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DESCRIPCION

Diagnostico y tratamiento de deficiencia multiple de sulfatasas y otras usando una enzima generadora de
formilglicina (FGE)

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a usos médicos para el tratamiento de deficiencia multiple de sulfatasas (MSD) y
otras deficiencias de sulfatasas, ademas de a métodos de diagndstico o prondstico de tales deficiencias.

Antecedentes de lainvencion

Las sulfatasas son miembros de una familia de genes altamente conservada, que comparten una amplia homologia
de secuencia (Franco, B., et al., Cell, 1995, 81:15-25; Parenti, G., et al., Curr. Opin. Gen. Dev., 1997, 7:386-391), un
alto grado de similitud estructural (Bond, C.S., et al., Structure, 1997, 5:277-289; Lukatela, G., et al., Biochemistry,
1998, 37:3654-64) y una modificacion postraduccional Unica que es esencial para la escision del éster de sulfato
(Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278; Selmer, T., et al., Eur. J. Biochem., 1996, 238:341-345). La modificacion
postraduccional implica la oxidacion de un residuo conservado de cisteina (en eucariotas) o serina (en determinados
procariotas), en Cg, proporcionando L-Cq-formilglicina (también conocida como FGly; &cido 2-amino-3-
oxopropanoico) en el que un grupo aldehido sustituye al grupo tiometilo de la cadena lateral. El aldehido es una
parte esencial del sitio catalitico de la sulfatasa y probablemente actia como hidrato de aldehido. Uno de los grupos
hidroxilo geminales acepta el sulfato durante la escision del éster de sulfato conduciendo a la formacion de un
producto intermedio de enzima covalentemente sulfatada. El otro hidroxilo se requiere para la eliminacién posterior
del sulfato y regeneracion del grupo aldehido. Esta modificacion se produce en el reticulo endoplasmico durante, o
poco después de, la importacion del polipéptido de sulfatasa naciente y se dirige por una secuencia lineal corta que
rodea al residuo de cisteina (o serina) que va a modificarse. Esta secuencia altamente conservada es el hexapéptido
L/V-C(S)-X-P-S-R (SEC ID Ne°: 32), presente en la region del extremo N de todas las sulfatasas eucariotas y lo mas
frecuentemente lleva un grupo hidroxilo o tiol en el residuo X (Dierks, T., et al., Proc. Natl. Acad Sci. U. S. A, 1997,
94:11963-11968).

El documento WO 01/60991 trata proteinas cinasas humanas (PKIN) y polinucleétidos que identifican y codifican
PKIN. También trata vectores de expresion adecuados, células huésped, anticuerpos, agonistas y antagonistas,
ademas de métodos de diagnéstico, tratamiento o prevencion de trastornos asociados a expresion aberrante de
PKIN.

Fey et al. (J. Biol. Chem., 276, No 50, 47021-47028 [2001]) trata la caracterizacion de la formacién postraduccional
de formilglicina por componentes luminales del reticulo endoplasmico.

Dierks et al. (PNAS, 94, 11963-11968 [1997]) trata la conversion de cisteina en formilglicina y la modificacion de
proteinas en sulfatasas eucariotas.

Dierks et al. (EMBO Journal, 18, No 8, 2084-2091 [1999)]) trata los determinantes de secuencia que dirigen la
conversion de cisteina en formilglicina en sulfatasas eucariotas.

Hasta la fecha se han identificado trece genes de sulfatasa en seres humanos. Codifican enzimas con diferente
especificidad de sustrato y localizacion subcelular tales como lisosomas, aparato de Golgi y RE. Cuatro de esos
genes, ARSC, ARSD, ARSE y ARSF, que codifican arilsulfatasa C, D, E y F, respectivamente, estan localizados
dentro de la misma region cromosomica (Xp22.3). Comparten una similitud de secuencia significativa y una
organizacion gendmica casi idéntica, que indica que surgen de eventos de duplicacion que se produjeron
recientemente durante la evolucion (Franco B, et al., Cell, 1995, 81:15-25; Meroni G, et al., Hum Mol Genet, 1996,
5:423-31).

La importancia de las sulfatasas en el metabolismo humano se enfatiza por la identificacion de al menos ocho
enfermedades monogénicas humanas provocadas por la deficiencia de actividades de sulfatasa individuales. La
mayoria de estas afecciones son trastornos de almacenamiento lisosémico en los que las consecuencias fenotipicas
se derivan del tipo y la distribucion tisular del material almacenado. Entre ellos hay cinco tipos diferentes de
mucopolisacaridosis (tipos IlIA, 1D, IVA y VI de MPS) debido a deficiencias de sulfatasas que actian sobre el
catabolismo de glicosaminoglicanos (Neufeld y Muenzer, 2001, The mucopolysaccharidoses, en The Metabolic and
Molecular Bases of Inherited Disease, C.R. Scriver, A.L. Beaudet, W.S. Sly, D. Valle, B. Childs, K.W. Kinzler y B.
Vogelstein, eds. Nueva York: Me Graw-Hill, pags. 3421-3452) y leucodistrofia metacromatica (MLD), que se
caracteriza por el almacenamiento de sulfolipidos en los sistemas nerviosos central y periférico conduciendo a
deterioro neurolégico grave y progresivo. Dos enfermedades humanas adicionales estan provocadas por deficiencias
de sulfatasas no liposémicas. Incluyen ictiosis ligada al cromosoma X, un trastorno cutaneo debido a deficiencia de
sulfatasa esteroidea (STS/ARSC), y condrodisplasia punctata, un trastorno que afecta al hueso y cartilago debido a
deficiencia de arilsulfatasa E (ARSE). Las sulfatasas también participan en sindromes de malformacion humanos
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inducidos por farmacos, tales como embriopatia por warfarina, provocada por la inhibiciéon de la actividad ARSE
debido a la exposicion in utero a warfarina durante el embarazo.

En un trastorno monogénico humano intrigante, la deficiencia multiple de sulfatasas (MSD), todas las actividades de
sulfatasa son defectuosas simultaneamente. Por consiguiente, el fenotipo de esta enfermedad multisistémica grave
combina las caracteristicas observadas en deficiencias de sulfatasas individuales. Las células de pacientes con MSD
son deficientes en actividades de sulfatasa incluso tras la transfeccion con ADNc que codifican sulfatasas humanas,
sugiriendo la presencia de un mecanismo comun requerido para la actividad de todas las sulfatasas (Rommerskirch
y von Figura, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1992, 89:2561-2565). Se encontré que la modificaciéon postraduccional de
sulfatasas era defectuosa en un paciente con MSD, sugiriendo que este trastorno esta provocado por una mutacién
en un gen, 0 genes, que participan en la maquinaria de conversion de cisteina en formilglicina (Schmidt, B., et al.,
Cell, 1995, 82:271-278). A pesar del intenso interés biolégico y médico, los esfuerzos dirigidos a la identificacion de
este/estos gen(es) se han visto dificultados por la rareza de pacientes con MSD y la consiguiente falta de casos
familiares adecuados para realizar un mapeo genético.

Resumen de lainvencidn

La presente invencién proporciona usos médicos para el tratamiento de deficiencia mdltiple de sulfatasas (MIM
272200) y otras deficiencias de sulfatasas como se expone en las reivindicaciones 1 a 12 y 15, ademas de métodos
de diagnéstico o prondstico como se exponen en las reivindicaciones 13 y 14.

Los presentes inventores han identificado un gen que codifica la enzima generadora de formilglicina (FGE), una
enzima responsable de la modificaciéon postraduccional Unica que se produce en sulfatasas que es esencial para la
funcién sulfatasa (formacién de L-Cq-formilglicina; también conocida como FGly y/o acido 2-amino-3-oxopropanoico).
Se ha descubierto, inesperadamente, que mutaciones en el gen de FGE conducen al desarrollo de deficiencia
multiple de sulfatasas (MSD) en sujetos. También se ha descubierto, inesperadamente, que la FGE potencia la
actividad de sulfatasas, incluyendo, pero sin limitarse a, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-
sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D,
arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6. En vista de
estos descubrimientos, las moléculas de la presente invencion pueden usarse en el diagndstico y tratamiento de
deficiencia multiple de sulfatasas, asi como otras deficiencias de sulfatasa.

Breve descripcién de las secuencias

SEC ID N°; 1 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de FGE humana.

SEC ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de FGE humana (SEC
ID Ne: 1).

SEC ID N°: 3 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de FGE humana que codifica el polipéptido de SEC ID N°: 2
(es decir, nucledtidos 20-1141 de SEC ID N°: 1).

SEC ID N°; 4 es la secuencia de nucleétidos con N° de acceso de GenBank AK075459.

SEC ID N°: 5 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de SEC ID N°: 4, un producto de
proteina sin nombre que tiene el N° de acceso de GenBank BAC11634.

SEC ID N°: 6 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de iduronato 2-sulfatasa humana (N° de acceso de GenBank
M58342).

SEC ID N° 7 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de iduronato 2-
sulfatasa humana (SEC ID N°: 6).

SEC ID NO: 8 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de sulfamidasa humana (N° de acceso de GenBank U30894).

SEC ID N°; 9 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de sulfamidasa humana
(SEC ID N°: 8).

SEC ID N 10 es la secuencia de nuclettidos del ADNc de N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa humana (N° de acceso
de GenBank U06088).

SEC ID N° 11 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa humana (SEC ID N°: 10).

SEC ID Ne: 12 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de N-acetilglucosamina 6-sulfatasa humana (N° de acceso
de GenBank 212173).
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SEC ID N° 13 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa humana (SEC ID N°: 12).

SEC ID N°: 14 es la secuencia de
X52151).

SEC ID N°: 15 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 14).

SEC ID N°: 16 es la secuencia de
J05225).

SEC ID N°: 17 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 16).

SEC ID N°: 18 es la secuencia de
J04964).

SEC ID N°: 19 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 18).

SEC ID N°: 20 es la secuencia de
X83572).

SEC ID N°: 21 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 20).

SEC ID N°: 22 es la secuencia de
X83573).

SEC ID N°: 23 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 22).

SEC ID N°: 24 es la secuencia de
X97868).

SEC ID N°: 25 es la secuencia de
humana (SEC ID N°: 24).

SEC ID N°: 26 es la secuencia de
BC012375).

nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa A humana (N° de acceso de GenBank

aminoécidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa A

nucleotidos del ADNc de arilsulfatasa B humana (N° de acceso de GenBank

aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa B

nucledtidos del ADNc de arilsulfatasa C humana (N° de acceso de GenBank

aminodcidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa C

nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa D humana (N° de acceso de GenBank

aminodcidos predicha del producto de traduccion de ADNc de arilsulfatasa D

nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa E humana (N° de acceso de GenBank

aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa E

nucleotidos del ADNc de arilsulfatasa F humana (N° de acceso de GenBank

aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa F

nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa G humana (N° de acceso de GenBank

SEC ID N9 27 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccion de la arilsulfatasa G humana

(SEO ID NO: 26).

SEC ID NO: 28 es la secuencia de nucle6tidos del ADNc de HSulf-1 (N° de acceso de GenBank AY101175).

SEC ID N°: 29 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-1 (SEC ID Ne°:

28).

SEC ID N°: 30 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-2 (N° de acceso de GenBank AY101176).

SEC ID Ne: 31 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de HSulf-2 (SEC ID Ne°:

30).

SEC ID N°: 32 es el hexapéptido altamente conservado L/V-FGly-X-P-S-R presente en sulfatasas.

SEC ID N° 33 es un sustrato de formacion de FGly sintético; su secuencia primaria se deriva de arilsulfatasa A

humana.

SEC ID NO: 34 es el oligopéptido reorganizado al azar PVSLPTRSCAALLTGR.

SEC ID Ne: 35 es el oligopéptido Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR.

SEC ID N°: 36 es un cebador especifico para FGE humana 1199nc.
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SEC ID N°: 37 es un cebador directo especifico para FGE humana 1c.

SEC ID N°: 38 es un cebador inverso especifico para FGE humana 1182c.

SEC ID N°: 39 es un cebador especifico para 5'-FGE humana que contiene un sitio de EcoRI.

SEC ID N°: 40 es un cebador especifico para HA.

SEC ID N°: 41 es un cebador especifico para c-myc.

SEC ID N°: 42 es un cebador especifico para RGS-Hiss.

SEC ID NO: 43 es un oligopéptido triptico SQNTPDSSASNLGFR de una preparacion de FGE humana.
SEC ID N°: 44 es un oligopéptido triptico MVPIPAGVFTMGTDDPQIK de una preparacion de FGE humana.
SEC ID N°: 45 es la secuencia de nucleétidos del paralogo de FGE2 humana (GenBank Gl: 24308053).

SEC ID N°; 46 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del paralogo de FGE2 humana
(SEC ID N°: 45).

SEC ID NO: 47 es la secuencia de nucleétidos del pardlogo de FGE de ratén (GenBank Gl: 26344956).

SEC ID N°: 48 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccién del pardlogo de FGE de ratdn
(SEC ID N°: 47).

SEC ID N°: 49 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de ratén (GenBank Gl: 22122361).

SEC ID N°: 50 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de raton
(SEC ID N°: 49).

SEC ID N°: 51 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de mosca de la fruta (GenBank GI: 20130397).

SEC ID N° 52 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de mosca
de la fruta (SEC ID N°: 51).

SEC ID N°: 53 es la secuencia de nucle6tidos del ortélogo de FGE de mosquito (GenBank Gl: 21289310).

SEC ID N°: 54 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccion del ortlogo de FGE de mosquito
(SEC ID Ne: 53).

SEC ID N°: 55 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de S. coelicolor estrechamente relacionado
(GenBank Gl: 21225812).

SEC ID N° 56 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de S.
coelicolor (SEC ID N°: 55).

SEC ID N°: 57 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de C. efficiens estrechamente relacionado
(GenBank GI: 25028125).

SEC ID N°: 58 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de C.
efficiens (SEC ID N°: 57).

SEC ID NO: 59 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de N. aromaticivorans (GenBank Gl: 23108562).

SEC ID N° 60 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de N.
aromaticivorans (SEC ID N°: 59).

SEC ID Ne: 61 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de M. loti (GenBank Gl: 13474559).

SEC ID Ne°: 62 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de M. loti
(SEC ID N°: 61).

SEC ID N°: 63 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de B. fungorum (GenBank Gl: 22988809).
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SEC ID N°: 64 es la secuencia de amino&cidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de B.
fungorum (SEC ID N°: 63).

SEC ID N°: 65 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de S. meliloti (GenBank Gl: 16264068).

SEC ID N°: 66 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de S.
meliloti (SEC ID N°: 65).

SEC ID N°: 67 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de Microscilla sp. (GenBank GI: 14518334).

SEC ID N° 68 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de
Microscilla sp. (SEC ID N°: 67).

SEC ID N°: 69 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de P. putida KT2440 (GenBank Gl: 26990068).

SEC ID N°: 70 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de P. putida
KT2440 (SEC ID Ne°: 69).

SEC ID Ne: 71 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de R. metallidurans (GenBank Gl: 22975289).

SEC ID N°: 72 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de R.
metallidurans (SEC ID Ne°: 71).

SEC ID N°: 73 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de P. marinus (GenBank Gl: 23132010).

SEC ID N°: 74 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de P.
marinus (SEC ID Ne°: 73).

SEC ID NO: 75 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de C. crescentus CB15 (GenBank Gl: 16125425).

SEC ID N°: 76 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traducciéon del ortélogo de FGE de C.
crescentus CB 15 (SEC ID N°: 75).

SEC ID N°: 77 es la secuencia de nuclettidos del ortdlogo de FGE de M. tuberculosis Ht37Rv (GenBank Gl:
15607852).

SEC ID N°: 78 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de M.
tuberculosis Ht37Rv (SEC ID Ne°: 77).

SEC ID N°: 79 es el heptapéptido altamente conservado presente en el subdominio 3 de paralogos y ortélogos de
FGE.

SEC ID N°: 80 es la secuencia de nucleédtidos del fragmento EST ortdlogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: CA379852.

SEC ID N°: 81 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: Al721440.

SEC ID N°: 82 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: BJ505402.

SEC ID N°: 83 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortdlogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: BJ054666.

SEC ID N°: 84 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: AL892419.

SEC ID N°: 85 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: CA064079.

SEC ID N°: 86 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ort6logo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: BF189614.

SEC ID N°: 87 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene N° de acceso de
GenBank: AV609121.
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SEC ID N°; 88 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-3.

SEC ID N 89 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-3 (SEC ID Ne°:
88).

SEC ID N°; 90 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-4.

SEC ID N°: 91 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de HSulf-4 (SEC ID Ne°:
90).

SEC ID N°; 92 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-5.

SEC ID N°: 93 es la secuencia de aminoéacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de HSulf-5 (SEC ID Ne°:
92).

SEC ID N°: 94 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-6.

SEC ID N°: 95 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-6 (SEC ID Ne°:
94).

Breve descripcién de los dibujos

Fig. 1: Un esquema de espectro de masas MALDI-TOF de P23 tras la incubacion en ausencia (A) o presencia
(B) de un extracto soluble de microsomas de testiculos bovinos.

Fig. 2: Un arbol filogenético derivado de un alineamiento de FGE humana y 21 proteinas de la semilla DUF323
en PFAM.

Fig. 3: Organizacion del locus del gen de FGE humana y murina. Los exones se muestran a escala como
recuadros y recuadros claros (locus murino). Los numeros encima de las lineas de intrén indican el tamafio de
los intrones en kilobases.

Fig. 4: Diagrama que muestra un mapa de plasmido pXMG.1.3 de expresion de FGE.

Fig. 5: Grafico de barras que representa actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F
transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresion de FGE.

Fig. 6: Grafico de barras que representa actividad especifica N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F
transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresion de FGE.

Fig. 7: Gréfico de barras que representa la produccion de N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F
transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresion de FGE.

Fig. 8: Gréfico que representa actividad iduronato 2-sulfatasa en células 3006 transfectadas de manera
transitoria con plasmido de expresion de FGE.

Fig. 9: Representa un kit que incluye caracteristicas de la presente invencion.

Descripciéon detallada de la invencién

La invencion se explica en las reivindicaciones 1 a 15. Se ha descubierto el gen que codifica enzima generadora de
formilglicina (FGE), una enzima responsable de la modificacion postraduccional Gnica que se produce en sulfatasas
gue es esencial para la funcién de sulfatasa: la formacion de L-Cq-formilglicina (también conocida como FGly y/o
acido 2-amino-3-oxopropanoico). Se ha descubierto, inesperadamente, que mutaciones en el gen de FGE conducen
al desarrollo de deficiencia mdltiple de sulfatasas (MSD) en sujetos. También se ha descubierto, inesperadamente,
que la FGE potencia la actividad de sulfatasas, incluyendo, pero sin limitarse a, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa,
N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C,
arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6, y
sulfatasas descritas en las solicitudes provisionales de EE.UU. con numeros de publicacion 20030073118,
20030147875, 20030148920, 20030162279 y 20030166283.

“Actividad de generacion de Cy-formilglicina” se refiere a la capacidad de una molécula para formar, o potenciar, la
formacion de FGly en un sustrato. El sustrato puede ser una sulfatasa como se describe en otra parte en el presente
documento, o un oligopéptido sintético (véase, por ejemplo, SEC ID N° 33, y los ejemplos). El sustrato contiene
preferiblemente el hexapéptido conservado de SEC ID N°: 32 [L/V-C(S)-X-P-S-R]. Métodos de ensayo de la
formacion de FGly son como se describen en la técnica (véase, por ejemplo, Dierks, T., et al., Proc. Natl. Acad Sci.
U.S.A,, 1997, 94:11963-11968), y en otra parte en el presente documento (véanse, por ejemplo, los ejemplos). Una
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“molécula”, como se usa en el presente documento, engloba tanto “acidos nucleicos” como “polipéptidos”. Las
moléculas de FGE son capaces de formar, o potenciar/aumentar, la formacién de FGly tanto in vivo como in vitro.

La “potenciacion (o “aumento”)” de la actividad de generacion de C,-formilglicina, como se usa en el presente
documento, se refiere normalmente a una expresién aumentada de FGE y/o su polipéptido codificado. La expresion
aumentada se refiere a aumentar (es decir, hasta un grado detectable) la replicacion, transcripcion y/o traduccion de
cualquiera de los acidos nucleicos (acidos nucleicos de FGE como se describen en otra parte en el presente
documento), ya que la regulacion por incremento de cualquiera de estos procesos produce un aumento de la
concentracion/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico). La potenciaciéon (o aumento) de la
actividad de generacion de C,-formilglicina también se refiere a prevenir o inhibir la degradacion de FGE (por
ejemplo, mediante el aumento de la ubiquitinizacion), regulacién por disminucién, etc., produciendo, por ejemplo, una
ty, (semivida) de molécula de FGE estable o aumentada en comparacién con un control. La regulacion por
disminucion o expresion reducida se refiere a la expresion reducida de un gen y/o su polipéptido codificado. La
regulacion por incremento o regulacion por disminucién de la expresion génica puede determinarse directamente
detectando un aumento o disminucién, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen (por ejemplo, FGE), o el
nivel de expresion de proteina del polipéptido codificado por el gen, usando cualquier medio adecuado conocido en
la técnica, tal como hibridacion de acido nucleico o métodos de deteccidén con anticuerpos, respectivamente, y en
comparacién con controles. La regulacion por incremento o regulacion por disminucion de la expresion del gen de
FGE también puede determinarse indirectamente detectando un cambio en la actividad de generacion de Cq-
formilglicina.

“Expresién”, como se usa en el presente documento, se refiere a expresion de acido nucleico y/o polipéptido, asi
como a actividad de la molécula de polipéptido (por ejemplo, actividad de generacién de Cg-formilglicina de la
molécula).

Como se usa en el presente documento, un sujeto es un mamifero o un mamifero no humano. En todas las
realizaciones se prefieren FGE humana y sujetos humanos.

Como se usa en el presente documento con respecto a acidos nucleicos, el término “aislado” significa: (i) amplificado
in vitro mediante, por ejemplo, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR); (ii) producido de manera recombinante
mediante clonacion; (iii) purificado, como mediante escision y separacion en gel; o (iv) sintetizado mediante, por
ejemplo, sintesis quimica. Un acido nucleico aislado es uno que se manipula facilmente mediante técnicas de ADN
recombinante bien conocidas en la técnica. Por tanto, una secuencia de nucleétidos contenida en un vector en el
gue se conocen sitios de restriccion en 5'y 3' 0 para la que se han divulgado secuencias de cebadores para reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) se considera aislada, pero una secuencia de acido nucleico que existe en su
estado nativo en su huésped natural no. Un &cido nucleico aislado puede estar sustancialmente purificado, pero no
necesita estarlo. Por ejemplo, un acido nucleico que esta aislado dentro de un vector de clonacion o expresion no es
puro porque puede comprender solo un diminuto porcentaje del material en la célula en la que reside. Sin embargo,
un &cido nucleico de este tipo esta aislado, como se usa el término en el presente documento, porque se manipula
facilmente mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento con respecto a polipéptidos, el término “aislado” significa separado de su
entorno nativo en una forma suficientemente pura de modo que puede manipularse o usarse para uno cualquiera de
los fines de la invencién descrita en el presente documento. Por tanto, aislado significa suficientemente puro para
usarse (i) para preparar y/o aislar anticuerpos, (ii) como reactivo en un ensayo, (iii) para secuenciar, (iv) como
producto terapéutico, etc.

Segun la invencién, moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un polipéptido de FGE que tiene actividad de
generacién de Cg-formilglicina incluyen: (a) moléculas de &cido nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas
con una molécula que consiste en un acido nucleico de SEC ID N°: 1 y que codifican un polipéptido de FGE que
tiene actividad de generacién de Cq-formilglicina, (b) deleciones, adiciones y sustituciones de (a) que codifican un
polipéptido de FGE respectivo que tiene actividad de generacion de Cq-formilglicina, (c) moléculas de acido nucleico
gue se diferencian de las moléculas de acido nucleico de (a) o (b) en secuencia de codon debido a la degeneracion
del codigo genético, y (d) complementos de (a), (b) o (c). “Complementos”, como se usa en el presente documento,
incluye “cadenas complementarias de longitud completa o cadenas complementarias al 100 % de (a), (b) o (c)".

Pueden proporcionarse homoélogos y alelos de los acidos nucleicos de FGE descritos en el presente documento que
también tienen actividad de generacion de Cs-formilglicina. Los homologos, como se describen en el presente
documento, incluyen las moléculas identificadas en otra parte en el presente documento (véanse, por ejemplo, SEC
ID N°: 4, 5, 45-78 y 80-87), es decir, ortdlogos y paralogos. Pueden identificarse homélogos adicionales siguiendo
las ensefianzas de la presente invencion, asi como mediante técnicas convencionales. Como los homdlogos de FGE
descritos en el presente documento comparten todos actividad de generacion de Cq-formilglicina, pueden usarse de
manera intercambiable con la molécula de FGE humana en todos los aspectos de la invencion.

En general, los homélogos y alelos compartiran normalmente al menos el 40 % de identidad de nucleétidos y/o al
menos el 50 % de identidad de aminoacidos con SEC ID N°: 1 y SEC ID N°: 2, respectivamente, en algunos casos
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compartirdn al menos el 50 % de identidad de nucle6tidos y/o al menos el 65 % de identidad de amino&cidos y en
todavia otros casos compartiran al menos el 60 % de identidad de nucle6tidos y/o al menos el 75 % de identidad de
aminoécidos. En casos adicionales, los homdlogos y alelos compartiran normalmente al menos el 90 %, el 95 %, o
incluso el 99 % de identidad de nucledtidos y/o al menos el 95 %, el 98 %, o incluso el 99 % de identidad de
aminoacidos con SEC ID N° 1 y SEC ID N°: 2, respectivamente. La homologia puede calcularse usando diversas
herramientas de software disponibles para el publico desarrolladas por NCBI (Bethesda, Maryland). Herramientas a
modo de ejemplo incluyen el algoritmo heuristico de Altschul SF, et al., (J Mol Biol, 1990, 215: 403-410), también
conocido como BLAST. Pueden obtenerse alineamientos por emparejamiento y de ClustalW (configuracion de matriz
BLOSUMS30), asi como analisis hidropéatico de Kyte-Doolittle usando herramientas publicas (EMBL, Heidelberg,
Alemania) y comerciales (por ejemplo, el software de analisis de secuencias MacVector de Oxford Molecular
Group/enetics Computer Group, Madison, WI). También pueden usarse los complementos de Watson-Crick de los
acidos nucleicos anteriores.

En el cribado de genes relacionados con FGE, tales como homélogos y alelos de FGE, puede realizarse una
transferencia Southern usando las condiciones anteriores, junto con una sonda radiactiva. Después de lavar la
membrana a la que se transfiere finalmente el ADN, puede colocarse la membrana contra una pelicula de rayos X o
una placa de sistema de deteccién y cuantificacion de la radiactividad para detectar la sefial radiactiva.

Dadas las ensefianzas en el presente documento de un clon de ADNc de FGE humana de longitud completa,
pueden aislarse otras secuencias de mamifero tales como el clon de ADNc de raton correspondiente al gen de FGE
humana a partir de una biblioteca de ADNc, usando técnicas de hibridacion de colonias convencionales.

Pueden proporcionarse acidos nucleicos degenerados que incluyen codones alternativos a los presentes en los
materiales nativos. Por ejemplo, se codifican residuos de serina por los codones TCA, AGT, TCC, TCG, TCT y AGC.
Por tanto, serd evidente para un experto en la materia que puede emplearse cualquiera de los tripletes de
nucledtidos que codifican serina para dirigir el aparato de sintesis de proteinas, in vitro o in vivo, para incorporar un
residuo de serina en un polipéptido de FGE que esta alargandose. Similarmente, tripletes de secuencias de
nucledtidos que codifican otros residuos de aminoéacido incluyen, pero no se limitan a: CCA, CCC, CCG y CCT
(codones de prolina); CGA, CGC, CGG, CGT, AGA y AGG (codones de arginina); ACA, ACC, ACG y ACT (codones
de treonina); AAC y AAT (codones de asparagina); y ATA, ATC y ATT (codones de isoleucina). Otros residuos de
aminoacido pueden codificarse similarmente por mdltiples secuencias de nucleétidos. Por tanto, pueden usarse
acidos nucleicos que se diferencian de los acidos nucleicos biolégicamente aislados en la secuencia de codones
debido a la degeneracién del cddigo genético.

Pueden aislarse fragmentos Unicos de SEC ID N° 1 o SEC ID N°: 3 o complementos de los mismos. Un fragmento
Unico es uno que es una “firma” para el acido nucleico mas grande. Por ejemplo, el fragmento Unico es lo bastante
largo para garantizar que su secuencia precisa no se encuentra en moléculas dentro del genoma humano fuera de
los acidos nucleicos de FGE definidos anteriormente (y alelos humanos). Los expertos en la materia pueden aplicar
procedimientos simplemente de rutina para determinar si un fragmento es Unico dentro del genoma humano. Sin
embargo, los fragmentos Unicos excluyen fragmentos compuestos completamente de las secuencias de nucleétidos
seleccionadas del grupo que consiste en SEC ID N°: 4, y/u otras secuencias previamente publicadas a partir de la
fecha de presentacion de la presente solicitud.

Un fragmento que esta completamente compuesto de la secuencia descrita en los depoésitos de GenBank anteriores
es una que no incluye ninguno de los nucledtidos Unicos para las secuencias de la invenciéon. Por tanto, un
fragmento Unico segun la invencién debe contener una secuencia de nucleétidos distinta de la secuencia exacta de
esos en los depdsitos de GenBank o fragmentos de la misma. La diferencia puede ser una adicion, delecion o
sustitucion con respecto a la secuencia de GenBank o puede ser una secuencia completamente separada de la
secuencia de GenBank.

Pueden usarse fragmentos Unicos como sondas en ensayos de transferencia Southern y Northern para identificar
tales &cidos nucleicos, o pueden usarse en ensayos de amplificacion tales como los que emplean PCR. Como saben
los expertos en la materia, se prefieren sondas grandes tales como 200, 250, 300 o méas nuclettidos para
determinados usos tales como transferencias Southern y Northern, mientras que se preferirdn fragmentos mas
pequefios para usos tales como PCR. También pueden usarse fragmentos Unicos para producir proteinas de fusion
para generar anticuerpos o determinar la unién de los fragmentos de polipéptido, como se demuestra en los
ejemplos, o para generar componentes de inmunoensayo. Asimismo, pueden emplearse fragmentos Unicos para
producir fragmentos no fusionados de los polipéptidos de FGE, Utiles, por ejemplo, en la preparaciéon de anticuerpos,
inmunoensayos o aplicaciones terapéuticas. Pueden usarse adicionalmente fragmentos Unicos como moléculas
antisentido para inhibir la expresion de acidos nucleicos y polipéptidos de FGE respectivamente.

Como se reconocera por aquellos expertos en la materia, el tamafio del fragmento (nico dependera de su
conservacion en el codigo genético. Por tanto, algunas regiones de SEC ID N° 1 o SEC ID N°: 3 y complementos
requeriran que segmentos mas largos sean Unicos, mientras que otras solo requeriran segmentos cortos,
normalmente de entre 12 y 32 nucleétidos de longitud (por ejemplo de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 y 32 bases) o0 mas, hasta la longitud completa de la secuencia divulgada. Como se ha
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mencionado anteriormente, la presente divulgacion pretende englobar todos y cada uno de los fragmentos de cada
secuencia, comenzando en el imprimacion nucleétido, el segundo nucledtido, etcétera, hasta 8 nucleétidos del final,
y terminando en cualquier lugar desde el nucleétido nimero 8, 9, 10, etcétera, para cada secuencia, hasta el ultimo
nucledtido (siempre que la secuencia sea Unica como se ha descrito anteriormente). Practicamente cualquier
segmento de la region de SEC ID N°: 1 comenzando en el nucleétido 1 y terminando en el nucleétido 1180, o SEC
ID N°: 3 comenzando en el nucleétido 1 y terminando en el nucledtido 1122, o complementos de los mismos, que
tenga 20 o mas nucleétidos de longitud sera Unico. Los expertos en la materia estan bien versados en los métodos
para seleccionar tales secuencias, normalmente basindose en la capacidad del fragmento Unico para distinguir
selectivamente la secuencia de interés de otras secuencias en el genoma humano del fragmento. Normalmente,
para aquellas en bases de datos conocidas es todo lo que se necesita, aunque pueden realizarse hibridacion
confirmatoria in vitro y analisis de secuenciacién.

“Vectores”, como se usa en el presente documento, puede ser cualquiera de varios acidos nucleicos en los que
puede insertarse una secuencia deseada mediante restriccion y ligacion para su transporte entre diferentes entornos
genéticos o0 para su expresion en una célula huésped. Los vectores estdn compuestos normalmente de ADN,
aungue también estan disponibles vectores de ARN. Los vectores incluyen, pero no se limitan a, plasmidos,
fagémidos y genomas de virus. Un vector de clonacion es uno que es capaz de replicarse en una célula huésped, y
que se caracteriza ademas por uno o mas sitios de restriccion de endonucleasas en los que puede cortarse el vector
de una manera determinable y en los que puede ligarse una secuencia de ADN deseada de tal manera que el nuevo
vector recombinante conserva su capacidad para replicarse en la célula huésped. En el caso de plasmidos, puede
producirse la replicacion de la secuencia deseada muchas veces ya que el plasmido aumenta el nimero de copias
dentro de la bacteria huésped o solo una Unica vez por huésped antes de que el huésped se reproduzca por mitosis.
En el caso de fago, la replicacion puede producirse de manera activa durante una fase litica o de manera pasiva
durante una fase lisogénica. Un “vector de expresion” es uno en el que puede insertarse una secuencia de ADN
deseada (por ejemplo, el ADNc de FGE de SEC ID N°: 3) mediante restriccion y ligacion de tal manera que esta
operativamente unido a secuencias reguladoras y puede expresarse como un transcrito de ARN. Los vectores
pueden contener ademas una 0 mas secuencias marcadoras adecuadas para su uso en la identificacion de células
que se han transformado o transfectado o no con el vector. Los marcadores incluyen, por ejemplo, genes que
codifican proteinas que aumentan o disminuyen o tanto la resistencia como la sensibilidad a antibidticos u otros
compuestos, genes que codifican enzimas cuyas actividades son detectables por ensayos convencionales conocidos
en la técnica (por ejemplo, B-galactosidasa 3-galactosidasa o fosfatasa alcalina), y genes que afectan visiblemente el
fenotipo de células, huéspedes, colonias o placas transformadas o transfectadas (por ejemplo, proteina verde
fluorescente).

Un “vector de direccionamiento” es uno que normalmente contiene construcciones/secuencias de direccionamiento
que se usan, por ejemplo, para insertar una secuencia reguladora dentro de un gen endégeno (por ejemplo, dentro
de las secuencias de un exoén y/o intron), dentro de las secuencias promotoras del gen endogeno, o en la direccién
5' de las secuencias promotoras del gen endogeno. En otro ejemplo, un vector de direccionamiento puede contener
el gen de interés (por ejemplo, codificado por el ADNc de SEC ID N°: 1) y otras secuencias necesarias para el
direccionamiento del gen a una localizacién preferida en el genoma (por ejemplo, una localizacién
transcripcionalmente activa, por ejemplo, en la direccion 3' de un promotor endégeno de un gen no relacionado). La
construccion de vectores y construcciones de direccionamiento se describe en detalle en las patentes de EE.UU.
5.641.670y 6.270.989.

Pueden transformarse células procariotas o eucariotas con ADN o ARN heterdlogo y que puede hacerse crecer o
mantenerse en cultivo. Ejemplos incluyen células bacterianas tales como Escherichia coli, células de insecto y
células de mamifero tales como ser humano, ratén, hamster, cerdo, cabra, primate, etc. Pueden ser cepas de células
primarias o secundarias (que muestran un nimero finito de duplicaciones de poblacion media en cultivo y no estan
inmortalizadas) y lineas celulares inmortalizadas (que muestran un periodo de vida aparentemente ilimitado en
cultivo). Las células primarias y secundarias incluyen, por ejemplo, fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales
(por ejemplo, células epiteliales de mama, células epiteliales intestinales), células endoteliales, células de la glia,
células neurales, elementos formados de la sangre (por ejemplo, linfocitos, células de la médula 6sea), células de
musculo y precursores de esos tipos de células somaticas incluyendo células madre embrionarias. Cuando las
células van a usarse en terapia génica, se obtienen preferiblemente células primarias del individuo al que se
administran las células manipuladas. Sin embargo, pueden obtenerse células primarias de un donante (distinto del
receptor) de la misma especie. Ejemplos de lineas de células humanas inmortalizadas que pueden usarse con las
construcciones de ADN y métodos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, células HT-1080 (ATCC
CCL 121), células HelLa y derivados de células HeLa (ATCC CCL 2, 2.1 y 2.2), células de cancer de mama MCF-7
(ATCC BTH 22), células de leucemia K-562 (ATCC CCL 243), células de carcinoma KB (ATCC CCL 17), células de
carcinoma de ovario 2780AD (Van der Blick, A. M. at al., Cancer Res, 48:5927-5932 (1988), células Raji (ATCC CCL
86), células de adenocarcinoma de colon WiDr (ATCC CCL 218), células de adenocarcinoma de colon SW620
(ATCC CCL 227), células Jurkat (ATCC TIB 152), células Namalwa (ATCC CRL1432), células HL-60 (ATCC CCL
240), células Daudi (ATCC CCL 213), células RPMI 8226 (ATCC CCL 155), células U-937 (ATCC CRL 1593),
células de melanoma de Bowes (ATCC CRL 9607), células 2R4 de la sublinea WI-38VA13 (ATCC CLL 75.1) y
células MOLT-4 (ATCC CRL 1582), células CHO y células COS, asi como células de heterohibridoma producidas
por la fusion de células humanas y células de otra especie. También pueden usarse cepas de fibroblastos humanos
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secundarios, tales como WI-38 (ATCC CCL 75) y MRC-5 (ATCC CCL 171). Se proporciona discusion adicional de
los tipos de células que pueden usarse en las patentes de EE.UU. 5.641.670 y 6.270.989. También pueden usarse
sistemas de transcripcion libres de células en lugar de células.

