser Thr Asp Thr Pro Ser Ser Leu lle Asp Ser lle Val Trp
- 325 330 335

Val Lys Pro Gly Gly Glu Ala Asp GIyIThr Ser Asn Ser Ser Ala Ala
340 345 350

Arg Tyr Asp Tyr His Cys Ser Leu Ser Asp Ala Leu Gin Pro Ala Pro
355 360 365

Glu Ala Gly Thr Trp Phe Gin Thr Tyr Phe Glu Asp Leu Val Ser Gly
370 375 380

Ala Asn Pro Ala Phe
385

<210> 89
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<211> 454
<212> PRT
<213> Copnnopsus cinerea okayama

<400> 89

Met Leu Lys Gly Ser Lys Phe Phe Ala Leu Ser Leu Ala Leu Leu Pro
1 5 10 15

Ala Leu Val Gln Ala GIn Arg Pro Leu Tyr Ala GIn Cys Gly Gly Thr
20 25 30

Gly Trp Thr Gly Glyu Thr Thr Cys Val Ser Gly Ala Val Cys Glu Val
35 40 45

lle Asn GIn Trp Tyr His GIn Cys Leu Pro Gly Ser Asn GIn Pro GiIn
50 55 60

Pro Pro Val Thr Thr GIn Pro Pro Val Val Val Pro Thr Thr Ser GIn
65 70 75 80

Pro Pro Val Val Val Pro Thr Asn Pro Pro Gly Gly Thr Pro Val Pro
86 90 95

Ser Thr Gly Asn Pro Phe Glu Gly Tyr Asp lle Tyr Leu Ser Pro Tyr
100 105 110

: Tyr Ala Glu Glu Val Glu Ala Ala Ala Ala Met lle Asp Asp Pro Va|
115 120 125

Leu Lys Ala Lys ‘Ala Leu Lys Val Lys Glu lle Pro Thr Phe lle Trp
130 135 140

Phe Asp Val Val Arg Lys Thr Pro Asp Leu G|y Arg Tyr Leu Ala Asp
145 150 150 , 160

Ala Thr Ala Ile GIn GIn Arg Thr Gly Arg Lys GinLeu'Val Ginlle
165 170 175

Val Val Tyr Asp Leu Pro Asp Arg Asp Cys Ala Ala Ala Ala Ser Asn
- 180 185 190

Gly Glu Phe Ser Leu Ala Asp Gly Gly Met Glu Lys Tyr Lys Asp Tyr
195 200 205

Val Asp Arg Leu Ala Ser Glu lle Arg Lys Tyr Pro Asp Val Arg e
210 215 220

Val Ala Val lle Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Met Val Thr Asn Met
225 230 235 240

Asn Val Ala Lys Cys Arg Gly Ala Glu Ala Ala Tyr Lys Glu Gly Val
245 250 255

lle Tyr Ala Leu Arg GIn Leu Ser Ala Leu Gly Val Tyr Ser Tyr Val
260 265 270

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

Ser Ala Arg Leu Phe Ala Gin lle Tyr Lys Asp Ala Giy Arg Ser Ala
290 295 300
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Phe lle Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ser Asn Tyr Asn Ala Leu Ser
305 310 31 5 320

Ala Thr Thr Arg Asp Pro Val Thr GIn Gly Asn Asp Asn Tyr Asp Glu‘

325 330 335

Leu Arg Phe lle Asn Ala Leu Ala Pro Leu Leu Arg Asn Glu Gly Trp
340 345 350

Asp Ala Lys Phe lle VaI Asp GIn Gly Arg Ser Gly Val Gin Asn lle
355 360 365 :

Arg GIn Glu Trp Gly Asn Trp Cys Asn Val Tyr Gly Ala Gly Phe Gly
370 375 380

Met Arg Pro Thr Leu Asn Thr Pro Ser Ser Ala lle Asp Ala lle Val
385 390 395 400

Trp lle Lys Pro Gly Gly Glu Ala Asp GIy Thr Ser Asp Thr Ser Ala
405 410 415 -

Pro Arg Tyr Asp Thr His Cys Gly Lys Ser Asp Ser His Lys Pro AIa
420 425 430

Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe GIn Giu Tyr Phe Val Asn Leu Val Lys
435 440 445

Asn Ala Asn Pro Pro Leu
450

. <210> 90
<211> 361
<212> PRT :
<213> Moniliophthora perniciosa

<400> 90

lle Pro Gly Ser Asp Pro Gly Asn Pro Gly Pro Thr Ser Ser Ser Thr -

1 5 10 15

Leu Ser Ser Thr Ala Ala Pro Pro Thr Asn Thr Gin Ser Pro Val Glu
20 25 30

Asp Asn Pro Tyr Thr Gly Tyr Thr lle Tyr Leu Ser Pro Tyr Tyr Ala
35 40 45

Asp Glu lle Asp Ala Ala Ala Aia Lys lie Thr Asp Pro ThrLeu Lys
50 55 60

Val GIn Ala Leu Lys Val Lys Glu lle Pro Thr Phe lle Trp Phe Asp
65 70 75 80

Thr Thr Ala Lys Leu Ser Thr Leu Glu Pro Tyr LeuLys Asp Ala Ser
865 90 95

Ala Lys GIy Lys Ala Glu Gly Lys Lys Tyr Leu Leu Gln lle Val Val
100 105 110 -

Tyr Thr Leu Pro Glu Arg Asp Cys Ala Ala Leu Ala Ser Asn Gly Glu _

115 120 125

!
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Leu Ser lle Asp Asn Gly Gly Glu Val Lys Ser Arg Glu Tyr lie Asp
130 135 140

Thr Met Val Ala Thr lle Lys Lys Tyr Pro Asp Val Arg Val Val Ala
145 150 155 160

Val Val Glu Pro Asp Ser Leu Ala Asn Leu Val Thr Asn Leu Asn Val
165 170 - 175 : :

Gln Lys Cys Ser Lys Ala GIn Thr lle Tyr Lys Thr Ser Thr Gin Tyr
180 - 185 190

Ala Leu Lys GIn Leu Asp Thr Ala Gly Val Tyr Met Tyr Leu Asp Ala
195 200 205

GIy His Ala Gly Trp Leu Gly Trp Pro Ala Asn Leu Thr Pro Thr Ala
210 215 220

Gin Leu Phe GIn GIn Val Trp GIn Asp Ala Gly Ser Pro Lys Phe Val
225 230 235 240

Arg Gly Leu Ala Thr Asn Val Ala Asn Phe Asn Ala Leu Arg Ala Ala
245 250 255 .

Ser Pro Asp Pro Val Thr Ser GIn Asn Pro Asn Tyr Asp Glu lle HIS
260 265 270 :

Tyr lle Glu Gly Arg Ala Gly Gin GIn Asn Leu Arg Lys Glu Trp Gly
275 280 285

Asp Trp Cys Asni Val Lys Gly Ala Gly Phe Gly Thr Arg Pro Thr Thr
290 295 300

Asn Thr GIy SerSer Leu lle Asp Ser lle Val Trp Val Lys Pro. Gly
305 310 315 320 '

Gly Glu Ser Ala Arg Phe Asp Ala Lys Cys Val Ser Ala Ser Ser His
325 330 335

Val Pro Ala Pro Glu Ala Gly Thr Trp Phe Gin Glu Tyr Phe Glu Ala
340 345 350

Leu Val Arg Asn Ala Asn Pro Ala Leu
355 360 :

<210> 91

<211> 460

<212> PRT

- <213> Plromyces rhizinflatus
<400> 91

Met Lys Phe Ser Thr Leu lle Gly Thr Leu Phe Ala Thr Gly Ala Leu
1 5 10 15

Ala Ser Ser Cys His Arg Asp Tyr Pro Cys Cys Asn Asp Cys Asn VaI
20 25 30

Val Tyr GIn Asp Trp Glu Arg Asp Trp Gly Val Leu Asn Gly GIn Glu
35 40 45

Trp Cys Phe lle Asp Lys Asn Arg Cys Asn Gly Gly Gly Tyr Cys Lys
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50 55 60