Las células se mantienen en condiciones, como se conocen en la técnica, que producen la expresion de la proteina
FGE o fragmentos funcionales de la misma. Las proteinas expresadas usando los métodos descritos pueden
purificarse a partir de lisados celulares o sobrenadantes celulares. Pueden prepararse proteinas preparadas segun
este método como una formulacion farmacéuticamente Gtil y administrarse a un ser humano o animal no humano por
vias farmacéuticas convencionales como se conoce en la técnica (por ejemplo, oral, intravenosa, intramuscular,
intranasal, intratraqueal o subcutdnea). Como se describe en otra parte en el presente documento, las células
recombinantes pueden ser células inmortalizadas, primarias o secundarias, preferiblemente humanas. El uso de
células de otra especie puede ser deseable en casos en los que las células no humanas sean ventajosas para fines
de produccion de proteina en los que la FGE no humana producida es terapéuticamente (til.

Como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia codificante y secuencias reguladoras estan
“operativamente” unidas cuando estan covalentemente enlazadas de tal manera que se coloca la expresion o
transcripcion de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de las secuencias reguladoras. Si se desea
que las secuencias codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan
operativamente unidas si la induccion de un promotor en las secuencias reguladoras en 5' produce la transcripcion
de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) produce la
introduccién de una mutacion del marco de lectura, (2) interfiere con la capacidad de la region promotora para dirigir
la transcripcion de las secuencias codificantes, o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN
correspondiente para traducirse en una proteina. Por tanto, una region promotora estaria operativamente enlazada a
una secuencia codificante si la regidon promotora fuera capaz de efectuar la transcripcion de esa secuencia de ADN
de tal manera que el transcrito resultante pudiera traducirse en la proteina o polipéptido deseado.

La naturaleza precisa de las secuencias reguladoras necesarias para la expresion génica puede variar entre tipos de
especies o células, pero en general incluiran, segun sea necesario, secuencias no transcritas en 5' y no traducidas
en 5' que participan en la iniciacion de la transcripcion y la traduccion respectivamente, tal como una caja TATA,
secuencia de ocupacion, secuencia CAAT, y similares. Especialmente, tales secuencias reguladoras no transcritas
en 5' incluirdn una regiéon promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del gen
operativamente unido. Las secuencias reguladoras también pueden incluir secuencias potenciadoras o secuencias
activadoras en la direccién 5' segun se desee. Los vectores de la invencion pueden incluir opcionalmente secuencias
sefial o lider en 5'. La eleccion y el disefio de un vector apropiado estan dentro de la capacidad y discrecion de un
experto habitual en la materia.

Vectores de expresion que contienen todos los elementos necesarios para la expresion estan comercialmente
disponibles y son conocidos por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning:
A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Se disefian mediante ingenieria
genética células mediante la introduccién en las células de ADN (ARN) heterélogo que codifica polipéptido de FGE o
fragmento o VARIANTEe del mismo. Ese ADN (ARN) heter6logo se coloca bajo el control operativo de elementos
transcripcionales para permitir la expresion del ADN heterélogo en la célula huésped.

Sistemas preferidos para la expresion de ARNm en células de mamifero son aquellos tales como pRc/CMV
(disponible de Invitrogen, Carlsbad, CA) que contienen un marcador de seleccion tal como un gen que confiere
resistencia a G418 (que facilita la seleccion de lineas celulares establemente transfectadas) y las secuencias de
potenciador-promotor del citomegalovirus (CMV) humano. Adicionalmente, es adecuado para la expresion en lineas
celulares de primate o canino el vector pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), que contiene un origen de replicacion de
virus de Epstein Barr (EBV), que facilita el mantenimiento del plasmido como elemento extracromosémico de
multiples copias. Otro vector de expresién es el plasmido pEF-BOS que contiene el promotor de factor de elongacion
1la de polipéptido, que estimula eficazmente la transcripcion in vitro. El plasmido se describe por Mishizuma y Nagata
(Nuc. Acids Res. 18:5322, 1990), y su uso en experimentos de transfeccion se divulga, por ejemplo, por Demoulin
(Mol. Cell. Biol. 16:4710-4716, 1996). Todavia otro vector de expresion preferido es un adenovirus, descrito por
Stratford-Perricaudet, que es defectuoso para proteinas E1 y E3 (J. Clin. Invest. 90:626-630, 1992). El uso del
adenovirus como recombinante Adeno.P1 A se divulga por Warnier et al., en la inyeccion intradérmica en ratones
para inmunizacion frente a P1A (Int. J. Cancer, 67:303-310, 1996).

Los kits de expresién permiten al experto en la materia preparar un vector o vectores de expresion deseados. Tales
kits de expresion incluyen al menos porciones separadas de cada una de las secuencias codificantes anteriormente
tratadas. Pueden afadirse otros componentes, segin se desee, siempre que incluyan las secuencias previamente
mencionadas, que se requieren.

Pueden usarse vectores de expresion que contienen la secuencia de ADNc de FGE descrita anteriormente para
transfectar lineas celulares y células huésped, ya sean procariotas (por ejemplo, Escherichia coli) o eucariotas (por
ejemplo, células CHO, células COS, sistemas de expresion en levadura y expresion de baculovirus recombinante en
células de insecto). Son especialmente Utiles células de mamifero tales como ser humano, ratén, hamster, cerdo,
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cabra, primate, etc. Pueden ser de una amplia variedad de tipos de tejido, e incluir células primarias y lineas
celulares inmortalizadas como se describe en otra parte en el presente documento. Ejemplos especificos incluyen
células HT-1080, células CHO, células dendriticas, células U293, leucocitos de sangre periférica, células madre de
médula 6sea, células madre embrionarias y células de insecto.

Pueden proporcionarse polipéptidos aislados (incluyendo proteinas completas y proteinas parciales), codificados por
los acidos nucleicos de FGE anteriores, e incluir el polipéptido de SEC ID N°: 2 y fragmentos Unicos del mismo.
Tales polipéptidos son Utiles, por ejemplo, solos 0 como parte de proteinas de fusién para generar anticuerpos, como
componentes de un inmunoensayo, etc. Pueden aislarse polipéptidos a partir de muestras biol6égicas que incluyen
homogeneizados tisulares o celulares, y también pueden expresarse de manera recombinante en una variedad de
sistemas de expresién procariotas y eucariotas construyendo un vector de expresion apropiado para el sistema de
expresion, introduciendo el vector de expresion en el sistema de expresion y aislando la proteina expresada de
manera recombinante. También pueden sintetizarse quimicamente polipéptidos cortos, incluyendo péptidos
antigénicos (tal como se presentan por moléculas del MHC sobre la superficie de una célula para su reconocimiento
inmunitario) usando métodos bien establecidos de sintesis de péptido.

Un fragmento Unico de un polipéptido de FGE, en general, tiene los rasgos y las caracteristicas de fragmentos
Unicos tal como se tratd anteriormente en relacion con acidos nucleicos. Como se reconocera por agquellos expertos
en la materia, el tamafio del fragmento Unico dependera de factores tales como si el fragmento constituyera una
parte de un dominio de proteina conservado. Por tanto, algunas regiones de SEC ID N°: 2 requeriran segmentos
mas largos para ser Unicas, mientras que otras solo requeriran segmentos cortos, normalmente de entre 5y 12
aminoacidos (por ejemplo 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 aminoacidos de longitud o mas, incluyendo cada nimero entero
hasta la longitud completa, 287 aminoacidos de longitud).

Fragmentos Unicos de un polipéptido son preferiblemente aquellos fragmentos que retienen una capacidad funcional
distinta del polipéptido. Las capacidades funcionales que pueden ser retenidas en un fragmento Unico de un
polipéptido incluyen interaccién con anticuerpos, interaccion con otros polipéptidos o fragmentos de los mismos,
interaccion con otras moléculas, etc. Una actividad importante es la capacidad para actuar como una firma para
identificar el polipéptido. Aquellos expertos en la materia estdn bien versados en métodos de seleccién de
secuencias de aminoécidos Unicas, normalmente basandose en la capacidad del fragmento Unico para distinguir
selectivamente la secuencia de interés de otras que miembros no de la familia. Una comparacion de la secuencia del
fragmento con las de bases de datos conocidas es normalmente todo lo que se necesita.

Pueden proporcionarse VARIANTEes de los polipéptidos de FGE descritos anteriormente. Como se usa en el
presente documento, una “VARIANTEe” de un polipéptido de FGE es un polipéptido que contiene una o mas
modificaciones a la secuencia de aminoéacidos primaria de un polipéptido de FGE. Las modificaciones que crean una
VARIANTEEe de polipéptido de FGE se hacen normalmente al acido nucleico que codifica el polipéptido de FGE, y
pueden incluir deleciones, mutaciones puntuales, truncaciones, sustituciones de aminoacidos y adicion de
aminoacidos o restos distintos de aminoacido para: 1) reducir o eliminar una actividad de un polipéptido de FGE; 2)
potenciar una propiedad de un polipéptido de FGE, tal como estabilidad de la proteina en un sistema de expresion o
la estabilidad de la unién proteina-ligando; 3) proporcionar una actividad o propiedad novedosa a un polipéptido de
FGE, tal como adicion de un epitope antigénico o adicion de un resto detectable; o 4) proporcionar una unién
equivalente o mejor a un receptor de polipéptido de FGE u otra molécula. Alternativamente, pueden hacerse
modificaciones directamente al polipéptido, tal como por escision, adicion de una molécula conectora, adicion de un
resto detectable, tal como biotina, adicién de un acido graso, y similares. Las modificaciones también engloban
proteinas de fusién que comprenden la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de FGE. Un experto en la
materia estara familiarizado con métodos de prediccion del efecto sobre la conformacion de la proteina de un cambio
en la secuencia de la proteina y, por tanto, puede “disefiar” un polipéptido de FGE de VARIANTEe segun métodos
conocidos. Un ejemplo de un método tal se describe por Dahiyat y Mayo en Science 278:82-87, 1997, mediante el
cual pueden disefiarse proteinas de novo. El método puede aplicarse a una proteina conocida para variar solo una
porcién de la secuencia del polipéptido. Aplicando los métodos computacionales de Dahiyat y Mayo, pueden
proponerse VARIANTEes especificas del polipéptido de FGE y probarse para determinar si la VARIANTEe retiene
una conformacion deseada.

Las VARIANTEes pueden incluir polipéptidos de FGE que se modifican, especificamente para alterar una
caracteristica del polipéptido no relacionada con su actividad fisiolégica. Por ejemplo, pueden sustituirse o
delecionarse residuos de cisteina para prevenir enlaces disulfuro no deseados. Similarmente, pueden cambiarse
determinados aminoéacidos para potenciar la expresiéon de un polipéptido de FGE eliminando la proteolisis mediante
proteasas en un sistema de expresion (por ejemplo, residuos de aminoacido dibasico en sistemas de expresion de
levadura en los que esté presente actividad de proteasa KEX2).

Las mutaciones de un acido nucleico que codifica un polipéptido de FGE conservan preferiblemente el marco de
lectura de aminoacidos de la secuencia codificante, y preferiblemente no crean regiones en el acido nucleico que es
probable que se hibriden para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o bucles, que pueden ser
perjudiciales para la expresion del polipéptido VARIANTEe.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2555056 T3

Pueden hacerse mutaciones seleccionando una sustitucion de amino4cidos, o mediante mutagénesis al azar de un
sitio seleccionado en un acido nucleico que codifica el polipéptido. Entonces se expresan polipéptidos VARIANTEes
y se prueban para una o mas actividades para determinar qué mutacion proporciona un polipéptido VARIANTEe con
las propiedades deseadas. Pueden hacerse mutaciones adicionales a VARIANTEes (o en polipéptidos de FGE no
VARIANTEEes) que son silenciosas en cuanto a la secuencia de aminoacidos del polipéptido, pero que proporcionan
codones preferidos para la traduccion en un huésped particular, o alteran la estructura del ARNm para, por ejemplo,
potenciar la estabilidad y/o expresion. Los codones preferidos para la traduccién de un acido nucleico en, por
ejemplo, Escherichia coli, células de mamifero, etc., son bien conocidos para aquellos expertos en la materia.
Pueden hacerse todavia otras mutaciones a las secuencias no codificantes de un gen de FGE o clon de ADNc para
potenciar la expresion del polipéptido.

El experto en la materia sabra que pueden hacerse sustituciones de aminoacidos conservativas en polipéptidos de
FGE para proporcionar VARIANTEes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos anteriores, es decir, las
VARIANTEes retienen las capacidades funcionales de los polipéptidos de FGE. Como se usa en el presente
documento, una “sustitucion de aminoacidos conservativa” se refiere a una sustitucion de aminoacidos que no altera
significativamente la estructura terciaria y/o actividad del polipéptido. Pueden prepararse VARIANTEes segln
métodos de alteracion de la secuencia del polipéptido conocidos para un experto habitual en la materia, e incluyen
los que se encuentran en referencias que compilan tales métodos, por ejemplo Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, J. Sambrook, et al., eds., segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York. VARIANTEes funcionalmente equivalentes a modo de ejemplo de los polipéptidos de FGE incluyen
sustituciones de aminoacidos conservativas de SEC ID N° 2. Las sustituciones conservativas de aminoacidos
incluyen sustituciones hechas entre aminoacidos dentro de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R,
H () A G;(e)S, T, () Q,N; y(9) E, D.

Por tanto, se contemplan por la invencion VARIANTEes funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE, es
decir, VARIANTEes de polipéptidos de FGE que retienen la funcion de los polipéptidos de FGE naturales. Se hacen
normalmente sustituciones de aminoacidos conservativas en la secuencia de aminoacidos de polipéptidos de FGE
para producir VARIANTEes funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE mediante alteracién de un acido
nucleico que codifica polipéptidos de FGE (SEC ID N°: 1, 3). Tales sustituciones pueden hacerse mediante una
variedad de métodos conocidos por un experto habitual en la materia. Por ejemplo, pueden hacerse sustituciones de
aminoacidos mediante mutacién dirigida por PCR, mutagénesis dirigida al sitio segin el método de Kunkel (Kunkel,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492, 1985), o mediante sintesis quimica de un gen que codifica un polipéptido
de FGE. La actividad de fragmentos funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE puede probarse clonando
el gen que codifica el polipéptido de FGE alterado en un vector de expresion bacteriano o de mamifero,
introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el polipéptido de FGE alterado, y probando
para una capacidad funcional de los polipéptidos de FGE como se divulga en el presente documento (por ejemplo,
actividad de generacion de Cq-formilglicina, etc.).

Puede utilizarse una variedad de metodologias bien conocidas por el experto en la materia para obtener moléculas
de FGE aisladas. El polipéptido puede purificarse a partir de células que producen de manera natural el polipéptido
mediante medios cromatograficos o reconocimiento inmunolégico. Alternativamente, puede introducirse un vector de
expresion en células para provocar la produccion del polipéptido. En otro método, pueden microinyectarse transcritos
de ARNm o introducirse de otro modo en células para provocar la produccién del polipéptido codificado. También
puede usarse la traduccion de ARNm de FGE en extractos libres de células tales como el sistema de lisado de
reticulocitos para producir polipéptidos de FGE. Aquellos expertos en la materia también pueden seguir facilmente
métodos conocidos de aislamiento de polipéptidos de FGE. Estos incluyen, pero no se limitan a,
inmunocromatografia, HPLC, cromatografia de exclusion molecular, cromatografia de intercambio idnico y
cromatografia de inmunoafinidad.

El aislamiento del ADNc de FGE también hace posible que el experto en la materia diagnostique un trastorno
caracterizado por una expresion aberrante de FGE. Estos métodos implican determinar la expresion del gen de FGE,
y/o polipéptidos de FGE derivados del mismo. En la imprimaciéna situacion, tales determinaciones pueden llevarse a
cabo mediante cualquier ensayo de determinacion de acido nucleico convencional, incluyendo la reaccién en cadena
de la polimerasa, o ensayando con sondas de hibridaciéon marcadas como se ejemplifica a continuacion. En la Gltima
situacion, tal determinaciéon puede llevarse a cabo mediante cualquier ensayo inmunolégico convencional usando,
por ejemplo, anticuerpos que se unen a la proteina FGE secretada. Un trastorno preferido que puede diagnosticarse
segun la invencién es deficiencia multiple de sulfatasas.

Pueden proporcionarse agentes de unién a péptido aislados que pueden ser, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos
de anticuerpos (“polipéptidos de union”), que tienen la capacidad de unirse selectivamente a polipéptidos de FGE.
Los anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales, preparados segin metodologia convencional.

Significativamente, como es muy conocido en la técnica, solo una pequefia porcién de una molécula de anticuerpo,

el paratope, participa en la unién del anticuerpo a su epitope (véanse, en general, Clark, W.R. (1986) The
Experimental Foundations of Modern Immunology, Wiley & Sons, Inc., Nueva York; Roitt, L (1991) Essential
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Immunology, 7% ed., Blackwell Scientific Publications, Oxford). Las regiones pFc’ y Fc, por ejemplo, son efectores de
la cascada del complemento, pero no participan en la unién a antigeno. Un anticuerpo del que se ha escindido
enzimaticamente la regién pFc’, o que se ha producido sin la regiéon pFc’, denominado un fragmento F(ab’), retiene
ambos sitios de unién a antigeno de un anticuerpo intacto. Similarmente, un anticuerpo del que se ha escindido
enzimaticamente la regién Fc, o que se ha producido sin la regién Fc, denominado un fragmento Fab, retiene uno de
los sitios de unién a antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Avanzando adicionalmente, los fragmentos Fab
consisten en una cadena ligera de anticuerpo unida covalentemente y una porcion de la cadena pesada de
anticuerpo denominada Fd. Los fragmentos Fd son los determinantes principales de la especificidad del anticuerpo
(un fragmento Fd individual puede estar asociado con hasta diez cadenas ligeras diferentes si alterar la especificidad
de anticuerpo) y los fragmentos Fd retienen la capacidad de unién a epitope en aislamiento.

Dentro de la porcién de union a antigeno de un anticuerpo, como es muy conocido en la técnica, hay regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), que interaccionan directamente con el epitope del antigeno, y
regiones estructurales (FR), que mantienen la estructura terciaria del paratope (véanse, en general, Clark, 1986;
Roitt, 1991). En tanto el fragmento Fd de cadena pesada como la cadena ligera de inmunoglobulinas 1gG, hay cuatro
regiones estructurales (de FR1 a FR4) separadas respectivamente por tres regiones determinantes de la
complementariedad (de CDR1 a CDR3). Las CDR, y en particular las regiones CDR3, y mas particularmente la
CDR3 de cadena pesada, son ampliamente responsables de la especificidad del anticuerpo.

Ahora esta bien establecido en la técnica que las regiones distintas de CDR de un anticuerpo de mamifero pueden
sustituirse por regiones similares de anticuerpos coespecificos o0 heteroespecificos mientras que retengan la
especificidad epitdpica del anticuerpo original. Esto se manifiesta de la manera mas clara en el desarrollo y el uso de
anticuerpos “humanizados” en los que se unen covalentemente CDR no humanas a regiones FR y/o Fc/pFc
humanas para producir un anticuerpo funcional. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.816.567, 5.225.539,
5.585.089, 5.693.762 y 5.859.205. Por tanto, por ejemplo, la publicacion internacional PCT namero WO 92/04381
ensefia la produccion y el uso de anticuerpos frente al VSR murinos humanizados en los que al menos una porcién
de las regiones FR murinas se ha sustituido por regiones FR de origen humano. Tales anticuerpos, incluyendo
fragmentos de anticuerpos intactos con capacidad de unién a antigeno, se denominan frecuentemente anticuerpos
“Quiméricos”.

Por tanto, como sera evidente para un experto habitual en la materia, puede proporcionarse lo siguiente: fragmentos
F(ab’),, Fab, Fv y Fd; anticuerpos quiméricos en los que las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de
cadena ligera se han sustituido por secuencias humanas o no humanas homodlogas; anticuerpos de fragmento
F(ab’), quiméricos en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por
secuencias humanas o no humanas homélogas; anticuerpos de fragmento Fab quimérico en los que las regiones FR
y/lo CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera se han sustituido por secuencias humanas o no humanas
homologas; y anticuerpos de fragmento Fd quimérico en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 se han
sustituido por secuencias humanas o no humanas homologas. También pueden proporcionarse los denominados
anticuerpos monocatenarios.

Por tanto, pueden proporcionarse polipéptidos de numerosos tamafios y tipos que se unen especificamente a
polipéptidos de FGE, y complejos tanto de polipéptidos de FGE como de sus componentes de unidn. Estos
polipéptidos también pueden derivarse de fuentes distintas de tecnologia de anticuerpos. Por ejemplo, tales agentes
de unién a polipéptido pueden proporcionarse mediante bibliotecas de péptidos degenerados que pueden
prepararse faciimente en disolucién, en forma inmovilizada, como bibliotecas de presentacion de péptidos en
flagelos bacterianos o como bibliotecas de presentacion en fagos. También pueden sintetizarse bibliotecas
combinatorias de péptidos que contienen uno o mas aminoacidos. Pueden sintetizarse adicionalmente bibliotecas de
péptidos y restos sintéticos distintos de péptidos.

La presentacion en fagos puede ser particularmente eficaz en la identificacion de péptidos de union Utiles en la
invencién. Brevemente, se prepara una biblioteca de fagos (usando, por ejemplo, fago m13, fd o lambda), que
presenta insertos de 4 a aproximadamente 80 residuos de aminoacido usando procedimientos convencionales. Los
insertos pueden representar, por ejemplo, una matriz completamente degenerada o sesgada. Entonces pueden
seleccionarse insertos que llevan fago que se unen al polipéptido de FGE o un complejo de FGE y un componente
de unién. Este proceso puede repetirse a lo largo de varios ciclos de re-seleccion de fago que se unen al polipéptido
de FGE o complejo. Ciclos repetidos conducen a un enriquecimiento de fago que lleva secuencias particulares.
Puede realizarse un andlisis de secuencia de ADN para identificar las secuencias de los polipéptidos expresados.
Puede determinarse la porcion lineal minima de la secuencia que se une al polipéptido de FGE o complejo. Puede
repetirse el procedimiento usando una biblioteca sesgada que contiene insertos que contienen una parte o la
totalidad de la porcion lineal minima mas uno o mas residuos degenerados adicionales en la direccién 5' o en la
direccion 3' de la misma. También pueden usarse métodos de seleccion de dos hibridos de levadura para identificar
polipéptidos que se unen a los polipéptidos de FGE. Por tanto, los polipéptidos de FGE de la invencién, o un
fragmento de los mismos, o complejos de FGE y un componente de unién, pueden usarse para cribar bibliotecas de
péptidos, incluyendo bibliotecas de presentacion en fagos, para identificar y seleccionar componentes de unién a
péptidos de los polipéptidos de FGE de la invencién. Tales moléculas pueden usarse, como se ha descrito, para
ensayos de cribado, para protocolos de purificacidn, para interferir directamente con el funcionamiento de FGE y
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para otros fines que seran evidentes para aquellos expertos habituales en la materia.

También puede usarse un polipéptido de FGE, o un fragmento del mismo, para aislar sus componentes de union
nativos. El aislamiento de componentes de union puede realizarse segin métodos bien conocidos. Por ejemplo,
pueden unirse polipéptidos de FGE aislados a un sustrato, y después puede aplicarse una disolucion que se
sospecha que contiene un componente de unién a FGE al sustrato. Si la pareja de unién para polipéptidos de FGE
esta presente en la disolucién, entonces se unira al polipéptido de FGE unido al sustrato. Entonces puede aislarse el
componente de unién. Otras proteinas que son componentes de unién para FGE pueden aislarse mediante métodos
similares sin experimentacion excesiva. Un componente de unidn preferido es una sulfatasa.

Preferiblemente se producen polipéptidos de FGE de manera recombinante, aunque tales polipéptidos pueden
aislarse de extractos bioldgicos. Polipéptidos de FGE producidos de manera recombinante incluyen proteinas
guiméricas que comprenden una fusion de una proteina FGE con otro polipéptido, por ejemplo, un polipéptido capaz
de proporcionar o potenciar la unién proteina-proteina, unién de acido nucleico especifica de secuencia (tal como
GAL4), potenciar la estabilidad del polipéptido de FGE en condiciones de ensayo, 0 proporcionar un resto
detectable, tal como proteina verde fluorescente. Un polipéptido fusionado a un polipéptido o fragmento de FGE
también puede proporcionar medios para detectar facilmente la proteina de fusion, por ejemplo, mediante
reconocimiento inmunolégico o por marcado fluorescente.

La invencién puede usarse en terapia génica. El procedimiento para realizar terapia génica ex vivo se explica
brevemente en la patente de EE.UU. 5.399.346 y en documentos presentados en la historia de presentacion de esa
patente, todos los cuales son documentos disponibles para el publico. En general, implica la introduccion in vitro de
una copia funcional de un gen en una célula(s) de un sujeto que contiene una copia defectuosa del gen, y devolver
la(s) célula(s) modificada(s) mediante ingenieria genética al sujeto. La copia funcional del gen esta bajo el control
operativo de elementos reguladores que permiten la expresion del gen en la(s) célula(s) modificada(s) mediante
ingenieria genética. Aquellos expertos habituales en la técnica conocen bien numerosas técnicas de transfeccion y
transduccion, asi como vectores de expresion apropiados, algunos de los cuales se describen en la solicitud PCT
WO095/00654. También se contempla terapia génica in vivo usando vectores tales como adenovirus, retrovirus, virus
del herpes y liposomas seleccionados como diana.

Agentes de unién especificos para FGE, métodos de identificacién y preparacion de tales agentes, y su uso en
diagndstico, terapia y desarrollo farmacéutico. Por ejemplo, los agentes farmacolégicos especificos para FGE son
Utiles en una variedad de aplicaciones de diagndstico y terapéuticas, especialmente cuando la enfermedad o el
prondstico de la enfermedad esté asociado con caracteristicas de union a FGE alteradas tales como en deficiencia
multiple de sulfatasas. Agentes de unién especificos para FGE novedosos incluyen anticuerpos especificos para
FGE, receptores de superficie celular, y otros agentes de unidon naturales intracelulares y extracelulares identificados
con ensayos tales como cribados de dos hibridos, y agentes de unién no naturales intracelulares y extracelulares
identificados en cribados de bibliotecas quimicas y similares.

En general, la especificidad de la unién de FGE a una molécula especifica se determina mediante constantes de
equilibrio de unién. Las dianas que son capaces de unirse selectivamente a un polipéptido de FGE tienen
preferiblemente constantes de equilibrio de unién de al menos aproximadamente 10’ M™, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 10° M™, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 10° M™. Puede usarse una
amplia variedad de ensayos basados en células y libres de células para demostrar la union especifica para FGE. Los
ensayos basados en células incluyen uno, dos y tres cribados hibridos, ensayos en los que se inhibe o se
incrementa la transcripcion mediada por FGE, etc. Ensayos libres de células incluyen ensayos de union a proteina
FGE, inmunoensayos, etc. Otros ensayos Utiles para cribar agentes que se unen a polipéptidos de FGE incluyen
transferencia de energia de fluorescencia por resonancia (FRET), y analisis de desplazamiento de movilidad
electroforética (EMSA).

Puede proporcionarse un método de diagndstico de un trastorno caracterizado por una expresion aberrante de una
molécula de &cido nucleico, un producto de expresion de la misma, o un fragmento de un producto de expresion de
la misma. El método implica poner en contacto una muestra biol6gica aislada de un sujeto con un agente que se une
especificamente a la molécula de acido nucleico, un producto de expresion de la misma, o un fragmento de un
producto de expresion de la misma, y determinar la interaccion entre el agente y la molécula de acido nucleico o el
producto de expresion como una determinacion del trastorno, en el que la molécula de &cido nucleico es una
molécula de FGE. El trastorno es deficiencia multiple de sulfatasas. Las mutaciones en el gen de FGE que provocan
la expresion aberrante de moléculas de FGE produce los siguientes cambios de aminoacido en SEC ID N°: 2:
MetlArg; MetlVal; Leu20Phe; Serl55Pro; Alal77Pro; Cys218Tyr; Arg224Trp; Asn259lle; Pro266Leu; Ala279Val;
Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys; Ala348Pro; Arg349GIn; Arg349Trp; Arg349Trp; Ser359Stop; o una
combinacion de los mismos.

En el caso en el que la molécula sea una molécula de acido nucleico, tales determinaciones pueden llevarse a cabo
mediante cualquier ensayo de determinacion de &cido nucleico estandar, incluyendo la reaccion en cadena de la
polimerasa, o ensayando con sondas de hibridacién marcadas como se ejemplifica en el presente documento. En el
caso en el que la molécula sea un producto de expresion de la molécula de acido nucleico, o un fragmento de un
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producto de expresion de la molécula de &cido nucleico, tal determinacion puede llevarse a cabo mediante cualquier
ensayo inmunolégico estandar usando, por ejemplo, anticuerpos que se unen a cualquiera de los productos de
expresion de polipéptido.

“Expresion aberrante” se refiere a expresion disminuida (subexpresion) o expresion aumentada (sobreexpresion) de
moléculas de FGE (acidos nucleicos y/o polipéptidos) en comparacion con un control (es decir, expresion de la
misma molécula en un sujeto sano o “normal”). Un “sujeto sano”, como se usa en el presente documento, se refiere
a un sujeto que, segun patrones médicos estandar, no tiene ni esta en riesgo de desarrollar una deficiencia mdltiple
de sulfatasas. Los sujetos sanos tampoco muestran de otro modo sintomas de enfermedad. En otras palabras, tales
sujetos, si se examinan por un profesional médico, se caracterizarian como sanos y libres de sintomas de una
deficiencia mdaltiple de sulfatasas. Estos incluyen caracteristicas de leucodistrofia metacroméatica y de una
mucopolisacaridosis, tales como cantidades aumentadas de mucopolisacaridos acidos en diversos tejidos,
“gargolismo” leve, rapido deterioro neuroldgico, presencia excesiva de mucopolisacarido y sulfatida en la orina,
proteina de liquido cefalorraquideo aumentada y degeneracion metacromatica de mielina en nervios periféricos.

Pueden usarse kits novedosos para medir los niveles de los acidos nucleicos, o productos de expresion de los
mismos.

En una realizacion, un kit comprende un envase que contiene un agente que se une selectivamente a cualquiera de
los acidos nucleicos aislados de FGE anteriores, o productos de expresion de los mismos, y un control para
comparar con un valor medido de unién de dicho agente a cualquiera de los &cidos nucleicos aislados de FGE
anteriores o productos de expresion de los mismos. En algunas realizaciones, el control es un valor predeterminado
para comparar con el valor medido. En determinadas realizaciones, el control comprende un epitope del producto de
expresion de cualquiera de los acidos nucleicos aislados de FGE anteriores. En una realizacion, el kit comprende
ademas un segundo agente que se une selectivamente a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa
A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2,
HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6, o un péptido de los mismos, y un control para comparar con un valor medido de
unién de dicho segundo agente a dicho polipéptido o péptido del mismo.

En el caso de detecciéon de acido nucleico, pueden incluirse pares de cebadores para amplificar una molécula de
acido nucleico de la invencion. Los kits preferidos incluirian controles tales como cantidades conocidas de sondas de
acido nucleico, epitopes (tales como iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E,
arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6, productos de expresién) o
anticuerpos anti-epitope, asi como instrucciones u otro material impreso. En determinadas realizaciones, el material
impreso puede caracterizar el riesgo de desarrollar una afeccion de deficiencia de sulfatasa basandose en el
resultado del ensayo. Los reactivos pueden envasarse en recipientes y/o recubrirse sobre pocillos en cantidades
predeterminadas, y los kits pueden incluir materiales estandar tales como reactivos inmunolégicos marcados (tales
como anticuerpos anti-lgG marcados) y similares. Un kit es una placa de microtitulacion de poliestireno envasada
recubierta con proteina FGE y un recipiente que contiene anticuerpos anti-lgG humana marcados. Se pone en
contacto un pocillo de la placa con, por ejemplo, un liquido biolégico, se lava y después se pone en contacto con el
anticuerpo anti-lgG. Entonces se detecta el marcador. En la Figura 25 se ilustra un kit que es ejemplo de las
caracteristicas de la presente invencion, generalmente designado con el nimero 11. El kit 11 comprende los
siguientes elementos principales: un envase 15, un agente 17 como se describe en el presente documento, un
agente 19 de control e instrucciones 21. El envase 15 es una estructura de tipo caja para contener un vial (o varios
viales) que contiene un agente 17 de la invencion, un vial (o varios viales) que contiene un agente de control 19, e
instrucciones 21. Los expertos en la materia pueden modificar facilmente el envase 15 para adaptarlo a necesidades
individuales.

Un método para tratar deficiencia mdultiple de sulfatasas en un sujeto implica administrar a un sujeto en necesidad de
tal tratamiento un agente que modula la actividad de generacion de Cg-formilglicina, en una cantidad eficaz para
aumentar la actividad de generacion de Cq-formilglicina en el sujeto. En algunas realizaciones, el método comprende
ademas co-administrar un agente seleccionado del grupo que consiste en una molécula de &cido nucleico que
codifica iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa,
arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6, un producto de expresion de la molécula de acido nucleico, y/o un
fragmento del producto de expresion de la molécula de &cido nucleico.

“Agentes que modulan la expresion” de un acido nucleico o un polipéptido, como se usa en el presente documento,
se conocen en la técnica, y se refieren a acidos nucleicos sentido y antisentido, acidos nucleicos negativos
dominantes, anticuerpos para los polipéptidos, y similares. Es (til cualquier agente que module la expresion de una
molécula (y como se describe en el presente documento, module su actividad). En determinadas realizaciones, el
agente que modula la actividad de generacion de Cy-formilglicina es una molécula de acido nucleico aislada (por
ejemplo, un acido nucleico de SEC ID N°: 3). En realizaciones importantes, el agente que modula la actividad de
generacién de Cq-formilglicina es un péptido descrito en el presente documento (por ejemplo, un péptido de SEC ID
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N°: 2). En algunas realizaciones, el agente que modula la actividad de generacion de Cs-formilglicina es un &cido
nucleico sentido.

Se proporciona un método para aumentar la actividad de generacion de Cg-formilglicina en un sujeto. EI método
implica administrar una molécula de acido nucleico de FGE aislada de la invencion, y/o un producto de expresion de
la misma, a un sujeto, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacién de C,-formilglicina en el
sujeto.

Se proporciona un método de aumento de la actividad de generacién de Cq-formilglicina en una célula. EI método
implica poner en contacto la célula con una molécula de acido nucleico aislada descrita en el presente documento
(por ejemplo, un acido nucleico de SEC ID N°: 1), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un péptido
de SEC ID N°: 2), en una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacién de Cq-formilglicina en la célula.
En realizaciones importantes, el método implica activar el gen de FGE enddgeno para aumentar la actividad de
generacion de Cq-formilglicina en la célula.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, el acido nucleico puede estar operativamente acoplado a una
secuencia de expresion génica que dirige la expresion de la molécula de acido nucleico dentro de una célula
eucariota, como una célula HT-1080. La “secuencia de expresion génica” es cualquier secuencia de nucledtidos
reguladora, tal como una secuencia promotora o combinacion de promotor-potenciador, que facilita la transcripcion y
traduccion eficaces del acido nucleico al que esta operativamente unida. La secuencia de expresion génica puede
ser, por ejemplo, un promotor de mamifero o viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Promotores de
mamifero constitutivos incluyen, pero no se limitan a, los promotores para los siguientes genes: hipoxantina
fosforibosil transferasa (HFTR), adenosina desaminasa, piruvato cinasa, promotor de a-actina y otros promotores
constitutivos. Promotores virales a modo de ejemplo que funcionan constitutivamente en células eucariotas incluyen,
por ejemplo, promotores del virus simio, virus del papiloma, adenovirus, virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
virus del sarcoma de Rous, citomegalovirus, las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de leucemia de
Moloney y otros retrovirus, y el promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple. Otros promotores
constitutivos son conocidos por aquellos expertos habituales en la técnica. Los promotores (tiles como secuencias
de expresién génica de la invencién también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles se activan
en presencia de un agente de induccion. Por ejemplo, el promotor de metalotioneina se activa para aumentar la
transcripcion y traduccion en presencia de determinados iones metalicos. Otros promotores inducibles son conocidos
por aquellos expertos habituales en la técnica.

En general, la secuencia de expresion génica debe incluir, segln sea necesario, secuencias no transcritas en 5' y no
traducidas en 5’ que participan en la iniciacion de la transcripcion y traduccion, respectivamente, tales como una caja
TATA, secuencia de ocupacion, secuencia CAAT y similares. Especialmente, tales secuencias no transcritas en 5'
incluiran una regién promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del acido
nucleico operativamente unido. Las secuencias de expresion génica incluyen opcionalmente secuencias
potenciadoras o secuencias activadoras en la direccién 5', segun se desee.

Preferiblemente, cualquiera de las moléculas de &acido nucleico de FGE descritas en el presente documento esta
enlazada a una secuencia de expresion génica que permite la expresion de la molécula de &acido nucleico en una
célula de un linaje celular especifico, por ejemplo, una neurona. Una secuencia que permite la expresion de la
molécula de acido nucleico en una célula tal como una neurona es una que es selectivamente activa en un tipo de
célula tal, provocando asi la expresion de la molécula de &cido nucleico en esas células. El promotor de sinapsina 1,
por ejemplo, puede usarse para expresar cualquiera de las moléculas de acido nucleico anteriores de la invencion en
una neurona; y el promotor del gen del factor de von Willebrand, por ejemplo, puede usarse para expresar una
molécula de acido nucleico en una célula endotelial vascular. Aquellos expertos habituales en la técnica seran
capaces de identificar facilmente promotores alternativos que son capaces de expresar una molécula de éacido
nucleico en cualquiera de las células preferidas.

Se dice que la secuencia de acido nucleico y la secuencia de expresion génica estan “operativamente enlazadas”
cuando estan unidas covalentemente de tal manera que se coloca la transcripcion y/o traduccion de la secuencia
codificante de acido nucleico (por ejemplo, en el caso de FGE, SEC ID N°: 3) bajo la influencia o el control de la
secuencia de expresion génica. Si se desea que la secuencia de acido nucleico se traduzca en una proteina
funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan operativamente enlazadas si la induccion de un promotor en la
secuencia de expresion génica en 5' produce la transcripcion de la secuencia de acido nucleico y si la naturaleza del
enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) produce la introduccién de una mutaciéon del marco de lectura, (2)
interfiere con la capacidad de la region promotora para dirigir la transcripcién de la secuencia de acido nucleico, y/o
(3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente para traducirse en una proteina. Por tanto, una
secuencia de expresion génica estaria operativamente enlazada a una secuencia de acido nucleico si la secuencia
de expresion génica fuera capaz de efectuar la transcripcion de esa secuencia de acido nucleico de tal manera que
el transcrito resultante pudiera traducirse en la proteina o polipéptido deseado.