Phe Glu Ser Leu Gly Tyr Pro Cys Cys Asn Gly Cys Asp VaI Tyr Tyr
65 70 75 80

. Thr Asp Asn Asp Gly Arg Trp GIy Val Glu Asn Gly Asn Trp Cys Gly
85 90 95

lle Arg Asp Asp Lys Cys Asn Gly Tyr GIn GIn Pro Arg Thr Thr Thr
100 105 110

Thr Thr Arg Thr Thr Thr Arg Thr Thr Thr Thr'GIn Arg Pro Val Gin
115 120 125

Thr Asn VaI Ser Asp Asn Phe Phe Glu Asn Thr Leu Tyr Ser Asn Phe
130 135 140

Lys Phe GIn Gly Glu Val Gin Ser Ser IIe Gin Lys Leu Ser Gly Asp
145 150 155 160

Met Ala Lys Lys Ala Glu Lys VaI Lys Tyr Val Pro Thr Ala Val Trp
165 170 175

Leu Ala Trp Glu Gly Ala Pro Arg Glu Val Pro len Tyr Leu Asp Asp
180 185 190

Ala Gly Ser Lys Thr Val Val Phe Val Leu Tyr Met lle Pro Thr Arg
195 200 205

Asp Cys Asn Ala Asn Ala Ser Val Gly Gly Ser Ala Thr Leu Glu Lys
210 215 220

Tyr Lys Gly Tyr lie Asp Asn lle Tyr Asn Thr Phe Asn Gin Tyr Pro
225 230 235 240 : '

Asn Ser Lys ile Val Met lle Leu Glu Pro Asp Thr lle Gly Asn Leu
245 250 255 ’ '

Val Thr Ala Asn Asn Ala Asn Cys Met Asn Val Gin Asn Leu His Lys
260 265 270 :

GIn Gly Leu Ala Tyr Ala lle Ser Lys Phe Gly Thr Gin Lys Asn Val
275 280 285

Arg Val Tyr Leu Asp Ala Ala His GIy Ala Trp Leu Ser Ser His Ala
290 295 300

Asp Lys Thr Ala Gin Val lle Lys Glu lle Leu Asn Asn Ala Gly Ser
305 310 315 320

Gly Lys Leu Arg Gly lle Thr Thr Asn Val Ser Asn Tyr GIn Thr Val
325 330 335

Asn Asp Glu TYr Ser Tyr GIn Met Arg Leu Asn Ser Alé Leu Gin Asn
340 345 350

Leu Gly Val Arg Asp Leu His Tyr lle lle Asp Thr Ser Arg Asn Gly
355 360 365

Ala Asn lle Ala Gin GIn Phe Asn GIn Ser Gly Thr Trp Cys Asn Phe
370 375 380 '
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Lys Gly Ala Gly Leu Gly Ala Arg Pro GIn Ala Asn Pro Asp Ser Ser
385 390 395 400

Lys Pro Leu' Leu Asp Ala Tyr Met Trp lle Lys Thr Pro Gly Glu Ala
405 410 415

Asp Gly Ser Ser Ser Gly Ser Arg Ala Asp Pro Val Cys Gly Arg Trp
420 425 430

Asp Ser Leu GIn Gly Ala Pro Asp Ala Gly Ser Trp Phe His Asp Tyr
435 440 445

Phe Val Met Leu Léu GIn Asn Ala Asn Pro Pro Phe
450 455 460

<210> 92

<211> 518

<212> PRT

<213> Piromyces rhizinflatus

<400> 92

Met Lys Phe lle Val Cys Ala Ser lle Leu Ser Leu Gly Leu Phe'Lys
1 5 10 15

Phe Ala Asp Ala Ala Cys Ala Gly Pro Tyr Ala Gin Cys Gly Gly Asn
20 25 30 -

Asn Phe Asn Gly Glu Asn Cys Cys Gin Ser Gly Tyr Lys Cys Val Ala
35 40 45

lie Asn Glu Trp Tyf Ser GIn Cys GIn Glu Gly Ala Ala Glu Pro Glu -
50 55 60 '

Pro VaI Pro Gln Ser Ser Ala Ala Asp Asp Gln Trp Asn Asn Asn Asn
65 70 75 80

GIn Trp Asn Asn Asn Gin GIn Asn Asn GIn Trp Asn Asn Pro Trp Asp

86 90 95

Asn Asn Asn Asn GIn Trp Asn Asn Asn Gin Trp Asn Asn Asn GiIn GIn
100 105 110

Asn Asn GIn Trp Asn Asn Asn Gin Gln Gln Asn Asn Gin Trp Asp Asn
115 120 125

Asn Asn Gin Trp Asn Asn Asn Gin Trp Asn Asn Asn GIn Gln GIn Asn
130 135 140

Asn GIn GIn Gln Asn Asn Gin GIn GIn Asn Asn Gin Trp Asn Asn Asn
145 150 155 160

Asn GIn Trp Asn Asn Asn GIn Gin GIn Asn Asn Gin GIn Gin Asn Asn
165 170 175

Gln Ala Pro Ala GIn Ser Asn Gly Gly Gly Ala Ser Gly Ser Ser Gln
180 185 190

Asn Phe Phe Thr Asn Glu lie Tyr Ala Asn Pro Arg Phe lle Glu Glu
195 200 205

lie Asp Ser Ser lle Pro Lys Leu Thr Pro Glu Leu Ala Ala Lys Ala
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210 216 220

Glu Lys Val Lys GIn Val Pro Thr Ala Val Trp Leu Ala Trp Asp Gly
225 230 235 240

Ala Pro Gly Glu Val Glu Gly His.Leu Lys Ala Ala Gly Ser Lys Thr
245 250 255

Val Val Phe lle Leu Tyr Met lle Pro Thr Arg Asp Cys Asn Ser Asn
260 265 270

Ala Ser Ala Gly Gly Ala Ser Asp Leu Asn Lys Tyr Lys Gly Tyr Val
275 280 285

Asp Asp lle Ala Gly Thr lle Lys Ser His Pro Glu Ser Lys Val Val
290 295 300

Met lle Val Glu Pro Asp Thr Leu Gly Asn Leu Val Thr Gly Ser Ser
305 310 31 5 320

Glu Ala Cys Lys Asn Val His Ser Leu His Lys Ser Ala Leu Ser Tyr
325 330 335

Ala Val Asn Val Phe Gly Ala Met Ser Asn Val Ser Val Tyr Leu Asp
340 345 350 ' '

Ala Ala His Gly Lys Trp Leu Gly Gly Ser Thr Asp Lys Val Ala Ser
355 360 365

Val Leu Lys Glu Ile Leu Asp Asn Ala Pro Asn Gly Lys lle Arg Gly
370 375 380

Leu Ser Thr Asn Val Ser Asn Tyr GIn Pro Leu Ser Ser Glu Ala GIn
385 390 395 "400

Tyr His Gin Gly Leu Ser Ser Ala Leu Ala Ala Val Gly Tyr Pro GIy
405 410 415

Met Lys Phe Val Val Asp Thr Gly Arg Asn Gly Val Asp Val Ser Ser
420 425 430

Thr Phe Ser lle Asn Glu Thr Trp Cys Asn Phe Val Gly Thr Gly Phe
435 440 445

Gly Glu Arg Pro GIn Gly Asn Pro Ser Gly Tyr Pro Leu Leu Asp Ala
450 455 460

Phe Met Trp Leu Lys Thr Pro Gly Glu Ala Asp Gly Ser Ala Thr Gly
465 470 475 480

Ser Arg Ala Asp Pro VaI Cys AIa Arg GIn Asp Ser Leu Gln Gly AIa
485 490 495 .