Las moléculas descritas en el presente documento pueden administrarse a los tipos de célula preferidos solas o en

asociaciéon con un vector (véase también la discusiéon anterior sobre vectores). En su sentido mas amplio (y de
manera coherente con la descripcién de vectores de expresion y de direccionamiento en otra parte en el presente
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documento), un “vector” es cualquier vehiculo capaz de facilitar: (1) la administracién de una molécula a una célula
diana y/o (2) la captacion de la molécula por una célula diana. Preferiblemente, los vectores de administracion
transportan la molécula al interior de la célula diana con degradacion reducida con respecto al grado de degradacion
gue se produciria en ausencia del vector. Opcionalmente, puede unirse un “ligando de direccionamiento” al vector
para administrar selectivamente el vector a una célula que expresa sobre su superficie el receptor relacionado para
el ligando de direccionamiento. De esta manera, el vector (que contiene un acido nucleico o una proteina) puede
administrarse selectivamente a una neurona. Metodologias para el direccionamiento incluyen conjugados, tales
como los descritos en la patente de EE.UU. 5.391.723 concedida a Priest. Otro ejemplo de un vehiculo de
direccionamiento bien conocido es un liposoma. Los liposomas estan comercialmente disponibles de Gibco BRL.
Estan publicados numerosos métodos para preparar liposomas de direccionamiento.

En general, los vectores utiles en la invencién incluyen, pero no se limitan a, plasmidos, fagémidos, virus, otros
vehiculos derivados de cepas virales o bacterianas que se han manipulado mediante la insercion o incorporacion de
las secuencias de acido nucleico descritas en el presente documento, y fragmentos de acido nucleico adicionales
(por ejemplo, potenciadores, promotores) que pueden unirse a las secuencias de acido nucleico descritas en el
presente documento. Vectores virales son un tipo preferido de vector e incluyen, pero no se limitan a, secuencias de
acido nucleico de los siguientes virus: adenovirus; virus adeno-asociado; retrovirus, tales como virus de la leucemia
murina de Moloney; virus del sarcoma murino de Harvey; virus de tumor de mama murino; virus del sarcoma de
Rous; virus de tipo SV40; virus del polioma; virus de Epstein-Barr; virus del papiloma; virus del herpes; virus de la
variolovacuna; virus de la polio; y virus de ARN tales como un retrovirus. Pueden emplearse facilmente otros
vectores no mencionados, pero conocidos en la técnica.

Un virus particularmente preferido para determinadas aplicaciones es el virus adeno-asociado, un virus de ADN
bicatenario. El virus adeno-asociado es capaz de infectar una amplia gama de tipos de células y especies y puede
disefiarse mediante ingenieria para ser deficiente para la replicacion. Ademas tiene ventajas, tales como estabilidad
al calor y a disolventes de lipidos, altas frecuencias de transduccion en células de diversos linajes, incluyendo
células hematopoyeéticas, y falta de inhibicién de superinfeccién, permitiendo asi multiples series de transducciones.
Se notifica que el virus adeno-asociado puede integrarse en el ADN celular humano de una manera especifica del
sitio, minimizando asi la posibilidad de mutagénesis por insercion y la variabilidad de la expresion del gen insertado.
Ademas, se ha realizado un seguimiento de infecciones por virus adeno-asociado no mutante en cultivo tisular
durante mas de 100 pasos en ausencia de presion selectiva, que implica que la integracion genémica del virus
adeno-asociado es un acontecimiento relativamente estable. El virus adeno-asociado también puede funcionar de
una manera extracromosémica.

En general, otros vectores virales preferidos se basan en virus eucariotas no citopaticos en los que se han sustituido
genes no esenciales por el gen de interés. Virus no citopaticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo de vida implica la
transcripcion inversa de ARN viral genémico en ADN con la posterior integracion proviral en el ADN celular huésped.
Se han aprobado adenovirus y retrovirus para ensayos de terapia génica humana. En general, los retrovirus son
deficientes para la replicacion (es decir, capaces de dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero incapaces de
fabricar una particula infecciosa). Tales vectores de expresion retrovirales genéticamente alterados tienen utilidad
general para la transduccion de alta eficacia de genes in vivo. Se proporcionan protocolos estandar para producir
retrovirus deficientes para la replicacion (incluyendo las etapas de incorporacién de material genético exdgeno en un
plasmido, transfeccion de una linea celular de empaquetamiento con plasmido, produccion de retrovirus
recombinantes mediante la linea celular de empaquetamiento, recogida de particulas virales de medios de cultivo
tisular, e infeccion de las células diana con particulas virales) en Kriegler, M., “Gene Transfer and Expression, A
Laboratory Manual”’, W.H. Freeman C.O., Nueva York (1990) y Murry, E.J. Ed. “Methods in Molecular Biology”, vol. 7,
Humana Press, Inc., Cliffton, Nueva Jersey (1991).

Otro vector retroviral preferido es el vector derivado del virus de la leucemia murina de Moloney, como se describe
Nabel, E.G., et al.,, Science, 1990, 249:1285-1288. Se notifica que estos vectores fueron eficaces para la
administracion de genes a las tres capas de la pared arterial, incluyendo la media. Otros vectores preferidos se
divulgan en Flugelman, et al., Circulation, 1992, 85:1110-1117. Vectores adicionales que son (tiles para administrar
moléculas de la invencion descritas en el presente documento se describen en la patente de EE.UU. N° 5.674.722
de Mulligan, et al.

Ademés de los vectores anteriores, pueden usarse otros métodos de administracién para suministrar una molécula
descrita en el presente documento a una célula tal como una neurona, higado, fibroblasto y/o una célula endotelial
vascular, y facilitar la captacién por la misma.

Un método de administracion tal preferido de la invencion es un sistema de dispersién coloidal. Los sistemas de
dispersion coloidal incluyen sistemas basados en lipidos incluyendo emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas
mixtas y liposomas. Un sistema coloidal preferido es un liposoma. Los liposomas son vasos de membrana artificiales
gue son Utiles como vector de administracion in vivo o in vitro. Se ha mostrado que vasos unilaminares grandes
(LUV), cuyo tamafio oscila de 0,2 - 4,0 um, pueden encapsular macromoléculas grandes. Pueden encapsularse
ARN, ADN vy viriones intactos dentro del interior acuoso y administrarse a las células en una forma biolégicamente
activa (Fraley, et al., Trends Biochem. Sci., 1981, 6:77). Con el fin de que un liposoma sea un vector de transferencia
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génica eficaz, debe estar presente una o méas de las siguientes caracteristicas: (1) encapsulacion del gen de interés
con alta eficacia con retencidon de actividad bioldgica; (2) union preferible y sustancial a una célula diana en
comparacién con células no diana; (3) administracion del contenido acuoso de la vesicula al citoplasma de la célula
diana con alta eficacia; y (4) expresion precisa y eficaz de la informacion genética.

Pueden dirigirse liposomas a un tejido particular, tal como el miocardio o la pared de células vasculares, acoplando
el liposoma a un ligando especifico tal como un anticuerpo monoclonal, azucar, glicolipido o proteina. Ligandos que
pueden ser (tiles para dirigir un liposoma a la pared vascular incluyen, pero no se limitan a, la proteina viral de la
cubierta del virus hemaglutinante de Japén. Adicionalmente, el vector puede acoplarse a un péptido de
direccionamiento nuclear, que dirigira el acido nucleico al nicleo de la célula huésped.

Los liposomas estan comercialmente disponibles de Gibco BRL, por ejemplo, como LIPOFECTIN™ vy
LIPOFECTACE™, que estan formados por lipidos catiénicos tales como cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)-propil]-N,N,N-
trimetilamonio (DOTMA) y bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB). Métodos de preparacion de liposomas se
conocen bien en la técnica y se han descrito en muchas publicaciones. También se han revisado liposomas por
Gregoriadis, G. en Trends in Biotechnology. V. 3, pags. 235-241 (1985). También se describen liposomas novedosos
para la administracion intracelular de macromoléculas, incluyendo acidos nucleicos, en la solicitud internacional PCT
n® PCT/US96/07572 (publicaciéon N° WO 96/40060, titulada “Intracellular Delivery of Macromolecules”).

En una realizacion particular, el vehiculo preferido es una microparticula biocompatible o implante que es adecuado
para su implantacion en el receptor mamifero. Implantes bioerosionables a modo de ejemplo que son Utiles segun
este método se describen en la solicitud internacional PCT n° PCT/US/03307 (publicacion N° WO 95/24929, titulada
“Polymeric Gene Delivery System”, que reivindica prioridad a la solicitud de patente de EE.UU. n° de serie 213.668,
presentada el 15 de marzo de 1994). El documento PCT/US/0307 describe una matriz polimérica biocompatible,
preferiblemente biodegradable, para contener un gen exdégeno bajo el control de un promotor apropiado. La matriz
polimérica se usa para lograr la liberacion sostenida del gen exdgeno en el paciente. Los 4cidos nucleicos descritos
en el presente documento pueden encapsularse o dispersarse dentro de la matriz polimérica biocompatible,
preferiblemente biodegradable, divulgada en el documento PCT/US/03307. La matriz polimérica esta preferiblemente
en forma de una microparticula, tal como una microesfera (en la que un &cido nucleico se dispersa por la totalidad de
una matriz polimérica solida) o una microcéapsula (en la que un acido nucleico esta almacenado en el nicleo de una
carcasa polimérica). Otras formas de la matriz polimérica para contener los acidos nucleicos de la invencion incluyen
peliculas, recubrimientos, geles, implantes y protesis endovasculares. El tamafio y la composicién del dispositivo de
matriz polimérica se seleccionan para producir una cinética de liberacion favorable en el tejido en el que se implanta
el dispositivo de matriz. El tamafio del dispositivo de matriz polimérica se selecciona ademas segun el método de
administracion que va a usarse, normalmente inyeccion en un tejido o administracion de una suspensién mediante
aerosol en las areas nasal y/o pulmonar. La composicién de matriz polimérica puede seleccionarse para que tenga
tanto tasas de degradacion favorables como también para estar formada de un material que es bioadhesivo, para
aumentar adicionalmente la eficacia de transferencia cuando el dispositivo se administra a una superficie vascular.
La composicion de matriz también puede seleccionarse para no degradarse, sino mas bien para liberarse mediante
difusion a lo largo de un periodo de tiempo prolongado.

Pueden usarse matrices poliméricas tanto biodegradables como no biodegradables para administrar los acidos de la
invencion al sujeto. Se prefieren matrices biodegradables. Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o
sintéticos. Se prefieren polimeros sintéticos. El polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo a lo largo
del cual se desea la liberacién, generalmente en el orden de algunas horas a un afio o mas. Normalmente, la
liberacion a lo largo de un periodo que oscila entre algunas horas y de tres a doce meses es lo mas deseable. El
polimero esta opcionalmente en forma de un hidrogel que puede absorber hasta aproximadamente el 90 % de su
peso en agua y mas, opcionalmente esta reticulado con iones multivalentes u otros polimeros.

En general, los acidos nucleicos descritos en el presente documento pueden administrarse usando el implante
bioerosionable mediante difusion, o més preferiblemente, mediante degradacion de la matriz polimérica. Polimeros
sintéticos a modo de ejemplo que pueden usarse para formar el sistema de administracion biodegradable incluyen:
poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, polialquilenglicoles, poli(6xidos de alquileno), poli(tereftalatos de
alquileno), poli(alcoholes vinilicos), poliviniléteres, poli(ésteres vinilicos), poli(haluros de vinilo), polivinilpirrolidona,
poliglicélidos, polisiloxanos, poliuretanos y copolimeros de los mismos, alquilcelulosa, hidroxialquilcelulosas, éteres
de celulosa, ésteres de celulosa, nitrocelulosas, polimeros de ésteres acrilicos y metacrilicos, metilcelulosa,
etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hipromelosa, hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato de celulosa,
acetato-butirato de celulosa, acetato-ftalato de celulosa, carboxiletilcelulosa, triacetato de celulosa, sal sddica de
sulfato de celulosa, poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(metacrilato de
isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de
fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo), poli(acrilato de octadecilo),
polietileno, polipropileno, polietilenglicol, poli(6xido de etileno), poli(tereftalato de etileno), poli(alcoholes vinilicos),
poli(acetato de vinilo), poli(cloruro de vinilo), poliestireno y polivinilpirrolidona.

Ejemplos de polimeros no biodegradables incluyen etileno-acetato de vinilo, poli(acido (met)acrilico), poliamidas,
copolimeros y mezclas de los mismos.
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Ejemplos de polimeros biodegradables incluyen polimeros sintéticos tales como polimeros de acido lactico y acido
glicdlico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos, poli(acido butirico), poli(acido valérico) y poli(lactida-co-
caprolactona), y polimeros naturales tales como alginato y otros polisacaridos incluyendo dextrano y celulosa,
colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo,
alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones y otras modificaciones realizadas rutinariamente por aquellos expertos en la
materia), albimina y otras proteinas hidréfilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidréfobas, copolimeros y
mezclas de los mismos. En general, estos materiales se degradan o bien mediante hidrélisis enzimética o bien
mediante exposicion a agua in vivo, mediante erosion superficial o en masa.

Polimeros bioadhesivos de interés particular incluyen hidrogeles bioerosionables descritos por H.S. Sawhney, C.P.
Pathak y J.A. Hubell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, poli(acidos hialurénicos), caseina, gelatina, glutina,
polianhidridos, poli(acido acrilico), alginato, quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo),
poli(metacrilato de butilo), poli(lmetacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo),
poli(metacrilato de laurilo), poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo) poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato
de isobutilo) y poli(acrilato de octadecilo). Por tanto, puede proporcionarse una composicion de las moléculas
anteriormente descritas de la invencion para su uso como medicamento, métodos de preparacion del medicamento y
métodos para la liberacion sostenida del medicamento in vivo.

También pueden usarse agentes de compactacion en combinacién con un vector descrito en el presente documento.
Un “agente de compactacion”, como se usa en el presente documento, se refiere a un agente, tal como una histona,
gue neutraliza las cargas negativas en el acido nucleico y asi permite la compactacion del acido nucleico en un
granulo fino. La compactacién del acido nucleico facilita la captaciéon del acido nucleico por la célula diana. Los
agentes de compactacion pueden usarse solos, es decir, para administrar un acido nucleico aislado descrito en el
presente documento en una forma que se capta mas eficazmente por la célula o, mas preferiblemente, en
combinacion con uno o més de los vectores descritos anteriormente.

Otras composiciones a modo de ejemplo que pueden usarse para facilitar la captaciéon por una célula diana de los
acidos nucleicos descritos en el presente documento incluyen fosfato de calcio y otros mediadores quimicos de
transporte intracelular, composiciones de microinyeccion y electroporacion.

Pueden proporcionarse métodos de aumento de la actividad de sulfatasa en una célula. Tales métodos implican
poner en contacto una célula que expresa una sulfatasa con una molécula de acido nucleico aislada descrita en el
presente documento (por ejemplo, una molécula de &cido nucleico de FGE que tiene una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEC ID N° 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 y 80-
87), o un producto de expresién de la misma (por ejemplo, un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en SEC ID N°: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 y 78), en una
cantidad eficaz para aumentar la actividad de sulfatasa en la célula. “Aumentar” la actividad de sulfatasa, como se
usa en el presente documento, se refiere a aumentar la afinidad por, y/o conversion de, el sustrato especifico para la
sulfatasa, normalmente el resultado de un aumento en la formaciéon de FGly en la molécula de sulfatasa. En una
realizacion, la célula expresa una sulfatasa a niveles superiores a los de células no mutantes. Por “aumentar la
actividad de sulfatasa en una célula” también se refiere a aumentar la actividad de una sulfatasa que se secreta por
la célula. La célula puede expresar una sulfatasa enddgena y/o exdgena. Dicho poner en contacto la molécula de
FGE también se refiere a activar el gen de FGE enddgeno de las células. En realizaciones importantes, se activa la
sulfatasa enddgena. En determinadas realizaciones, la sulfatasa es iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C,
arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y/o HSulf-6.
En determinadas realizaciones la célula es una célula de mamifero.

Puede proporcionarse una composicion farmacéutica. La composicién puede comprender una sulfatasa que se
produce por una célula, en una cantidad farmacéuticamente eficaz para tratar una deficiencia de sulfatasa, y un
vehiculo, en el que dicha célula se ha puesto en contacto con un agente que comprende una molécula de &cido
nucleico aislada que codifica una FGE (por ejemplo, una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73, 75, 77 y 80-87), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un péptido seleccionado del grupo que
consiste en la SEC ID N°: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 y 78). En realizaciones
importantes, la sulfatasa se expresa a niveles superiores que en células normales/control.

También puede proporcionarse una célula que produce sulfatasa; en la que se aumenta la razon de sulfatasa activa
con respecto a sulfatasa total producida por la célula. La célula comprende: (i) una sulfatasa con una actividad
aumentada en comparacion con un control, y (i) una enzima generadora de formilglicina con una actividad
aumentada en comparacién con un control, en la que la razon de sulfatasa activa con respecto a sulfatasa total
producida por la célula se aumenta en al menos el 5 % con respecto a la razén de sulfatasa activa con respecto a
sulfatasa total producida por la célula en ausencia de la enzima generadora de formilglicina. Se conoce en la técnica
gue la sobreexpresién de sulfatasas puede disminuir la actividad de sulfatasas endégenas (Anson et al., Biochem. J.,
1993, 294:657-662). Ademas, solo una fraccién de las sulfatasas recombinantes es activa. Los presentes inventores
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han descubierto, inesperadamente, que la expresion/actividad aumentada de FGE en una célula con
expresion/actividad aumentada de una sulfatasa produce la produccion de una sulfatasa que es mas activa. Como la
presencia de FGly en una molécula de sulfatasa esta asociada con actividad de sulfatasa, puede cuantificarse la
“sulfatasa activa” determinando la presencia de FGly en el producto celular de sulfatasa usando espectrometria de
masas MALDI-TOF, como se describe en otra parte en el presente documento. Entonces puede determinarse
facilmente la razon con sulfatasa total.

Pueden proporcionarse métodos para el diagndstico y la terapia de deficiencias de sulfatasa. Tales trastornos
incluyen, pero no se limitan a, deficiencia multiple de sulfatasas, mucopolisacaridosis Il (MPS II; sindrome de
Hunter), mucopolisacaridosis IlIA (MPS llIA; sindrome de Sanfilippo A), mucopolisacaridosis VIII (MPS VIII),
mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; sindrome de Morquio A), mucopolisacaridosis VI (MPS VI; sindrome de
Maroteaux-Lamy), leucodistrofia metacromatica (MLD), condrodisplasia punctata 1 recesiva ligada al cromosoma X e
ictiosis ligada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasa esteroidea).

Los métodos descritos en el presente documento son (tiles en el tratamiento tanto agudo como profilactico de
cualquiera de las afecciones anteriores. Como se usa en el presente documento, un tratamiento agudo se refiere al
tratamiento de sujetos que tienen una afeccion particular. Tratamiento profilactico se refiere al tratamiento de sujetos
en riesgo de tener la afeccion, pero que actualmente no tienen o experimentan los sintomas de la afeccion.

En su sentido mas amplio, los términos “tratamiento” o “tratar” se refieren a tratamientos tanto agudos como
profilacticos. Si el sujeto en necesidad de tratamiento estd experimentando una afeccion (o tiene o esta teniendo una
afeccion particular), entonces tratar la afeccion se refiere a mejorar, reducir o eliminar la afeccion o uno o mas
sintomas que surgen de la afeccién. En algunas realizaciones preferidas, tratar la afeccion se refiere a mejorar,
reducir o eliminar un sintoma especifico o un subconjunto especifico de sintomas asociados a la afeccién. Si el
sujeto en necesidad de tratamiento es uno que esta en riesgo de tener una afeccion, entonces tratar al sujeto se
refiere a reducir el riesgo de que el sujeto tenga la afeccion.

El modo de administracién y la dosificacion de un agente terapéutico descrito en el presente documento variaran con
el estadio particular de la afeccion que esta tratandose, la edad y la condicion fisica del sujeto que esta tratandose,
la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), la via especifica de administracion, y
factores similares dentro del conocimiento y la experiencia del profesional sanitario.

Como se describe en el presente documento, se administran agentes en cantidades eficaces para tratar cualquiera
de las deficiencias de sulfatasa anteriores. En general, una cantidad eficaz es cualquier cantidad que puede
provocar un cambio beneficioso en un tejido deseado de un sujeto. Preferiblemente, una cantidad eficaz es la
cantidad suficiente para provocar un cambio fenotipico favorable en una afeccioén particular tal como una reduccién,
alivio o eliminacion de un sintoma o de una afeccion en su totalidad.

En general, una cantidad eficaz es la cantidad de una preparacion farmacéutica que sola, o junto con dosis
adicionales, produce la respuesta deseada. Esto puede implicar solo ralentizar la progresién de la afeccién
temporalmente, aunque mas preferiblemente, implica detener la progresion de la afeccion permanentemente o
retrasar la apariciéon de, o prevenir que se produzca, la afeccion. Esto puede monitorizarse mediante métodos
rutinarios. Generalmente, las dosis de compuestos activos serian de aproximadamente 0,01 mg/kg por dia a 1000
mg/kg por dia. Se espera que dosis que oscilan de 50 pg-500 mg/kg sean adecuadas, preferiblemente por via oral y
en una o varias administraciones por dia.

Tales cantidades dependeran, por supuesto, de la afeccién particular que esta tratandose, la gravedad de la
afeccion, los parametros del paciente individual incluyendo edad, condicion fisica, tamafio y peso, la duracién del
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), la via especifica de administracion y factores similares
dentro del conocimiento y la experiencia del profesional sanitario. Dosis inferiores resultaran de determinadas formas
de administracion, tales como administracion intravenosa. En el caso de que una respuesta en un sujeto sea
insuficiente a las dosis iniciales aplicadas, pueden emplearse dosis superiores (0 dosis eficazmente superiores
mediante una via de administracion diferente, mas localizada) hasta el grado que lo permita la tolerancia del
paciente. Se contemplan multiples dosis por dia para lograr niveles sistémicos apropiados de compuestos. Se
prefiere generalmente que se use una dosis maxima, es decir, la dosis segura mas alta segun el criterio médico
sensato. Sin embargo, aquellos expertos habituales en la materia entenderan que un paciente puede insistir en una
dosis inferior o dosis tolerable por motivos médicos, motivos psicoldgicos o por practicamente cualquier otro motivo.

Los agentes descritos en el presente documento pueden combinarse, opcionalmente, con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para formar una preparacion farmacéutica. La expresién “vehiculo farmacéuticamente
aceptable”, como se usa en el presente documento, significa una o mas cargas, diluyentes o sustancias de
encapsulacién sdlidas o liquidas compatibles, que son adecuadas para su administracion en un ser humano. El
término “vehiculo” indica un componente organico o inorganico, natural o sintético, con el que se combina el principio
activo para facilitar la aplicaciéon. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también pueden estar
entremezclados con las moléculas de la presente invencién, y entre si, de una manera tal que no haya interaccion
que afectara sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. En algunos aspectos, las preparaciones
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farmacéuticas comprenden un agente descrito en el presente documento en una cantidad eficaz para tratar un
trastorno.

Las preparaciones farmacéuticas pueden contener agentes de tamponamiento adecuados, incluyendo: acido acético
en una sal; acido citrico en una sal; acido bdrico en una sal; o &cido fosférico en una sal. Las composiciones
farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes adecuados, tales como: cloruro de
benzalconio; clorobutanol; parabenos o timerosal.

Estan disponibles una variedad de vias de administraciéon. EI modo particular seleccionado dependerd, por supuesto,
del farmaco particular seleccionado, la gravedad de la afeccién que esta tratdndose y la dosificacién requerida para
la eficacia terapéutica. Los métodos descritos en el presente documento, de manera general, pueden ponerse en
practica usando cualquier modo de administracién que sea médicamente aceptable, que significa cualquier modo
gue produzca niveles eficaces de los compuestos activos sin provocar efectos adversos clinicamente inaceptables.
Tales modos de administracion incluyen vias oral, rectal, topica, nasal, intradérmica, transdérmica o parenteral. El
término “parenteral” incluye subcutaneo, intravenoso, intraomental, intramuscular o infusion. Las vias intravenosa o
intramuscular no son particularmente adecuadas para terapia y profilaxis a largo plazo. Como un ejemplo, pueden
formularse composiciones farmacéuticas para el tratamiento agudo de sujetos que tienen una cefalea de tipo
migrafia de una variedad de formas diferentes y para una variedad de modos de administracion incluyendo
comprimidos, cdpsulas, polvos, supositorios, inyecciones y esprays nasales.

Las preparaciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en forma de dosificaciéon unitaria y pueden
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos
incluyen la etapa de poner el principio activo en asociacién con un vehiculo que constituye uno o mas componentes
auxiliares. En general, las composiciones se preparan poniendo de manera uniforme e intima el compuesto activo en
asociacion con un vehiculo liquido, un vehiculo sélido finamente dividido, o0 ambos, y luego, si es necesario, moldear
el producto.

Pueden presentarse composiciones adecuadas para administracion oral como unidades diferenciadas, tales como
capsulas, comprimidos, pastillas para chupar, conteniendo cada una una cantidad predeterminada del compuesto
activo. Otras composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales como un jarabe,
elixir o una emulsion.

Composiciones adecuadas para administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacién acuosa
estéril de un agente de la invencidn, que es preferiblemente isotdnica con la sangre del receptor. Esta preparacion
acuosa puede formularse segin métodos conocidos usando agentes de dispersion y humectantes adecuados y
agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspension inyectable
estéril en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, como una disolucién en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua, disolucion de Ringer y
disolucidn isoténica de cloruro sédico. Ademas, se emplean convencionalmente aceites no volatiles estériles como
medio disolvente o de suspension. Para este fin puede emplearse cualquier aceite no volatil suave incluyendo mono
o di-glicéridos sintéticos. Ademas, pueden usarse acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de
inyectables. Pueden encontrarse formulaciones adecuadas para administraciones oral, subcutanea, intravenosa,
intramuscular, etc., en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA.

Puede proporcionarse un método para aumentar la actividad de generacion de Cg-formilglicina en una célula. El
método implica poner en contacto la célula con una molécula de acido nucleico aislada (por ejemplo, un &cido
nucleico de SEC ID N°: 1), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un péptido de SEC ID N°: 2), en
una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacion de Cq-formilglicina en la célula. En realizaciones
importantes, el método implica activar el gen de FGE enddgeno para aumentar la actividad de generacion de Cq-
formilglicina en la célula. En algunas realizaciones, la puesta en contacto se realiza en condiciones que permiten la
entrada de una molécula descrita en el presente documento en la célula.

La expresién “permitir la entrada” de una molécula en una célula tiene los siguientes significados dependiendo de la
naturaleza de la molécula. Para un &cido nucleico aislado pretende describir la entrada del acido nucleico a través de
la membrana celular y en el nucleo de la célula, tras lo cual el “transgén de acido nucleico” puede utilizar la
magquinaria de la célula para producir polipéptidos funcionales codificados por el acido nucleico. Por “transgén de
acido nucleico” se pretende describir todos los acidos nucleicos descritos en el presente documento con o sin los
vectores asociados. Para un polipéptido, se pretende describir la entrada del polipéptido a través de la membrana
celular y al interior del citoplasma celular, y si es necesario, la utilizacion de la maquinaria citoplasmética de la célula
para modificar funcionalmente el polipéptido (por ejemplo, para dar una forma activa).

Pueden emplearse diversas técnicas para introducir los acidos nucleicos descritos en el presente documento en
células, dependiendo de si los acidos nucleicos se introducen in vitro o in vivo en un huésped. Tales técnicas
incluyen transfeccion de precipitados de acido nucleico-CaPO,, transfeccion de acidos nucleicos asociados con
DEAE, transfeccién con un retrovirus que incluye el acido nucleico de interés, transfeccién mediada por liposoma y
similares. Para determinados usos, se prefiere dirigir el acido nucleico a células particulares. En tales casos, un
vehiculo usado para administrar un acido nucleico descrito en el presente documento al interior de una célula (por
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ejemplo, un retrovirus, u otro virus; un liposoma) puede tener una molécula de direccionamiento unida al mismo. Por
ejemplo, una molécula tal como un anticuerpo especifico para una proteina de membrana superficial en la célula
diana o un ligando para un receptor en la célula diana puede unirse al, o incorporarse dentro del, vehiculo de
administracion de &cido nucleico. Por ejemplo, cuando se emplean liposomas para suministrar los acidos nucleicos
descritos en el presente documento, pueden incorporarse proteinas que se unen a una proteina de membrana
superficial asociada con la endocitosis en la formulacion de liposoma para dirigir y/o para facilitar la captacion. Tales
proteinas incluyen proteinas de la capside o fragmentos de las mismas tréficos para un tipo de célula particular,
anticuerpos para proteinas que experimentan internalizacién en la ciclacion, proteinas que seleccionan como diana
una localizacién intracelular y potencian la semivida intracelular, y similares. También se han usado
satisfactoriamente sistemas de administracion poliméricos para administrar acidos nucleicos al interior de células,
como conocen aquellos expertos en la materia. Tales sistemas permiten incluso la administracion oral de acidos
nucleicos.

Otros sistemas de administracion pueden incluir sistemas de administracién de liberacion en el tiempo, liberacién
retrasada o liberacion sostenida. Tales sistemas pueden evitar administraciones repetidas de un agente de la
presente invencion, aumentando la conveniencia para el sujeto y el médico. Estan disponibles muchos tipos de
sistemas de administracion de liberacién y son conocidos por aquellos expertos habituales en la técnica. Incluyen
sistemas basados en polimero tales como poli(lactida-glicolida), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas,
poliortoésteres, poli(acido hidroxibutirico) y polianhidridos. Se describen microcapsulas de los polimeros anteriores
que contienen farmacos, por ejemplo, en la patente de EE.UU. 5.075.109. Los sistemas de administracion también
incluyen sistemas no poliméricos que son: lipidos incluyendo esteroles tales como colesterol, ésteres de colesterol y
acidos grasos o grasas neutras tales como mono-, di- y tri-glicéridos; sistemas de liberacion de hidrogel; sistemas
silasticos; sistemas basados en péptidos; recubrimientos de cera; comprimidos usando aglutinantes y excipientes
convencionales; implantes parcialmente fundidos; y similares. Ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a:
(a) sistemas de erosién en los que un agente descrito en el presente documento esta contenido en una forma dentro
de una matriz tal como aquellas descritas en las patentes de EE.UU. N° 4.452.775, 4.675.189 y 5.736.152, y (b)
sistemas de difusion en los que un componente activo penetra a una tasa controlada desde un polimero tal como se
describe en las patentes de EE.UU. N° 3.854.480, 5.133.974 y 5.407.686. Ademas, pueden usarse sistemas de
administracion de hardware basados en bombas, algunos de los cuales estan adaptados para implantacion.

Puede ser deseable el uso de un implante de liberacion sostenida a largo plazo. La liberacién a largo plazo, como se
usa en el presente documento, significa que el implante se construye y dispone para administrar niveles terapéuticos
del principio activo durante al menos 30 dias, y preferiblemente 60 dias. Aquellos expertos habituales en la técnica
conocen bien implantes de liberacidon sostenida a largo plazo e incluyen algunos de los sistemas de liberacion
descritos anteriormente. Ejemplos especificos incluyen, pero no se limitan a, implantes de liberacién sostenida a
largo plazo descritos en la patente de EE.UU. N° 4.748.024, y la patente canadiense N° 1330939.

Administracion, y en algunas realizaciones, la coadministracién de agentes distintos de las moléculas de FGE
descritas en el presente documento que cuando se administran en cantidades eficaces pueden actuar de manera
cooperativa, aditiva o sinérgica con una molécula de FGE descrita en el presente documento para: (i) modular la
actividad de generacion de Cq-formilglicina, y (i) tratar cualquiera de las afecciones en las que participa la actividad
de generacion de Cg-formilglicina de una molécula de la invencion (por ejemplo, una deficiencia de sulfatasa
incluyendo MSD). Agentes distintos de las moléculas de FGE descritas en el presente documento incluyen iduronato
2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A,
arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-
3, HSulf-4, HSulf-5 o HSulf-6, (4cidos nucleicos y polipéptidos, y/o fragmentos de los mismos), y/o combinaciones de
los mismos.

“Co-administrar”, como se usa en el presente documento, se refiere a administrar simultdneamente dos o mas
compuestos de la invencion (por ejemplo, un acido nucleico y/o polipéptido de FGE, y un agente que se sabe que es
beneficioso en el tratamiento de, por ejemplo, una deficiencia de sulfatasa (por ejemplo, iduronato 2-sulfatasa en el
tratamiento de MPSII), como mezcla en una Unica composicion, o secuencialmente, lo bastante proximos en el
tiempo para que los compuestos puedan ejercer un efecto aditivo o incluso sinérgico.

Pueden proporcionarse matrices de moléculas de acido nucleico en fase sélida. La matriz consiste esencialmente en
un conjunto de moléculas de acido nucleico, productos de expresién de las mismas, o fragmentos (o bien del acido
nucleico o bien de la molécula de polipéptido) de los mismos, seleccionandose cada molécula de acido nucleico del
grupo que consiste en FGE, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E,
arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSuif-5 y HSulf-6, fijado a un sustrato sélido. En
algunas realizaciones, la matriz en fase soélida comprende ademéas al menos una molécula de acido nucleico de
control. En determinadas realizaciones, el conjunto de moléculas de acido nucleico comprende al menos una, al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, o incluso al menos cinco moléculas de acido nucleico, seleccionandose
cada una del grupo que consiste en FGE, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E,
arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6. En realizaciones preferidas, el
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conjunto de moléculas de acido nucleico comprende un nimero maximo de 100 moléculas de é&cido nucleico
diferentes. En realizaciones importantes, el conjunto de moléculas de acido nucleico comprende un nimero maximo
de 10 moléculas de &cido nucleico diferentes.

Se utilizan técnicas de hibridacion estandar de tecnologia de micromatrices para evaluar patrones de expresion de
acido nucleico e identificar la expresion de acido nucleico. La tecnologia de micromatrices, que también se conoce
por otros nombres incluyendo: tecnologia de chip de ADN, tecnologia de chip génico y tecnologia de matriz de acido
nucleico en fase soélida, es muy conocida por aquellos expertos habituales en la técnica y se basa en, pero no se
limita a, obtener una matriz de sondas de acido nucleico identificadas (por ejemplo, moléculas descritas en otra parte
en el presente documento tales como de FGE, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-
sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D,
arilsulfatasa E, arilsulfatasa P, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y/o HSulf-6) sobre un
sustrato fijo, marcar moléculas diana con moléculas indicadoras (por ejemplo, mascas radiactivas,
qguimioluminiscentes o fluorescentes tales como fluoresceina, Cye3-dUTP o Cye5-dUTP), hibridar acidos nucleicos
diana con las sondas, y evaluar la hibridacién diana-sonda. En general, una sonda con una secuencia de acido
nucleico que se corresponde perfectamente con la secuencia diana producira la deteccion de una sefial de molécula
indicadora mas fuerte que sondas con correspondencias menos perfectas. Se presentan muchos componentes y
técnicas utilizadas en la tecnologia de micromatrices de &cido nucleico en The Chipping Forecast, Nature Genetics,
Vol. 21, enero de 1999.

Los sustratos de micromatriz pueden incluir, pero no se limitan a, vidrio, silice, aluminosilicatos, borosilicatos, 6xidos
metalicos tales como alimina y 6xido de niquel, diversas arcillas, nitrocelulosa o nailon. En todas las realizaciones
se prefiere un sustrato de vidrio. Se seleccionan sondas del grupo de acidos nucleicos incluyendo, pero sin limitarse
a: ADN, ADN gendémico, ADNc y oligonucleétidos; y pueden ser naturales o sintéticas. Las sondas de
oligonucledtidos son preferiblemente oligonucleétidos 20 a 25 meros y las sondas de ADN/ADNc tienen
preferiblemente 500 a 5000 bases de longitud, aunque pueden usarse otras longitudes. Un experto habitual en la
materia puede determinar una longitud de sonda apropiada siguiendo procedimientos conocidos en la técnica. En
una realizacion, sondas preferidas son conjuntos de dos o mas de las moléculas de acido nucleico expuestas como
SEC ID N°: 1, 3, 4, 6, 8, 10 y/o 12. Pueden purificarse sondas para eliminar contaminantes usando métodos
estandar conocidos por aquellos expertos habituales en la técnica tales como filtracion en gel o precipitacion.

En una realizacién, puede recubrirse el sustrato de micromatriz con un compuesto para potenciar la sintesis de la
sonda sobre el sustrato. Tales compuestos incluyen, pero no se limitan a, oligoetilenglicoles. En otra realizacion,
pueden usarse grupos o agentes de acoplamiento sobre el sustrato para enlazar covalentemente el imprimacion
nucledtido u oligonucledtido al sustrato. Estos agentes o grupos pueden incluir, pero no se limitan a: grupos amino,
hidroxi, bromo y carboxi. Estos grupos reactivos se unen preferiblemente al sustrato mediante un radical hidrocarbilo
tal como un radical divalente alquileno o fenileno, ocupandose una posicion de valencia por la unién a la cadena y
uniéndose la restante a los grupos reactivos. Estos grupos hidrocarbilo pueden contener hasta aproximadamente
diez atomos de carbono, preferiblemente hasta aproximadamente seis atomos de carbono. Normalmente se
prefieren radicales alquileno que contienen dos a cuatro atomos de carbono en la cadena principal. Estos y otros
detalles del proceso se divulgan, por ejemplo, en la patente de EE.UU. 4.458.066.

En una realizacion, se sintetizan directamente sondas sobre el sustrato en un patrén de rejilla predeterminado
usando métodos tales como sintesis quimica dirigida por luz, desproteccion fotoquimica o administracion de
precursores de nucledtidos al sustrato y posterior produccion de sonda.

En otra realizacion, el sustrato puede recubrirse con un compuesto para potenciar la union de la sonda al sustrato.
Tales compuestos incluyen, pero no se limitan a: polilisina, aminosilanos, silanos amino-reactivos (Chipping
Forecast, 1999) o cromo (Gwynne y Page, 2000). En esta realizacion, se aplican sondas previamente sintetizadas al
sustrato en un patrén de rejilla y volumen preciso, predeterminado, utilizando un robot controlado por ordenador para
aplicar la sonda al sustrato de una manera de impresion por contacto o de una manera sin contacto tal como
suministro por chorro de tinta o piezoeléctrico. Pueden enlazarse covalentemente sondas al sustrato con métodos
gue incluyen, pero no se limitan a, irradiacion UV. En otra realizacion se enlazan sondas al sustrato con calor.

Las dianas son acidos nucleicos seleccionados del grupo que incluye, pero no se limita a: ADN, ADN genémico,
ADNCc, ARN, ARNm y pueden ser naturales o sintéticas. En todas las realizaciones, se prefieren moléculas de acido
nucleico de sujetos que se sospecha que desarrollan o tienen una deficiencia de sulfatasa. En determinadas
realizaciones, una o mas moléculas de &cido nucleico de control se unen al sustrato. Preferiblemente, las moléculas
de acido nucleico de control permiten la determinacion de factores incluyendo, pero sin limitarse a: calidad de acido
nucleico y caracteristicas de union; calidad y eficacia de reactivo; éxito de hibridacion; y umbrales y éxito de andlisis.
Acidos nucleicos de control pueden incluir, pero no se limitan a, productos de expresion de genes tales como genes
de mantenimiento o fragmentos de los mismos.

Para seleccionar un conjunto de marcadores de enfermedad de deficiencia de sulfatasa, preferiblemente se analizan

los datos de expresién generados, por ejemplo, por andlisis de micromatrices de expresion génica, para determinar
qué genes en diferentes categorias de pacientes (siendo cada categoria de pacientes un trastorno de deficiencia de
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sulfatasa diferente) se expresan de manera significativamente diferenciada. La significacion de la expresién génica
puede determinarse usando el software informéatico Permax, aunque puede usarse cualquier paquete estadistico
convencional que pueda distinguir diferencias significativas en la expresion. Permax realiza pruebas de la t de 2
muestras con permutacion en grandes matrices de datos. Para vectores dimensionales altos de observaciones, el
software Permax calcula datos estadisticos de la t para cada atributo, y evalla la significacion usando la distribucion
de permutacion de los atributos globales maximo y minimo. El uso principal es para determinar los atributos (genes)
gue son los mas diferentes entre dos grupos (por ejemplo, sujeto sano de control y un sujeto con una deficiencia de
sulfatasa particular), medir “lo mas diferente” usando el valor de los datos estadisticos de la t, y sus niveles de
significacion.

También puede determinarse la expresion de moléculas de acido nucleico relacionadas con una enfermedad de
deficiencia de sulfatasa usando métodos de medicién de proteinas para determinar la expresion de SEC ID N°: 2,
por ejemplo, determinando la expresion de polipéptidos codificados por SEC ID N°: 1 y/o 3. Métodos preferidos para
medir especifica y cuantitativamente proteinas incluyen, pero no se limitan a: métodos basados en espectroscopia
de masas tales como desorcion/ionizacion por laser potenciada en superficie (SELDI; por ejemplo, sistema
ProteinChip de Ciphergen), métodos no basados en espectroscopia de masas, y métodos basados en
inmunohistoquimica tales como electroforesis en gel en dos dimensiones.

La metodologia SELDI puede usarse, mediante procedimientos conocidos para aquellos expertos habituales en la
técnica, para vaporizar cantidades microscépicas de proteina y para crear una “huella” de proteinas individuales,
permitiendo asi la medicion simultanea de la abundancia de muchas proteinas en una Unica muestra.
Preferiblemente pueden utilizarse ensayos basados en SELDI para caracterizar deficiencia multiple de sulfatasas,
asi como estadios de tales afecciones. Tales ensayos incluyen preferiblemente, pero no se limitan a, los siguientes
ejemplos. Pueden medirse selectivamente productos génicos descubiertos mediante micromatrices de ARN
mediante captura especifica (mediada por anticuerpos) en el disco de proteina de SELDI (por ejemplo, SELDI
selectiva). Pueden resolverse productos génicos descubiertos mediante cribado de proteinas (por ejemplo, con geles
en 2-D), mediante “SELDI de proteina total” optimizada para visualizar aquellos marcadores particulares de interés
de entre SEC ID N°: 1, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 y/o 28. Pueden utilizarse modelos predictivos de una
deficiencia de sulfatasa especifica de medicion de SELDI de miltiples marcadores de entre SEC ID N°: 1, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 y/o 28, para las estrategias de SELDI.

El uso de cualquiera de los métodos de micromatriz anteriores para determinar la expresiéon de acidos nucleicos
relacionados con una enfermedad de deficiencia de sulfatasa puede hacerse con métodos rutinarios conocidos por
aquellos expertos habituales en la técnica y la expresién determinada mediante métodos de medicion de proteinas
puede correlacionarse con niveles predeterminados de un marcador usado como método de prondstico para
seleccionar estrategias de tratamiento para pacientes con enfermedad de deficiencia de sulfatasa.

Puede proporcionarse una célula productora de sulfatasa, en la que se aumenta la razén de sulfatasa activa con
respecto a sulfatasa total producida (es decir, la actividad especifica) por la célula. La célula comprende: (i) una
sulfatasa con una expresion aumentada, y (ii) una enzima generadora de formilglicina con una expresién aumentada,
en la que la razon de sulfatasa activa con respecto a sulfatasa total producida por la célula se aumenta en al menos
el 5% con respecto a la razén de sulfatasa activa con respecto a la sulfatasa total producida por la célula en
ausencia de la enzima generadora de formilglicina.

Una “sulfatasa con expresién aumentada”, como se usa en el presente documento, se refiere normalmente a
expresion aumentada de una sulfatasa y/o su polipéptido codificado en comparacion con un control. La expresion
aumentada se refiere a aumentar (es decir, hasta un grado detectable) la replicacion, transcripcion y/o traduccion de
cualquiera de los acidos nucleicos de sulfatasa (acidos nucleicos de sulfatasa como se describen en otra parte en el
presente documento), ya que la regulacién por incremento de cualquiera de esos procesos produce un aumento de
la concentracién/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico). Esto puede lograrse usando varios
métodos conocidos en la técnica, también descritos en otra parte en el presente documento, tal como transfeccion
de una célula con el ADNc de sulfatasa, y/o ADN genémico que engloba el locus de sulfatasa, activacion del gen de
sulfatasa enddgeno colocando, por ejemplo, un elemento promotor fuerte en la direcciéon 5' del locus gendmico del
gen de sulfatasa enddégeno usando recombinacion homologa (véase, por ejemplo, la tecnologia de activacion génica
descrita en detalle en las patentes de EE.UU. N° 5.733.761, 6.270.989 y 6.565.844), etc. Un control tipico seria una
célula idéntica transfectada con un(os) plasmido(s) de vector. Potenciar (0 aumentar) la actividad de sulfatasa
también se refiere a prevenir o inhibir la degradacion de sulfatasa (por ejemplo, mediante ubiquitinizacion
aumentada), regulaciéon por disminucion, etc., dando como resultado, por ejemplo, t,, (semivida) de molécula de
sulfatasa aumentada o estable en comparacién con un control. Regulacién por disminucion o expresion disminuida
se refiere a expresion disminuida de un gen y/o su polipéptido codificado. La regulacion por incremento o regulacion
por disminucion de la expresion génica puede determinarse directamente detectando un aumento o disminucion,
respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen (por ejemplo, una sulfatasa), o el nivel de expresion de proteina
del polipéptido codificado por el gen, usando cualquier medio adecuado conocido en la técnica, tal como hibridacion
de &cido nucleico o métodos de deteccidon de anticuerpos, respectivamente, y en comparacion con controles. La
regulacion por incremento o regulacién por disminucién de la expresion de genes de sulfatasa también puede
determinarse indirectamente detectando un cambio en la actividad de sulfatasa.
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Similarmente, una “enzima generadora de formilglicina con una expresion aumentada”, como se usa en el presente
documento, se refiere normalmente a expresion aumentada de un acido nucleico de FGE de la invencion y/o su
polipéptido codificado en comparacion con un control. Expresion aumentada se refiere a aumentar (es decir, hasta
un grado detectable) la replicacion, transcripcién y/o traduccién de cualquiera de los acidos nucleicos de FGE (como
se describe en otra parte en el presente documento), ya que la regulacion por incremento de cualquiera de esos
procesos produce un aumento de la concentracién/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico).
Esto puede lograrse usando los métodos descritos anteriormente (para las sulfatasas), y en otra parte en el presente
documento.

En determinadas realizaciones, la razéon de sulfatasa activa con respecto a sulfatasa total producida por la célula se
aumenta en al menos el 10 %, el 15 %, el 20 %, el 50 %, el 100 %, el 200 %, el 500 %, el 1000 %, con respecto a la
razon de sulfatasa activa con respecto a sulfatasa total producida por la célula en ausencia de la enzima generadora
de formilglicina.

Puede proporcionarse un método mejorado para tratar una deficiencia de sulfatasa en un sujeto. EI método implica
administrar a un sujeto en necesidad de tal tratamiento una sulfatasa en una cantidad eficaz para tratar la deficiencia
de sulfatasa en el sujeto, en el que la sulfatasa se pone en contacto con una enzima generadora de formilglicina en
una cantidad eficaz para aumentar la actividad especifica de la sulfatasa. Como se describe en otra parte en el
presente documento, “actividad especifica” se refiere a la razén de sulfatasa activa con respecto a sulfatasa total
producida. “Poner en contacto”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a modificar
postraduccionalmente mediante FGE la sulfatasa como se describe en otra parte en el presente documento. Sera
evidente para un experto habitual en la materia que una FGE puede entrar en contacto con una sulfatasa y
modificarla si los acidos nucleicos que codifican FGE y una sulfatasa se co-expresan en una célula, o incluso si un
polipéptido de FGE aislado entra en contacto con un polipéptido de sulfatasa aislado in vivo o in vitro. Aunque puede
co-administrarse un polipéptido de FGE aislado con un polipéptido de sulfatasa aislado a un sujeto para tratar una
deficiencia de sulfatasa en el sujeto, se prefiere que el contacto entre FGE y la sulfatasa tenga lugar in vitro antes de
la administracion de la sulfatasa al sujeto. Este método de tratamiento mejorado es beneficioso para un sujeto, ya
gque necesitan administrar cantidades menores de la sulfatasa, y/o con menos frecuencia, ya que la sulfatasa tiene
una actividad especifica superior.

La invencion se entendera mas completamente mediante referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1:

La deficiencia multiple de sulfatasas esta producida por mutaciones en el gen que codifica la enzima generadora de
Cq-formilglicina (FGE) humana

Procedimientos experimentales

Materiales y métodos

Ensayo in vitro para FGE

Para monitorizar la actividad FGE, se us6 el péptido P23 23-mero N-acetilado y C-amidado
(MTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRS) (SEC ID N°: 33) como sustrato. Se monitorizd la conversion del residuo de
cisteina en la posicion 11 en FGly mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Se preparé una disolucién madre
6 UM de P23 en acetonitrilo al 30 % y &cido trifluoroacético al 0,1 % (TFA). En condiciones normales, se incubaron 6
pmoles de P23 a 37 °C con hasta 10 pl de enzima en un volumen final de 30 pl de Tris/HCI 50 mM, pH 9,0, que
contenia NaCl 67 mM, CaCl, 15 yM, DTT 2 mM, y albdmina sérica bovina 0,33 mg/ml. Para detener la reaccion
enzimatica, se afiadieron 1,5 pl de TFA al 10 %. Entonces P23 se uni6é a ZipTip C18 (Millipore), se lavo con TFA al
0,1 %y se eluyd en 3 pl de acetonitrilo al 50 %, TFA al 0,1 %. Se mezclaron 0,5 pl del eluato con 0,5 pl de disolucién
de matriz (4cido a-ciano-4-hidroxi-cindmico 5 mg/ml (Bruker Daltonics, Billerica, MA) en acetonitrilo al 50 %, TFA al
0,1 %) en una diana de acero inoxidable. Se realizé la espectrometria de masas MALDI-TOF con un Reflex IlI
(Bruker Daltonics) usando reflectron y energia laser justo antes del umbral de desorcién/ionizacién. Todos los
espectros fueron promedios de 200-300 disparos de varios puntos en la diana. Se calibré el eje de masas usando
péptidos de masas moleculares que oscilaban entre 1000 y 3000 Da como patrones externos. MH" monoisotrépico
de P23 es 2526,28 y del producto que contiene FGly, 2508,29. Se calculé la actividad (pmol de producto / h)
partiendo de la base de la altura pico del producto divido por la suma de las alturas de pico de P23y el producto.

Purificacion de FGE a partir de testiculos bovinos

Se obtuvieron testiculos bovinos del matadero local y se almacenaron durante hasta 20 h en hielo. Se liber6 el
parénquima del tejido conjuntivo y se homogeneizé en una Waring Blendor y mediante tres rondas de licuado a
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motor. Se realiz6 la preparacion de microsomas rugosos (RM) mediante fraccionamiento celular del homogenizado
obtenido como se describe (Meyer et al., J. Biol. Chem., 2000, 275:14550-14557) con las siguientes modificaciones.
Se realizaron tres etapas de centrifugacién diferencial, de 20 minutos cada una a 4 °C, a 500 g (rotor JA10), 3000 g
(JA10) y 10000 g (JA20). A partir del ultimo sobrenadante, se sedimentaron las membranas de RM (125000 g, rotor
Ti45, 45 min, 4 °C), se homogeneizaron mediante licuado a motor y se estratificaron en un colchén de sacarosa
(Hepes 50 mM, pH 7,6, KAc 50 mM, MgAc, 6 mM, EDTA 1 mM, sacarosa 1,3 M, B-mercaptoetanol 5 mM). Se
recuperaron los RM del sedimento después de centrifugar durante 210 minutos a 45000 rpm en un rotor Ti45 a 4 °C.
Normalmente, se obtuvieron 100000-150000 equivalentes de RM, como definen Walter y Blobel (Methods
Enzymol.,1983, 96:84-93), de 1 kg de tejido testicular. Se obtuvo el reticuloplasma, es decir el contenido luminar del
RM, mediante la extraccion diferencial a concentraciones bajas de desoxi Big Chap, como se describe (Fey et al., J.
Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). Para la purificacion de FGE, se dializaron 95 ml de reticuloplasma durante 20
h a 4 °C frente a Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, DTT 2,5 mM, y se aclararon mediante centrifugacion a 125000 g durante 1
h. Se cargaron alicuotas de 32 ml del reticuloplasma aclarado en una columna MonoQ HR10/10 (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) a temperatura ambiente, se lavaron y se eluyeron a 2 ml/min con un gradiente lineal de
NaCl de 0 a 0,75 M en 80 ml del tampdn Tris. Se reunieron las fracciones que contenian actividad de FGE, que
eluyeron a NaCl 50-165 mM, de tres rondas (42 ml) y se mezclaron con 2 ml de concanavalina A-Sepharose
(Amersham Biosciences) que se habia lavado con tampén Hepes 50 mM, pH 7,4, que contenia KCI 0,5 M, MgCl, 1
mM, MnCl; 1 mM, CaCl, 1 mM y DTT 2,5 mM. Después de la incubacion durante 16 h a 4 °C, se recogio la
concanavalina A-Sepharose en una columna y se lavé con 6 ml del mismo tampon Hepes. Se eluyé el material unido
incubando la columna durante 1 h a temperatura ambiente con 6 ml de a-metilmanésido 0,5 M en Hepes 50 mM, pH
7,4, DTT 2,5 mM. Se repiti6 la elucién con 4 ml del mismo eluyente. Se ajustaron los eluatos combinados (10 ml) de
concanavalina A-Sepharose a pH 8,0 con Tris/HCI 0,5 M, pH 9,0, y se mezclaron con 2 ml de Affigel 10 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) que se habia derivatizado con 10 mg del péptido reorganizado al azar
(PVSLPTRSCAALLTGR) (SEC ID N°: 34) y se lavaron con tampon A (Hepes 50 mM, pH 8,0, que contenia acetato
de potasio 0,15 M, sacarosa 0,125 M, MgCl, 1 mM y DTT 2,5 mM). Después de la incubacion durante 3 h a 4 °C se
recogi6é la matriz de afinidad en una columna. Se recogieron la fraccion no retenida y una de lavado con 4 ml de
tampdn A, se combinaron y se mezclaron con 2 ml de Affigel 10 que se habia sustituido con 10 mg del péptido Ser69
(PVSLSTPSRAALLTGR) (SEC ID N°: 35) y se lavaron con tampén A. Después de la incubacion durante la noche a
4 °C, se recogio la matriz de afinidad en una columna, se lavé 3 veces con 6 ml de tampon B (el tampén A que
contenia NaCl 2 M y una mezcla de los 20 aminoacidos proteinogénicos, cada uno a 50 mg/ml). Se eluyé el material
unido de la matriz de afinidad incubando el Affigel dos veces durante 90 min cada una con 6 ml de tamp6n B que
contenia el péptido Ser69 25 mM. Se sustituyd una alicuota del eluato con albumina sérica bobina 1 mg/ml, se
dializ6 frente al tampdn A y se analiz6 para su actividad. Se concentré la parte restante de la actividad (11,8 ml) en
un concentrador Vivaspin 500 (Vivascience AG, Hannover, Alemania), y se solubilizé a 95 °C en tampdn de muestra
Laemmli SDS. Se monitorizaron la composicion del polipéptido del material de partida y las preparaciones obtenidas
después de las etapas cromatograficas mediante SDS-PAGE (15 % de acrilamida, 0,16 % de bisacrilamida) y tincién
con SYPRO Ruby (Bio-Rad Laboratories).

Identificacion de FGE mediante espectrometria de masas

Para el andlisis de huella de masa peptidica, los polipéptidos purificados se digirieron en gel con tripsina
(Shevchenko et al.,, Anal. Chem., 1996, 68:850-855), se desalaron en C18 ZipTip y se analizaron mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF usando acido dihidrobenzoico como matriz y dos péptidos autoliticos de
tripsina (m/z 842,51 y 2211,10) como patrones internos. Para el andlisis de espectrometria de masas en tdndem se
analizaron péptidos seleccionados mediante espectrometria de masas por descomposicién metaestable - MALDI-
TOF. Se aislaron sus iones doblemente cargados correspondientes y se fragmentaron mediante espectrometria de
masas con trampa iénica con nano-ESI fuera de linea (EsquireLC, Bruker Daltonics). Se usaron los datos de la
espectrometria de masas mediante el algoritmo de blsqueda Mascot para la identificacién de proteinas en la base
de datos de proteinas NCBInr y la base de datos de nucleétidos NCBI EST.

Bioinforméatica

Se describieron péptidos sefial y sitios de escisién con el método de von Heijne (von Heijne, Nucleic Acids Res.,
1986, 14:4683-90) implementado en EMBOSS (Rice et al., Trends in Genetics, 2000, 16:276-277). Se predijeron los
sitios de N-glicosilacion usando el algoritmo de Brunak (Gupta y Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22). Se
detectaron los dominios funcionales mediante la bisqueda de modelos ocultos de Markov en PFAM (versién 7.8)
(Sonnhammer et al., Nucleic Acids Res., 1998, 26:320-322). Para buscar homoélogos de FGE, se consultaron las
bases de datos del National Center for Biotechnology Information (Wheeler et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20:13-
16) con BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids Res., 1997, 25:3389-3402). Se calcularon las similitudes de secuencia
usando herramientas estandar de EMBOSS. Se determind la sintenia y la organizacién gendémica de los loci usando
fuentes de genoma humano y de raton de NCBI y el mapa de homologias entre ser humano y raton, también de
NCBI, (Bethesda, MD).

Clonaciéon de ADNc de FGE humana

Se sometio a transcripcion inversa el ARN total, preparado a partir de fibroblastos humanos usando el kit RNEASY™
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Mini (Qiagen, Inc., Valencia, CA) usando el kit OMNISCRIPT RT™ (Qiagen, Inc., Valencia, CA) y o bien un cebador
de oligo(dT) o bien el cebador especifico de FGE, 1199nc (CCAATGTAGGTCAGACACG) (SEC ID N°: 36). Se
amplificé el ADNc de imprimaciona hebra mediante PCR usando el cebador directo 1¢c (ACATGGCCCGCGGGAC)
(SEC ID N°: 37) y, como cebador inverso, o bien 1199nc o bien 1182nc (CGACTGCTCCTTGGACTGG) (SEC ID Ne:
38). Se clonaron los productos de la PCR directamente en el vector pCR4-TOPO™ (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA). Mediante secuenciacién miltiple de los productos clonados de la PCR, que se habian obtenido de
diversos individuos y de reacciones de RT y PCR independientes, se determind la secuencia codificante del ADNc
de FGE (SEC ID N°: 1y 3).

Deteccion de mutaciones, secuenciacion gendmica, mutagénesis dirigida al sitio y analisis de transferencia
Northern

Los protocolos convencionales utilizados en este estudio fueron esencialmente como se describen en Lubke et al.
(Nat. Gen., 2001, 28: 73-76) y Hansske et al. (J. Clin. Invest., 2002, 109:725-733). Las transferencias Northern se
hibridaron con una sonda de ADNc que cubre toda la region codificante y una sonda de ADNc de B-actina como
control para carga de ARN.

Lineas celulares y cultivo celular

Se obtuvieron fibroblastos de pacientes con MSD 1-6 de E. Christenson (Rigshospitalet Copenhage), M. Beck
(Universitatskinderklinik Mainz), A. Kohlschitter (Universitatskrankenhaus Eppendorf, Hamburgo), E. Zammarchi
(Meyer Hospital, Universidad de Florencia), K. Harzer (Institut fir Hirnforschung, Universitat Tibingen) y A. Fensom
(Guy’s Hospital, Londres), respectivamente. Se mantuvieron los fibroblastos de piel humana, BHK21, HT-1080 y las
células CHO a 37 °C en 5 % de CO; en medio Eagle modificado por Dulbecco que contenia 10 % de suero bovino
fetal.

Transfeccién, inmunofluorescencia indirecta, andlisis de transferencia Western y deteccion de actividad FEG

Se dot6 el ADNc de FGE con un sitio de EcoRI en 5" y o bien una secuencia de marcador de HA, c-Myc o bien
RGS-Hisg en 3, seguido por un coddn de terminacién y un sitio de Hindlll, mediante PCR de adiciéon usando
Pfu polimerasa (Stratagene, La Jolla, CA) y los cebadores siguientes: GGAATTCGGGACAACATGGCTGCG
(EcoRl) (SEC ID N°: 39), CCCAAGCTTATGCGTAGTCAGGCACATCATACGGATAGTCCATGGTGGGCAGGC
(HA) (SEC ID N°: 40), CCCAAGCTTACAGGTCTTCTTCAGAAATCAGCTTTTGTTCGTCCATGGTGGGCAG
GC (c-Myc) (SEC ID N° 41), CCCAAGCTT AGT GAT GGT GAT GGT GAT GCGAT C
CTCTGTCCATGGTGGGCAGGC (RGS-Hisg) (SEC ID N°: 42). Se clonaron los productos resultantes de PCR
como fragmentos de EcoRI/Hindlll en pMPSVEH (Artelt et al., Gene, 1988, 68:213-219). Se transfectaron de
manera transitoria los plasmidos obtenidos en células HT-1080, BHK21 y CHO, se hicieron crecer sobre
portaobjetos, usando EFFECTENE™ (Qiagen) como reactivo de transfeccion. 48 después de la transfeccion,
se analizaron las células mediante inmunofluorescencia indirecta como se ha descrito previamente (Liibke et
al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Hansske et al., J. Clin. Invest.,, 2002, 109:725-733), usando anticuerpos
monoclonales IgG1 contra HA (Berkeley Antibody Company, Richmond, CA), c-Myc (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA) o RGS-His (Qiagen) como anticuerpos primarios. Se detect6 la proteina marcadora de
reticulo endoplasmico, proteina disulfuro isomerasa (PDI) con un anticuerpo monoclonal de diferente subtipo
(IgG2A, Stressgen Biotech., Victoria BC, Canada). Se detectaron los anticuerpos primarios con anticuerpos
secundarios de cabra especificos de isotipo acoplados a CY2 o CY3, respectivamente (Molecular Probes, Inc.,
Eugene, O). Se obtuvieron imagenes de inmunofluorescencia en un microscopio de barrido laser Leica TCS
Sp2 AOBS. Para el andlisis de transferencia Western se usaron los mismos anticuerpos monoclonales y una
IgG anti-ratén conjugada con HRP como anticuerpo secundario. Para la determinacion de la actividad de FEG,
se lavaron células sometidas a tripsinizacion con solucion salina tamponada con fosfato que contenia una
mezcla de inhibidores de proteinasa (clorhidrato de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo 208 pM,
aprotinina 0,16 uM, leupeptina 4,2 uM, bestatina 7,2 uM, pepstatina A 3 uM, E-64 22,8 uM), se solubilizaron en
Tris 10 mM, pH 8,0, que contenia DTT 2,5 mM, los inhibidores de proteinasa y Triton X-100 al 1 %, y se
aclararon por centrifugacion a 125.000 g durante 1 h. Se someti6 el sobrenadante a cromatografia en una
columna MonoQ PC 1.6/5 usando las condiciones descritas anteriormente. Se reunieron las fracciones que
eluyeron en NaCl 50-200 mM, se liofilizaron y se reconstituyeron en un décimo del volumen reunido original
antes de la determinacion de la actividad de FEG con el péptido P23.

Transduccion retroviral

Se clonaron los ADNc de interés en el vector pLPCX y pLNCX2 basado en el virus de la leucemia murina de
Moloney (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). Se realiz6 la transfeccion de células FNX-Eco ecotrdpicas
(ATCC, Manassas, VA) y la transduccion de células RETROPACK™ PT67 anfotroficas (BD Biosciences Clontech) y
fibroblastos humanos como se describe (Libke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Thiel et al., Biochem. J., 2002, 376,
195-201). Para algunos experimentos se seleccionaron las células PT67 transducidas en pLPCX con puromicina
antes de la determinacion de las actividades de sulfatasa.
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Ensayos de sulfatasa

Se determind la actividad de ASA, STS y GalNAc6S como se describe en Rommerskirch y von Figura, Proc. Natl.
Acad. Sci., USA, 1992, 89:2561-2565; Glossi y Kresse, Clin. Chim. Acta, 1978, 88:111-119.

Resultados
Un ensayo basado en péptidos rapido para actividad FEG

Los presentes inventores han desarrollado un ensayo para determinar la actividad FEG en extractos de microsomas
usando fragmentos de [358] ASA sintetizados in vitro como sustrato. Se afiadieron los fragmentos a la mezcla de
ensayo como complejos de cadena naciente asociados a ribosoma. La cuantificacion del producto incluy6 digestion
triptica, separacion de los p})tidos mediante RP-HPLC e identificacion y cuantificacion de péptido triptico que
contenia FGly marcada con [*°S] mediante una combinacion de derivatizacién quimica a hidrazonas, separacion
mediante RP-HPLC y recuento mediante centelleo liquido (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-47028). Para
monitorizar la actividad enzimatica durante la purificacién, fue necesario modificar este procedimiento engorroso. Un
péptido sintético 16-mero correspondiente a los residuos 65-80 de ASA y que contenia el motivo de secuencia
requerido para la formacion de FGly inhibié la actividad de FEG en el ensayo in vitro. Esto sugirié que péptidos tales
como ASA65-80 pueden servir como sustratos para FGE. Los presentes inventores sintetizaron el péptido 23-mero
P23 (SEC ID N°; 33), que se corresponde con los residuos 60-80 de ASA con un residuo de metionina N-acetilada y
uno de serina C-amidada adicionales para proteger los extremos N y C, respectivamente. La cisteina y las formas
gue contienen FGly de P23 pudieron identificarse y cuantificarse mediante espectrometria de masas por
desorcidn/ionizacién mediante laser asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Se verificd
la presencia del residuo de FGly en la posiciéon 11 de P23 mediante espectrometria de masas por descomposicion
metaestable - MALDI-TOF (véase Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:80-86). La incubacion de P23 con extractos
de microsomas de pancreas bovino o testiculos bovinos convirti6 hasta el 95 % del péptido en un derivado que
contenia FGly (Figura 1). En condiciones normales, la reaccién fue proporcional a la cantidad de enzima y el tiempo
de incubacién siempre que se hubiera consumido menos del 50 % del sustrato y el periodo de incubacién no
superara las 24 h. La ky para P23 fue de 13 nM. Los efectos del glutation reducido y oxidado, ca* y pH fueron
comparables a los observados en el ensayo usando complejos de cadena naciente asociados a ribosoma como
sustrato (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028).

Purificaciéon de FGE

Para la purificacién de FGE, la fraccion soluble (reticuloplasma) de microsomas de testiculos bovinos sirvi6 como
material de partida. La actividad especifica de FGE fue 10-20 veces superior a la que tiene en reticuloplasma de
microsomas de pancreas bovino (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). Se logro6 la purificacion de FGE
mediante una combinacion de cuatro etapas cromatogréaficas. Las dos imprimacionas etapas fueron cromatografia
en un intercambiador aniénico MonoQ y concavalina A-Sepharose. A pH 8, se unié la actividad FEG a MonoQ y se
eluy6 en NaCl 50-165 mM con una recuperacion del 60-90 %. Cuando esta fraccion se mezclé con concanavalina A-
Sepharose, se unié6 FGE. Pudo eluirse el 30-40 % de la actividad de partida con a-metilmanésido 0,5 M. Las dos
etapas de purificacion finales fueron cromatografia en matrices de afinidad derivatizadas con péptidos 16-meros. La
imprimaciona matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una VARIANTEe del péptido ASA65-80, en el que los
residuos Cys69, Pro71 y Arg73, criticos para la formacion de FGly, estaban reorganizados al azar (péptido
reorganizado al azar PVSLPTRSCAALLTGR -SEC ID N°: 34). Este péptido no inhibi6 la actividad FEG cuando se
afadié a una concentracion 10 mM al ensayo in vitro y, cuando se inmovilizé en Affigel 10, no retuvo la actividad
FEG. La cromatografia en la matriz de afinidad de péptido reorganizado eliminé las proteinas de union al péptido
incluyendo las chaperonas del reticulo endoplasmico. La segunda matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una
VARIANTEe del péptido ASA65-80, en el que se sustituyd la Cys69 por una serina (péptido Ser69
PVSLSTPSRAALLTGR-SEC ID Ne°: 35). La matriz de afinidad del péptido Sen69 unié de manera eficaz FGE. La
actividad de FEG pudo eluirse o bien con KSCN 2 M o bien con péptido Ser69 25 mM con una recuperacion del 20-
40 %. Antes de la determinacion de la actividad, tuvo que eliminarse el KSCN o el péptido Ser69 mediante didlisis.
La substitucion de Cys69 por serina fue crucial para la elucion de FGE activa. Affigel 10 sustituido con el péptido
ASAG65-80 no mutante uni6 FGE de manera eficaz. Sin embargo, casi no pudo recuperarse ninguna actividad en
eluatos con sales caotropicas (KSCN, MgCl,), péptidos (ASA65-80 o péptido Ser69) o tampones con pH bajo o alto.
En la Fig. 2 se muestra el patron de polipéptido del material de partida y de las fracciones activas obtenidas después
de las cuatro etapas cromatograficas de una purificacion tipica. En la fraccion final se recuperé el 5 % de la actividad
FEG de partida y el 0,0006 % de la proteina de partida (purificacion de 8333 veces).

Los polipéptidos purificados de 39,5y 41,5 kDa estan codificados por un Gnico gen

Se sometieron a analisis de huella peptidica los polipéptidos de 39,5 y 41,5 kDa en la preparacion de FGE
purificada. Los espectros de masas de los péptidos tripticos de los dos polipéptidos obtenidos mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF fueron en su mayor parte solapantes, sugiriendo que las dos proteinas se
originan a partir del mismo gen. Entre los péptidos tripticos de ambos polipéptidos se encontraron dos péptidos
abundantes MH* 1580,73, SQNTPDSSASNLGFR (SEC ID N°: 43) y MH* 2049,91, MVPIPAGVFTMGTDDPQIK -
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SEC ID N°: 44 mas dos oxidaciones de metionina), que correspondian con la proteina codificada por un ADNc con
N° de acceso de GenBank AK075459 (SEC ID N°: 4). Se confirmé la secuencia de aminoacidos de los dos péptidos
mediante espectros de descomposicién metaestable - MALDI-TOF y mediante analisis de EM/EM usando
espectrometria de masas con trampa ionica con ionizacion por nano-electropulverizacion (ESI) fuera de linea. Una
secuencia de EST del ortélogo bovino del ADNc humano que cubre la parte del extremo C de la FGE y que se
corresponde con las secuencias de ambos péptidos proporciond la informacién de secuencia adicional para la FGE
bovina.

Conservacion evolutiva y estructura de dominio de FGE

El gen para la FGE humana esta codificado por el ADNc de (SEC ID N°: 1 y/o 3) y esta localizado en el cromosoma
3p26. Abarca ~105 kb y la secuencia codificante se distribuye a lo largo de 9 exones. Se encontraron tres ortélogos
del gen de FGE humana en raton (identidad del 87 %), Drosophila melanogaster (identidad del 48 %) y Anopheles
gambiae (identidad del 47 %). Se encontraron secuencias EST ortologas para 8 especies adicionales incluyendo
vaca, cerdo, Xenopus laevis, Silurana tropicalis, pez cebra, salmén y otras especies de peces (para mas detalles
véase el Ejemplo 2). La estructura exon-intrén entre el gen humano y el de ratén esta conservada y el gen de ratéon
en el cromosoma 6E2 estéa localizado dentro de una regién sintética con respecto a la del cromosoma 3p26 humano.
Los genomas de S. cerevisiae y C. elegans carecen de homoélogos de FGE. En procariotas se encontraron 12
homdlogos de FGE humana. Se predijo que el ADNc para la FGE humana codificaba para una proteina de 374
residuos (Fig. 3 y SEC ID N°: 2). La proteina contiene una secuencia sefial escindible de 33 residuos, que indica
translocacién de FGE al interior del reticulo endoplasmico, y contiene un Unico sitio de N-glicosilacion en Asn141. La
unién de FGE a concanavalina A sugiere que se utiliza este sitio de N-glicosilacion. Los residuos 87-367 de FGE se
enumeran en la base de datos de motivos de proteinas PFAM como un dominio de funcion desconocida (PFAM:
DUF323). El analisis de comparacion de secuencias de FGE humana y sus ortélogos eucariotas identificados en
bases de datos indica que este dominio esta compuesto por tres subdominios distintos.

El subdominio del extremo N (residuos 91-154 en FGE humana) tiene una identidad de secuencia del 46 % y una
similitud del 79 % dentro de los cuatro ortélogos de FGE eucariotas conocidos. En la FGE humana, este dominio
porta el sitio de N-glicosilacion en Asn 141, que esta conservado en los otros ortélogos. La parte media de FGE
(residuos 179-308 en FGE humana) esta representada por un subdominio rico en triptéfano (12 triptéfanos por 129
residuos). La identidad de los ortélogos eucariotas dentro de este subdominio es del 57 %, la similitud es del 82 %.
El subdominio del extremo C (residuos 327-366 en FGE humana) es la secuencia mas altamente conservada dentro
de la familia de FGE. La identidad de secuencia del subdominio del extremo C humano con los ortélogos eucariotas
(3 secuencias de longitud completa y 8 EST) es del 85 %, la similitud del 97 %. Dentro de los 40 residuos del
subdominio 3, cuatro residuos de cisteina estdn completamente conservados. Tres de las cisteinas también estan
conservadas en los ortélogos de FGE procariotas. Los 12 miembros procariotas de la familia de FGE (para mas
detalles véase el Ejemplo 2) comparten la estructura de subdominios con los FGE eucariotas. Los limites entre los
tres subdominios son mas evidentes en la familia procariota de FGE debido a secuencias no conservadas de
longitudes variables que separan los subdominios entre si. El genoma humano y de ratén codifican dos homélogos
estrechamente relacionados de FGE (SEC ID N°: 43 y 44, N° de acceso de GenBank NM_015411, en el hombre, y
SEC ID N°: 45 y 46, N° de acceso de GenBank AKO76022, en ratén). Los dos paralogos son idénticos en un 86 %.
Sus genes estan localizados en regiones sinténicas del cromosoma (7gll en ser humano, 5G1 en ratén). Ambos
paralogos comparten con los ortélogos de FGE la estructura de subdominios y son idénticos en un 35 % y similares
en un 47 % con respecto a la FGE humana. En el tercer subdominio, que es idéntico en un 100 % en ambos
homologos, falta la secuencia undecamérica que contiene cisteina del subdominio 3.

Expresion, localizacion subcelular y formas moleculares

Es detectarse un Unico transcrito de 2,1 kb mediante analisis de transferencia Northern del ARN total de fibroblastos
de piel y ARN-poli A" de corazén, cerebro, placenta, pulmén, higado, masculo esquelético, rifién y pancreas. En
relacion con el ARN de B-actina, la abundancia varia en un orden de magnitud y es la mas alta en pancreas y rifion y
la mas baja en cerebro. Se ensayaron diversas lineas de células eucariotas que expresan de manera estable o
transitoria el ADNc de FGE humana o derivados de FGE prolongados en el extremo C por un marcador de HA, Myc
0 Hisg para actividad de FEG vy la localizacion subcelular de FGE. La expresion transitoria de FGE marcada y no
marcada aumenté la actividad FEG 1,6 - 3,9 veces. La expresion estable de FGE en células PT67 aumento la
actividad FGE en aproximadamente 100 veces. La deteccion de la forma de FGE marcada mediante
inmunofluorescencia indirecta en células BHK 21, CHO y HT1080 mostrd una co-ubicacién de las formas de FGE
marcadas de manera diversa con la proteina disulfuro isomerasa, una proteina luminal del reticulo endoplasmico. El
analisis de transferencia Western de los extractos de células BHK 21 transfectadas de manera transitoria con ADNc
gue codifica las formas marcadas de FGE mostr6 una Unica banda inmunorreactiva con un tamafio aparente de
entre 42 y 44 kDa.