Pro Asp Ala Gly Gin Trp Phe His Glu Tyr Phe Val GIn Leu Leu Glu
500 505 510 '

Asn Ala Lys Pro Gly Phe
515

<210> 93

<211> 376
<212> PRT
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<213> Piromyces rhizinflatus
<400> 93

Glu Thr Leu Pro GIn GIn Ser Asn Ser Ala Lys Thr Leu Pro GIn GIn
1 5 10 15

Ser Asp Ser Ala Lys Thr lle Pro GIn Pro Thr Ser Ala Glu Ser Gin
20 25 30

Thr Ser Lys Thr Leu Pro Gin Thr Gly Gly Ser Gly Asn Gly Ser Ser
35 40 45

Gln Asn Phe Phe Leu Asn Glu lle Tyr Ala Asn Pro Lys Phe lle Glu
50 55 60

Glu Val Glu Asp Ser lle Glu Lys Leu Thr Pro Glu Leu GIn Ala Lys
65 70 75 80

Ala Glu Lys Val Lys Asp Val Pro Thr Ala Val Trp Leu Ala Trp Asp
86 90 95

Gly Ser Pro Gly Glu Val Glu Gly His Leu Val Ala Ala Gly Ser Lys
100 105 110

Thr Val Val Phe Leu Leu Tyr Met lle Pro Thr Arg Asp Cys Asn Ser
115 120 125

Asn Ala Ser Ala Gly Gly Ala Ala Ser Leu Asp Lys Tyr Lys Gly Tyr
130 135 140

lle Asp Asp lle Ser Asn Thr lle Lys Ser His Pro Glu Ser Lys Val
145 150 - 155 160 :

Val Met Val Val Glu Pro Asp Thr Leu GIy Asn Leu Val Thr Gly Asn
165 170 175

Ser Glu Ala Cys Lys Aén Val His Thr Leu His Lys Asn Ala Leu Ser
180 - 185 190

Tyr Ala Val Asp Vél Phe Gly Ala Met Ser Asn Val Ser Val Tyr Leu
195 200 205

Asp Ala Ala His Gly Met Trp Leu Gly Pro His Thr Asp Lys Val Ala
210 215 220

‘Ser Val lle Lys Glu lle Leu Asn Asn Ala Pro Asn Gly Lys lle Arg
225 230 235 240

Gly Leu Ser Thr Asn Val Ser Asn Tyr GIn Pro Val Ser Ser Glu Tyr
245 250 255 '

GIn Tyr His GIn Lys Leu Ala Ala Ser Leu Ala AIa Val Gly Val Asn
260 265 270

Asp Val His Phe lle Val Asp Thr Gly Arg Ser.GIy Val Asp Val Thr
275 280 285 '

Glu Thr Phe Ser Lys GIn GIn Thr Trp Cys Asn Phe lle Gly Ala Gly
290 295 300

Leu Gly Pro Arg Pro Gin Gly Asn Pro Asp-Ala Ser Met Pro Leu Leu
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305 310 315 320

Asp Ala Tyr Met Trp Leu Lys Thr Pro Gly Glu Ala Asp Gly Ser Ala
325 330 335

Val Gly Asp Arg AIa Asp Pro Val Cys Ser His Glu Asp Ser Leu GIn
340 345 350

Val Ala Pro Asp Ala Gly GIn Trp Phe His Asp Tyr Phe Val Leu Leu
355 360 365

Leu Lys Asn Ala Asn Pro Pro Phe
370 375

<210> 94

<211> 463 -

<212> PRT

<213> Piromyces rhizinflatus
<400> 94

Met Lys Phe Leu Ser Leu lle Gly Thr Leu Phe Ala Thr Gly Ala.Leu
1 5 10 15

Ala Ser GIn Cys His Pro Asn Trp Pro Cys Cys Leu Asn Cys Asp Val
20 25 30

Val Tyr GIn Asp Gly Glu Gly Asp Trp Gly Val Leu Asn Asn Asp Trp
35 40 45

Cys Phe lle Ser Lys Ser Arg Cys Gly Asn Asn Asn Asn Asn Asn Asn
50 55 60. .

-Gly Tyr Cys Lys Phe GIn Ser Leu Gly Tyr Pro Cys Cys Ser Gly Cys
65 70 75 80

Gln Val Val Tyr Thr Asp Gly Asp Gly Asn Trp Gly Val Glu Asn Gly
86 90 95 .

Asn Trp Cys Gly lle Arg Asp Glu GIn Cys Gly Gly Gly Asn Asn Trp
100 105 110

GIn GIn Pro Thr Thr Thr Arg Thr Thr Thr Arg Thr Thr Thr Arg Thr
115 120 125

Gin Asn Asn Arg Pro Thr Ser Asp Asn Phe Phe Asp Asn Thr Leu Tyr
130 135 140

Ser Asn Tyr Lys Phe GIn Asp Glu Val GIn Ser Ser lle Asn Lys Leu
145 150 155 160

Ser Gly Gin Met Ala Glu Lys Ala Lys Lys Val Lys Tyr Val Pro Thr
1656 170 175

Ala Ala Trp Leu Ala Trp Ser Gly Ala Pro Asp Glu VaI Pro Arg Tyr
180 185 190

Leu Gln Glu Ala Gly Ser Asp Thr Val Val Phe Val Leu Tyr Met lle
195 200 205

Pro Thr Arg Asp Cys Asn Ala Asn Ala Ser Ala Gly Gly Ser Ala Asn
210 215 220 -
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Leu Asp Thr Tyr Lys Gly Tyr Val Asn Lys lle Tyr Asn Thr lle Asn
225 230 235 240

GIn Tyr Pro Asn Ser Arg lle Val Met lle Leu Glu Pro Asp Thr lle
245 250 255

Gly Asn Leu Val Thr Ala Asn Asn Gin Asn Cys GIn Asn Val Gin Asn
260 265 270

Leu His Lys Asn Ala Leu Ala Tyr Ala lle Ser Lys Phe Gly Thr GIn
275 280 285

Ser Asn Val Ser Val Tyr Leu Asp Ala Ala H|s Gly Ala Trp Leu Ser
290 295 300

Pro His Ala Asp Lys Thr Ala Gin Val lle Lys Glu lle Leu SerLys
305 310 315 320

Ala Gly Asn Gly Lys lle Arg Gly lle Ser Thr Asn Val Ser Asn Tyr
325 330 335

GIn Thr lle Asp Asp Glu 'Tyr Asn Tyr His GIn Arg Leu Asn Ser Ala
340 345 350

Leu GIn Asn Leu Gly Val Ser Asn Met His Phe lle Val Asp Thr Ser
355 360 365

Arg Asn Gly Ala Asn lle Ala Ser Gln Phe Asn GIn Ser Gly Thr Trp
370 375 380

Cys Asn Phe Lys Gly Ala Gly Leu Gly GIn Arg Pro Lys Gly Ser Pro
385 390 395 400 .

Asp Pro Ser Lys Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Met Trp lle Lyé Thr Pro
405 410 415

Gly Glu Ala Asp Gly Ser Ser Ser Gly Ala Arg Ala Asb Pro Val Cys
420 425 430

Gly Arg Trp Asp Ser Leu Gin Gly Ala Pro Asp Ala Gly Ser Trp Phe
435 440 445

- His Asp Tyr Phe Val Met Leu Leu GIn Asn Ala Asn Pro Ser Phe
. 450 455 460 _

<210> 95

<211> 510

<212> PRT _ .
<213> Neocallimastix frontalis
<400> 95

Met Lys Phe lle Val Phe Ala Ser lle Leu Ser Ser GIy lle ||e Lys
1.5 10 15

Leu Ser Asn Ala Ala Cys Gly Gly Pro Tyr Ala GIn Cys Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Phe Ser Gly Glu Ala Cys Cys GIn Asp Gly Tyr Lys Cys Val Ala
35 40 45
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Met Asn Glu Trp Tyr Ser Gin Cys GIn Ala GIy Ser.Asp Ala Pro Ala
50 55 60 -

Asn Ser Ala Ala Pro VaI Asn Ser Ala Val Gly Asn Asp Asn Asn Asn
65 70 75 80

Asn Asn Asn GIn Trp Asn Asn Gin Trp Asn Asn Asn Gly Trp Asn Trp
85 90 - 95

Gly Asn Gly Asn Asn Glu Ala GIn Asn Pro Trp Asn Asn Asn Gly Trp
100 105 110

Ser Trp Glu Gly Gly Asn Asn Gly Asn GIn Asp GIn Asn GIn Trp Asp
115 120 125

Asn Asn Gly Trp Pro Trp Gly Gly Asn Asn Gly Asn Gin Gly Pro Val
130 135 140

Gin VaI Asn lle Gly Glu Asn Asn Asn GIn Asn Gin Asn Pro Ala Asn
145 150 155 160

Asp Ala Pro Ala Pro Pro Pro Ala Gin Gly Gin Ala Pro Ala Pro Ala
- 165 170 175

Pro Ala Ala Ala Ala Gly Gly Ser Gly Ser Ser GIn Asn Phe Phe GIn
180 185 190

Asn Glu lle Tyr Ala Asn Pro Lys Phe lle Glu Glu Val Asp Ser Ser
195 = 200 205 v

lle Ala Lys Leu Asp Gly Glu Leu Lys Ala Lys Ala Glu Lys Val Lys
210 215 220

Ser Val Pro Thr Ala'Val Trp Leu Ala Trp Asp Gly Ala Pro GIy Glu
225 230 235 240

Val Ala Gin His Leu Glu Ala Ala Gly Ser Lys Thr Val Val Phe lle
245 250 255

Met Tyr Met lle Pro Thr Arg Asp Cys Asn Ala Asn Ala Ser Ala Gly
260 265 270 '