El gen de FGE porta mutaciones en MSD
La MSD se produce por una deficiencia para generar residuos de FGly en sulfatasas (Schmidt, B., et al., Cell, 1995,

82: 271-278). El gen de FGE es, por tanto, un gen candidato para la MSD. Los presentes inventores amplificaron y
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secuenciaron el ADNc que codifica FGE de siete pacientes con MSD y encontraron diez mutaciones diferentes que
se confirmaron mediante secuenciacion del ADN gendémico (Tabla 1).

Tabla 1: Mutaciones en pacientes con MSD

Mutacion Efecto en proteina Observaciones Paciente

1076C>A S359X El truncamiento de la C-terminal de 16 | 1*
residuos

IVS3+5-8 del La delecion de residuos 149-173 En marco delecion del exén 3 1,2

979C>T R327X Pérdida de subdominio 3 2

1045C>T R349W La sustitucion de un residuo conservado en | 3,7
subdominio 3

1046G>A R349Q La sustituciéon de un residuo conservado en | 4
subdominio 3

1006T>C C336R La sustitucion de un residuo conservado en | 4
subdominio 3

836C>T A279V La sustitucion de un residuo conservado en | 5
subdominio 3

243delC desplazamiento del marco y el | Lapérdida de los tres subdominios 5

truncamiento
661delG desplazamiento del marco y el | Pérdida de la tercera C-terminal de FGE | 6**
truncamiento incluyendo subdominio 3

IVS6-1G>A La delecion de residuos 281-318 En marco delecion del exén 7 5

* Paciente 1 es el paciente MSD Mo. en Schmidt, B., et al, Cell, 1 995, 82:. 271-278 y Rommerskirch y von

Figura,

Proc. Natl. Acad. Sci, EE.UU., 1992, 89:. 2561-2565.

** Paciente 6 es el paciente MSD reportado por Burk et al, J. Pediatr, 1984, 104:.. 574-578.

Los otros pacientes representan casos no publicados.

El imprimacion paciente era heterocigoto para una sustitucion 1076C>A que convierte el coddn para serina 359 en
un coddn de terminacién (S359X) y una mutacién que produce la delecién de los 25 residuos 149-173 que estan
codificados por el exén 3 y separan los dominios imprimaciono y segundo de la proteina. La secuenciacién genémica
revel6 una delecion de nucledtidos +5-8 del tercer intrén (IVS3+5-8 del), destruyéndose asi el sitio donador de corte
y empalme del intréon 3. El segundo paciente era heterocigoto para la mutacion que produce la pérdida del exén 3
(IVS3+5-8 del) y una sustitucién 979C>T que convierte el codén para arginina 327 en un codén de terminacién
(R327X). La FGE truncada codificada por el alelo 979C>T carece de la mayor parte del subdominio 3. El tercer
paciente era homocigoto para una sustitucion 10450T que sustituye la arginina conservada 349 en el subdominio 3
por triptéfano (R349W). El cuarto paciente era heterocigoto para dos mutaciones de aminoacido que reemplazan
residuos conservados en el dominio de FGE: una sustitucion 1046>T que reemplaza la arginina 349 por glutamina
(R349Q) y una sustitucion 1006 T>C que reemplaza la cisteina 336 por arginina (C336R). El quinto paciente era
heterocigoto para una sustitucién 836 C>T que reemplaza la alanina conservada 279 por valina (A279V). La
segunda mutacion es una delecion de Unico nucledtido (243delC) que cambia la secuencia después de la prolina 81
y que produce una detencién de la traduccion después del residuo 139. El sexto paciente era heterocigoto para la
delecion de un Unico nucleétido (661delG) que cambia la secuencia de aminoacidos tras el residuo 220 y que
introduce un codén de terminacion tras el residuo 266. La segunda mutacién es una mutacion del sitio aceptor de
corte y empalme del intrén 6 (IVS6-1G>A) que produce una delecién en marco del exdn 7 que codifica los residuos
281-318. En el séptimo paciente se encontrd la misma sustitucion 1045C>T que en el tercer paciente. Ademas se
detectaron dos polimorfismos en la region codificante de 18 alelos de FGE de los controles y pacientes con MSD. El
22 % portaba una sustitucion 188G>A, que reemplaza la serina 63 por asparagina (S63N) y el 28 % una sustitucién
silenciosa 1116C>T.

Transduccion de fibroblastos con MSD con ADNc de FGE no mutante y mutante

Con el fin de confirmar la deficiencia de FGE como la causa de la inactividad de las sulfatasas sintetizadas en la
MSD, se expreso el ADNc de FGE en fibroblastos con MSD utilizando transferencia de genes retrovirales. Como
control, los presentes inventores transdujeron el vector retroviral sin inserto de ADNc. Para monitorizar la
complementacion del defecto metabdlico con la actividad de ASA, se midieron la esteroide sulfatasa (STS) y la N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GalNAc6S) en los fibroblastos transducidos antes o después de la seleccion. La
transduccion de la FGE no mutante restaurd parcialmente la actividad catalitica de las tres sulfatasas en dos lineas
de células con MSD (Tabla 2) y para la STS en una tercera linea de células con MSD. Debe observarse que para
ASA y GalNACc6S la restauracion fue solo parcial después de la seleccién de los fibroblastos que alcanzaban del 20
al 50 % de la actividad normal. Para la STS, se encontré que la actividad se restauraba a la de los fibroblastos de
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control después de la seleccién. La seleccién aumento la actividad de ASA 'y STS del 50 al 80 %, que es compatible
con la observacién anterior de que llegan a translucirse del 15 al 50 % de los fibroblastos (Liibke et al., Nat. Gen.,
2001, 28:73-76). Las actividades de sulfatasa en los fibroblastos con MSD transducidos con el vector retroviral solo
(Tabla 2) fueron comparables a las de los fibroblastos con MSD no transducidos (no mostradas). La transduccion de

ADNCc de FGE que porta la mutacion IVS3+5-8del no restauro las actividades de sulfatasa (Tabla 2).

Tabla 2: Complementacion de fibroblastos con MSD por transduccion de ADNc de FGE no mutante o

mutante
Fibroblastos Insercién FGE ASA' Sulfatasa ' STS! Ga1NAc6S!
MsD 3° - 19+0.2 <3 56.7+32
FGE* 7.9 135 n.d.
FGE* 122+0.2 75.2 283142
FGE-IVS3+5-Bdel+ 1.8 <3 n.d.
FGE-IVS3+5-Bdel** 21 <3 98.5
MSD 4° - 11403 =3 n.d.
FGE* 47 17.0 n.d.
Control * Finrahlastas 58+11 66 + 31 828 + 426
1Los valores dan la razén entre ASA (proteina celular mU / mg), STS (/ mg de proteina celular mU), GalNAc6S (mU / mg
gfcl:’::;;a) y la de B-hexosaminidasa (proteina de la célula U / mg). Para el control de fibroblastos la media y la variacion de 6
Ieilnlelas celulares se da. Donde se indica el rango de dos culturas transducidas en paralelo se da para fibroblastos MSD.
° El nimero de fibroblastos MSD se refiere a la del paciente en la Tabla 1.
+ Determinacion de la actividad antes de la seleccion.
++ Determinacion de la actividad después de la seleccion.
N.D .: no determinado

Discusion
FGE es una glicoproteina altamente conservada del reticulo endoplasmico.

La purificacion de FGE de testiculos bovinos dio dos polipéptidos de 39,5 y 41,5 kDa que se originan a partir del
mismo gen. La expresion de tres versiones de FGE marcadas de manera diferente en tres lineas de células
eucariotas diferentes como una Unica forma sugiere que una de las dos formas observadas en la preparacion de
FGE purificada de testiculos bovinos puede haberse generado por protedlisis limitada durante la purificacion. La
substitucion de Cys69 en el péptido ASA65-80 por serina fue critica para la purificacion de FGE mediante
cromatografia de afinidad. La FGE tiene una secuencia sefial escindible que media en la translocacién a través de la
membrana del reticulo endoplasmico. La mayor parte de la proteina madura (275 residuos de 340) define un dominio
Unico, que es probable que esté compuesto por tres subdominios (véase el Ejemplo 2), para ninguno de los tres
subdominios existen homélogos en proteinas con funcién conocida. El reconocimiento del motivo de modificacion
FGly lineal en polipéptidos de sulfatasa recién sintetizados (Dierks et al., EMBO J., 1999, 18:2084- 2091) podria ser
la funcién de un subdominio de FGE. El dominio catalitico podria catalizar la formacién de FGly de varias formas. Se
ha propuesto que FGE extrae electrones del grupo tiol de la cisteina y los transfiere a un aceptor. El tioaldehido
resultante se hidrolizaria espontaneamente a FGly y H;S (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82:271-278).
Alternativamente, FGE podria actuar como una oxigenasa de funcidon mixta (monooxigenasa) que introduce un
atomo de O; en la cisteina y el otro en H,O con la ayuda de un donante de electrones tal como FADH. El derivado
de hidrato de tioaldehido resultante de cisteina reaccionaria espontaneamente con FGly y H,S. Experimentos
preliminares con una preparacion de FGE parcialmente purificada mostraron una dependencia critica de la formacién
de FGly del oxigeno molecular. Esto sugeriria que FGE actia como una oxigenasa de funcion mixta. La alta
conservacion particular del subdominio 3 y la presencia de tres residuos de cisteina completamente conservados en
el mismo hacen que este subdominio sea un candidato probable para el sitio catalitico. Sera interesante ver si los
elementos estructurales que median en el reconocimiento del motivo FGly y la union de un aceptor de electrones o
un donante de electrones se correlacionan con la estructura de dominio de FGE.

FGE recombinante se localiza en el reticulo endoplasmico, que es compatible con el sitio propuesto de su accion.

Los residuos de FGly se generan en sulfatasas recién sintetizadas durante o poco después de su translocacion al
reticulo endoplasmico (Dierks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1997, 94:11963-11968; Dierks et al., FEBS Lett.,
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1998, 423:61-65). La propia FGE no contiene una sefial de retencion en el RE del tipo KDEL. Su retencion en el
reticulo endoplasmico puede estar mediada, por tanto, por la interaccion con otras proteinas del RE. Los
componentes de la maquinaria de translocacion/N-glicosilacién son candidatos atractivos para tales parejas de
interaccion.

Las mutaciones en FGE producen MSD

Los presentes inventores han mostrado que las mutaciones en el gen que codifica FGE producen MSD. La FGE
también puede interaccionar con otros componentes, y los defectos en genes que codifican estos Ultimos podrian
producir MSD de igual forma. En siete pacientes con MSD los presentes inventores encontraron de hecho diez
mutaciones diferentes en el gen de FGE. Todas las mutaciones tienen efectos graves en la proteina FGE
sustituyendo residuos altamente conservados en el subdominio 3 (tres mutaciones) o en el subdominio 2 (una
mutacion) o truncamientos en el extremo C de diversas longitudes (cuatro mutaciones) o grandes deleciones en
marco (dos mutaciones). Para dos lineas celulares con MSD y una de las mutaciones en MSD se demostré que la
transduccion del ADNc de FEG no mutante, pero no del mutante, restaura parcialmente las actividades de
sulfatasas. Esto identifica claramente el gen de FGE como el sitio de mutacién y la naturaleza de la mutaciéon que
produce la enfermedad. MSD es tanto clinica como bioquimicamente heterogénea. Se ha diferenciado una forma
neonatal poco frecuente que se presenta al nacer y que desarrolla un hidrocéfalo, una forma comin que se asemeja
inicialmente a una leucodistrofia metacromatica infantil y que posteriormente desarrolla caracteristicas similares a las
de la ictiosis y la mucopolisacaridosis, y una forma leve menos frecuente en la que prevalecen las caracteristicas
clinicas de una mucopolisacaridosis. Bioquimicamente, es caracteristico que pueda detectarse una actividad de
sulfatasas residual, que para la mayoria de los casos en fibroblastos de piel en cultivo es inferior al 10 % de los
controles (Burch et al., Clin. Genet., 1986, 30: 409-15; Basner et al., Pediatr. Res., 1979, 13:1316-1318). Sin
embargo, en algunas lineas celulares con MSD, la actividad de sulfatasas seleccionadas puede alcanzar el intervalo
normal (Yutaka et al., Clin. Genet., 1981, 20:296-303). Ademas, se ha informado que la actividad residual se somete
a variaciones dependiendo de las condiciones del cultivo celular y de factores desconocidos. Bioquimicamente, la
MSD se ha clasificado en dos grupos. En el grupo I, la actividad residual de sulfatasas es inferior al 15 % incluyendo
la de ASB. En el grupo I, la actividad residual de sulfatasas es superior y particularmente la de ASB puede alcanzar
valores de hasta el 50-100 % del control. Todos los pacientes informados en el presente documento se clasifican en
el grupo |, excepto el paciente 5, que se clasifica en el grupo Il (actividad de ASB en el intervalo control) del fenotipo
bioquimico. Basandose en criterios clinicos, los pacientes 1 y 6 son casos de neonatos, mientras que los pacientes
2-4y 7 tienen la forma de MSD comun y el paciente 5 la forma similar a mucopolisacaridosis.

La heterogeneidad fenotipica sugiere que las diferentes mutaciones en pacientes con MSD estan asociadas con
diferentes actividades residuales de FGE. Los datos preliminares en células PT67 que expresan de manera estable
FGE IVS3+5-8del indican que la delecion en marco del exén 3 anula la actividad FEG completamente. La
caracterizacion de las mutaciones en MSD, de las propiedades bioquimicas de FGE mutante y del contenido residual
de FGly en sulfatasas usando un método de espectrometria de masas altamente sensible desarrollado
recientemente (Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:80-86) proporcionard un mejor entendimiento de la correlacion
genotipo-fenotipo en MSD.

Ejemplo 2:

El gen de FGE humana define una nueva familia de genes que modifican sulfatasas que esta conservada de
procariotas a eucariotas

Bioinformatica

Se describieron los péptidos sefial y los sitios de escision con el método de von Heijne (Nucleic Acids Res., 1986,
14:4683) implementado en EMBOSS (Rice et al., Trends in Genetics, 2000, 16:276-277), y el método de Nielsen et
al. (Protein Engineering, 1997, 10:1-6). Se predijeron los sitios de N-glicosilacién usando el algoritmo de Brunak
(Gupta y Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22).

Se detectaron los dominios funcionales buscando modelos ocultos de Markov en PFAM (versién 7.8) (Sonnhammer
et al., Nucleic Acids Res., 1998, 26:320-322). Se obtuvieron secuencias de la semilla DUF323 en PFAM de TrEMBL
(Bairoch, A. y Apweiler, R., Nucleic Acids Res., 2000, 28:45-48). Se realizaron alineamientos mudltiples y
construcciones de arbol filogenético con Clustal W (Thompson, J., et al., Nucleic Acids Res., 1994, 22:4673-4680).
Para la computacién de arbol filogenético, se excluyeron las posiciones de hueco y se corrigieron para
substituciones multiples. Se realiz6 remuestreo en arbol para obtener resultados significativos. Se visualizaron los
arboles usando Njplot (Perriere, G. y Gouy, M., Biochimie, 1996, 78:364-369). Los alineamientos se representaron
graficamente usando el comando prettyplot de EMBOSS.

Para buscar homdlogos de FGE, se consultaron las bases de datos NR, NT y EST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Wheeler et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20:13-16) con BLAST (Altschul et al.,
Nucleic Acids Res., 1997, 25:3389-3402). Para las secuencias proteicas, se realizé la blisqueda usando Psi-Blast de
convergencia iterativo frente a la versién actual de la base de datos NR que usa un punto de corte de valor probable
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de 10, y parametros por defecto. Se alcanzé la convergencia después de 5 iteraciones. Para las secuencias de
nucledtidos, se realizé la basqueda con Psi-TBlastn: usando NR y la secuencia de proteinas de FGE humana como
entrada, se construyé una matriz de puntuacion para hFGE con Psi-Blast de convergencia iterativo. Se us6 esta
matriz como entrada para Blastall para consultar las bases de datos de nucledtidos NT y EST. Para ambas etapas,
se uso6 un punto de corte de valor probable de 10,

Se realiz6 la prediccién de la estructura secundaria de las proteinas usando Psipred (Jones, D., J Mol Biol., 1999,
292:1950-202; McGuffin, L., et al., Bioinformatics, 2000, 16:404-405).

Se calcularon puntuaciones de similitud de los subdominios a partir de los alineamientos usando el algoritmo cons.
de EMBOSS con parametros por defecto. Se generaron los meta-alineamientos alineando secuencias consenso de
subgrupos de la familia de FGE. Se determinaron la sintenia y la organizacién de loci gendmicos usando recursos de
genoma de ser humano y ratéon de NCBI en NCBI (Bethesda, MD) y sintenia de ser humano-raton-rata de Softberry
(Mount Kisco, NY). Se descargaron secuencias genomicas bacterianas del servidor FTP de NCBI. Se usé la
anotacién gendémica microbiana de NCBI para obtener una visién general de los loci gendmicos de los genes
bacterianos de FGE.

Resultados y discusidn

Caracteristicas y motivos basicos de la FGE humana y proteinas relacionadas

El gen de FGE humana (SEC ID N°: 1, 3) codifica la proteina FGE (SEC ID N°: 2) que se predice que tiene 374
residuos. Una sefial de escision entre los residuos 22-33 (Heijne-Score de 15,29) y un indice hidropatico (Kyte, J. y
Doolittle, R., J Mol Biol., 1982, 157:105-132) de los residuos 17-29 de entre 1,7 y 3,3 indican que los 33 residuos del
extremo N se escinden después de la translocacion al RE. Sin embargo con el algoritmo de Nielsen et al. (Protein
Engineering, 1997, 10:1-6), se predice la escision de la secuencia sefial después del residuo 34. La proteina tiene un
Unico sitio posible de N-glicosilacion en Asn 141.

Una busqueda con la secuencia de proteina FGE en la base de datos de motivos de proteinas PFAM (Sonnhammer
et al., Nucleic Acids Res., 1998, 26:320-322) revel6 que los residuos 87-367 de la FGE humana pueden clasificarse
como el dominio de proteina DUF323 (“dominio de funcién desconocida”, PF03781) con un valor probable altamente
significativo de 7:9¥10"** La semilla en PFAM qgue define DUF323 consiste en 25 secuencias de proteinas, de las
que la mayoria son proteinas hipotéticas derivadas de datos de secuenciacion. Para analizar la relacion entre la FGE
humana y DUF323, se realiz6 un alineamiento mdltiple de FGE con las secuencias de la semilla DUF323.
Basandose en esto, se construyd y remuestreo un arbol filogenético. Cuatro de las secuencias hipotéticas (TrEMBL-
ID Q9CK12, Q91761, 094632 y Q9Y405) tuvieron una divergencia tan fuerte de los otros miembros de la semilla que
evitaron el remuestreo satisfactorio y tuvieron que eliminarse del conjunto. La Figura 2 muestra el arbol de
remuestreo que presenta la relacion entre la FGE humana y las 21 proteinas de semilla DUF323 restantes. El arbol
puede usarse para subdividir los miembros de semilla en dos categorias: homélogos estrechamente relacionados
con FGE humana y los genes restantes menos relacionados.

Las 7 proteinas superiores tienen una distancia filogenético entre 0,41 y 0,73 con respecto a la FGE humana. Solo
contienen un Unico dominio, DUF323. La homologia dentro de este grupo se extiende por toda la secuencia de
aminoacidos, consistiendo la mayor parte en el dominio DUF323. El dominio DUF323 esta fuertemente conservado
dentro de este grupo de homdlogos, mientras que las otras 15 proteinas de la semilla estan menos relacionadas con
la FGE humana (distancia filogenética entre 1,14 y 1,93). Su dominio DUF323 diverge considerablemente del
dominio DUF323 altamente conservado del imprimacién grupo (véase la seccidon “Subdominios de FGE y
mutaciones en el gen de FGE”). La mayoria de estas 15 proteinas son hipotéticas, habiéndose investigado
adicionalmente seis de ellas. Una de ellas, una serina/treonina cinasa (TrEMBL:084147) de C. trachomatis contiene
otros dominios, ademas de DUF323: un dominio de unién a ATP y un dominio cinasa. Las secuencias de R.
sphaeroides (TrEMBL: Q9ALV8) y Pseudomonas sp. (TrEMBL: 052577) codifican la proteina NirV, un gen
cotranscrito con la nitrito reductasa que contiene cobre nirK (Jain, R. y Shapleigh, J., Microbiology, 2001, 147:2505-
2515). CarC (TrEMBL: Q9XB56) es una oxigenasa implicada en la sintesis de un antibiético B-lactdmico de E.
carotovora (McGowan, S., et al., Mol Microbiol., 1996, 22:415-426; Khaleeli N, T. C. y Busby RW, Biochemistry,
2000, 39:8666-8673). XyIR (TrEMBL: 031397) y BH0900 (TrEMBL: Q9KEF2) son proteinas potenciadoras de union
implicadas en la regulacion de la utilizacion de pentosas (Rodionov, D., et al., FEMS Microbiol Lett., 2001, 205:305-
314) en Bacillaceae y Clostridiaceae. La comparacion de FGE y DUF323 condujo al establecimiento de un umbral de
homologia que diferencia la familia de FGE de homdlogos que contienen DUF323 distantes con diferentes funciones.
Estos Ultimos incluyen una serina/treonina cinasa y XylIR, un potenciador de la transcripcion, asi como FGE, una
enzima generadora de FGly y CarC, una oxigenasa. Como se trata en otra parte en el presente documento, la FGE
también podria ejercer su funcion de modificacion de cisteina como una oxigenasa, sugiriendo que la FGE y
miembros distintos de FGE de la semilla DUF323 pueden compartir una funcién oxigenasa.

Homdlogos de FGE

La presencia de homdlogos estrechamente relacionados de la FGE humana en la semilla DUF323 dirigid a los
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presentes inventores a la busqueda de homologos de FGE humana en la base de datos NR de NCBI (Wheeler et al.,
Nucleic Acids Res., 2002, 20:13-16). El umbral de la busqueda se eligid de tal forma que se obtuvieron los 6
homadlogos presentes en la semilla DUF323 y otros homélogos estrechamente relacionados sin encontrar los otros
miembros de semilla. Esta busqueda condujo a la identificacién de tres ortlogos de FGE en eucariotas, 12 ortélogos
en procariotas y dos paralogos en el hombre y el raton (Tabla 3).

Tabla 3: La familia de genes de FGE en eucariotas y procariotas

SEQID NOs: NA, AA[GI] | Especies Lonaitud [AA] Subarupo
1/3,2 Homo sapiens 374 E1
49 50 [22122361] Mus musculus 372f E1
51,52 [201303297] Crosophila melanogaster 336 E1
53,54 [21289310] Anopheles gambiae 290 E1
47,48 [26344956] Mus musculus 308 EZ2
45 46 [24308053) Homo sapiens 301 EZ2
55.56 [21225812) Streptomyces coelicolor A3(2) 314 P1
57,58 [25028125] Corynebacterium efficiens ¥'S5-314 334 P1
59,60 [23108562] Movosphingobium aromaticivorans 338 Pz
61,62 [13474559] Mesorhizobium lofi 372 P2
63,64 [2298809)] Burkhaolderia fungorum 416 Pz
65,66 [16264068] Sinorhizobium meliloti 303 P2
67,68 [14518334] Microscilla sp. 354 Pz
69, 70 [26990068] Pseudomonas putida KT2440 291 P2
71,72 [22975289)] Ralstonia metallidurans 259 Pz
73,74 [23132010 Prochlorococcus marinus 291 P2
75,76 [16125425] Caulobacter crescentus CB 15 338 Pz
77.78 [15607852) Mycobacterium tuberculosis Ht37Ry 299 P2

Identificador proteina Gl GenBank

NA- AA &cido nucleico - aminodcidos,

E1 - E2 - ortélogos eucariotas paralogs eucariotas

P1 - estrechamente relacionado procariota P2 ortélogos - otros ortélogos procariotas

secuencia de la proteina f- mispredicted en GenBank

Obsérvese que en GenBank se predice que la secuencia Gl 22122361 de raton codifica una proteina de 284 aa,
aungue la secuencia NM 145937 de ADNCc codifica una proteina de 372 residuos. Esta mala prediccién se basa en la
omisién del imprimacion exon del gen murino de FGE. Todas las secuencias encontradas en la base de datos NR
son de procariotas o eucariotas superiores. No se detectaron homologos de FGE en Archaebacteriae o plantas. Las
busquedas con umbrales incluso inferiores en los genomas completamente secuenciados de C. elegans y S.
cerevisiae y las bases de datos relacionadas ORF no revelaron ningn homdlogo. Una bisqueda en las secuencias
eucariotas de las bases de datos de nucleétidos NT y EST condujo a la identificacion de 8 EST de ortélogo de FGE
adicionales, mostrando los fragmentos de secuencia de ADNc en el extremo 3’ un alto grado de conservacion al
nivel de proteina que no se enumeran en la base de datos NR. Estas secuencias no engloban la parte codificante
completa de los ARNm y todos son de eucariotas superiores (Tabla 4).
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Tabla 4: Fragmentos EST ort6logos de FGE en eucariotas

SEQID NOs: NA [GB] Especies
80 [CA3T9852] Oncorhynchus mykiss
B1 [AI721440] Danio rerio
82 [BJs05402] Oryzias latipes
83 [BJO54666] Xenopus lasvis
B4 [ALE9Z2419] Silurana tropicalis
85 [CADB4079] Salmo salar
86 [BEF189614 Sus scrofa
87 [AVE09121] Bos taurus
GB- GenBank adhesion n; Acido nucleico NA-

El alineamiento multiple y la construccién de un arbol filogenético (usando ClustalW) de las secuencias codificantes
a partir de la base de datos NR permitio la definicion de cuatro subgrupos de homélogos: ortélogos eucariotas (FGE
de ser humano, ratén, mosquito y mosca de la fruta, paralogos eucariotas (paralogo de FGE de ser humano y ratén),
ortélogos procariotas estrechamente relacionados con FGE (Streptomyces y Corynebacterium y otros ortélogos
procariotas (Caulobacter, Pseudomonas, Mycobacterium, Prochlorococcus, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Novosphingobium, Ralstonia, Burkholderia, y Microscilla). Los ortélogos eucariotas muestran una identidad global
con la FGE humana del 87 % (ratén), 48 % (mosca de la fruta) y 47 % (Anopheles). Aunque los ortélogos de FGE se
encuentran en procariotas y eucariotas superiores, no aparecen en los genomas completamente secuenciados de
eucariotas inferiores situados filogenéticamente entre S. cerevisiae y D. melanogaster. Ademas, los homdélogos de
FGE estan ausentes en los genomas completamente secuenciados de E. coli y el pez globo.

Como se trata en otra parte en el presente documento, los paralogos de FGE encontrados en ser humano y ratén
pueden tener una actividad de generacion de FGly menor y contribuir a las actividades residuales de las sulfatasas
encontradas en pacientes con MSD.

Subdominios de FGE

Los miembros de la familia de genes de FGE tienen tres partes/dominios altamente conservados (como se describe
en otra parte en el presente documento). Ademas de las dos secuencias no conservadas que separan a la
imprimaciéna, tienen extensiones no conservadas en los extremos N y C. Se considera que las tres partes
representan subdominios del dominio DUF323 debido a que estan separadas por partes no conservadas de longitud
variable. La longitud de la parte que separa los subdominios 1 y 2 varias entre 22 y 29 residuos y la que separa los
subdominios 2 y 3 entre 7 y 38 aminoacidos. Las partes no conservadas de los extremos N y C muestran una
variacion incluso mas fuerte en la longitud (extremo N: 0-90 AA, extremo C: 0-28 AA). La secuencia para el gen de
FGE de Ralstonia metallidurans esta probablemente incompleta, ya que carece del imprimacién subdominio.

Para verificar la plausibilidad de definir subdominios de DUF323, presentes inventores realizaron la prediccion de
una estructura secundaria de la proteina FGE humana usando Psipred. Se predice que la sefial de RE hidréfoba
(residuos 1-33) contiene estructuras en hélice, que confirma la prediccién de sefial del algoritmo de von-Heijne. La
region no conservada del extremo N (aa 34-89) y la region de separacion entre los subdominios 2 y 3 (aa 308-327)
contienen secciones helicoidales. La regién que separa los subdominios 1 y 2 contiene una hélice. La hélice a en los
aa 65/66 tiene una baja confianza de prediccion y es probablemente un artefacto de prediccion. Los limites de
subdominio estan situados dentro de las hélices y no interrumpen las hélices a o las hebras (. El imprimacién
subdominio esta constituido por varias hebras B y una hélice a, el segundo subdominio contiene dos hebras B y
cuatro hélices a. El tercer subdominio tiene una region de hélice a flanqueada por una hoja al principio y al final del
subdominio. En resumen, la estructura secundaria estd de acuerdo con la estructura de subdominios propuesta ya
que los limites de subdominio estan situados dentro de hélices y los subdominios contienen los elementos
estructurales hélices a y hebras B.

Debe observarse que ninguno de los subdominios existe como un médulo aislado en las secuencias enumeradas en
las bases de datos. Dentro de cada uno de los cuatro subgrupos de la familia de FGE, los subdominios estan
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altamente conservados, mostrando el tercer subdominio la mayor homologia (Tabla 5). Este subdominio también
muestra la homologia mas fuerte en todos los subgrupos.

Tabhla 5: Homoloaia (9% de similitud) de los subdominios de la familia de FGE

éubfémilié 7 Miembros 7 Si |hdnminirn
1 A 3
E1 4 79 82 100
E2 2 90 94 100
P1 2 70 79 95
P2 10 59 79 80

E1 - ortélogos eucariotas; E2 - paralogs eucariotas
P1 - ort6logos procariotas estrechamente relacionados; P2 - otros ort6logos procariotas

El imprimacion subdominio de la familia de FGE muestra la homologia mas débil en todos los subgrupos. En los
ort6logos eucariotas lleva el sitio de N-glicosilacion: en el residuo Asn 141 en ser humano, en Asn 139 en el ratén y
Asn 120 en la mosca de la fruta. En Anopheles, no se encontré asparagina en el residuo 130 homdlogo a Asn 120
de D. melanogaster. Sin embargo, un cambio de dos nucleétidos crearia un sitio de N-glicosilacién Asn 130 en
Anopheles. Por tanto, es necesario volver a secuenciar la secuencia que engloba el residuo 130. El segundo
subdominio es rico en triptéfanos con 12 Trp en 129 residuos de la FGE humana. Diez de estos triptéfanos estan
conservados en la familia de FGE.

Alta conservacion del subdominio 3: el subdominio 3 entre ortélogos eucariotas es similar en un 100 % e idéntico en
un 90 %. La importancia del tercer subdominio para la funcién de la proteina esta subrayada por la observacion de
que este subdominio no es un punto clave para las mutaciones causantes de la enfermedad en pacientes con MSD.
Siete de las nueve mutaciones identificadas en seis pacientes con MSD descritos en el Ejemplo 1 estan localizadas
en secuencias que codifican los 40 residuos del subdominio 3. Los residuos contienen cuatro cisteinas, tres de las
cuales estan conservadas entre los ortélogos procariotas y eucariotas. Los dos paralogos eucariotas muestran la
menor homologia con los otros miembros de la familia de FGE, por ejemplo, carecen de dos de las tres cisteinas
conservadas del subdominio 3. Las caracteristicas conservadas entre las secuencias del subdominio 3 de ort6logos
y paralogos son el motivo RVXXGG(A)S inicial (SEC ID N°; 79), un heptamero que contiene tres argininas (residuos
19-25 de la secuencia consenso del subdominio) y el motivo GFR terminal. Una comparacién con el dominio
DUF323 de las 15 secuencias semillas que no son homdlogos estrechos de FGE muestra marcadas diferencias de
secuencia: las 15 secuencias de semillas tienen un subdominio imprimaciéno y segundo menos conservado, aunque
la estructura de subdominios global también es visible. El subdominio 3, que esta fuertemente conservado en la
familia de FGE, es mas corto y tiene una homologia significativamente mas débil en el subdominio 3 de eucariotas
(similitud de aproximadamente el 20 %) en comparacion con los miembros de la familia de FGE de procariotas
(similitud de aproximadamente el 60 %). Por tanto, todos carecen de los residuos conservados de cisteina del
subdominio 3. Las Unicas caracteristicas conservadas son el motivo RVXXGG(A)S inicial (SEC ID N°: 79) y el motivo
GFR terminal.

Organizacion genémica del gen de FGE humanay murina

El gen de FGE humana esta localizado en el cromosoma 3p26. Abarca 105 kb y 9 exones para la secuencia
traducida. El gen de FGE murina tiene una longitud de 80 Kb y esta localizado en el cromosoma 6E2. Los 9 exones
del gen de FGE murina tienen casi el mismo tamafio que los exones humanos (Figura 3). Las principales diferencias
entre el gen humano y de ratén son la menor conservacién de UTR en 3’ en el exén 9 y la longitud de exdn 9, que es
461 pb mas largo que en el gen murino. El segmento 6E2 del cromosoma 6 de ratén es altamente sinténico al
segmento 3p26 del cromosoma humano. Hacia el telomero, tanto los loci de FGE humana como murina estan
flanqueados por los genes que codifican LMCD1, KIAA0212, ITPR1, AXCAM y IL5RA. En la direccién centromérica,
ambos loci de FGE estan flanqueados por los loci de CAV3 y OXTR.

Organizacion gendmica de los genes de FGE de procariotas

En procariotas, las sulfatasas se clasifican o bien como sulfatasas de tipo cisteina o bien de tipo serina dependiendo
del residuo que se convierte en FGly en su centro activo (Miech, C., et al., J Biol Chem., 1998, 273:4835-4837;
Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564). En Klebsiella pneumoniae, E. coli y Yersinia pestis, las
sulfatasas de tipo serina forman parte de un operén con AtsB, que codifica una proteina citosélica que contiene
motivos de agrupamiento de hierro-azufre y son criticos para la generacion de FGly a partir de residuos de serina
(Marquordt, C., et al.,, J Biol Chem., 2003, 278:2212-2218; Szameit, C., et al., J Biol Chem., 1999, 274:15375-
15381).
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Por tanto, fue de interés examinar si los genes de FGE procariotas estaban localizados en la proximidad de
sulfatasas de tipo cisteina que son los sustratos de FGE. Entre los genes de FGE procariotas mostrados en la Tabla
3, siete tienen genomas completamente secuenciados, que permite un analisis de las proximidades de los loci de
FGE. De hecho, en cuatro de los 7 genomas (C. efficiens: PID 25028125, P. putida: PID 26990068, C. crescentus:
PID 16125425 y M. tuberculosis: PID 15607852) se encontrd una sulfatasa de tipo cisteina en proximidad directa con
FGE compatible con una cotranscripcion de FGE vy la sulfatasa. En dos de ellos (C. efficiens y P. putida), FGE y la
sulfatasa tienen incluso ORF solapantes, que indica fuertemente su coexpresion. Ademas, la proximidad genémica
de los genes de FGE vy sulfatasa en cuatro procariotas proporciona una evidencia adicional para suponer que las
FEG bacterianas son ort6logos funcionales.

Los tres microorganismos restantes si contienen sulfatasas de tipo cisteina (S. coelicolor. PID 24413927, M. loti: PID
13476324, S. meliloti: PID 16262963, 16263377, 15964702), sin embargo, los genes préximos a FGE en estos
microorganismos ni contienen una secuencia distintiva de sulfatasa canonica (Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998,
273:25560-25564) ni un dominio que indique su funcién. En estos organismos, la expresion de FGE y sulfatasas de
tipo cisteina, por tanto, probablemente va a regularse en trans.

Conclusiones

La identificacion de FGE humana cuya deficiencia produce la enfermedad de almacenamiento lisosémico transmitida
de manera autondémica-recesiva, deficiencia multiple de sulfatasas, permite la definicion de una nueva familia de
genes que comprende ortologos de FGE de procariotas y eucariotas, asi como un paralogo de FGE en raton y ser
humano. La FGE no se encuentra en genomas completamente secuenciados de E. coli, S. cerevisiae, C. elegans y
Fugu rubripes. Ademas, hay un vacio filogenético entre procariotas y eucariotas superiores, careciéndose de FGE en
algunas especies situadas filogenéticamente entre procariotas y D. melanogaster. Sin embargo, algunos de estos
eucariotas inferiores, por ejemplo C. elegans, tienen genes de sulfatasa de tipo cisteina. Esto indica la existencia de
un segundo sistema de generacion de FGly que actla sobre las sulfatasas de tipo cisteina. Esta suposicion esta
apoyada por la observacién de que E. coli, que carece de FGE, puede generar FGly en sulfatasas de tipo cisteina
(Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564).

Ejemplo 3:

La expresiéon de FGE produce aumentos significativos en la actividad de sulfatasa en lineas celulares que expresan
en exceso una sulfatasa

Los presentes inventores quisieron examinar los efectos de FGE sobre células que expresan/expresan en exceso
una sulfatasa. Para este fin, se transfectaron células HT-1080 que expresan las sulfatasas humanas iduronato 2-
sulfatasa (12S) o N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS) por duplicado con o bien una construccion de expresion
de FGE, pXMG.1.3 (Tabla 7 y Figura 4) o bien un plasmido de control, pXMG.1.2 (FGE en orientacién antisentido no
puede producir FGE funcional, Tabla 7). Se recogieron muestras de los medios 24, 48 y 72 horas tras un cambio de
medio tras electroporacién de 24 horas. Se probaron las muestras de medio para actividad de sulfatasa respectiva
mediante ensayo de actividad y el nivel de proteina sulfatasa total estimado mediante ELISA especifico para o bien
iduronato 2-sulfatasa o bien N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa.