Gly Ala Ser Asn Leu GIn Thr Tyr Lys Gly Tyr Val Asp Ser IIe Ser
-~ 275 280 285 '

Asn Thr lle Lys Lys Tyr Pro Asn Ser Lys Val Val Met lle Leu GIu |
290 295 300

Pro Asp Thr Leu GIy Asn Leu Val Thr Ala Asn Ser Glu Asn Cys Lys
305 310 315 320

Asn VaI His GIn Leu His Lys Asp Ala Leu Ser Tyr Gly Val Asn Val
3256 330 335 '

Phe 'Gly Ser Met Ser Asn Val Ser Val Tyr Leu Asp Ala Ala His Gly
340 345 350

Ala Trp Leu Gly Asp Ser Thr Asp Lys Val Ala Ala Val Val Lys Glu
355 360 365

lle Leu Ser Asn Ala Pro Asn-Gly Lys lle Arg Gly Leu Ser Thr Asn
370 375 380

}
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lle Ser Asn Tyr GIn Pro Val Asp Ser Glu Tyr Gly Tyr His Gln Lys
385 390 395 400

Leu Ala Ser Ala Leu Ser Ala AIa Gly Tyr Pro Asp Met His Phe Val |
405 410 415

Val Asp Thr Gly Arg Asp Gly Val Ala lle Ser Ser Gly Thr Trp Cys
420 425 430

- Asn Leu lle Gly Thr Gly Phe Gly Glu Arg Pro Lys Gly Ash Pro Asn
435 440 445

Pro Gly Met Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Met Trp Leu Lys Thr Prb Gly
450 455 460

Glu Ala Asp Gly .Ser Sef Thr Gly Ala Arg Ala Asp Pro Val Cys Ala
465 470 475 480 '

Lys Ser Asp Ser Leu Pro Gly Ala Pro Asp Ala Gly GIn Trp Phe His
485 490 495

Asp Tyr Phe Val Gin Leu Leu Lys Asn Ala Lys Pro Ala Phe
500 505 510

<210> 96

<211> 459

<212> PRT _

~ <213> Orpinomyces sp. PC-2
<400> 96

Met Lys Phe Ser Thr Val Leu Ala Thr Leu Phe Ala Thr Gly Ala Leu
1 5 10 15

Ala Ser Glu Cys H:s Trp Gin Tyr Pro Cys Cys Lys Asp Cys Thr Val
20 25 30

Tyr Tyr Thr Asp THr Glu Gly Lys Trp Gly Val Leu Asn Asn Asp Trp
35 40 45

Cys Met lle Asp Asn Arg Arg Cys Ser Ser Asn Asn Asn Asn Cys Ser
50 55 60

Ser Ser lle Thr Ser Gln GIy Tyr Pro Cys Cys Ser Asn Asn Asn Cys
65 70 75 80

Lys Val Glu Tyr Thr Asp Asn Asp C-Iy Lys Trp Gly Val Glu Asn-Asn
85 90 95

Asn Trp Cys Gly lle Ser Asn Ser Cys Gly Gly GIy GIln GIn GIn GIn
100- 105 110

Pro Thr Glh Pro Thr Gin Pro Thr GIn Pro Gin Gin Pro Thr G'ln Pro
115 120 125

Ser Ser Asp Asn Phe Phe Glu Asn Glu lle Tyr Ser Asn Tyr Lys Phe
130 135 140

Gin Gly Glu Val Asp lle Ser lie Lys Lys Leu Asn Gly Asp Leu Lys
145 150 155 160
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Ala Lys Ala Glu Lys Val Lys Tyr Val Pro Thr Ala VaI Trp Leu Ala
165 170 175

Trp Asp Gly Ala Pro Gin Glu Val Pro Arg Tyr Leu GIn Glu Ala‘ Gly
180 185 190 '

Asn Lys Thr Val Val Phe Val Leu Tyr Met lle Pro Thr Arg Asp Cys
195 200 205

Gly Ala Asn Ala Ser Ala Gly Gly Ser Ala Thr lle Asp Lys Tyr Lys
210 215 220

- Gly Tyr lle Asn Asn lle Tyr Asn Thr Ser Asn GIn Tyr Lys Asn Ser
225 230 235 240

Lys lle Val Met lle Leu Glu Pro Asp Thr lle Gly Asn Leu Val Thr
245 250 255

Asn Asn Asn Asp Asn Cys Arg Asn Val Arg Asn Met His Lys GIn Ala
260 265 270

Leu Ser Tyr Ala lle Ser Lys Phe Gly Thr GIn Ser His Val Lys Val'
275 280 285 '

Tyr Leu Asp Ala Ala His Giy Ala Trp Leu Asn GIn Tyr Ala Asp Gin
290 295 300 _

Thr Ala Asn Val ile Lys Glu lle Leu Asn Asn Ala Gly Ser Gly Lys
305 310 315 320

Leu Arg Gly lle Ser Thr Asn Val Ser Asn Tyr Gln Ser lle Glu Ser
325 330 335

Glu Tyr Lys Tyeris' GIn Asn Leu Asn Arg Ala Leu Glu Ser Lys Gly
340 345 350

Val Arg Gly Leu Lys Phe lle Val Asp Thr Ser Arg Asn Gly Ala Asn
355 360 365

Val Glu Gly Ala Phe Asn Ala Ser Gly Thr Trp Cys Asn Phe Lys Gly
370 375 380

Ala Gly Leu Gly Gin Arg Pro Lys Gly Ash Pro Asn Pro Gly Ser Met
385. 390 395 400

Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Met Trp lle Lys Thr Pro Gly Glu Ala Asp
405 410 415

Gly Ser Ser Gin Gly Ser Arg Ala Asp Pro Val Cys Ala Arg Gly Asp
420 425 430

Ser Leu GIn Gly Ala Pro Asp Ala Gly Ser Trp Phe His Glu Tyr Phe
435 440 445

Thr Met Leu lle GIn Asn Ala Asn Pro Pro Phe
450 455

<210> 97
<211> 345
<212> PRT
<213> Piromyces rhizinflatus
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<400> 97

Thr Ala Val Trp Leu Ala Trp Asp Gly Ala Pro Gly Glu Val Glu GIy
1 5 10 15

His Leu Lys Asn Ala Gly Asp Lys Thr lle Val Phe lle Leu Tyr Met
20 25 30

lle Pro Thr Arg Asp Cys Asn Ser Lys Ala Ser Ala Gly Gly Ala Ser
35 40 45

Asn Leu Lys Lys Tyr Gin Gly Tyr Val Asp Ser lle Ala Asn Thr lle
50 55 60

Ser Lys His Pro Glu Ser Lys Val Val Met Val lle Glu Pro Asp Thr
65 70 75 80 :

Leu Gly Asn Leu lle Thr Gly Glu Thr Glu Glu Cys Lys Thr Val His
85 90 95

Thr Leu His Lys Asp Ala Leu Ala Tyr Ala Val Asn Val Phe Gly Asp
100 105 110

Met Ser Asn Val Ser Ala Tyr Leu Asp Ala Ala His Gly Lys Trp Leu
115 120 125

Gly Trp Ala Ala Gly Lys Thr Ala Ala Val lle Lys Glu lle Leu Asp
130 135 140 ‘

Asn Ala Pro Asn Gly Asn lle Arg Gly Phe Ser Thr Asn Val Ser Asn
145 150 155 160

Tyr GIn Pro lle Glu Sér Glu Tyr Glu Tyr His Glu Lys Leu Asn Ala
165 170 175

Ala Leu Glu Asp Leu Gly lle Thr Gly Lys Lys Phe lle Val Asp Thr
180 185 190

Gly Arg Ser Gly Val Asp Val Thr Glu Glu Phe Asn Leu Asn Gin Thr
195 200 205 o

Trp Cys Asn Leu lle Tyr Ala Gly Leu Gly Glu Pro Ser Arg Gly Ser
210 215 220

Pro Asp Pro Glu Lys Phe Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Phe Trp Leu Lys
225 230 235 240

Pro Pro GIy Glu Ala Asp Gly Ser Asp Thr Gly Ser Arg Ala Asp Pro
245 250 255

Val Cys Gly Arg Glu Asp Ser Phe Pro Gly Ala Pro Asp Ala Gly Ser
260 265 270

Trp Phe Ser Glu Tyr Phe Ala Ser Met Leu Glu Lys Ser Pro Phe Tyr
275 280 285

Gly Glu Gly lie Glu Glu Glu Pro Glu Glu Pro Glu Glu Pro Leu Cys
290 295 @ 300

Ser GIn Lys Phe Leu Asp GIn Gly Tyr Gin Cys Cys‘Ser GIn'Cy_s Gly
305 310 315 320
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Thr lle Tyr Tyr Val Asp Asp Ala Gly Asn Trp Gly Val Glu Asn Asn
325 330 335 _

‘GluTrp Cys Gly Leu Pro Glu Asp Cys
340 345 ' _

<210> 98

<211> 457

<212> PRT

<213> Micromonospora cellulolyticum

<400> 98

Val Ala lle Leu Ser Ala Arg Arg Arg Ser Ala AIa lle Ser Val Thr
1 5 10 15

Ala Val Ala Gly Leu Ala Ala Ala Gly Val Leu Arg Val Gly Gly. \Zal
20 25 30

Ala Gly Thr Val Ser Gly Ser Leu Tyr Arg Asp Pro Ser Ser Ala Val
35 40 45

Val Arg Trp Val Ala. Ala Asn Pro Gly Asp Phe Arg Ala Ala Val lle
50 55 60

Arg Glu Lys lle Ala Ser GIn Pro GIn Ala Arg Trp Tyr Ala Asn Phe
65 70 75 80 '

Asn Pro Ser Thr lle Gin Ser Glu Val Ser Ala Phe lle GIy Ala Ala
85 90 95

Asn Ser Ala GIn'GlIn lle Pro Val Leu Ser Val Tyr Glu lle Thr Asn
100 105 110

Arg Asp Cys Gly Gly Ala His Ala Gly Gly Ala Pro Asp Leu Asn Gin

115 120 125

Tyr Gin Thr Trp Val Ser Asn Phe Ala Arg Gly Leu Gly Asn GiIn Thr
130 135 140 :

Val Leu lle lle Leu Glu Thr Asp Ser Leu Ala Leu Gln Thr Cys Leu
145 150 155 160

Ser Thr Ser Glu Leu Asn Ala Arg Asn GIn Ala Leu Ser Thr Ala Thr
165 170 175

GIn Thr lle Lys Ser Ala Asn Pro Asn Ala Lys Val Tyr Leu Asp Gly
180 185 - 190 , _

Gly' His Ser Thr Trp Asn Ser Ala Asn Asp Thr Ala Asn Arg Leu Arg
195 200 205

Ala Ala Gly Val GIn Tyr Ala Asp Gly Phe Phe Thr Asn Val Ser Asn
210 215 220

Phe Asn Pro Thr Ser Ser Glu Ala Asn Phe Gly Arg Ala Val,llé Ser
225 230 235 240

Ala Leu Asn Gly Met Gly lle Ser Gly Lys Arg Gin Val ile Asp Thr
245 250 255 .

Ser Arg Asn Gly Gly Ala Ala Gly Asp Trp Cys Ala Asp Asp Asn Thr
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260 265 270

Asp Arg Arg lle Gly GIn Tyr Pro Thr Thr Asn Thr Gly Asp Ala Asn
275 280 285

lle Asp Ala Tyr Leu Trp Val Lys Pro Pro Gly Glu Ala Asp Gly Cys
290 295 300 '

Ala Thr Arg Gly Sg?r Phe GIn Pro Asp Leu Ala Phe Ser Leu Ala Asn
305 310 315 320

Gly Val Pro Asn Pro Pro Thr Thr Ala Pro Pro Thr Thr Asn Arg Ala
325 330 335

Asp Asp Arg Prc Pro Thr Thr Ala Pro Pro Thr Thr Asp Thr Pro Thr
340 345 350

Thr Ala Pro Pro Thr Thr Pro Pro Pro Ala Gly Asn Gly Leu Ser Ala
355 360 365

Ser Val Ala lle Thr GIn Trp Asn Gly Gly Phe Thr Ala Ser Val Asn
370 375 380

Val Thr Ala Gly cer‘A!a lle Asn Gly Trp Thr Val Thr Val Ala Leu
385 390 395 400 -

Pro Gly Gly Ala Ala lle Thr Gly Thr Trp Asn Ala GIn Ala Ser Gly
405 410 415

Thr Ser Gly Thr Val Arg Phe Thr Asn Val Gly Tyr Asn Gly GIn Val
420 425 430 '

Gly Ala Gly GIn Thr Thr Asn Phe Gly Phe GIn Gly Thr Gly Thr Gly
435 440 445

GIn Gly Ala Thr Ala Thr Cys Ala Ala
450 455 ’

<210> 99

<211> 193

<212> PRT

<213> Orpinomyces sp. PC 2
<400>99.

Thr Leu His Lys Asn Ala Leu Ser Tyr Ala Val Asn Val Phe Gly Ser
1 5 10 15 _

Met Lys Asn Val Ser VaI Tyr Leu Asp Ala Ala His Gly Met Trp Leu
20 25 30

Ser Ala Val Ala Asp Lys Thr Ala Ala Val ile Lys Glu Val Leu Asp
35 40 45 :

Asn Ala Pro Asn Gly Lys lle Arg Gly Leu Ser Thr Asn lle Ser Asn
50 55 60 :

Tyr Gin Pro Val Tyr Ser Glu Tyr Lys Tyr His Glu Lys Leu Ser Ala
65 70 75 80

Glu Leu Glu Lys Leu Gly VaI Ser Asp lle His Phe lie Val Asp Thr
86 90 95 ‘
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Gly Arg Asn Gly Val Asp Ile Thr Glu Thr Phe Ser Lys Thr Gln Thr
100 105 110

“Trp Cys Asn Phe Val Gly Thr Gly Phe Gly Glu Arg Pro GIn Gly Asn
115 120 125

Pro Asp Pro Val Lys Met Pro Leu Leu Asp Ala Tyr Met Trp Leu Lys
130 135 140

Thr Pro Gly Glu Ala Asp Gly Ser Asp Thr Gly Ser Arg Ala Asp Pro
145 150 155 160

Val Cys Ala Arg Glu Asp Ser Leu Pro Gly Ser Pro Asp Ala Gly Gin
165 170 175 -

Trp Phe HIS Asp Tyr Phe Val GIn Leu Leu Glu Asn Ala Asn Pro Ala
. 180 185 190

-Phe

<210> 100 -

<211> 458

<212> PRT

<213> Catenulispora acidiphila

<400> 100

Met Val Ala Thr Gin Leu Gly Gly Val Ala Met Ala Gly Thr lle Ala
1 5 10 15

Ser Gly Thr GIn Phe Tyr Ala Asp Pro Asn Ser Gin Val Val Lys Trp
20 25 30

Asp Ala Ala Asn Pro Gly Asp Ala Arg Glu Pro Ala ile Ala Ser GIn
35 40 45

lle Ala Ser Val Ser GIn Gly IIe Trp Phe Ser Asn Tyr Arg Pro Ser
50 55 60

Thr Val GIn Ser Asp Val Ser Ala Val Thr Thr Ala Ala Ala Ala Ala
65 70 75 80

Gly Lys Thr Pro Val Leu Val Val Tyr Glu lle Pro Asn Arg Asp Cys
85 90 95

Gly Gly Ala Ser Ala Gly Gly AIa Pro Asp lle Ser Ser Tyr Glu Asn
100 105 110

Tyr lle Gln Ser Phe Ala Asn Gly Leu GIy Ser His GIn Val lle Val
115 120 125

lle Leu Glu Pro Asp Ser Leu Ala Leu GIn Thr Cys Leu Ser Ser Gin
130 135 140 ,

Gln Ala Thr Asp Arg Asp Asn Ala lle Ala Phe Ala Gly Ala His Leu
145 150 155 160

Lys Ser Ala Asp Pro Ala Afa Lys Val Tyr Leu Asp Ala Gly His Ser
165 170 175

208



© Attorney Docket No. 00016-047WO1

Ser Trp Asn Ser Pro Ser Ala GIn Ala Aia Ala Leu Asn Ala Ala Gly
180 185 190

Val Lys Thr Ser Ser Asp Gly lle Phe Ser Asn Val Ser Asn Phe GIn
195 200 205 _

Thr Thr Ala Ser Glu Val Ser Tyr Asp Lys Gin Val Leu Ala Ala Leu
210 215 _ 220 .