Tabla 6. Lineas celulares transfectadas que expresan sulfatasas usadas como sustratos para transfeccion

Cepa celular Plasmido Sulfatasa Expresada
J6F [ XFM4AA1 N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa
30CH pXl2S6 Iduronato 2-sulfatasa

Tabla 7. Plasmidos de FGE y de control usados para transfectar células HT-1080 que expresan iduronato 2-
sulfatasa y N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa

Plasmido Configuracion de los elementos de la secuencia de ADN Major *

pXMG.1.3 (expresion FGE) > 1,6 kb CMV potenciador / promotor> 1,1 kb cADN FGE> secuencia no traducida hGH3 '<amp

<DHFR casete <casete Cdneo (neomicina fosfotransferasa)

pXMG.1.2 (control, FGE orientacion secuencia <amp <DHFR casete <casete Cdneo (neomicina

. fosfotransferasa)
inversa)

* = daenotes orentation 5" to 3’

38

kb CMV potenciador / promotor de <1,1 kb cADN FGE <hGH3 'no traducida




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2555056 T3

Denota orientacién 5" a 3’
Proceaimientos experimentaies

Materiales v métodos

Transfeccion de células HT-1080 que producen iduronato 2-sulfatasa y N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa

Se recogieron células HT-1080 para obtener 9-12 x 10° células para cada electroporacion. Se transfectaron dos
plasmidos por duplicado: uno para probarse (FGE) y un control; en este caso, el plasmido de control contenia el
ADNCc de FGE clonado en la orientacion inversa con respecto al promotor de CMV. Se centrifugaron las células a
aproximadamente 1000 RPM durante 5 minutos. Se suspendieron las células en 1X PBS a 16x10° células/ml. Se
afadieron al fondo de la cubeta de electroporacion 100 pg de ADN de plasmido, se afiadieron 750 pl de suspension
celular (12x106 células) a la disolucion de ADN en la cubeta. Se mezclaron suavemente las células y el ADN con una
pipeta de transferencia de plastico, teniendo cuidado de no crear burbujas. Se sometieron las células a
electroporacion a 450 V, 250 pF (BioRad Gene Pulser). Se registré la constante de tiempo.

Se permiti6 que las células sometidas a electroporacion se asentaran sin alteraciones durante 10-30 minutos.
Entonces se afiadieron 1,25 ml de DMEM/suero bovino al 10 % a cada cubeta, se mezclaron y se transfirieron todas
las células a un matraz T75 nuevo que contenia 20 ml de DMEM/10. Después de 24 horas, se volvié a alimentar el
matraz con 20 ml de DMEM/10 para eliminar las células muertas. 48-72 horas después de la transfeccion, se
recogieron muestras de los medios y se recogieron las células de los matraces T75 por duplicado.

Preparacion del medio
1| de DMEM/10 (contiene: 23 ml de L-glutamina 2 mM, 115 ml de suero bovino).

Se transfectaron las células en medios sin metotrexato (MTX). 24 horas después, las células volvieron a alimentarse
con medios que contenian las cantidades apropiadas de MTX (36F = MTX 1,0 uM, 30C6 = MTX 0,1 M). Se recogio
el medio y se recogieron las células 24, 48 y 72 horas después de volver a alimentar. Ensayos de actividad

Iduronato 2-sulfatasa (12S). Se equilibraron columnas de desalacion NAP5 (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Suecia) con tampén de dialisis (acetato sdédico 5 mM, Tris 5 mM, pH 7,0). Se aplicé una muestra que
contenia I12S a la columna y se permitié que entrara en el lecho. Se eluy6 la muestra en 1 ml en tampén de didlisis.
Se diluyeron adicionalmente las muestras desaladas hasta aproximadamente 12S 100 ng/ml tampoén de reaccién
(acetato sodico 5 mM, BSA 0,5 mg/l, Triton X-100 al 0,1 %, pH 4,5). Se afiadieron 10 ul de cada muestra de 12S a la
fila superior de una placa fluorimétrica de 96 pocillos (Perkin Elmer, Norwalk, CT) y se preincubd durante 15 minutos
a 37°C. Se prepar6 el sustrato disolviendo sulfato de 4-metil-umbeliferilo (Fluka, Buchs, Suiza) en tampon de
sustrato (acetato sodico 5 mM, BSA 0,5 mg/l, pH 4,5) a una concentracion final de 1,5 mg/ml. Se afiadieron 100 pl
de sustrato a cada pocillo que contenia muestra de 12S y se incubé la placa durante 1 hora a 37 °C en la oscuridad.
Después de la incubacion, se afiadieron 190 ul de tampén de parada (glicina 332,5 mM, carbonato sédico 207,5 mM,
pH 10,7) a cada pocillo que contenia la muestra. Se prepar6é 4-metilumbeliferona como disolucién madre (4-MUF,
Sigma, St. Louis, MO) como patrén de producto en agua de calidad como reactivo hasta una concentracion final de 1
M. Se afiadieron 150 de la disolucion madre de 4-MUF 1 uM y 150 pl de tamp6n de parada a un pocillo de fila
superior en la placa. Se afiadieron 150 de tampdn de parada a cada pocillo restante en la placa de 96 pocillos. Se
realizaron diluciones sucesivas dobles desde la fila superior de cada columna hasta la Ultima fila de la placa. Se ley6
la placa en un analizador de microplacas universal Fusion (Packard, Meriden, CT) con una longitud de onda de filtro
de excitacién de 330 nm y una longitud de onda de filtro de emisiéon de 440 nm. Se generd una curva patréon de
pmoles de disolucion madre de 4-MUF frente a fluorescencia, y se extrapold la fluorescencia de las muestras
desconocidas a partir de esta curva. Los resultados se informan como unidades/ml en las que una unidad de
actividad era igual a 1 umol de 4-MUF producido por minuto a 37 °C.

N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS). El ensayo de actividad de GALNS hace uso del sustrato fluorescente
4- metilumbeliferil-B-D-galactopirandsido-6-sulfato (Toronto Research Chemicals Inc., n° de catdlogo M33448). El
ensayo comprendio dos etapas. En la imprimaciona etapa, se incubaron 75 pL del sustrato 1,3 mM preparado en
tampon de reaccion (acetato sédico 0,1 M, cloruro sédico 0,1 M, pH 4,3) durante 4 horas a 37 °C con 10 pl de
medio/muestra de proteina o sus diluciones correspondientes. Se detuvo la reaccién mediante la adicion de 5 pl de
fosfato de sodio monobésico 2 M para inhibir la actividad de GALNS. Tras la adicién de aproximadamente 500 U de
B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma, n° de catalogo G5160), se incubd la mezcla de reaccion a 37 °C
durante una hora adicional para liberar el resto fluorescente del sustrato. Se detuvo la segunda reaccion mediante la
adicion de 910 pl de disolucion de parada (glicina al 1 %, carbonato de sodio al 1 %, pH 10,7). Se midi6 la
fluorescencia de la mezcla resultante usando una longitud de onda de medicién de 359 nm y una longitud de onda
de referencia de 445 nm con 4-metilumbeliferona (sal sédica de Sigma, n° de catalogo M1508) que sirve como
patrén de referencia. Una unidad de la actividad se corresponde con nmoles de 4-metilumbeliferona liberados por
hora.
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Inmunoensayos (ELISA)

Iduronato 2-sulfatasa (I12S). Se recubrié una placa de fondo plano de 96 pocillos con un anticuerpo anti-I2S
monoclonal de raton diluido a 10 ng/ml en bicarbonato sédico 50 nM a pH 9,6 durante 1 hora a 37 °C. Se desarrollo
el anticuerpo anti-I2S monoclonal de ratén por contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland, ME) hasta
dar lugar a un polipéptido de 12S humano, de longitud completa, producido de manera recombinante, purificado
usando tecnologia de producciéon de hibridomas estandar. Se lavé la placa 3 veces con 1X PBS que contenia
Tween-20 al 0,1 % y se bloqued durante 1 hora con BSA al 2 % en tampén de lavado a 37 °C. Se us6 tampdn de
lavado con BSA al 2 % para diluir las muestras y los patrones. Se diluy6 el patron de 12S y se us6 desde 100 ng/ml
hasta 1,56 ng/ml. Después de la eliminacion del tampén de bloqueo, se aplicaron las muestras y los patrones a la
placa y se incubaron durante 1 hora a 37 °C. Se diluy6é el anticuerpo de deteccion, anticuerpo anti-I2S de ratén
conjugado con peroxidasa de rabano, a 0,15 pg/ml en tampoén de lavado con BSA al 2 %. Se lavo la placa 3 veces,
se afiadio el anticuerpo de deteccion a la placa y se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Para revelar la placa, se
preparé el sustrato TMB (Bio-Rad, Hercules, CA). Se lavo la placa 3 veces, se afiadieron 100 pl de sustrato a cada
pocillo y se incubd durante 15 minutos a 37 °C. Se detuvo la reaccion con &cido sulfarico 2 N (100 pl/pocillo) y se
ley6 la placa en un lector de placas de microtitulacién a 450 nm, usando 655 nm como la longitud de onda de
referencia.

N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS). Dos anticuerpos anti-GALNS monoclonales de ratén proporcionaron la
base del ELISA de GALNS. Los anticuerpos anti-GALNS monoclonales de raton también se desarrollaron por
contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland, ME) hasta dar lugar a un polipéptido de GALNS humano,
de longitud completa, producido de manera recombinante, purificado usando tecnologia de produccion de
hibridomas estandar. Se us6 el imprimacién anticuerpo para la captura de GALNS para recubrir una placa F96
MaxiSorp Nunc-Immuno (Nalge Nunc, n° de catalogo 442404) en un tampén de recubrimiento (bicarbonato sédico 50
mM, pH 9,6). Después de la incubacidn durante una hora a 37 °C y el lavado con un tampdn de lavado, se bloque6
la placa con tampdn de blogueo (PBS, Tween-20 al 0,05 %, BSA al 2 %) durante una hora a 37 °C. Entonces se
cargaron en la placa las muestras experimentales y de control junto con los patrones de GALNS y se incubaron
adicionalmente durante una hora a 37 °C. Después de lavar con un tampén de lavado, se aplicé el segundo
anticuerpo de deteccion conjugado con HRP en tampoén de bloqueo seguido por incubacién de 30 minutos a 37 °C.
Después de lavar la placa de nuevo, se afiadio el reactivo de sustrato de TMB de Bio-Rad y se incub6 durante 15
minutos. Entonces se afiadié acido sulfirico 2 N para detener la reaccién y los resultados se puntuaron
espectrofotométricamente usando un lector de placas de Molecular Device a una longitud de onda de 450 nm.

Discusién
Efecto de FGE sobre la actividad de sulfatasa

GALNS. Se observo un aumento de aproximadamente 50 veces en la actividad de GALNS total con respecto a los
niveles control (Figura 5). Se observé este nivel de actividad aumentada con los tres puntos de tiempo de muestreo
de medio. Ademas, la actividad de GALNS se acumul6 linealmente a lo largo del tiempo con un aumento de cuatro
veces entre las 24 y las 48 horas y un aumento de dos veces entre los momentos de tiempo de 48 horas y 72 horas.

12S. Aunque de menor magnitud absoluta, se observé un efecto similar para la actividad de 12S total, observandose
un aumento de aproximadamente 5 veces en la actividad de I12S total con respecto a los niveles control. Este nivel
de actividad aumentada se mantuvo durante la duraciéon del experimento. La actividad de 12S se acumulo en el
medio linealmente a lo largo del tiempo, similarmente a los resultados observados con GALNS (2,3 veces entre las
24y las 48 horas, y 1,8 veces entre las 48 y las 72 horas).

Efecto de FGE sobre la actividad de sulfatasa especifica

GALNS. La expresion de FGE en células 36F potencié la actividad especifica aparente de GALNS (razén de
actividad enzimética con respecto a enzima total estimada mediante ELISA) en 40-60 veces con respecto a los
niveles control (Figura 6). El aumento en la actividad especifica se mantuvo durante los tres momentos de tiempo en
el estudio y parecié aumentar durante los tres dias de acumulacion tras la transfeccion.

12S. Se observé un efecto similar con I12S, observandose un aumento de 6-7 veces en la actividad especifica (3-5
U/mg) con respecto a los valores de control (0,5-0,7 U/mg).

Los valores del ELISA tanto para GALNS (Figura 7) como para I2S no resultaron significativamente afectados por la
transfeccion de FGE. Esto indica que la expresion de FGE no altera las rutas de traduccion y secrecién que
participan en la produccion de sulfatasa.

En resumen, todos estos resultados para ambas sulfatasas indican que la expresion de FGE aumenta
espectacularmente la actividad especifica de sulfatasa en lineas celulares que expresan en exceso GALNS e 12S.
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Coexpresion de FGE (SUMF1) y otros genes de sulfatasa

Para probar el efecto de FGE (SUMF1) sobre actividades de sulfatasa adicionales en células normales, los
presentes inventores expresaron en exceso ADNc de ARSA (SEC ID N°: 14), ARSC (SEC ID Ne¢; 18) y ARSE (SEC
ID N° 22) en diversas lineas celulares con y sin co-transfeccion del ADNc de FGE (SUMF1) y midieron las
actividades de sulfatasa. La expresion en exceso de ADNc de sulfatasa en células Cos-7 produjo un aumento
moderado de la actividad de sulfatasa, mientras que se observé un sorprendente aumento sinérgico (20 a 50 veces)
cuando se co-expresaron tanto un gen de sulfatasa como un gen de FGE (SUMF1). Se observo un efecto similar,
aunque inferior, en tres lineas celulares adicionales, HepG2, LE293 y U20S. La expresion en exceso simultanea de
multiples ADNc de sulfatasa produjo un aumento inferior de cada actividad de sulfatasa especifica en comparacion
con la expresion en exceso de una Unica sulfatasa, que indica la presencia de competicion de las diferentes
sulfatasas por la maquinaria de modificacion.

Para probar la conservacion funcional del gen de FGE (SUMF1) durante la evolucion, los presentes inventores
expresaron en exceso ADNc de ARSA, ARSC y ARSE en diversas lineas celulares con y sin cotransfeccion del
ADNc de MSD y midieron las actividades de sulfatasa. Tanto los genes de FGE (SUMF1) murinos como los de
Drosophila eran activos en las tres sulfatasas humanas, siendo la FGE (SUMF1) de Drosophila menos eficaz. Estos
datos demuestran un alto grado de conservacion funcional de FGE (SUMF1) durante la evolucién, que implica una
importancia biolégica significativa para la funcion y supervivencia celulares. Se observé un efecto similar y constante,
aunque mucho mas débil, usando el gen de FGE2 (SUMF2), sugiriendo que la proteina codificada por este gen
también tiene una actividad modificante de sulfatasa. Estos datos demuestran que la cantidad de la proteina FGE
(SUMF1) codificada es un factor limitante para las actividades de sulfatasa, un hallazgo con importantes
implicaciones para la produccion a gran escala de sulfatasas activas que van a utilizarse en la terapia de sustitucion
de enzimas.

Ejemplo 4:

Identificacion del gen mutado en MSD por medio de complementacion funcional usando transferencia de
cromosomas mediada por microcélulas.

En un experimento separado usando transferencia de cromosomas mediada por microcélulas por medio de
complementacion funcional, los presentes inventores confirmaron que el gen mutado en MSD es FGE. Los hallazgos
de los inventores proporcionan un punto de vista adicional en un mecanismo biolégico novedoso que afecta a una
familia de proteinas entera en organismos relacionados de manera distante. Ademas de identificar la base molecular
de una enfermedad genética poco frecuente, los datos de los presentes inventores confirman ademas un efecto de
potenciacion poderoso del producto génico de FGE sobre la actividad de sulfatasas. Este Ultimo hallazgo tiene
implicaciones clinicas directas para la terapia de al menos ocho enfermedades humanas producidas por deficiencias
de sulfatasa.

El gen para MSD mapea en el cromosoma 3p26

Para identificar la localizacion cromosémica del gen mutado en MSD, los presentes inventores intentaron rescatar
las enzimas deficientes en sulfatasa mediante complementacion funcional a través de transferencia de cromosomas
mediada por microcélulas. Se us6 un panel de lineas celulares hibridas humanas/de raton, que contenian
cromosomas humanos normales individuales marcados con el marcador de seleccién dominante HyTK, como fuente
de cromosomas humanos donadores y se fusionaron a una linea celular inmortalizada de un paciente con MSD. Se
transfirieron los 22 autosomas humanos uno por uno a la linea celular del paciente y se seleccionaron los hibridos en
higromicina. Se recogieron aproximadamente 25 colonias supervivientes en cada uno de los 22 experimentos de
transferencia. Se hicieron crecer éstas por separado y se recogieron para las pruebas enzimaticas posteriores. Se
probaron las actividades de arilsulfatasa A (ARSA) (SEC ID Ne°: 15), arilsulfatasa B (ARSB) (SEC ID N°: 17) y
arilsulfatasa C (ARSC) (SEC ID Ne°: 19) para cada uno de los aproximadamente 440 clones (20 x 22). Este andlisis
indico claramente que las actividades de sulfatasa de varios clones que se derivaban de la transferencia del
cromosoma 3 eran significativamente superiores en comparacion con las de los otros clones. Se observd una
variabilidad sorprendente cuando se analizaron las actividades de cada clon individual a partir de la transferencia del
cromosoma. Para verificar si cada clon tenia un cromosoma 3 humano intacto procedente de la linea celular
donante, los presentes inventores usaron un panel de 23 marcadores genéticos polimdrficos del cromosoma 3,
distribuidos de manera uniforme a lo largo de la longitud del cromosoma y seleccionados previamente basandose en
que tienen diferentes alelos entre las lineas celulares de donante y del paciente. Esto permiti6 examinar la presencia
del cromosoma donante e identificar la posible pérdida de regiones especificas debido a la rotura cromosémica
imprevista. Cada clon que tenia alta actividad enzimética retuvo el cromosoma 3 completo de la linea celular
donante, mientras que los clones con bajas actividades parecian haber perdido el cromosoma completo basandose
en la ausencia de alelos del cromosoma 3 de la linea celular donante. Estos Ultimos clones probablemente
retuvieron una region pequefa del cromosoma donante que contenia el gen marcador de seleccién que les permitia
sobrevivir en medio que contenia higromicina. Estos datos indican que un cromosoma 3 humano normal era capaz
de complementar el defecto observado en la linea celular del paciente con MSD.

Para determinar la regién cromosémica especifica que contenia el gen responsable de la actividad de
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complementacion, los presentes inventores usaron hibridos del cromosoma 3 marcados con Neo que se encontrd
que habian perdido varias porciones del cromosoma. Ademas, los presentes inventores realizaron transferencia de
cromosomas mediada por microcélulas irradiadas de cromosomas 3 humanos marcados con HyTK. Se probaron
ciento quince hibridos irradiados de cromosoma 3 para actividades de sulfatasa y se genotiparon usando un panel
de 31 marcadores microsatélites polimorficos que abarcaban el cromosoma completo. Todos los clones que
presentaban altas actividades enzimaticas parecian haber retenido el cromosoma 3p26. Un andlisis de resolucion
superior usando marcadores adicionales de esta region mape6 la posible localizacion para el gen de
complementacion entre los marcadores D3S3630 y D3S2397.

Identificacién del gen mutado en MSD

Los presentes inventores investigaron los genes de la region gendémica 3p26 para mutaciones en pacientes con
MSD. Se amplificé por PCR cada exdn incluyendo las uniones de corte y empalme y se analizé mediante
secuenciacion directa. Se realizé el andlisis de mutacién en doce individuos afectados no relacionados; cinco
pacientes con MSD descritos previamente y siete casos no publicados. Se identificaron varias mutaciones de la
cohorte de MSD de los presentes inventores en el marcador de secuencia expresada (EST) AK075459 (SEC ID Ne°:
4, 5), correspondientes a un gen de funcidon desconocida, sugiriendo fuertemente que éste era el gen implicado en
MSD. Se encontré que cada mutacion estaba ausente en 100 individuos de control, excluyendo asi la presencia de
un polimorfismo de secuencia. Se realizé un analisis de mutacién de confirmacién adicional en ARN de pacientes
sometidos a transcripcién inversa, particularmente en aquellos casos en los que el analisis del ADN gendmico reveld
la presencia de una mutacion en o cerca de un sitio de corte y empalme, que afecta posiblemente el corte y
empalme. También se identificaron mutaciones del marco de lectura, terminadora, de corte y empalme y de
aminoacido, sugiriendo que la enfermedad se produce por un mecanismo de pérdida de funcién, como se prevé para
un trastorno recesivo. Esto también concuerda con la observacion de que casi todas las mutaciones de aminoacido
afectan a amino4cidos que estan altamente conservados a lo largo de la evolucion (véase a continuacion).

Tabla 8: Mutaciones en MSD adicionales identificadas
| Caso Referencia - fenotipo oxan Cambio nucleotido — Cambio aminoéacido i
1.BA426  Conaryetal, 1988 | gerado 3 463T=C S155P
3 463T=C S5155P
2. BA428 Burch et al, 1986 Neonato severo 5 G661delG desplazamiento
3. BA431 Zenger et al, 1989 moderado 1 2T=G M1R
2 276delC desplazamiento
4, BA799  Burk etal, 1981 Leve a moderado 3 463T>C S155P
3 463T=C 5155P
5 BABOA No publicado Neonato severo 0 1045 T=C R340
6. BARODT Schmidt et al, 1995 desconocido 3 cH19+4del GTAA ax 3 skipping
7. BABOS Couchot et al, Leve a moderado 1 1A=G MY
1974 9 1042G=C A348P
2. BAB1O No publicado severo 8 1006T=C C336R
9
9. BAB11 No publicado Neonato severo 3 c519+4del GTAA ax 3 Skippil]g
8 97IC=T R327X
10. BAB1S No publicado moderado 5 c.603-6delC ax 6 skipping
6 BIEC=T A2T9V
11. BA919 No publicado Leve a moderado 9 1033C=T R345C
9 1033C=T R345C
12.BA920 o publicado oderade 5 653G>A c218Y
9 1033C=T R345C

Se identificaron mutaciones en cada paciente con MSD probado, excluyendo asi la heterogeneidad de locus. No se
observo correlacion obvia entre los tipos de mutaciones identificados y la gravedad del fenotipo informado en los
pacientes, sugiriendo que la variabilidad clinica no estd producida por heterogeneidad alélica. En tres casos, se
encontré que diferentes pacientes (caso 1y 4, caso 6y 9, y caso 11y 12 en la Tabla 6) portaban la misma mutacién.
Dos de estos pacientes (caso 11 y 12) proceden de la misma ciudad en Sicilia, sugiriendo la presencia de un efecto
fundador que de hecho se confirmé mediante andlisis de haplotipos. Sorprendentemente, se encontré que la
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mayoria de los pacientes se componia de heterocigotos que portaban diferentes mutaciones alélicas, mientras que
solo algunos eran homocigotos. Aunque de acuerdo con la ausencia de consanguineidad informada por los
progenitores, este fue un hallazgo algo inesperado para un trastorno recesivo muy poco frecuente tal como MSD.

El geny la proteina FGE

Se reuni6 la secuencia de ADNc consenso del ADNc de la FGE humana (también usada de manera intercambiable
en el presente documento como SUMF1) (SEC ID N° 1) a partir de varios clones de marcador de secuencia
expresada (EST) y parcialmente a partir de la secuencia genémica correspondiente. El gen contiene nueve exones y
abarca aproximadamente 105 kb (véase el Ejemplo 1). La comparacién de secuencias también identifico la
presencia de un gen de FGE pardlogo localizado en el cromosoma 7 humano que los presentes inventores
designaron FGE2 (también usado de manera intercambiable en el presente documento como SUMF2) (SEC ID Ne:
45, 46).

Complementacion funcional de deficiencias de sulfatasa

Se infectaron fibroblastos de dos pacientes (caso 1y 12 en la Tabla 8) con MSD en los que los presentes inventores
identificaron mutaciones del gen de FGE (SUMF1) (lineas celulares BA426 y BA920) con virus VHS que contenian
las formas no mutada y dos formas mutada del ADNc de FGE (SUMF1) (R327X y Aex3). Se probaron las
actividades ARSA, ARSB y ARSC 72 h después de la infeccién. La expresion del ADNc de FGE no mutante
(SUMF1) produjo la complementacién funcional de las tres actividades, mientras que el ADNc de FGE (SUMF1)
mutante no (Tabla 9). Estos datos proporcionan una evidencia concluyente para la identidad de FGE (SUMF1) como
el gen en MSD y demuestran la relevancia funcional de las mutaciones encontradas en los pacientes. Las
mutaciones asociadas con la enfermedad producen deficiencia de sulfatasa, demostrando asi que FGE (SUMF1) es
un factor esencial para la actividad de sulfatasa.

Tabla 9: Complementacion funcional de deficiencias de sulfatasa

Recipiente Linea celular MSD Contruccion ARsSAl ARsSB( ARSCH)
BA426 HSY amplicon 24.0 22.5 015
SUMF1-Aax3 42.0 238 0.29
SUMF1-R327X 336 242 0.16
SUMF1 119.5 (4.9x) 37.8 (1.7x) 0.62 (4.1%)
BAS20 HSY amplicon 16.6 11.3 015
SUMF1-Aex3 17.2 144 0.07
SUMF1-R327X 36.0 135 013
SUMF1 66.5 (4.0x) 21.6 (1.9%) 0.42 {2.8%)
Ranao control 123.7-394.6 50.6-60.7 1.80-1.58

(1) Todas las actividades enzimaticas se expresan como nmoles de 4 metilumbeliferona liberada 'de proteinas mg -1' 3 hrs. MSD lineas
celulares BA426 y BA920 se infectaron con el amplicon HSV solo, y con construcciones que llevan ya sea mutante o de tipo salvaje SUMF1
ADNCc. El aumento de las actividades de arilsulfatasa individuales en los fibroblastos infectados con el gen SUMF1 de tipo salvaje, en
comparacion con los de las células infectadas con el vector solo, se indica entre paréntesis. Actividades medidos en los fibroblastos control no
infectadas se indican.

Base molecular de MSD

Basandose en la hip6tesis de que el gen de la enfermedad debe ser capaz de complementar la deficiencia
enzimatica en una linea celular del paciente, los presentes inventores realizaron transferencia de cromosomas
mediada por microcélulas a una linea celular inmortalizada de un paciente con MSD. Esta técnica se ha usado
satisfactoriamente para la identificacion de genes cuya funcién predicha podia evaluarse en lineas celulares (por
ejemplo, midiendo la actividad enzimatica o detectando caracteristicas morfolégicas). Para abordar el problema de la
variabilidad estocastica de la actividad enzimatica, los presentes inventores midieron las actividades de tres
sulfatasas diferentes (ARSA, ARSB y ARSC) en el ensayo de complementacion. Los resultados de la transferencia
de cromosomas indicaron claramente el mapeo del gen de complementacién en el cromosoma 3. Se logré un mapeo
subregional generando un panel de hibridos de radiacion para el cromosoma 3. Se caracterizaron clones hibridos
individuales tanto a nivel gendmico, tipificando 31 marcadores microsatélites que presentaban diferentes alelos entre
las lineas celulares donantes y receptoras, como a nivel funcional probando las actividades de sulfatasa. El andlisis
de 130 de tales hibridos produjo el mapeo de la regiéon de complementacién en el cromosoma 3p26.

Una vez definida la region gendmica critica, también se identificé el gen de FGE (SUMF1) mediante andlisis de
mutacion en ADN de los pacientes. Se encontraron mutaciones en todos los pacientes probados, que demuestra que
un Unico gen esta implicado en la MSD. Las mutaciones encontradas eran de diferentes tipos, produciendo la
mayoria (por ejemplo, sitio de corte y empalme, sitio de inicio, terminadora, de cambio de marco) posiblemente una
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funcién perdida de la proteina codificada, como era de esperar para una enfermedad recesiva. La mayoria de las
mutaciones de aminoacido afectan a codones correspondientes a aminoacidos que estan altamente conservados
durante la evolucion, sugiriendo que estas mutaciones también producen una pérdida de funcion. No pudieron
establecerse correlaciones entre el tipo de mutacion y la gravedad del fenotipo, que indica que este Ultimo se debe a
factores no relacionados. Inesperadamente para una enfermedad genética poco frecuente, se encontré6 que muchos
pacientes se componian de heterocigotos, que portaban dos mutaciones diferentes. Sin embargo, se identificé un
efecto fundador para una mutacién que se origin6é en una pequefia ciudad de Sicilia.

Funcion del gen de FGE (SUMF1)

Se demostré de manera definitiva la identidad del gen de FGE (SUMF1) como el “factor de complementacion”
rescatando la deficiencia enzimatica de cuatro sulfatasas diferentes con la expresion del ADNc de FGE (SUMF1)
exogeno, insertado en un vector viral, en dos lineas celulares de pacientes diferentes. En cada caso se observé una
restauracion constante, aunque parcial, de todas las actividades probadas, en comparacion con las lineas celulares
de pacientes de control transfectadas con vectores vacios. En promedio, el aumento de las actividades enzimaticas
oscilé entre 1,7 y 4,9 veces y alcanzé aproximadamente la mitad de los niveles observados en las lineas celulares
normales. La actividad enzimatica se correlaciona con el nUmero de particulas virales usadas en cada experimento y
con la eficacia de la infeccion como se prueba mediante un analisis con proteina marcadora (GFP). En los mismos
experimentos, se usaron vectores que contenian ADNc de FGE (SUMF1) que portaban dos de las mutaciones
encontradas en los pacientes, R327X y Aex3, y no se observé aumento significativo de la actividad enzimatica,
demostrando asi la relevancia funcional de estas mutaciones.

Como se menciona en otra parte en el presente documento, Schmidt et al. descubrieron en imprimacion lugar que
las sulfatasas experimentan una modificacion postraduccional de una cisteina altamente conservada, que se
encuentra en el sitio activo de la mayoria de las sulfatasas, a Cq-formilglicina. También demostraron que esta
modificacién era defectuosa en MSD (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82:271-278). Los datos funcionales y de
mutacion de los presentes inventores proporcionan una fuerte evidencia de que FGE (SUMF1) es responsable de
esta modificacion.

El gen de FGE (SUMF1) muestra un grado extremadamente alto de conservacion de secuencia en todas las
especies relacionadas de manera distante analizadas, desde las bacterias hasta el hombre. Los presentes
inventores proporcionan evidencia de que el homélogo de Drosophila del gen de FGE humana (SUMF1) es capaz de
activar sulfatasas humanas expresadas en exceso, demostrando que el alto nivel de similitud de secuencia
observado de los genes de FGE (SUMF1) de especies relacionadas de manera distante se correlaciona con una
conservacion funcional sorprendente. Una excepcion notable son las levaduras, que parecen carecer del gen de
FGE (SUMF1), asi como de cualquier gen que codifique sulfatasas, que indica que este organismo no requiere la
funcion sulfatasa y sugiere la presencia de una influencia reciproca en la evolucién de los genes de FGE (SUMF1) y
sulfatasas.

De forma interesante, hay dos genes homoélogos, FGE (SUMF1) y FGE2 (SUMF2), en los genomas de todos los
vertebrados analizados, incluyendo los seres humanos. Como es evidente a partir del arbol filogenético, el gen de
FGE2 (SUMF2) parece haber evolucionado independientemente del gen de FGE (SUMF1). En los ensayos de los
presentes inventores, el gen de FGE2 (SUMF2) también es capaz de activar sulfatasas, sin embargo lo hace de una
manera mucho menos eficaz en comparacion con el gen de FGE (SUMF1). Esto puede explicar la actividad de
sulfatasa residual encontrada en pacientes con MSD y sugiere que una deficiencia de sulfatasa completa seria letal.
En este momento los presentes inventores no pueden descartar la posibilidad de que el gen de FGE2 (SUMF2)
tenga una funcién adicional, todavia desconocida.

Impacto sobre la terapia de enfermedades debidas a deficiencias de sulfatasas

Se observo un fuerte aumento, de hasta 50 veces, de las actividades de sulfatasa en células que expresan en
exceso ADNc de FGE (SUMF1) junto con o bien ADNc de ARSA, ARSC, o bien ARSE, en comparacién con células
gue expresan en exceso sulfatasas individuales solas. En todas las lineas celulares se encontr6 un efecto sinérgico
significativo, que indica que FGE (SUMF1) es un factor limitante para la actividad de sulfatasa. Sin embargo, se
observo variabilidad entre diferentes sulfatasas, posiblemente debido a la diferente afinidad de la proteina codificada
por FGE (SUMF1) con las diversas sulfatasas. También se observé variabilidad entre diferentes lineas celulares que
pueden tener diferentes niveles de enzima generadora de formilglicina enddgena. De acuerdo con estos
observaciones, los presentes inventores encontraron que la expresion del gen de MSD varia entre diferentes tejidos,
con niveles significativamente altos en rifion e higado. Esto puede tener implicaciones importantes, ya que los tejidos
con bajos niveles de expresion del gen de FGE (SUMF1) pueden ser menos capaces de modificar de manera eficaz
las proteinas sulfatasas administradas de manera exdgena (véase mas adelante). Estos datos juntos sugieren que la
funcion del gen de FGE (SUMF1) ha evolucionado para lograr un sistema de regulacion doble, controlandose cada
sulfatasa tanto mediante un mecanismo individual, responsable de los niveles de ARNm de cada gen de sulfatasa
estructural, como mediante un mecanismo comun compartido por todas las sulfatasas. Ademéas, FGE2 (SUMF2)
proporciona redundancia parcial para la modificacion de sulfatasas.
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Estos datos tiene profundas implicaciones para la produccion en masa de sulfatasas activas que van a utilizarse en
la terapia de sustitucién de enzimas. Se han informado estudios de sustitucion de enzimas en modelos animales de
deficiencias de sulfatasas, tales como un modelo fenilo de mucopolisacaridosis VI, y se ha demostrado que son
eficaces para prevenir y curar diversos sintomas. En la actualidad se estan realizando ensayos terapéuticos en seres
humanos para dos trastornos congénitos debidos a deficiencias de sulfatasas, MPSII (sindrome de Hunter) y MPSVI
(sindrome de Maroteaux-Lamy) y pronto se ampliara a un nimero mayor de pacientes.

Ejemplo 5:

Terapia de sustitucién de enzimas con GALNS activada por FGE para MPS IVA de la enfermedad de Morquio La
causa principal de la patologia esquelética en pacientes con Morquio es la acumulacién de queratan sulfato (KS) en
condrocitos del disco epifisiario (placa de crecimiento) debido a la deficiencia de la sulfatasa lisosémica, GALNS. El
objetivo primario de estudios de investigacion in vivo fue determinar si GALNS activada por FGE administrada por
via intravenosa (i.v.) era capaz de penetrar en los condrocitos de la placa de crecimiento, asi como en otros tipos
celulares apropiados en ratones normales. Pese a la falta general de anomalias esqueléticas, también se usé un
modelo de raton deficiente en GALNS (Morquio Knock-In-MKI, S. Tomatsu, Universidad de St. Louis, MO) para
demostrar la actividad bioquimica in vivo de GALNS activada por FGE administrada repetidamente. La falta de
patologia esquelética en los modelos de raton refleja el hecho de que el KS esquelético o bien esta enormemente
reducido o bien esta ausente en roedores (Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228:443-450). Sin embargo,
estos ratones si demostraron acumulacion detectable de GAG y otras anomalias celulares en diversos érganos y
tejidos. Por tanto, el objetivo global de los estudios fue demostrar que GALNS activada por FGE penetra en la placa
de crecimiento (estudio de biodistribucion) y muestran la actividad enzimatica de GALNS funcional dirigida hacia la
eliminacion de GAG acumulados en los tejidos afectados (estudio farmacodinamico).

Los resultados de estos estudios demostraron que GALNS activada por FGE inyectada por via i.v. se internalizé por
los condrocitos de la placa de crecimiento, aunque a niveles relativamente bajos en comparacion con otros tejidos.
Ademas, la inyeccion de GALNS activada por FGE durante el transcurso de 16 semanas en ratones MKI produjo el
aclaramiento eficaz de los GAG acumulados y redujo la tincién con biomarcador lisosomico en todos los tejidos
blandos examinados. En resumen, los experimentos demostraron satisfactoriamente la administracion de GALNS a
los condrocitos de la placa de crecimiento y demostraron la actividad bioguimica en lo que se refiere al aclaramiento
de GAG en muiltiples tejidos.

Estudio de biodistribuciéon

Se administré a ratones ICR (normales) de cuatro semanas de edad una Unica inyeccion i.v. de 5 mg/kg de GALNS
activada por FGE. Se recogieron el higado, fémur (hueso), corazon, rifién y bazo dos horas tras la inyecciéon y se
prepararon para el examen histolégico. Se usé un anticuerpo monoclonal anti-GALNS humano para detectar la
presencia de GALNS inyectada en los diversos tejidos. Se detect6 GALNS en todos los tejidos examinados en
comparacion con los controles con vehiculo. Ademas, GALNS se observd facilmente en todos los tejidos
examinados usando un sistema indicador con peroxidasa de rabano, con la excepcion del hueso. La demostracién
de la captacion de GALNS en la placa de crecimiento requirié el uso de un sistema indicador de isotiocianato de
fluoresceina (FTTC) mas sensible e indica que aunque GALNS penetra en la placa de crecimiento, estd menos
facilmente disponible para los condrocitos de la placa de crecimiento que para las células de los tejidos blandos.
Pese al requisito de un método de deteccion de fluorescencia méas sensible, se observd la administracion de GALNS
a los condrocitos de la placa de crecimiento dsea en todas las secciones de placa de crecimiento examinadas en
comparacion con los controles con vehiculo.

Estudio farmacodinamico en ratones MKI

Se administraron a ratones MKI o no mutantes de cuatro semanas de edad inyecciones i.v. administradas
semanalmente (n = 8 por grupo) hasta las 20 semanas de edad. Cada inyeccion semanal consisti6 en o bien 2
mg/kg de GALNS activada por FGE o bien control de vehiculo (sin inyeccion para los ratones no mutantes). Se
sacrificaron todos los ratones para el examen histolégico a las 20 semanas de edad y se tifieron usando los
siguientes métodos: hematoxilina y eosina para morfologia celular, azul alciano para la deteccion de GAG.

Se demostro el aclaramiento de los GAG acumulados mediante tincion con azul alciano reducida o ausente en todos
los tejidos blandos examinados (higado, corazén, rifién y bazo). Esto se observé solo en los ratones inyectados con
GALNS. Aunque la placa de crecimiento en los ratones MKI funcionaba normalmente como se demuestra por una
morfologia esquelética normal, hubo mas anomalias celulares sutiles observadas (incluyendo vacuolizacion de
condrocitos sin efecto patoldgico aparente). Los condrocitos vacuolizados de las zonas hipertréficas y proliferativas
de la placa de crecimiento no resultaron afectados por la administracion de GALNS. Esto contrastd con los
condrocitos en la zona de calcificacion de la placa de crecimiento en los que se observé una reduccion de la
vacuolizacién en los ratones inyectados con GALNS. La vacuolizacion de los condrocitos y la acumulacion de GAG
supuestamente distintos de KS en la placa de crecimiento en los ratones MKI fueron, en general, sorprendentes e
inesperadas debido a la falta conocida de KS en la placa de crecimiento de ratones. Estas observaciones
particulares reflejan probablemente el hecho de que, en ratones inactivados, estan presentes altos niveles de
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GALNS mutante (a diferencia de los ratones silenciados en los que no hay GALNS mutante residual, ni vacuolizacién
de condrocitos de la placa de crecimiento ni acumulacion de GAG - Tomatsu S. et al., Human Molecular Genetics,
2003, 12:3349-3358). ElI fenomeno de vacuolizacion en la placa de crecimiento puede ser indicativo de un efecto
secundario de un subconjunto de células que expresan GALNS mutante. No obstante, la inyeccion de enzima
durante el transcurso de 16 semanas demostré una fuerte evidencia de la administracion de GALNS activada por
FGE a multiples tejidos y de la actividad enzimatica in vivo.