Gly Ser Pro Ser Asn Leu His lle Val Val Asp Thr Ser Arg Asn Gly
225 230 235° 240

Asn Gly Pro Ala Gly Ser Ala Trp Cys Asp Pro Ser Gly Arg Ala Leu
245 250 255

Gly Gin Ala Pro Thr Ala Asn Thr Gly Asp Ala Ala Val Asp Ala Phe
260 265 270

Leu.Trp lle Lys Pro Pro Gly Giu Ala Asp Gly Cys Ala Asp Ala Ala
275 280 285 '

Gly Thr Phe Asp Pro Ala Leu Ala Tyr Ala Leu lie Thr Asn Gly Gly
290 295 300 ;

Gly Pro Pro Pro Thr Ser Pro Ser Ser Thr Pro Ser Thr Thr Pro Ser
305 310 315 320

Thr Thr Pro Ser Thr Thr Pro Ser Thr Thr Pro Ser Thr Thr Pro Ser
325 330 335

Thr Thr Pro Ser Thr Pro Pro Ser Thr Thr Pro Ser Ser Pro Pro Ser
340. 345 350

Ser Ser Pro Ala Gly Cys GIn Val Thr Tyr Thr Arg Thr Asn Glu Trp
355 360 365 ‘

Ala Gly Gly Phe Thr Ala Asn Val Ser lle Thr Ser Ser Lys Ala Leu
370 375 380

Ser Ser Trp Thr Val Gly Phe Thr Tyr Gly Gly Asp Gin Gln lie Thr
385 390 395 400

Asn Ser Trp Asn Gly Asn His Thr GiIn Ser GIy Arg Asn Val Thr Leu ,

405 410 415

Thr Ser Leu Ser Tyr Asn Gly Ser lle Gly AIa GIy Gln Thr Leu Thr
420 425 430

Gly Val Gly Val Gln Gly Thr Trp Thr Ser Ser Asp AIa Ala Pro Ser
435 440 445

Ala Phe Thr Leu Asn GIy Val Ala Cys His
450 455

<210> 101

<211>422 -

<212> PRT .

<213> Actinosynnema mirum
<400> 101

Met Ala Gly Ala Ala Val Leu Val Thr Gly Gly Gly GIn Thr Ala Thr
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1 5 10 15

Ala Ala Asp Ser Ala Phe Tyr Thr Asp Pro Gly Ser Ser Ser Ala Arg
20 25 30.

Trp Val Ala Ala’'Asn Pro Asn Asp Ser Arg Ala Ala Val lle Arg Asp
35 40 45

Arg Val Ala Ser Val Pro Gin AIa Lys Trp Phe Thr Thr Thr Asn Thr
50 55 60

Ser Thr Val Arg Ser Glu Val Ser Ala Phe Val GIy Ala Ala Ala Ser
65 70 75 80

Ala Gly Lys lle Pro lle Leu Val Val Tyr Asn lle Pro Asn Arg Asp
85 90 95

Cys Gly Gly Ala Ser Gly Gly Gly Ala Pro Ser His Gin Ala Tyr Arg
100 105 110

Ala Trp Val Asp Glu Val Ala Ala Gly Leu Gly Gly Arg Pro Ala Ser
115 120 125

lie lle Leu Glu Pro Asp Val Leu Pro lle Met Ser Asn Cys GIn Ser
130 135 140

Ala Asp GIn GIn Asn GIn Thr Lys Ala Ser Met Ser Tyr Ala Gly Arg -
145 150 155 160

Lys Leu Lys Ser Gly Ser Gly GIn Ala Lys Val Tyr Phe Asp lle Gly
165 170 175

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

Ala Asp Val Ser Gly Ser Ser Asp Gly lle Ala Ser Asn Val Ser Asn
195 200 205

Tyr Arg Ala Thr Gin Ala Glu Val Ser Tyr Thr Lys Ala lle Leu Asn
210 21 5 220 '

Ala Leu Gly Asp Gly Arg Leu Lys Ala Val lle Asp Thr Ser Arg Asn
225 230 235 240

Gly Asn Gly Pro Leu Gly Ser Glu Trp Cys Asp Pro Pro Gly Arg Ala
245 250 255

lle Gly Thr Pro Ser Thr Lys Asn Thr Gly Asp Ser.Gln lle Asp Ala -
260 - 265 270

Phe Leu Trp Val Lys lle Val Gly Glu Ala Asp GIy Cys lle Ala Ser
275 280 285

“Ala Gly GIn Phe VaI Pro Gln Arg Ala Tyr Asp Leu Ala Val Ala AIa
290 295 300

Gly Pro Val Pro Thr Thr Thr Thr Thr Thr Pro Gly Gly Asn Pro Gly
305 310 310 . 320

Gly GIy Cys Ala Val Thr His Arg Val Val Ser GIn Trp Asn Gly GIy
325 330 335
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Phe Thr Gly Glu Val Val Val r‘lu Asn Arg Gly Pro Ala He Ser Ser
340 345 350

Trp Thr Leu Glu Phe Ser Ala Pro Gly VaI Thr Val Thr Gln GIy Trp
355 360 36o '

Asn Gly»Thr Trp'Thr Asp Thr Gly Asp Gly Val Arg Val Val Asn Thr
370 375 380

Ala Trp Asn Gly Ala Leu Ala Ser Gly Gly Arg Val Thr Ala Gly Tyr -
385 390 395° 400

Asn Ala Asn Tyr GIy Gly Gly Ala Pro Pro Phe Ser Ser Pro Thr Leu
405 - 410 415

Asn Gly Ala Ala Cys Ser
420

<210> 102
<211> 444
<212> PRT
<213> Actinosyrinema mirum
<400> 102

Met Ala Ala Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Val Ala Ala Ala Thr Ala
1 5 10 15

lle Ala Thr Gly Thr Ala Ser Pro Ala Ala Val Ala Ala Asp Ser GIu
20 25 30 '

Phe Tyr Ser Asp Pro Ala Thr Ser Ala Ala Arg Trp Val Ala Ala Asn
35 40 45

Pro Asn Asp Ser Arg Ala Ala Val lle Arg Asp Arg Val Ala Ser Val
50 55 60 '

Pro Gln Ala Lys Trp Phe Thr Thr Thr Asn Thr Ser Thr lie Arg Ala
65 70 75 80

Glu Val Asp Ala His Thr Ser Ala Ala Ala Ser Ala GIy Lys Thr Pro
85 90 95

lle Leu Val Val Tyr Asn, IIe Pro Asn Arg Asp Cys Gly Gly AIa Ser.
100 105 110" ;

Gly Gly Gly Ala Pro Ser His Gly Ala Tyr Arg GIn Trp Val Asp GIn
115 120 125

Phe Ala Ala Gly Leu AIa Gly Arg Pro Ala AIa lle lle Leu Glu Pro-
130 135 140 2

Asp Val Leu Pro lle Met Ser Thr Cys GIn Ser Ala Ser GIn GIn Ala
145 150 155 160

Glu Thr Arg Ala Ser Met Ala Tyr Ala Gly Lys Ala Leu Lys Ala Ala
165 170 175

Ser Ser Gin Ala Lys Val Tyr Phe Asp I.Ie Gly His Ser Ala Trp Leu
180 185 190

Thr Pro Ala Glu Ala Ala Asn Arg Leu Arg Ala Ala Glu Val Ser Thr
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185 200 205

Ser Ala Asp Gly lle.Ala Thr Asn Val Ser Asn Tyr A(g Arg Thr Ala
210 215 220

Asp Glu Val Ala Phe Ala Lys Ala Thr Leu Asn Ala Leu GIy Asp Gly
225 230 235 :.240

Arg Leu Lys Ala Val Val Asp Thr Ser Arg Asn Gly Asn-Gly Pro Leu
245 250 255

Gly Ser Glu Trp Cys Asp Pro Pro Gly Arg Ala lle GIy Thr Pro Ser
260 265 270

Thr Arg Asn Thr Gly Asp Pro Gin lle Asp Ala Phe Leu Trp Val Lys
275 280 285

lle Pro GIy Glu Ala Asp Gly Cys lle Ala GIy ‘Ala Gly Gln Phe VaI
290 295 300

Pro GIn Arg Ala Tyr Asp Met Ala Val Ala Ala Gly Pro AIa Pro Thr
+305 310 315 320

Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Arg VaI Thr Thr Thr Thr Thr
325 330 335

Thr Pro Pro Pro Asn Gly Ala Ala Cys Val VaI Arg HlS Arg Val VaI
340 345 350

" Ser Ser Trp Ser Gly Gly His Thr Gly Glu Val Val lle Glu Asn Arg
355 360 365 o

Gly Pro Ala Leu Gin Asn Trp Thr Leu Glu Phe Ser Ala Pro Gly Val
370 375 380

Ala Val Ser Gin Gly Trp Asn Gly Thr Trp Thr Asp. Leu Gly Asp Thr
385 390 395 400

Val Arg Val Thr Ser Ala Ser Trp Asn Gly Gly Ile Ala Thr Gly Gly
405 410 415

Thr Ala Thr Thr Gly Tyr Ser Ala Ser Phe Ser Gly Gly Thr Pro Pro
420 425 430

Phe Thr Ser Pro Val Leu Asn Gly Thr Ala Cys Ala
435 440

<210> 103

<211> 426

<212> PRT

<213> Nocardiopsis dassonvillei

<400> 103

Met Ser Sér Val Ser Ala Leu Ala Leu Gly Thr Ala Leu LeubAIa Thr
1 5 10 15

Ala Pro Ala Ser Ala Ala Asp Ser Glu Phe Tyr Val Asn Pro Asn Thr
20 25 30

Ser Ala Ala Val Trp Val Glu Glu Asn Pro Asn Asp Pro Arg Ala Asp
35 40 45 o
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Val lle Arg Aép Arg lle Ala Ser Val Ala GIn Ala Thr Trp Phe Thr
50 55 60

Gln Tyr Asn Pro Ala Glu Val Arg Asp Asp Val Asp Ala Val Val Ser
65 70 75 80

“Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Thr Pro lle Leu Val Val Tyr Asn lle
865 90 95

Pro Gly Arg Asp Cys Gly Asn His Ser Gly Gly Gly Ala Pro Ser His
100 105 110

Asp Ala Tyr Arg Ala Trp Val Asp Glu Val Ala Ala Gly Leu Glu Gly
115 120 125

Arg Ser Ala Thr lle Val Leu Giu Pro Asp Ala Leu Pro Leu Val-Ser
130 135 140

Gly Cys Ser Asp Pro Ser Glu Leu Leu Asp Ser Met Ala Tyr Ala G.Iy-
145 150 155 160

Lys Ala Leu Met Glu Gly Ser Ser Glu Ala Arg Val Tyr Phe Asp lle
165 170 175

Gly Asn Ser Ala Trp Leu Asp Pro GIn Glu Ala Ala Gly Leu Leu Asn
- 180 185 190

Gly Ala Asp Val Ala Asn Ser Ala His Gly Val Ala Thr Asn Thr Ser
195 200 205

Asn Tyr Asn Trp Thr His Asp Glu V,aI AIa Phe AIa Glu Ala Val Ile
210 215 220 ' _

Ala Ala Thr Gly Val Pro Gly Leu Gly Ala Val lle Asp Thr Ser Arg
225 230 235 240

Asn Gly Asn Gly Pro Ala Pro GIn Asn Glu Trp Cys Asp Pro Pro Gly
245 250 255

Arg Met lle Gly Arg Pro Ser Thr Thr Asp Thr Gly Asn Pro Leu lle
260 265 270

_Asp Ala Phe lle Trp Thr Lys Leu Pro Gly Glu Ala Asp Gly Cys lie
275 280 285

. Ala Pro Ala Gly (;In Phe Val Pro GIn Ala Ala Tyr Asp Met Ala Val
290 295 300

Asn Ala Pro Glu Tyr Pro Thr Asp Pro Gly Glu Pro Thr Asp Pro Glu
305 310 315 320

Glu Pro Thr Asp Pro Pro Glu Gly Glu Gly Cys Thr Ala Asp Tyr Arg -
325 330 335

Val Val Ser Glu Trp GIy Asn GIy Phe GIn Ala Ala Val Thr Val Thr
340 345 350

Ala Glu Asp Ser Leu Ser Gly Trp Thr Val Thr Trp Thr Tyr Ala Asp
355 360 365

Gly GIn Arg Phe Ser GIn Gly Trp Asn Ala Glu Phe Ser Ser Ser Gly
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370 375 380

Ser Arg Val Thr Ala Ser Asp Leu Gly Trp Asn Gly Thr Leu Ser Ala
385 390 395 400

Gly Gly Ser Thr Glu Phe Gly Phe Thr Gly Thr His Gly Gly Ser Asn
405 410 415

Gly Val Pro Glu Val Thr Cys Ser Ala Ala
420 425

<210> 104
<211> 286
<212> PRT
<213> Termobifida fusca
<400> 104

Asn Asp Ser Pro Phe Tyr Val Asn Pro Asn Met Ser Ser Ala Glu Trp
1 5 10 15

Val Arg Asn Asn Pro Asn Asp Pro Arg Thr Pro Val lle Arg Asp Arg
20 25 30

lle Ala Ser Val Pro Gin Gly Thr Trp Phe Ala His His Asn Pro Gly
35. 40 45

GIn lie Thr Gly Gin Val Asp Ala Leu Met Ser Ala Ala Gin Ala Ala
50 55 60

Gly Lys lle Pro lle Leu Val Val Ser Asn Ala Pro GIy Arg Asp Cys
65 70 75 80

Gly Asn His Ser Ser Gly Gly Ala Pro Ser His Ser Ala Tyr Arg Ser
85 90 95

Trp lle Asp Glu Phe Ala Ala Gly Leu Lys Asn Arg Pro Ala Tyr lle
100 105 110

lle Val Glu Pro Asp Leu lle Ser Leu Met Ser Ser Cys Met Gin His
115 120 125

Val GIn GIn Giu Val Leu Glu Thr Met Ala Tyr Ala Gly Lys AIa Leu
130 135 140 '

Lys Ala Gly Ser ber Gin Ala Arg IIe Tyr Phe Asp Ala Gly His Ser
145 150 155 ' 160

Ala Trp His Ser Pro Ala Gln Met Ala Ser Tfp Leu GIn GIn Ala Asp
165 170 175 ' _

lle Ser Asn Ser Ala His Gly lle Ala Thr Asn Thr Ser Asn Tyr Arg
180 185 190

Trp Thr Ala Asp Glu Val Ala Tyr Ala Lys Ala Val Leu Ser Ala lle
195 200 205

Gly Asn Pro Ser Leu Arg Ala Val lle Asp Thr Ser Arg Asn GIy Asn
210 215 220 -

Gly Pro Ala Gly Asn Glu Trp Cys Asp Pro Ser Gly Arg Ala lie Gly
225 230 235 240
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Thr Pro Ser Thr Thr Asn Thr Gly Asp Pro Met lle Asp Ala Phe Leu
245 250 255