Descripcion detallada de los dibujos

Fig. 1: Espectros de masas MALDI-TOF de P23 después de la incubaciéon en ausencia (A) o presencia
(B) de un extracto soluble de microsomas de testiculos bovinos. Se incubaron 6 pmoles de P23 en
condiciones normales durante 10 min a 37 °C en ausencia o presencia de 1 pl de extracto microsomico. Se
prepararon las muestras para espectrometria de masas MALDI-TOF como se describe en Procedimientos
experimentales. Se indican las masas monoisotropicas MH" de P23 (2526,28) y su derivado de FGly (2508,29).
Fig. 2: Arbol filogenético derivado de un alineamiento de FGE humana y 21 proteinas de la semilla
DUF323 en PFAM. Los numeros en las ramas indican distancia filogenética. Las proteinas se designan
mediante su nimero ID de TrEMBL y el nombre de la especie. hFGE - FGE humana. Parte superior derecha:
escala de las distancias filogenéticas. Un asterisco indica que el gen se ha investigado adicionalmente. Los
siete genes superiores forman parte de la familia de genes de FGE.

Fig. 3: Organizacidn del locus del gen de FGE humana y murina. Los exones se muestran a escala como
recuadros oscuros (locus humano) y recuadros claros (locus murino). La barra en la esquina inferior derecha
muestra la escala. Las lineas entre los exones muestran los intrones (que no estan a escala). Los nimeros
encima de las lineas de intrén indican el tamafio de los intrones en kilobases.

Fig. 4: Diagrama que muestra un mapa de plasmido pXMG.1.3 de expresiéon de FGE

Fig. 5: Grafico de barras que representa la actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F
transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresion de FGE. Se transfectaron las células con
bien un plasmido control, pXMG.1.2, con el ADNc de FGE en la orientacion inversa, o bien un plasmido de
expresion de FGE, pXMG.1.3 en medios sin metrotrexato (MTX). Se volvio a alimentar a las células 24 horas
mas tarde con medios que contenian MTX 1,0 uM. Se recogi6 el medio y se recogieron las células 24, 48 y 72
horas después de volver a alimentar. Se determiné la actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa mediante el
ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio de dos transfecciones separadas indicandose las
desviaciones estandar mediante barras de error.

Fig. 6: Grafico de barras que representa la actividad especifica N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en
células 36F transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresién de FGE. Se transfectaron las
células con o bien un plasmido de control, pXMG.1.2, con el ADNc de FGE en la orientacion inversa, o bien un
plasmido de expresion de FGE, pXMG.1.3 en medios sin metrotrexato (MTX). Se volvié a alimentar a las
células 24 horas mas tarde con medios que contenian MTX 1,0 uM. Se recogi6 el medio y se recogieron las
células 24, 48 y 72 horas después de volver a alimentar. Se determiné la actividad especifica N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa mediante el ensayo de actividad y ELISA y se representa como la razén de
actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa por mg de N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa reactiva en ELISA.
Cada valor mostrado es el promedio de dos transfecciones separadas.

Fig. 7: Gréafico de barras que representa produccion de N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F
transfectadas de manera transitoria con plasmido de expresién de FGE. Se transfectaron las células con o
bien un plasmido control, pXMG.1.2, con el ADNc de FGE en la orientacion inversa, o bien un plasmido de
expresion de FGE, pXMG.1.3 en medios sin metrotrexato (MTX). Se volvio a alimentar a las células 24 horas
mas tarde con medios que contenian MTX 1,0 uM. Se recogi6 el medio y se recogieron las células 24, 48y 72
horas después de volver a alimentar. Se determind la proteina total N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa mediante
ELISA. Cada valor mostrado es el promedio de dos transfecciones separadas indicandose las desviaciones
estandar mediante barras de error.

Fig. 8: Grafico que representa actividad iduronato 2-sulfatasa en células 3006 transfectadas de manera
transitoria con plasmido de expresion de FGE. Se transfectaron las células con o bien un plasmido control,
pXMG.1.2, con el ADNc de FGE en la orientacion inversa, o bien un pldsmido de expresion de FGE, pXMG.1.3
en medios sin metrotrexato (MTX). Se volvié a alimentar a las células 24 horas mas tarde con medios que
contenian MTX 1,0 uM. Se recogié el medio y se recogieron las células 24, 48 y 72 horas tras volver a
alimentar. Se determind la actividad iduronato 2-actividad mediante el ensayo de actividad. Cada valor
mostrado es el promedio de dos transfecciones separadas.

Fig. 9: Representa un kit que incluye caracteristicas de la presente invencion.

Todas las referencias dadas a conocer en el presente documento se incorporan como referencia en su
totalidad. Lo que se reivindica se presenta a continuacion y va seguido por una lista de secuencias.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Transkaryotic Therapies, Inc. von Figura, Kurt Schmidt, Bernhard Dierks, Thomas Heartlein, Michael W.
Cosma, Maria P. Ballabio, Andrea

<120> DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE MULTIPLES SULFATASA DEFICIENCIA Y OTRAS DEFICIENCIAS

SULFATASA
<130> 0403WO

<150> US 60/447,747
<151> 2003-02-11

<160> 95
<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 1180

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (20)..(1141)
<223> FGE cADN

<400> 1
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acatggoceg cgggacaac atg gob geg coc gea cta ggg cbkg gtg tobt gga 52

Metk Ala Ala Pro Ala Leu Gly Leu Val Cys Gly

i 5 ig
cgk tge cctk gag ckg ggt cte gte cke ttg ctg ckg ckg cte teg ctg 100
Arg Cys Pro Glu Leu Gly Leu Val Leu Lew Leu Leu Leu Leu Ser Leu

15 20 25
ctg tgk gga gog gea ggg age cag gag gec ggg ace ggbt gog ggo gog 148
Leu Cys Gly Ala Ala Gly Ser Gln Glu Ala Gly Thr Gly Ala Gly Ala
30 35 40
gag tce okt geog ggt teb tge goe btge gge acg coc cag cgg cock gge 196
Gly Ser Leu Ala Gly Ser Cys Gly Cys Gly Thr Pro Gln Arg Pro Gly
45 50 55
goc cat ggo agt tog gea goc gobk cac cga tace teg cgg gag gob aac 244
Ala His @ly Ser Ser Ala Ala Ala His Arg Tyr Ser Arg Glu Ala Asn
60 65 70 75
get ceg gge ecocd gba cec gga gag ¢gg caa cbo gog cac teca aag atg 292
Ala Pro Gly Pro Val Pro Gly Glu Arg Gln Leu Ala His Ser Lys Met
80 85 20
gte coc ake eceotk got gga gta tkk aca atg gge aca gat gat cct cag 340
Val Pro Ile Pro Ala Gly Val Phe Thr Met Gly Thx Asp Asp Pro Gln
a5 100 105
ata aag cag gat ggg gaa goa oot gog agg aga gtk ackt atk gat geeo iga
Ile Lys Gln Asp Gly Glu Ala Pro Ala Arg Arg Val Thr Ile Asp Ala
110 115 120
bkt tac atg gat goco tat gaa gbe agk aat act gaa tkt gag aag ttt 436
Fhe Tyr Met Asp Ala Tyr Glu Val Ser hAsn Thr Glu Phe Glu Lya FPhe
125 1390 135
gtg aac tca act gge tat ttg aca gag gect gag aag btttk gge gae tee 484
Val Asn Ser Thr Gly Tyr Leu Thr Glu Ala Glu Lys Phe Gly Asp Ser
140 145 150 155
bttt gte kbt gaa goge atg ttg agt gag caa gtg aag acc aat att caa 532
Pha Val phe Glu Gly Met Leu Ser Glu Gln val Lys Thr Asn Ile Gln
150 165 170

cag goa gtk gea gek get ceoe tgg tog tta cck gty aaa gg9¢ gek aac 580
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<213> Homo sapiens

<400> 4

52

<211> 1122

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atggctgege cecgecactagg gotgobtgbgt ggacgtbtgec chtgagetggg totecgbocte &0
ttgeotgectge tgetckeget getgbgtgga geggoagggas gocaggagge cgggacceggt 120
gegggegegy ggteccottge gggttetege ggctgoggea cgeocccageog goctggogeco 180
cabtggeaott ecggeoageoocge tcaccgatac beogogggagyg ctaacgotoe gggoccocgka 240
cecoggagage ggoaactcge goactcaaag atggtcoccococca tocctgotgg agtaktttaca 300
atgggcacag atgatoctea gataaagcag gatugggaag caccbgogag gagagbbact 360
atbtgatgeck tttacatgga tgeoctatgaa gtcagtaata ctgaattbtga gaagtbtgtg 420
aactcaactyg getatttgac agaggctgag magbttggeg acteoectibtgt ctttgaaggce 480
atgttgagtg agoaagtgaa gaccaatatt caacaggeag bttgecagotge tccctggtgﬁ 540
ttacctgbtga aaggcgotas chtggagacac ccagaagggce ctoactetac tatbcoctgeac 600
aggceggabe abtccagttct cecatgtgbee tggaatgatg cggttgecta ctgoacttag 660
geagggaago ggocbgoccac ggaagetgay tgggaataca getgbtcgagg aggoctgoat 720
aatagacttt tcococtoggg caacaaactg cagococcaaag gocageatbta tgocaacatt 780
tggecagggeyg agbttoccggt gaccaavact ggtgaggatg gettocaagg aactgogecot 840
gttgatgeet tocctoocaa tgottatgge ttatacaaca tagtggggaa cgoatgggaa 9040
tggacttecag ackggtggac tgttecatcat tectbgttgaag aaacgcttaa ccocaaaaggt 950
cecoccttotg ggaaagacocg agtgaagaaa ggbggatcet acatgbgeca taggtcoktat 1020
tgttacaggt atcgotgtge tgctoggage cagaacacac ctgatagete tgottogaat 10680
ctgggattoco gotgbgoago cgaccgooctg cecaccabgg ac 1122

<210> 4

<211> 2130

<212> ADN
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ccaggaggoec
gececagogy
taacgectecceg
ccobgotgga
acctgogaogy
tgaatbbgag
ckeoecktbtgta
tgeagetget
tgactctact
ggttgoctac

ctogtoegagga

ceagecattat
cttoccaagga
agtyggggaac
aacgcttaac
caktgtgocak
tgatagctct
ctgacaacca
ctttccteag
acctgoocaa
atgkgcttta
tttaaagagg
cgeaggoetctk
gkgceckoeo
accagttcta
tEtttageta
tctetkatgt
ttgttttbeo
gtoatggtat
tgtgetttat
teeccckete
taattokbaga
ggtatkttgt

catgcactgk

cgggacaaca
ctegteocket
gggaccggby
cctgogogooe
ggcecdcgkac
gtatttacaa
agagttacta
aagtttgtga
tttgaaggoa
cectgghggt
atktctgeaca
tgcacttgog
aggcctgeata

gocaacattt
actgegooty
gcakgggaak
coaaaaggto
aggtettatke
gcektegaate
agggtagtet
aactttgaac
tggcecaaagy
tggtgtagty
aaggggagty
gccacagggyg
ctatcaaatg
aaaagggtat
ttttttecat
attatgtteg
aaggaaatea
getgaagtbe
cttttaacat
Cccaaagoct
tatagggaaa
aatagggaat

gttgaataaa

ES 2555056 T3

toggctgegee
tgetgetget
cgggcgoggy
atggecagtte
coggagagcy
tgggcacaga
ttgatgoect
actcaactgyg
tgttgagtga
tacctgtgaa
ggcoggatkea
cagggaagog

atagacktttt

ggcagggcga
ttgatgeoett
ggacttcaga
coectbotgy
gktacaggta
tgggatteeg
tecccagteo
gatcccatkge
aaccgoctbg
catettbgga
gagggaacca
ttagacocea
aaggaaktgga
cagattetat
gtogtygaacek
gaagaggggt
gtgtottika
agecgktegas
taagtgoctt
tcagcgaacg
aaggaacgag
aggaaacctt

cgtatetgot

cgcacktaggg
getetegety
gtcocccttgeg
ggoagocgot
gcaackcoeg
tgatocotcag
tbacatggat
ctattbgaca
gcaagtgaag
aggocgoctaac
tecagttote
gokgeccacy

cococtgggge

ttttocggtyg
cocckcccaat
ctggtggact
gaaagaccga
tegetghtget
ctgtgecagee
aaggagcoaghk
aaagaatkce
tgagaccaaa
gatcakbcace
tgagotaggo
ggtccgacge
cagcaktgacc
tgbgacttea
tgagtgatac
gtoggbtgacto
cgttgttatg
Eacataggaa
tggttcagag
tgaaatgtgo
gaccttgaat

gtbtggetgtg

53

ctggtgtgtg
ctgtgtggag
ggttcttgog
caocgatact
cactcaaaga
ataaagoagg
goctatgaag
gaggctgaga
accaatatte
tggagacacc
catgtgtecet
gaagoebgagt

aacaaactgce

accaacackg
ggttatgget
gttocatecakt
gtgaagaaag
goboggagoo
gacogooctge
cgtgtctgac
caccctgagg
btgetgacet
atakttkact
ttcaggaggc
Etgacettoe
tetgggtgte
tagaatttat
taabtcatgta
ctttatatte
atgaatcceca
Egbetgtogy
gggcagtoat
goctaaacggg
gagctatatt

gaatatcoga

gacgttgeoce
cggoagggag
gcotgoggeac
cgecgggaggc
toggtcceocat
atggggaagc
teagtaatac
agktbtbggega
aacaggcagt
cagaagggcc
ggaatgatgac
gggaatacag

agocccasagg

gtgaggatoyg
tatacaacat
ctgttgaaga
gtggatccta
agaacacace
cocaccatgga
ctacattggg
tgggtbacat
gggteoagtge
tttgagagte
cogeatecta
tgggeckeaa
tctocecaacta
gatagattat
aagtaagagt
gtactgoact
catggggeog
gtgactetae
aagobctgtt
gaaacctgtt
cagggtatee

tgotktegaat

&0
1z0
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840

900

960
1020
1080-
1140
1200
1z2e0
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1880
1920
1280
2040
2100
2130
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<210> 5
<211> 374
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Ala
1

Gly Leu
Gly Serxr

Ser Cys
50

Ala Ala
a5

Pro Gly

Ala

val

Gln

35

Aly

Ala

Glu

FPro

Leu

20

a3lu

Cya

His

Ala Leu

Lieua Leu

Ala Gly

G@ly Thr

ES 2555056 T3

Gly Leu

Leu Leu

Thr Gly
40

Pro Gln
55

Ser Arg

Ala His

val

Leau

25

Ala

Axrg

Glu

Ser

54

Cys

10

Ser

Gly

Pro

Ala

Lys
90

Gly Arg

Leu

Ala

Ly

Gly

Gly Ala

Asn
75

Mebt

60

Ala

Val

Cys Pro Glu

Cys Gly
30

Ser Leu
45
His Gly

Pro Gly

Fro Ile

15

Ala
h}a
Ser
Pro

Pro

Lieu

Ala

Gly

Ser

Val

BO

Ala
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Gly

Glu

Tyx

Ty

145

Mek

aAla

Gly

val

Leu

225

Asn

Tyx

Asp

TyE

Trp

305

Fro

His

Thr

Arg

val

Ala

Glu

1390

Leu

Leu

Pro

Pro

Sexr

210

Pro

Ala

Gly

Gly

290

Trp

Pro

Arg

Ero

Leu
370

Pha

Fro

115

Val

Phx

Ser

Trp

Asp

185

Trp

Thr

Leu

Asn

Fhe

275

Liew

Thxr

Ser

Ser

Asp

355

Pro

Thr
100

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

180

Ser

Asn

Glu

Phe

Ila

260

Gln

Tyr

Val

Gly

Tyr

340

Ser

Thr

M=t

Arg

Asn

Ala

Gln

155

Leu

Thr

Asp

Ala

Pro
245

Trp

aly

Asn

His

Lys

325

Cys

Ser

Meal

Gly

Arg

Thx

alu

150

val

Pro

Ile

Ala

Glu
230

Trp

Gln

Thr

Ile

Hisg

310

Asp

TV

Ala

Asp

Thr

val

Glu
135

Lys

Lys

val

Liew

Val

215

Trp

Gly

Gly

Ala

val

2385

Ser

Arg

Arg

Ser

ES 2555056 T3

Asp
Thr
120
Fhe
Fha
Thr
Lys
Hiaz
200
hla
Glu
Asn
AsSp
Fro
280
Gly
val
val

Tyr

Asn
360

hsp

105

Ile

Glua

aly

Asn

Gly
185

Tyx

Tyr

Lys

Fhe

265

val

Asn

Glu

Lys

hry

345

Leu

Pro

Asp

Liys

Asp

Ile

170

Ala

Fxo

Cya

Ser

Leu

250

Pro

Asp

Ala

alu

Lys

330

Cys

Gly

55

Gln
Ala
Fhe
Ser
155
Gln
Asn
Asp
Thr
Cys
235
Gln
Val
Ala
Trp
Thr
315
aly

Ala

Fhe

Ile
Lieu
val
140
Phe
Gln
Trp
His
Trp
220
Arg
PYro
Thr
Fhe
Glu
300
Leu
Gly

Ala

Arg

Lys

Tyxr

125

Asn

Val

Ala

Arg

Pro

205

Ala

aly

Lys

Azn

Fro

285

Trp

Asn

Sar

Arg

Cys
365

Gln

110

Met

SBer

Fhe

val

His

190

Val

Gly

Gly

Gly

Thr

270

Fro

Thr

Pro

Tyr

Ser

350

Ala

Asp

Asp

Thr

Glu

ala

175

Pro

Leu

Lya

Leau

Gln

255

Gly

Asgn

Ser

Lys

Mak

335

Gln

Ala

Gly
Ala
Gly
Gly
160
Ala
Glu
His
Axg
His
240
His
dlu
Gly
Asp-
aly
320
cys

Asn

Asp
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<210>6
<211> 2297
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
cggetgtgbt
btgotaactgao
cgasatgoog
cgbtctgegte
tcotketeate
gaggtcacca
gecagoaagea
caccegoctyg
cocccagtac
tgggatatck
tccttecteot
tgccaaccktg
acagageackt
cttocetggee
gaagttgtat
accccectgtg
amacatcagt
ctackktgeo
cgatctteag
agétgaacat
gatattectat
ttacekbegac
ccttgtggaa
acctogetbge
gaagcatett
ackgattgec
geegagttia
tackgktgtgg
aggggaacktg
ccaaggbgga
atgtgatgtg
acccaktaata
cotgagaata
aakttggacca
aataaataca
taataaccaa
atttcaaaaa
tataatttaa

tocatgttte

gogocagkett
gecacctgek
ccaccoogga
gcéctcggat
ategtggatyg
adtattgagc
gtgtgecgeee
tacgactteca
tEbcaaggaga
toctaaccata
gagaagtaty
cttkgecootg
gagcaagceoa
gbtgggtate
cccktggaga
goctacaaco
gtgcegtatbyg
totgbgteat
ctggccaaca
ggagaatggg
gttockggaa
cobbbbgatt
cbtgtgtete
ccegttectktle
cgatteeghtg
tatagcecagt
aaagatataa
gttggcttea
tatbttgbgg
gatotttteo
ctooctteca
ttggaagcag
tgtaacageo
gkbktktttt
aagcaaacaa
acataacatt
gtaaktcatat
taatatatct

ttkktteceo

catgggtteoo
geagockgta
ccggcogagy
cocgaaacgca
acckgogeee
aactggecate
cgagocgegt
actcctactg
atggectatgt
cegatgatte
asaacactaa
tggatgtgct
tacagttgtt
ataagccaca
acatcaccet
cctggatgga
gtocaattoo
atttggatac
gecaccatcat
ccaaatacag
ggacggctite
cogeckeaca
Etkttoccac
cattteacgt
acttggaaga
atccccggee
agatecatggg
atceoctgatga
attetgaceeo
agttgttgat
gctggegaga
cctgaggact
aaacettbte
taatttooet
ackcaagkta
atacacaaag
atcaaactag

tatgageooet
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cgacgaggag
cocgeoegetke
ceottetetgyg
ggccaackeg
ctocobggge
ccacagcockto
Etecktbkecke
gagggtgcac
gaccatgteg
tcogtatage
gacatgtega
ggatgttcce
ggasaagatg
catcecctte
ggoccccgat
catcaggoaa
tgtggactkt
acaggkcgge
tgecatttace

caakttkbtgat

acttccggag’

gttgabtggag
gctggotgga
tgagctgtgc
ggatccgtac
ttcagacatc
ctattccata
atttctaget
attgcaggat
gockkgagtt
ggaggagtta
agttaatceca
gtttagteottk
cttttbaaaa
tgbtcatacet
aatactttea
gcaccacact

atatattcaa

gtetetgtgy
tgaagcgged
ctgggtctgg
accacagakg
tgketatgggg
ctctbcocaga
actggcagga
gotggaaact
gﬁgggnaaag
tggtektbktbo
gggocagaty
gagggcacct
aaaacgtecag
agatacccoa
ccogaggteoe
cgggaagacy
cagcggaaaa
cgectbekbga
tcggatecatg
gttgctacece
gcaggcgaga
cocaggoaggco
cttgeaggac
agagaaggca
cteectggta
cckcagtgga
cgeaccatag
aacktttetg
cacaatatgt
ttgeocaacca
gagebggteg
aacatgeaktc
tattaaaatt
cagbtacgge
ttggatacga
ttattkgtgg
aagttectga

aatattatgt

56

ckgeggegge
gogtoegaage
ttotgagete
cbtotgaacgt

ataagctggt

akgcekttage

gacctgacac
tetccacecat
tectttecacee
caccttatea
gagaacteca
tgcctgacaa
ceagteckhtt
aggaatttea
ctgatggeoct
tecaageett
tococgocagag
gtgctiktaga
ggtgggetet
aktgttccoct
agcttttoce
aabtceatgga
tgeaggttoe
agaaccttect
atceccogtga
atkctgacaa
actataggta
acatccatge
ataatgatte
tggatggcaa
tekbtgtgatt
aacaatttgg
tataattggt
ttatttactg
agaccataca
aatttagtge
ttattttgtt

taacatgtaa

60
i20
1le0
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1580
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2297
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<210>7

<211> 550

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7

Meat

1

Leu

Thr

Pro

Asp

65

Gln

Pro

Ala

val

His

145

Ser

Glu

Glu

Leu

Tyx
225

Leu

Asp

Pro

Ser

Thr

Ser

50

Gln

Ala

Asp

Gly

Thr

130

Thxr

Ser

Leu

Gly

Glu

210

His

Tyr

Gly

Glu

Pro

Ser

Asp

35

Leu

Liew

Val

Thx

Asn

115

Met

Asp

Glu

Thx

185

Lys

Lys

Pro

Leu

Asp
275

Pro
val
20

Ala
cGly
Ala
Cysa
Thr
100
Phe
Ser
Asp
Lys
Ala
180
Leu
Met
Fro
Leu
Pro

260

Val

Cys
Leu
Cys
Ber
Ala
85

Arg
Ser
Val
Ser
TV
165
Asn
Pro
Lys
His
Glu
245

Pro

Gln

Thr

val

Asn

Tyr

Hia

70

Fro

Leu

Thy

Gly

Pro

150

Glu

Leu

Asp

Ile

230

Asn

Val

Ala

Gly

Ala

Val

Gly

55

Ser

Ser

Tyr

Ila

Lys

135

Tyxr

Asn

Leu

Lys

Bexr

215

Pro

Ile

Ala

Leu
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Axrg

Leu

Leu

40

Aap

Leu

Arg

Asp

Fro

120

val

Ser

Thr

Cys

@ln

200

Ala

Phe

Thr

Ty

Asn
280

Gly
Glj_,r
Leu
Lys
Leu
Val
Phe
105
Gln
Fha
TrD
Lys
Pro
185
Ser
Sar
Arg
Leu
Asn

265

Ile

Leu

10

Ser

Ile

Leu

Fhe

Ser

80

Asn

Tyxr

His

Ser

Thr

170

val

Thr

Fro

Tyr

Ala

250

Fro

Sar

57

Leu

Glu

Ile

Val

Gln

15

rhe

Sex

FPhe

Prao

Phe

155

Cys

Asp

Glu

Fhe

Pro

235

Fro

Trp

Val

TIp

Thr

val

Axg

&0

Aan

Leu

Lys

Gly

140

Pro

ATg

val

Gln

FPha

220

Lys

Asp

Mel

Pro

L=u

Gln

Asp

45

Sex

Ala

The

Trp

Glu

125

Ile

Gly

e

Ala

205

Leu

Glu

Fro

Asp

Tyx
285

Gly

Ala

Asp

Fro

Phe

@1y

Arg

110

Asn

Ser

Tyx

Pro

Asp

190

Ile

Ala

Fhe

Glu

Ile

270

Gly

Leu

15

Asn

Leu

Ann

Ala

Arg

95

Val

dly

Ser

Hia

Asp

175

Val

Gln

Val

Gln

Val

255

Arg

Pro

val

Ser

Arg

Ile

Gln

B0

Arg

His

Tyxr

Asn

Fro

150

Gly

Pro

Leu

Gly

Lys

240

Pro

Gln

Ile
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Pro

Ser

305

Leu

Trp

Val

Ser

Asp

385

Val

Gln

Arg

Glu

3ln

465

Sex

Tyx

han

Pro

Phe
545

val

290

Tyr

Gln

Ala

Ala

Leu

370

Ser

Glu

val

Glu

Asp

450

Tyr

Leu

Arg

Phe

530

Gln

Asp Phe @ln

Leu

Leu

Lieny

355

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

435

Pro

Pro

Lys

Ser
515

Gln

Leu

Asp

Ala

Gly

340

Glu

Ser

Val

Pro

420

Lys

Tyr

Arg

Asp

Thr

500

Asp

Asp

Leu

Thr
Asn
325
Glu
Val
Ala
Gln
Sex
405
Aryg
Asn
Leu
Ero
Ila
485
Val

Ile

His

Arg
Gln

3io

Ser

Pro

Gly

Leu

390

Lieu

Cys

Leu

Pro

Ser

470

Liys

T=p

His

Asn

Fro
550
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Liva

285

Val

Thr

Gly

Leu

Glu

375

Makt

FPhe

Leu

Gly

455

Asp

Ile

Val

Ala

Met
535

Ila

Gly

Ile

Glu

Ile

3560

Lys

Glu

Fro

Val

Lya

440

Asn

Ile

Mat

Gly

Gly

520

Tyr

Arg

Arg

Ile

Trp

345

FPhe

Leu

Fro

Thr

Fro

425

Hils

Pro

Pro

Gly

Phe

505

Glu

Gln

Leu

Ala

330

Ala

Tyr

FPhe

Gly

Leu

410

Sar

Phe

Arg

Gln

84
Li=]
=

Leu

Asn Asp

58

Ser

Leu

315

Phe

Lys

Val

Fro

Arg

395

Ala

EFhe

Axg

Glu

Tyx

Sar

TVE
i0o0

Ser

Fro

Ty

380

Gln

Gly

Hia

Fhe

Leu
460

rp Asn

Ile

Asp

Phe

Gln
540

Fhe

Ala

Ser

Ser

Gly

365

Liewt

Ser

Leu

Vali

445

Ile

Ser

Arg

Glu

val

525

Gly

Ala

Leu

Asp

Asn

iso0

Arg

AspD

Met

Ala

Glu

430

Asp

Ala

Asp

Thr

Phe

510

Asp

Gly

Sex

Asp

His

335

Pha

Thr

Fro

Asp

Gly

415

Leu

Leu

Ty

Lys

Ile

455

Leu

Sex

Asp

Val

ASp

320

Gly

Asp

Ala

Fhe

Leu

400

Liau

Cye

Glu

Ber

Pro

480

Asp

Asp

Leu
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<210> 8

<211> 2657

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
gaattoocggg ceatgagetg cocegbgece gectgctgeg cgobgetget agtectgggg 60
ctobgocggag cgogbtecceg gaacgeactg cbgctcctég cggatgacgyg aggctttgag 120
agtggcgoegt acaacaacag cgcoeatcgeo accocegcacce tggacgeckt ggocccgeooge 180
agecctcetet btegeaatge cttecaccteg gtcageaget geketcccag cegegocage 240
ctocctcactyg goctgeecea geatcagaat gggatgtacy ggctgcacca ggacgtgeac 300
cacttcaact cecttcgacaa ggbgoggage ckgocegetge tgctcageca agectggtgtg 360
cgracaggca tecatcgggaa gaageacdbtg gggocggaga cogbtgtacce gtttgactte 420
gegtacacgg aggagaatgg ctecghtccte caggtgggge ggaacatcac tagaattaag 480
ckgoteogtee ggaaattect geagactcag gatgacegge ctbtottect ctacgtegee 540
ttccacgace cocacegotg tgggoacteo cagocccagh acggaacett ctghtgagaag a00
tttggcaacg gagagageogg catgggbtogbt atcccagact ggaccccoccca ggectacgac 660
ccackggacy tgcbggtgee ttacttegte eccaacacoo cggeoagocecg agocgacobkg 720
gecgetboagkt acaccaccgt cggocgoatdg gaccaaggag tbggactggt getecaggag 780
ctgogbtgacyg ccggtgtect gaacgacaca ctgghbgatet tcacgtcocga caacgggate 840
coeckbtooccoa goggroaggac caacctgbtac tggoocgggea ctgobtgaaco cttactgghg 500
tcatecocegg ageacccaaa acgctgggge caagtcagcg aggectaecegt gagectocta 560
dacctcacge ccaccatctt ggaktggtte tegatceccegb accccageta cgeocatcktt 1020
ggcdtegaaga ccabtcecacet cackggoegg tocectoetge cggegebtgga ggococgagece ) 1080
ctetgggeoca ceghotbkbgg cagocagage caccacgagg becaccatgbc ctaccococatg 1140
cgetocogbtge agoaceggea cttocgeete gtgeacaaco tcaactbeaa gabgeococtkb 1200
ceccabogace aggacttcocta cgtctcacec accticcagg acctcectgaa cogcaccaca 1260
goetggtoage cecacgggectyg gtacaaggac cteegteatt actactaceg ggogegobgg 1320
gagctctacyg accggagecyg ggacccoccac gagacccaga acctggocac cgacocogega 1380
tttgetcage tkctggagat gettegggac cagetggeca agtggeagtg ggagaccceac 1440
gaccockggy btgtgogoecoe cgacggecgto ctggaggaga agctctoebteoce ccagtgocag 1500
cecckecaca atgagebgbtg accatecceag gaggectgbtg cacacatccc aggeatbgbec 1560
cagacacabtc coacacgbtgt cogtgtggoe ggccagecty dggagtaghbg gcaacagoco 1620
ttecogtocac ackceocatec aaggagggtk cbtcectteck gtggggteac tettgeecatt 1680
gecbggaggy ggaccagage atgbgaccag agecatgtgecr cageccctoco accaccaggg 1740
geactgeegt catggragoy gacacagttg toektgtgbe tgaaccatgt cccagcacgg 1800
gaattctaga catacgtggk ctgoggacag ggcagogooo ccagoccabg acaagggaghb 1860
cttgtttbeot ggottgghtt ggggacckge aaatgggagg cotgaggoce tettecaggot 1920
ttggcagecea cagatactte tgaaccctte acagagagea ggcaggggct teggkgoege 1980
gtgggceagta cgeoaggteoce accgacacto acctgggage acggegectg getcttacea 2040
gogtetggee tagaggaage cttbgagega ccotttgggea ggbtttetgebt tetbcetghtt 2100
Egeccataggt caagtecctg ttococagge aggtttcage btgattggeag caggctecct 2160
gagtgatgag cttgaacetg bggtgtttct gggragaage ttatcttkbtt tgagagtgte 2220
cgaagatgaa ggcatggega tgeecgtect ctggettggg ttaattette ggtgacactyg 2280
goeatbgebtgg gtggtgakge ceghteoetctg gettgggtta atbctteggb gacactggeg 2340
tbgetgggty geaakgoecog tectotgget tgggttaatt ctteggbtgac actggegttg 2400
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ctgggtoggog atgeocegkce
ggagaatgbyg cegktoctge
caccoctogg cotggacaca
ckbtgeectte ccktecctate
tattgbaaaa getbtttb
<210>9

<211> 502

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9

Met Ser Cys Pro Val
1 5

Leu Cys Arg a%a Arg
2

Gly Gly Fhe Glu Ser
35

His Lieu Asp Ala Leu
50

Thr Ser Val Ser Ser
65

Leu Pro Qln His Gln
85

Hils Phe Asn Ser Phe
100

Gln ala Gly Val Arg
115

Glu Thr Val Tyr Pro
130

val Leu Gln Val Gly
145

Lys Fhe Leu Gln Thr
165

Phe His Asp Pro His
180

Fhe Cys Glu Lys Fhe
195

Asp Trp Thr Pro Gln
210

FPhe Val Pro Asn Thr
225

ES 2555056 T3

tetggettgg
coctgecteeca
cetocgaagga

actccatack

Pro Ala Cys

Pro Arg Asn

Gly Ala Tyr

Bla Arg Arg
55

Cya Ser Pro
Asn Gly Met
Azsp Lys Val

Thr Gly Ile
120

Phe Asp Pha
135

Arg Asn Ile
150

Gln Asp Asp
Arg Cys Gly

Gly Asn Gly
200

Ala Tyx Asp
215

Pro Ala Ala
230

gttaatbctt ggatgacgte ggogttgctg
cecacckogy gagoagaage coggoctgga
gagggegett ccttgagtag gtgggotccee

ggggtggget ggaggaggoce acaggocagco

Cys Ala Leu Leu Leu Val Leu Gly
10 15

Ala Leu Leu Leu Leu Ala Asp Asp
25 30

Asn Asn Ser Ala Ile Ala Thr Pro
45

Ser Leu Leu Phe Arg Asn Ala Phe
60

Ser Arg Ala EBer Leu Leu Thx Gly
75 8o

Tvr Gly Leu His Gln Asp Val His
30 95

Ser Leu Pro Leu L2u Leu Ser
105 110

g

Ile gly Lys hysLHis Val Gly Pro
125

Ala Tyr Thr Glu Glu Asn Gly Ser
140

Thr Arg Ile Lys Leu Leu Val Arg
155 160

Arg Pro Phe Phe Leu Tyr Val Ala
170 175

Hizs Ser @ln Pro Gln Tyr Gly Thr
185 190

Glu Ser Gly Met Gly Arg Ile Pro
205

Pro Leu Agp Val Leu Val Pro Tyr
220

Arg Ala Asp Leu Ala Ala Gln Tyr
235 240

60

2460
2520
2580
2640
2657
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Thr

Leu

Asp

Gly:

Trp

305

Gly

Glu

Glu

Arg

385

App

Ala

Gln

Axg
465

Cys

Fro

Thr Val

Aryg Asp

Asn Gly
275

Thr Ala
250

Gly Gln
Ile Leu
Ser Lys
Ala Glu

355

val Thr
370

Leu Val
Fhe Tyr
Gly Gln
Ala Arg

435

Asn Leu
450
aAsp Gln

Ala Pro

Leu His

Gly

Ala

260

Ile

Glu

Val

ASp

Thr

240

Pro

Met

His

Val

Pro

420

Trp

Ala

Leu

Asp

Aan
500

Arg

245

Gly

Fro

Pro

Ser

Trp

325

Ile

Leu

Ser

Asn

Ser

405

Thr

G3lu

Thr

Ala

Gly

485

Glu

Met

val

Fha

Leu

Glu

310

Pha

Him

Trp

Tyr

Leu

350

Pro

Gly

Len

Asp

Liva

470

Val

Leu

Asp

Lieu

Fro

Leu

295

Ala

Ser

Leau

Ala

Pro

375

Thr

Trp

Tyx

Pro

455

Trp

Leu

ES 2555056 T3

Gln

Asn

Ber

280

Val

Tyx

Ile

Thr

Thr

360

Mek

Fhe

Fhe

Asp
440
Aryg

Gln

Glu

Gly

Asp

265

Gly

Ber

Val

Fro

Gly

345

Val

Lys

Qln

Lys

425

Arg

Fhe

Trp

Glu

val
250

Thyr

Sex

Ser

&4
[
=]

FPha

Ser

Met

Asp

410

AsD

Ser

Ala

Glu

LyBs
430

61

aly

Leau

Thr

Bro

Leu

315

Fro

Ser

Gly

val

Pro

395

Leu

Leu

Arg

Gln

Thr

475

Leu

Lieu

val

Asn

Glu

300

Leu

Ser

Leu

Ser

Gln

380

Fhe

Leu

Arg

Asp

Lieu

4860

His

Ser

vVal

Ile

Leu

2B5

His

Asp

Leu

Gln

365

Hisg

Pro

Asn

His

Fro

445

Leu

Asp

Fro

Leu

Fhe

270

Tyr

Fro

Lieu

Ala

Pro

as0

Ser

Ile

T¥yr

430

His

Glu

BFro

Gln

Gln

255

Thr

Trp

Lys

Thx

Ila

338

Ala

His

His

Asp

Thr

415

Tyx

Glu

Met

Trp

Cys
485

Glu

Ser

Pro

Pro
320

Fhe

Leuwu

His

Phe

Gln

400

Thr

Tyr

Thr

Lau

Val

480

Gln
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<210> 10

<211> 1014

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

cgtgecktgta atcccageag ctactcacte aggaggebga ggeoaggagaa tokcotbgaac

coggaaggca gaggttgeag bgageocaaga togogecact gaactocage ckggghtgaca

gagtgagachkt
cttgaataac
ctgtgaaaag
gtoccactag
tgcctggagg
acagcacctyg
gtgtgettgg
cacggogoct
agaccagtok
cobtgacaaca
acacaagakte
attgagktectg
tataagegktt
tocacaagga

agctatgtta

gtcteagaac
tgcatgttct
ttagggaaght
cacctgogea
aaggatggct
cagacgcagy
cectoctoct
cagacchtcag
cagtttatkk
ggtgeccgag
agtatgtgta
goccagkgaa
tgtectecaggg
atttocctog

tttagaaata

<210>11

<211> 522

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2555056 T3

agcaacaaca
ttttotoaat
gtetgacacc
gactcaggoe
ctggcctegy
gaggactgcac
cgecccacgge
gaccctgecg
tgccaaggkt
gtggetgggg
tggegtacat
tecgoattkt
gagococoaga
gogotaatia

a aa.::é_rggagg

aaatgococoge
tttcatttee
tccagaateeo
aggocctagaa
tceteccoea
aatteccacat
goctcagatt
btctcacgect
aaggatgcac
atacagtttg
bggtbtoagto
tatgtaaaca
gggabgactt
Egagggagga

caggtttgeoo

62

togctgctggg
cagaactggdg
attcccaaga
toctecagttyg
accckgococa
Qcccaggacc
teaggacoct
Etgtgaacce
ctgktgacage
cctttataca
agecttocac
gtaagggaac
ccagttocat
gtgtagette

taattcecag

tccagaagag
cacctoeggy
agtgectetg
gocootgeaag

agccagacag

kEgacocctgge

ccocteckegoo
caaaktatctg
cteaggaggt
tettagggag
tgaatacacy
ggggcaatca
ctgkectttg

ttatcattgt

gttg

60
120

180
240
300
160
420
480
540
600
660
T20
780
40
200
960

1014
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Met

Liewu

Ile

Tyr

dlu

65

Pro

Phe

Ila

Lys

His
145

Ala

Ser

Lieu

Gly

50

Gly

Ser

Ty

Val

Lys
130

Ala

Ala

Leu

35

Glu

Leu

Arg

Thx

3l

115

Ala

Pro

Val

Ala

Leu

Pro

Leu

Ala

Thr

100

Gly

Qly

Gln

val

Qdly

Leu

Ser

Fhe

Ala

as

Asn

Ile

Ty

Phe

Ala

Met

Met

Arg

Fro

Leu

Ala

Pro

val

His
150

ES 2555056 T3

Ala

Qly

Asp

Glu

55

Leu

His

Asp

Sax

135

Pro

Thx

Ala

ASD

40

Thr

FPha

Thr

Ala

Ser

120

Lys

Leu

Arg

Sex

25

Met

Pro

Tyx

3ly

Arg

105

3lu

Ile

Lysa

63

Trp
10

Gly
Gly
Asn
Ser
Arg
a0

Asn
Gln

val

His

Trp

Als

Txp

Leu

Alm

75

Lieu

Ala

Leu

Gly

Gly
155

Gln

Pro

aly

AsSp

60

Asn

Fro

Tyx

Leu

Lys

140

Phe

Leu

dln

Asp

45

Arg

Pro

Ile

Thr

Pro

125

Trp

Asp

Leu

Pro

Lisu

Met

Leu

Arg

Fro

110

@lu

His

3lu

Lieul

15

Pro

Gly

Ala

Cyd

Asn

Gln

Leu

Ley

Trp

Val

Asn

Val

Ala

Sexr

BO

Gly

Glu

Leu

Gly

Fhe
160
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Gly

Asn

Glu

Fro
225

Ala

Gln

Asn

Fro
305

Pro

His

Ala

Leu

Tyx

385

His

Asp

Glu

Aly

Leu
465

Sexr

Ile

Fhe

Leu

210

Fhe

Ber

val

ASp

aly

2580

Phe

Ala

Gln

Gly

Pro

370

Arg

Phe

Phe

Asp

Glu

450

Ser

Fro

Fro

Pro

155

Gln

FPhe

Lys

Liau

275

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

355

Thr

Gly

Trp

Cys

His

435

Arg

Arg

Asn

Val

1g0

Ile

Glu

Leu

Pro

Glu

260

His

Ala

Cya

Ala

Gly

340

Thyr

DLien

Asp

Thr

Pro

420

Thr

Phe

Ile

Cys
165
Tyr

Asn

Ala

Pha

245

Ile

val

Leu

Gly

Ty

315

Ser

Pro

Leu

Thr

Trp

405

Gly

Lys

Pro

Thr

His

Leu

Leu

Leu

Aszp

Ala

Ile

Lys

310

Trp

Ile

Pxo

Gln

Leu

as0

Thr

Gln

Leu

Leu

Ser
470

Phe

Asp

Lys

Asp
215

rp Ala

Gly

Asp

Asp

Ser

285

Gln

Pro

_ldet.