Trp lle Lys Leu Pro Gly Glu Ala Asp Gly Cys lle Ala Gly AIaFGIy
260 265 270

GIn Phe Val Pro Gin Ala Ala Tyr Glu Met Alé lle Ala Ala’
275 280 285

<210> 105
<211> 448
<212> PRT
<213> Micromonospora sp. ATCC 39149
<400> 105

Met Ala Ala Ser Ala Leu Thr Ala Ala VaI Ala Val Ser lie Leu Gly
1 5 10 15

Gly Thr Pro Ala Ser Ala Ala Asp Ser AIa Phe Tyr Val Asp Pro GIn
20 25 30

Ala Ser Ala Alé Arg Trp Val Ala Ala Asn Pro Gly Asp Trp Arg Ala
35 40 45

Ala Val lie Arg Asp Arg lle Ala Ala Val Pro Gln Gly Arg Trp Phe
50 55 60

Thr Thr Thr Asn Thr Ser Thr Val Arg Ser Glu Val Asp Gin Phe Val
65 70 75 80

Gly Ala Ala Ala Ala Ala Gly Lys Val Pro lle Met Val Val Tyr Asn
856 90 95

lle Pro Asn Arg Asp Cys Ser Gly Ala Ser Gly Gly Gly Ala Pro Ser
100 105 110

His Thr Ala Tyr Arg GIn Trp Val Asp Gin Val Ala Ala Gly Leu Ala
115 120 125

Gly Arg Pro Ala Thr lle Val Leu Glu Pro Asp Val Leu Pro lle Met
130 135 140

"Thr Asn Cys Gin Asn Ala Ser GIn GIn Ala Glu Thr Arg Ala Ser Met
145 150 155 160

Ala Tyr Ala Gly Lys Lys LeuLys Ser Gly Ser Ala GIn Ala Lys Val
165 170 175

Tyr Phe Asp Ala Gly Asn Ser AlavTrp Leu Ala Pro Ala Glu lle Ala
180 185 190

Ser Arg Leu Asn Gly Ala Asp lle Ala Asn Ser Ala Asp Gly lle Ser
1956 200 205

Leu Asn Val Ser Asn Tyr Arg Thr Thr Ala Glu Ser Val Ser“Tyr Ala
210 215 220

Lys GIn Val lle Ala Ala Thr Gly Val Ser Arg Leu Lys Ala VaI lle
225 230 235 240
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Asp Thr Ser Arg'Asn Gly Asn Gly Pro Leu Gly Ser Glu Trp Cys Asp
245 250 255 '

Pro Pro Gly Arg Ala lle Gly Thr Pro Ser Thr Thr Ala Thr Gly Asp
260 265 270

Ser Ala lle Ala Ala Tyr Leu Trp Val Lys Leu Pro G'Iy Glu Ala Asp
275 280 285 ‘

Gly Cys lie Ala Pro Ala Gly Gin Phe Val Pro Gln Arg Ala Tyr Asp
290 295 300

Leu Ala lle Ala Ala Gly.Pro Val Pro Thr Thr Ala Pro Pro Thr Thr
305 310 315 320

Ala Pro Pro Thr 'gThf Ala Pro Pro Thr Thr Ala Pro Pro Thr Thr Ala
325 330 '335

Pro Pro Thr Thr Pro Pro Asn Gly Ala Cys Lys VaI Thr Phe Thr Pro
340 345 350

Asn Thr Trp Ser GIy Gly Phe Thr Ala Glu Leu Arg Val Thr Asn Gly
355 360 365

Gly Ser Ala Leu Asn Gly Trp Ser Leu Ser Phe Gly Phe G|y Ser Gly
370 375 380

Ser Gly Val Arg Leu Thr Ser Gly Trp Asn Gly Glu Trp Ser Gln Asn
385 390 395 400 ‘

Gly Asp Val Phe Leu Val Arg Asn Ala Ala Trp Asn Gly Asn Leu Pro
405 410 415 ‘

Ala Gly Gly Thr Leu Ser Val Gly Phe GIn GIy Thr Phe Ser GIy Ala
420 425 430

Ser Leu Pro Thr Ala Val Gly Phe Thr Leu Asn Gly Ser Arg Cys Asn
435 440 445

<210> 106
<211> 456
<212> PRT
<213> Termobispora bispora
<400> 106

Met Ser Arg lle Arg Arg Phe Leu Ala Thr Ala Leu Ala Ala Ala Thr
1 5 10 15

Ala Gly Val GIy Ala lle Val Thr Ala IIe Ala Ser Ala Gly Pro Ala
20 25 30

His Ala Tyr Asp Ser Pro Phe Tyr Val Asp Pro GIn Ser Asn Ala Ala
35 40 45

Lys Trp Val Ala Ala ‘Asn Pro Asn Asp Pro Arg Thr Pro Val lle Arg
50 55 60

Asp Arg lle Ala Ala Val Pro Thr Gly Arg Trp Phe Ala Asn Tyr Asn
65 70 75 80

Pro Ser Thr Val Arg Ala Glu Val Asp Ala Tyr Val Gly Ala Ala Ala
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865 90 95

Ala Ala Gly Lys lie Pro lle Met Val Val Tyr Ala Met Pro Asn Arg
100 105 110

Asp Cys Gly Gly Pro Ser Ala Gly Gly Ala Pro Asn His Thr Ala Tyr
115 120 125

Arg Ala Trp tle Asp Glu lle AIa Ala Gly Leu Arg Asn Arg Pro Ala
130 135 140

Val lle lle Leu Glu Pro Asp Ala Leu Proille Met Thr Asn Cys Met
145 150 155 160

Ser Pro Ser Glu GIn Ala Glu Val GIn Ala Ser Ala Val Gly Ala Gly
165 170 175

Lys Lys Phe Lys Ala Ala Ser Ser Gin Ala Lys Val Tyr Phe Asp AIa
180 185 190

- Gly His Asp Ala Trp Val Pro Ala Asp Glu Met Ala Ser Arg Leu Arg
195 200 205 -

Gly Ala'Asp lle Ala Asn Ser Ala Asp Gly lle Ala Leu Asn Val Ser
210 215 220

Asn Tyr Arg Tyr Thr Ser Gly Leu lle Ser Tyr Ala Lys Ser Val Leu
225 230 235 240

Ser Ala lle Gly Ala Ser His Leu Arg Ala Val lle Asp Thr Ser Arg
245 250 255

Asn Gly Asn Gly Pro Leu Gly Ser Glu Trp Cys Asp Pro Pro Gly Arg
260 265 270

Ala Thr Gly Thr Trp Ser Thr Thr Asp Thr Gly Asp Pro Ala lle Asp
275 280 235

Ala Phe Leu Trp lle Lys Pro Pro Gly Glu Ala Asp Gly Cys lle Ala
290 295 300

Thr Pro Gly Val Phe Val Pro Asp Arg Ala Tyr Glu Leu Ala Met Asn
305 310 315 - 320

Ala Ala Pro Pro Thr Tyr Ser Pro Ser Pro Thr Pro Ser Thr Pro Ser
325 330 335

Pro Ser Pro Ser GIn Ser Asp Pro Gly Ser Pro Ser Pro Ser Pro Ser
340 345 350

GIn Pro Pro Ala Gly Arg Ala Cys Glu Ala Thr Tyr Ala Leu Val Asn>
3556 360 365 '

GIn Trp Pro Gly Gly Phe Gln Ala Glu Val Thr Val Lys Asn Thr GIy
370 375 380

Ser Ser Pro lle Asn Gly Trp Thr Val Gin Trp Thr Leu Pro Ser Gly
385 390 395 400

Glin Ser lle Thr Gin Leu Trp Asn Gly Asp Leu Ser Thr Ser Gly Ser
405 410 415
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Asn Val Thr Val Arg Asn Val Ser Trp Asn Gly Asn Val Pro Ala Gly
420 425 430

Gly Ser Thr Ser Phe Gly Phe Leu Gly Ser Gly Thr Gly GIn Leu Ser.
435 440 445

Ser Ser lle Thr Cys Ser Ala Ser
450 455

<210> 107

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ;
<223> Secuencia _de consenso

<220> )

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (3)..(3) '

<223> XaaesA , GoC

<400> 107

Gly Glu Xaa Asg Gly
1 6
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