Ser

Gly

375

MHet

Asn

Asgn

Fro

Sex

455

Val

ES 2555056 T3

Gly

Trp

Thx

200

Phe

val

Thx

Ser

Asn

280

Ala

Thx

aly

Asp

Asp

360

Ala

Ser

al

Leau

440

Phe

Val

Pro

Glu

185

Gly

Ile

AsSp

Sar

Ile

265

Thr

Pro

Thr

His

Leu

345

Axrg

Leu

Ala

Trp

Ser

425

Ilea

Ala

Gln

Tyr

170

Met

Glu

Lys

Ala

Gln

250

Gly

Fhe

alu

Phe

Val

330

Phe

Ala

Met

Thr

Glu

410

Gly

Phe

Ser

Gln

64

Asp

Val

Ala

Arg

Thx

235

Axg

Liys

val

Gln

Glu

315

Thr

Thr

Ile

Asp

Leu

385

Asn

Val

His

Ala

His
475

Asn

Gly

Asn

Gln

220

His

Gly

Ile

Fhe

Gly

3oo

Gly

Ala

Thx

Asp

Arg

380

Gly

Phe

Thr

Leu

Glu

460

Gln

Lys

Arg

Leu

205

Ala

Ala

Leau

Fhe

285

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Pro

Gln

Arg

Thr

Gly

445

Tyr

Glu

Ala

Tyr

190

Thr

Pro

Glu

270

Thx

Sexr

Mak

Gln

Leau

350

Leu

Ile

His

Gln

His

430

@ln

Ala

Arg

175

Tyr

Gln

Hisg

val

Gly

2585

Leu

Ber

Asn

Arg

val

335

Ala

Asn

Fhe

Lys

Gly

415

Asn

Asp

Glu

Leu

Pro

Glu

Ile

Hisg

Tyx

240

Azp

Leu

Asp

Gly

Glu

320

Ser

Leu

Leu

Tyx

Ala

400

Ile

Lieu

Pro

Ala

Val
480
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ES 2555056 T3

Pro Ala Gln Pro Gln Leu Asn Val Cys Asn
485 490

Leu Gly Lys
505

Ala Pro PFro Gly Cys Glu Lys
500

Trp Ser His
520

Ser Ile Pro Lys Lys Cys Leu
515

<210> 12

<211> 2379

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

ggaattcegg
écggggtcac
cggcggggca
ggeggebgee
ctectecacag
gotckeatog
tgococcagoa
aacactetgg
ttecoccageaa
aatgagtacyg
tggtatgect
gcacggaagc
tocttggact
ceagocgocko
tttgcaccaa
caagccaaga
aggtggeaaa
ttecactggoag
ggacagtttt
ckgttggtte
attgacttgy
gatgggatgt
gtoctggtgg
agtectggeyg
tatgectgty
caggaggkgt
gctaaaacca
tockgttetg

coccgtatoa

toggectete
cococggageck
gooccogeca
tggggﬁtctt
acgaccagga
gagagatggg
gagccagtat
aggggaactg
ttctecagate
gagccccaga
tggaaaagaa
atggtgaaaa
ttctggacta
abttegecktg
gaaacaagag
ctocaatgac
ctetectete
agobtoaacaa
cocttgocaat
gaggacctgg
gboctactat
ccktattgee
aataccaagg
tatctcaatg
tgaggacaat
ttgtagaagt
tagaccoaga
ggeccaacchy

ktgtbtecagcaa

goockteoago
gtocgeotatg
cebkgeocetec
cggggtgget
cgaagtgete
gatgactttt
cochgacagga
cagtagtaag
aatgkgtogk
tgcaggtgga
tbtcktaagtakt
ctatagtgtg
caagtccaac
gacagotgea
cttcaacaktc
taattottea
agttgatgac
cacttacate
agacaagaga
gatcaaacea
tttggacatt
caktkbtgaga
agaaggcogt
cktbccecagac
gtcocageoattg
ctataatetg
gottttagga
teogeactoca

tegeggoagt

tacctgtgeg
cggotoctge
tgcagoccag
gcgggaacce
ggocggoatga
tocagbtgett
aagtacccac
tecctggeoaga
tatcagacckt
ctagaacacg
tataattaca
gactacctga
tttgagcecat
cobtcagtaco
catggaacga
atacagttktt
cttgbggaga
ttetatacct
cagetgtatg
aatcagacaa
gebggetacy
ggtgeocagta
aacgkbtcactyg
tgtgtatgty
tgga&tttgc
actgcagaca
aagatgaact
ggggtttttg

gtocaggacte

65

tecckeoogte
ckectageoeooe
cgctgekackt
ggaggeccaa
caccactaaa
atgtgoccaag
ataatcatca
agatccaaga
tttttgeagyg
ttoctetgog
cockgkotat
cagatgtttt
totbocaktgat
agaaggctit
acaagecactg
tagataatge
aactggtecaa
cagacaatgg
agtttgatakt
gcaagatget
acctaaataa
acktgacctg
acccaacatg
aagatgctta
agktaktgega
cagaccagatk
ateggttaat
accocoggata

gaagatttte

510

ccgtocogte
aggbtocggete
gctggtgety
cgtggtgety
gaaaaccaaa
tgctctotge
cgttgtgaac
accaaaktact
gaaatattta
ttggagktac
caatgggaag
ggctaatgte
gatogocact
ccagaakgte
gttaattagg
atttaggaaa
gaggctggag
cktatcacaca
caaagktcoa
ggttgocaac
gacacagabkg
gogatcagak
coctkoocky
taacaatacc
gtttgatgac
cactaacatk
gatgttacag
caggtttgac

caaacatettb

Trp Ala Val Met Asn Trp

495

Cys Leu Thr Pro Pro Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
6500
660
720
780
840
8500
560

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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ctgtagecgac
gattgtagta
goctttaagte
actgtgaact
aggacactcc
gattatteoct
tttaggacac
aaggacctgt
gcttgaagag
gataagtaga

aacatgtcac

<210> 13
<211> 552
<212> PRT

cktcacacagc
ggtgtetgta
ctgtttgaaa
ctgcccatgt
tgaggtettt
cttgtggtka
acacasacac
gtageattto
taaccatcag
gatacatttt

coaagetctg

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2555056 T3

ctetgoagat
gcktagtctte
aagcaaccca
gtocagaagtyg
gttotcactg
aagactgaat
acagatacac
agattgagca
agctgaatca
ttatgatgtt

Lteatgtett

ggatcoctge
aagaceacac

gbtocagoctgac

‘getgtetetg

tattttttkk
ttgtaaacce
ckttttgatat
ctteactakte
toccaagtaag
catcacagtyg

tgbtgaatte

66

acgcctettt
ctggaagagt
ttockegtgo
gtetetboct
atectggggc
attcagataa
gtaagcttga
aaaaatacka
aacaagtacc

tggtaaggtt

ckgatgaagt
ttctgggety
aatgtgttaa
ttagctgaca
cacagttekt
atggoagtac
cocktaaagkea
acatcacatg
attgbtgatt

gcaaatbcaa

1800
1860
15320
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2379
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Met

Gly

Val

Thx

65

Fhe

Ser

Thx

Pro

Fha

145

Gly

Axg

His

Cys

Val

50

Fro

Ser

Ile

Leu

Asn

130

FPhe

Lieu

ABEn

Lieu

Lieu

Leu

as

Leu

Leu

Ser

Leu

38lu

115

Thr

ala

3lu

Sex

Leu

Pro

Gly

Leu

Lys

ala

Thx

100

Gly

FPhe

Gly

His

Lys
180

Pro

Ser

Val

Leu

Lys

Tyr

85

aly

Asn

Bro

Lys

Val

165

Tyr

Leuy

Cys

FPha

Thx

val

Cys

Ala

150

Pro

Tyx

ES 2555056 T3

Ala

Ser

Gly

Asp

55

Liys

Pro

Tyx

Saxr

Ile

135

Leu

Leu

Asn

Bro

Fro

val

40

AsSp

Ala

Ser

Pro

Ser

120

Leu

Aan

aly

Tyx

aly

Ala

25

Ala

Gln

Lieu

Ala

His

105

Lys

Arg

Slu

Trp

Thr
185

67

Arg

10

Leuw

Ala

Asp

Ile

Leu

o0

Asn

Sex

Ser

Tyr

Ser

170

Leu

Leu

Leu

Gly

Glu

Gly

75

Cya

His

Trp

Mek

Gly

155

Tvr

Ser

Arg
L.eu
Thx
Val

60

Glu

His
Gln
Cys
140
Ala

Trp

Ile

Arg
Lieu
Arg
45

Lien1
Met
Pro
val
Lys
125
Gly
Pro

Tyr

Asn

Gly

val

30

Gly

Gly

Ser

val

110

Ile

Tyx

Asp

Alam

Gly
150

Sex
15

Leau

~ Pro

Gly

Met

Arg

95

Asn

Qln

Gln

Ala

Leu

175

Lys=

Pro

Qly

Asn

Mat

Thr

80

Ala

Asn

3lu

Thr

Gly

160

Glu

Ala
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Arg Lys Hig Gly Glu Asn Tyr Ser Val Asp Tyr Leu Thr Asp Val Leu
195 200 205

Ala Asn Val Ser Leu Asp Phe Leu Asp Tyr Lys Ser Asn Phe Glu Pro
210 215 220

Phe Phe Met Met Ile Ala Thr Pro Ala Pro His Ser Pro Trp Thr Ala
225 230 235 240

Ala Pro Gln Tyr Gln Lys Ala Phe Gln Asn Val Phe Ala Pro Arg Asn
245 250 255

Lys Asn Phe Asn Tle His Gly Thr Asn Lys His Trp Leu Ile Arg Gln
260 265 270

Ala Lys Thr Pro Mabk Thr Asn Ser Ser Ile Gln Phe Leu Asp Asn Ala
275 280 285

Phe Arg Lys Arg Trp Gln Thr Leu Leu Sexr Val Asp Asp Leu Val Glu
as0 295 apo

Lya Leu Val Lys Arg Leu Glu Phs Thr Gly Glu Leu Asn Asn Thr Tyr
3085 310 315 320

Ile Phe Tvyvr Thr Ser Asp Asn Gly Tyr His Thr Gly Gln Phe Ser Leu
325 330 . 335

Pro Ile Asp Lys Arg Gln Leu Tyr Glu Phe Asp Ile Lys Val Pro Leu
340 345 3is0

Leu Val Arg Gly Fro Gly Ile Lya Pro Asn Gln Thr Ser Lys Met Leu
355 360 365

Val Ala Asn Ile Asp Leu Gly Pro Thr Ile Leu Asp Ile Ala Gly Tyr
370 . 375 a0

Asp Leu Asn Lys Thr Gln Met Asp Gly Met Ser Leu Leu Fro Ila Lsu
385 390 395 400

Arg Gly Ala Ser Asn Leu Thr Trp Arg Ser Asp Val Leu Val Glu Tyx
405 410 415

Gln Gly Glu Gly Arg Asn Val Thr Asp Pro Thr Cys Pro Sar Leu Ser
420 425 430

Pro Gly Val Ser Gln Cya Phe Pro Asp Cys Val Cys @Qlu Asp Ala Tyr
435 440 445

hsn Asn Thr Tyr Ala Cys Val Arg Thr Met Ser Ala Leu Trp Asn Leu
450 455 460

Gln Tyr Cys Glu Phe Asp Asp Gln Glu Val Phe val Glu Val Tyr Asn
465 470 475 480

Leu Thr Ala Asp Pro Asp Gln Ile Thr Asn Ile Ala Lys Thr Ile Asp
485 490 495

Pro Glu Leu Leu Gly Lys Met Asn Tyr Arg Leu Met Met Leu Gln Ser
500 505 510
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ES 2555056 T3

Cys Ser Gly Pro Thr Cys Arg

515

Arg Phe Asp Pro Arg Leu Mebt

530

535

Arg Arg Fhe Ser Lys His Leu

545

<210> 14

<211> 2022

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14

ccggbtaccgyg ctoctectgg

agocgocaagk
tckcogetey
tcteccggta
gagtatttgg
gockgeokgaa
gggggcaccyg
caacatogtg
ccccagetet
actbctacoty
coccggtbogo
cctggaggag
cggcaagtgg
coatocgatctt
cttocoogoog
gttggocaac
cabaggobtte
gtactatgee
ttecaggcoge
gatgacagog
caatggacot
aaagggaacyg
tatcgeoktcoco
ageccoctgget
gotgotggge
cgaggbtoegt
gogctekgeo
tactoatgag

getggagggt

gacttacgee
agaatctgaa
ctgotegece
gtocggggte
gocaagtage
cggtcectoe

ctgaketttg

accackccca

cctgbtgtete
atgggeatgt
gtgacecgtgg
cacckbtgggg
ctaggecateoe
gcocacteett
ctgteoeogtgg
goccatgace
tctcaccaca
gggcecattbg
ataggggace
gagaccakge
acctacgagy
ggcgtgacee
ggggecccac
acaggoaaga
ggggtkkttg
cacagkgata
cogcogobge

gtggecegggg

550

gobkcocotkcta
ccegaccotg
ggtgcoctgg
cggccctotg
tecagggaagg
cctoectote
teokggecete
cogacgacck
acckggacca
tgbagcacaco
accctggegt
cegaagkeoot
tggggcctga
cgtactoeca
gegacggtag
aggcgcagee
teatggeoga
cocactacce
gggactooct
tagagotget
gtatgktoceyg
geagbgbeey
acgagotogge
tgoeceoaatgt
gdocktoggea
abgbgoggac
ccactgcaga
toctatgacct

woaceccaga

Thr Pro @ly Val Phe Asp Pro Gly Tyx
520

Fhe Ser Asn Arg Gly Ser Val Arg Thr

Leu

gogoctbooo
agoccggace
tcckggagga
gagcttcagyg
geggegectyg
ttgggacaga
ggotgetgge
cggctatgag
gctggeggeg
ctotagggoo
cetggtgeeco
ggctgecoga
gggggectto
cgaccagggco
cktgtgaccag
caccckggotg
cgodeagoge
teagkteagt
gatggagctyg
tgaagagaca
aggcggctge
agagcckgee
cagctecckyg
caccttggat
gteketokis
tggaaagtac
ceckgeockgo
gtocaaggac

ggtgotgcaa

69

525

540

ccoggoccga
gctaggegay
gktteocgtoce
aggoggeogt
gugtotgeggt
coocktoggto
ctggecegttg
gacctgggck
ggagggetge
goecteckga
agetocegygy
ggckaccktca
ctgoocdeca
cactgocaga
ggeckggtee
cocggactag
caggatogoa
gggeagagek
gatgcagectg
ctggkecateot
tecggkctat
ttggecktet
gacckgetge
ggekttgace
ttctacceogt
aaggetbecact
cacgcotoea
coktggtgaga

goocctgaaac

ctgectggte
gaggaktcaga
agccctgegy
cagggtoggg
abtcggaaaga
ceatgtocat
ceegkeocgee
getatgggea
ggtteacaga
ceggocgget
ggggockgee
caggaatgge
atcagggekt
acctgacetg
coabeecact
aggcccgoka
ucttctﬁcct
Etgcagageg
tggggaccct
tecactgeaga
tgeggtgtgy
ggaecaggtea
ctaccckgge
tcagcececoct
coktacacaga
tottocacoca
gokbcbotgac
actacaacck

agecttcaget

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
860

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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goktoaaggoe cagttagacyg cagoctgbgac

ggacccegoe ckgeagatet gekgteatcee

ttgececagat cocecatgect gagggeccoct

ctgggagect gtgggggagy cbeaggtbgbo

acaccagtgyg agactbtgeac atctgaaaaa

<210> 15

<211> 507

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 15

Mat

1

val

Ty

Leu

Pro

&5

Leu

Ala

Qly

Leu
145

Cys

val

Ser
225

Gly Ala Pro Arg Ser Leu Leu Leu

Ala Arg Pro Pro Asn Ile Val Leu
20 25

Gly Asp Leu Gly Cys Tyr Gly His
35 40

Asp Gln Leu Ala Ala Gly Gly Leu
50 55

Val Ser Leu Cys Thr Pro Sexr Arg
70

Pro Val Arg Met Gdly Met Tyx Pro
85

Gly @ly Leu Pro Leu Glu Glu Val
100 105

Arg Gly Tyr Leu Thr Gly Met Ala
115 120

Fro Glu Gly Ala Phe Leu Pro Pro
130 135

Gly Ile Pro Tyr Ser His Asp Gln
150

Phe Pro Pro Ala Thr Pro Cys Asp
165

Pro Ile Pro Lieu Lieu Ala Asn Leu
180 185

Leu Pro Gly Leu Glu Ala Arg Tyr
185 200

Ala Asp Ala Gln Arg Gln Asp Arg
210 215

Hls Hia Thr His Tyr Pro Gln Phe
230

ctteggecee
tggctgecaceo

coggatggook

tggagggggt

adasaaanan

Ala Leu Ala
10

Ile Phe Ala

Pro Ser Ser

Arg Phe Thr
60

Alae Ala Leu
5

Gly Val Leu
20

Thr Val Ala

Gly Lys Txp

His Gln Gly
140

Gly Pro Cys
155

Gly Gly Cys
170

Ser Val Glu
Met Ala Phe
Pro Phe Phe

220

Ser Gly Gln
235

70

agocaggbgg coocggggoga
coccogoccag cttgoktgoca
goggoatgbga tggctccteca
ttgbtgocbtga taacgtaata

ag

Ala Gly Leu ARla
15

Agp Asp Leu Gly
30

Thr Thr Pro Asn
45

Asp Phe Tyr Val

Leu Thr Gly Arg
80

Val Pro Ser Ser
95

Glu Val Leu Ala
110

His Leu Gly Val
125

Fhe His Arg Phe

Gln Asn Leu Thr
160

Asp Gln Gly Leu
175

Ala Gln Pro Pro
180

Ala His Asp Leu
205

Leu Tyr Tyr Ala

Ser Phe Ala Glu
240

1800
1860
1920
1980
2022
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Ala

Glu

Mat

Thr

305

His

Leu

Leu

Pro

Gly

385

@ln

Sex

Lys

Gln
465

Glu

Pro

Ser

Val

Thx

Sar

250

Tvr

Ile

Pro

Asp

Axg

370

Val

Gly

Ser

Asp

FPro

450

Leu

Asp

Ala

Gly

Gly

Len

275

Arg

alu

Ala

Thr

Gly

355

Gln

Ser

Ser

Pro

435

Glu

AsSp

Fro

Cys

Arg
Thr
260
Val
Gly
aly
Fro
Leu
340
Pha
Ser
Ala
Ala
Leu
420
Gly
val
Ala

Ala

Cvyag
500

aly

245

Leu

Ile

Gly

Gly

Gly

325

Ala

Asp

Leu

val

His

405

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

485

His

Fro

Phe

Cys

val

310

val

Ala

Leu

FPhe

Arg

350

Sexr

Ala

Asn

Gln

val

470

Gln

Cyg

ES 2555056 T3

Fhe

Thx

Ser
285

Arg

Leu
Ser
Fhe
375
Thx
AsSp
His
T™vr
Ala
455
Thr

I;a

Pro

Gly Asp

Ala Ile
265

Ala Asp
280

Gly Leu

Glu Pro

His Glu

Ala Gly

345

Fro Leu

360

Tyr Pro

Gly Lys

Thr' Thr

Glu Pro

425

Asn Leun

440

Leu Lvs

Fhe Gly

Cyas Cys

Asp Pro
505

71

Ser
250

Gly

Asn

Leu

Ala

Leu

330

Ala

Leu

Ser

Ty

Ala

410

Fro

Lieu

Qln

Pro

His

430

His

Lieu

Asp

Gly

Arg

Leu

315

Ala

Pro

Leu

Tyr

Lys

385

Asp

Leu

aly

Leu

Ser

475

Pro

Ala

Leu

Pro

Cys

300

Ala

Ser

Leu

Gly

Fro

380

Ala

Fro

Leu

Gly

Ggln

460

Gln

Gly

z Glu

aly

Glu

285

Gly

Fhe

Ser

Fro

Thr

365

His

Ala

Tyr

val

445

Liau

Val

Cys

Leu

Leu

270

Thr

Lys

Trp

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Phe

Cys

Asp

430

Ala

Leu

Ala

Thr

Agp
255
Leu
Mek
Gly
FPro
Asp
335
val
Lys
Val
Pha
His
415
Leu
Gly
Lys

Arg

Fro
495

Ala

3lu

Gly

320

Leu

Thr

Ser

Arg

Thi

400

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly
480
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<210> 16
<211> 2228
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

acaaggatgg

ckeckeoeceg

gococggggoca
gacgteggek
ggggtgctce
ctoackggeoco
cecagetagtg
actacccata
cgocgaggat
gaacgebgta
ggcgaagaag
getatagoce
cagbetgtge
caagacaaga
aaktgtcactg
acagakaacg
tggagcectgt
cagaagggcg
aagctggcca
accatcagtg
ttegtggact
ctbccagaat
aaactectea
gtttctgaga
cgggaccctg
ctgbcecegea
coccgetgtyg
gctagaaaac
tktgbttaktee
tctaatttca
ggctggagea
ggacagebgy
goktggetatt
attoggagteaa
ttggecaagyg
ccbkobbggtt
tcaggteaac
tktttateg

gtcogecgecgg

tegkackece

goeoggoccgec
teccacggete
tggacaacta
goetaccagat
Etectetgga
tggtcggaaa
ttgataccta
caktaattga
ttgcaacagg
tcataactaa
atgagecoect
acaggcatca
cagctbtaaa
gagggcagac
gggaaggagg
tgaagaaccg
ggggacacac
aaggaageca
cttcaccogtg
atteagecetk
cgggotacoe
taccctcata
aagaaagaca
tacagttcta
atcccaagge
cttteaattg
caacctgggtb
accoctaatg
tgtgtctaga
gaacttaact
Etagactcac
atcacattte
cttetecctg
caccccttac

agcaaaatgg

ES 2555056 T3

cgcggegage

getgetgctg

cecacctgato
cegeakoeege
ctacacgcag
coghacaagk
tgaaaaactec
atggcacctg
cttbggatat
cgetetgaat
atataaaaat
ccatccacca
tcaggteect
ctatgoagga
aagcagtggg
tttggcaggg
cgtccgaggg
ggagctcate
caatggecaca
ahncéccaga
tececaggaac
taacacatet
aggetgtogt
agacccacoa
tgacctgtea
ccataaacac
cactgggaty
gaagttggac
tcacttggoo
cabbttaagaa
ggtgggggtg
tgaaatagga
aagtcagacy
ttacgcaaat
teggtgaagg
tcacttatek

cckgeoaceat

ttgocecccgag

ctgctgttgt

ttettgotgg
acgoogoace
cogotgbgea
ttacagcace
ckgeoccage
ggaatgtace
ctecetgggta
gbtecacacgat
atgktatteaa
gagaagccke
gaggaatact
atggtgtece
ctctggaaca
ggtaataact
gtgggctktg
cacatctectg
aagoctotgg
attgagctge
agcatggete
gtecaktgotg
tactaggttoo
accaagacceo
agagaaktatc
becagkcecceg
tggaugcoctte
ctecaggectth
cktokeotbge
gotgataaaa
gckgggttta
agttetecact
Etecgatteco
gaagggagca
atcatgtteca
cateoacagag

gactgbgget

72

goccooggaca

tggcgecgee

cagacgacck
tggacgcget
cgoogtogeg
aaataatctg
tcectaaaaga
ggaaagaatg
gtgaagatta
gtgekettga
caaacatatt
tgtttcteota
tgaagccakta
ttatggatga
acacggtgtt
ggccccktbcy
btggcaagccc
actggctgoc
atggottoga
tgeataatat
cagcaaagga
caattagaca
ctecacegke
Ectggotett
ctcacaktegt
tgtacttcca
ggatgtagga
ttctecacgac
Ecttaaacca
tetgeaacac
tcceecettte
gaatecoctgga
ctetgeocaat
gacagbgatt
ggeactocaa
cataaggooo

tttaaaataa

teggeggetg

gggcteggge

aggctggaac
ggcggceogge
gagocagetg
gecctgbteag
agcaggttat
cctbtccaace
ttattcceat
ttttegagat
caccaaaagg
cettgckete
tgactttake
agcagtagga
catcktbtet
aggaagaaaa
ctbgotgaag
aacactoghkg
egtgtggaaa
tgacccaaac
tgactektet
tggaaattgg
bEcaatacaat
tgatattgat
cacaaagcte
tgcacaggac
tttcagggag
tcttgtetea
caccgaggtg
tecktgetgtt:
ctaagecttg
ggctggaaca
agoccagtttt
aatggttctg
gtgaaccace
atbtbbgbtbgt

agaaatgtgk

60
120

180
240
300
360
420
480
540
§00
660
720
780
840
500
960
1020
1080
11490
1200
1280
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2228
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<210> 17
<211>533
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

1

Axrg

Ala

Fhe

Ser

65

Leu

Gln

Ile

Leu

Lys

145

Gly

Ser

Ala

Met

Agn

225

val

FPhe

Mat

Leu

Gly

Leu

Ero

Leu

50

Axg

Leu

Leu

Tle

Fro

130

Trp

Phe

His

Leu

Tyxr

210

Hig

His

Ile

Asp

Trp
280

Pro
Leu
Pro
35

Leu
Ile
Asp
Leu
Trp
115
Gln
His
Agp
Elu
Asp
185
Ser
Pro
Glu
Gln
Glu

275

Asn

Axg

Lieu

20

Gly

Ala

Arg

Asn

Thr

100

Pro

Leu

Leu

Axrg

180

Phe

Thr

Pro

Pro

Asp

260

Ala

Asn

Gly

Pro

Ser

Asp

Thr

Tyr

85

Gly

Cya

Leu

aly

Tyx

165

Cys

Arg

Asn

Glu

245

Lys

Val

Thx

Ala

Val

Gly

Rap

Pro

70

Tyr

Arg

Gln

Lys

Meb

150

FPhe

Thr

Asp

Ile

Lya

230

Gln

Asn

Gly

Val

Ala

Val

Ala

Leu

55

His

Tyx

Pro

Glu

135

Tyx

Gly

Leu

Gly

Phe

215

Pro

Val

Arg

Asn

FPhe
295

ES 2555056 T3

Ser

Lzu

Gly

40

Gly

Leu

Gln

aln

Sar

120

Ala

Arg

Tyx

Ile

alu

200

Thx

Lau

FPro

His

val

280

Ile

Leu

Bro

25

Ala

Trp

Adp

Fro

Ile

105

Cys

Gly

Lys

Lieu

Asp

185

Glu

Lys

Phe

@lu

Hisa

285

Thr

Phe

Fro

10

Leu

Ser

Azt

Ala

Leu

20

Arg

Val

Tyx

Glu

Leu

170

Ala

val

Leu

Glu

250

Tyx

Ala

Ser

73

Axg

Leu

Arg

Rsp

Leu
75

Cys
Thr
Pro
Thr
Cys
155
Gly
Leu
Ala
Ala
Tyr
235
Tyx
Ala

Ala

Thr

Gly

Leu

Pro

val

60

Ala

Thx

aly

Leu

Thr

140

Leu

Ser

Asn

Thr

Ile

220

Leu

Leu

Gly

Leu

Asp
300

Pro

Leu

Pro

45

Gly

Ala

Fro

Leu

Asp

125

His

Pro

Glu

val

Gly

205

Ala

Ala

Lys

Met

Lys

285

Asn

Gly

Leu

30

His

FPhe

Gly

Ser

Gln

110

Glu

Met

Thr

Asp

Thr

1920

Tyxr

Leu

Lau

Pro

Val

270

Ser

Gly

Fro

15

Leu

Leu

His

cGly

Aryg

95

His

Lys

val

Tyxr

175

Arg

Lys

Ile

Gln

Tyxr

255

Ser

Ser

Gly

Arg
Leu
Val
Gly
val
B0
Ser
Gln
Leu
Gly
Axrg
160
Tyxr
Cys
Asn
Thr
ger
240
Asp
Leu

Gly

Gln
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<210> 18
<211> 2401
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

gecteocagea
ctgckbcaaa
accaktgaaca
aacaacagga
tgttetkket

tggetgacga

gctgacggya
goagaggtbt
gaggatgaac
toacaagetyg
gtgggaagece

cctoggeatt

ES 2555056 T3

cccagebgta
ckcatgggaa
aagbtgaagtt
gagatgecttb
gagagocacy

ggagatcctg

gtgaggttgo
tatgettatt
gcaaktckteoct
taaggaagat
cagcatcaag

ggtgctatgg

74

agtgattgag
aaactcocac
ccatcacagc
gaagatccect
googaacate

gaacaaaact

taggattgge
tggtgcagaa
tcagttcoce
ttectectac
aktcctggtga

atcaggacte

60
120
180
240
300
ig0
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ccaatatoga
cgcbgtgeoac
tggcatcttg
cogatgagakt
ggaaatggca
atcacggottk
gagagggcag
tocggggteac
taggegkbtthe
tecctbecakta
agcecatgte
agoggaacac
tgtbtctecag
aggaaatgga
atgataccot
aaggagaaat
aaggaggtat
agattgatga
ctoccttgoeo
aaagccaacyg
tgogetggoa
tocaaccecgt
atgtocaccocca
acccactaac
ctgeggacag
ttoctktggaa
atagagaaaa
akgtggoaaa
aactccatect
cagagctcaa
aggaagatgg
aatagagggg
aatcttaaaa
caacagtata

a

coggtbtggec
accaagcagg
gtocogeack
tacctttgeb
ccttgggatyg
caatbatttc
tgkotteaco
ccbccttace
ktttcagoett
ctktcocggece
ctatgacaat
tgagacteoog
caaagacktt
ctggagtgtg
cakctactte
teatggegga
ccgggttbeca
gocoactago
tgaggacagg
ckbccgateat
cocteagaac
gggttecaac
tocaocgacooa
tccagecateo
acacacccag
goocctggetet
acaggataaqg
gotcacecate
acaccttgga
cagctactea
taggtttatg
cattcacaag
caga&aggtg

agttaccatt

ES 2555056 T3

aogtgggggag
gcagcctica
ggagttttee
aagctitctga
ageckgteaca
tatgggatet
acgggcktea
cttgetgeac
ckecktectag
ctgaactgect
ctocacccaga
ttectgettg
gobtgocaaaa
gggecagatct
acatcggace
agtaatggga
ggeatectto
aacaktggaca
atcattgatyg
gagktttctekb
agcacatcca
ggatgetttg
cekttackek
gagcocccogagt
accckgeoeoag
cagetgtget
agactgageo
Etecactacaa
tetggackga
actggagggg
ccktbockgbagg
gracaccagh
caggaggkac

tactctataa

tgaasctcac
tgactggceg
tectkoacage
aggatcaagg
gcaagactga
cttbgaccaa
agaggctggk
tcaakttgtot
cagcoctaakt
tcatgatgag
goctaacagt
tocktgtocka
gtcaacacgg
tgaaccttct
agggagcaca
tctataaagg
gtbggeoocag
tatttecectac
gacgtgatct
tocattacktg
tetggaagge
ccacacacgk
ttgatattteo
tktatgaaak
aggtgcececga
gtectbtccac
getageagog
acacgcocctga
tkctocattt
tgagggggat
ccagagtoetk
goaagcagakb
cttaacteoac

tctgoagtga

75

tcagcacctg
gtacectgte
ctebttocggga
ttattcaaca
ctictgtecac
tctgagagac
cttecteoeoco
ggggotacto
ccbtgacoectt
gaactacgag
ggaggoggoc
ccteccacgtyg
agtctacggg
ggatgagetg
tgbagaggag
aggaaaagca
ggtgatacag
agktagcoaag
gatgococtkg
caacgoctac
cttbttotte
gtgcttetgt
caaagatcco
ccteaaagtco
tocagtbtteca
cggeckgtek
cctggggace
gagktggeact
tatcacctga
aaggtctgta
ggacktecatgg
gacaaaaagg
ccckecageaa

tgcaataace

goagecatcac
cgatcaggaa
ggacttcceoa
gcactgatag
caccectttac
tgcaagecog
ctgcagateg
cacgtgeocte
ttckttggget
atecattcage
cagttcatac
gacacagcog
gatgotgttg
agattggecta
gtgtettcoca
aacaactggg
gctggoccaga
ctggetggag
cttgaaggaa
ttaaatgoctg
accccocaact
ttegggagkte
agagagagaa
atgeoaggaag
tggaacaachk
tgocagtgtg
agacagacgc
ggogaaacat
aggcttggge
gtatacagac
aaatagaatg
tgcagaaggc
atacckatgt

agcataataa

420
480
540
600
660
720
780
B840
Soo0
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2401
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<210> 19
<211>583
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Met
1

Trp

Meb

Leu

65

Ala

Ser

Thx

Thr

Thr

145

Gly

Val

Val

Leu

Leu

225

Tyr

Gln

Val

His
3gs

Pro

Glu

Ala

Ile

50

Thr

Fhae

Arg

Asp

Ala

130

Asp

Ile

Phe

Gly

His

210

Ile

Cys

Asp

Axg

His

290

Gly

Leu

Ala

Azp

35

Arg

Gln

Mek

Thr

Glu

115

Leu

Phe

Ser

Thx

WVal

195

Val

Leu

Fha

Asn

Asn

275

Thr

Val

Arg

Glu

20

Asp

Thr

His

Thx

Gly

100

Ile

Ile

Cys

Leu

Thx

180

Thr

Pro

Thr

Mek

Leu

260

Thxr

Ala

Tyr

Ly3
Ser
Leu
Fro
Leu
Gly
B85

Val
Thr
Gly
Hi=
Thz
165
Gly
Leu
Leu
Leu
Mat
245
Thr
Glu

Leu

Gly

Met

His

Gly

Asn

Ala

70

Axrg

Phe

Phe

Lys

His

150

Asn

Fhe

Lau

Gly

Phe

230

Gln

Thx

Phe

Asp
310

Lys

Ala

Ile

Ile

55

ala

Leu

Ala

Pro

Leu

Lys

Val

215

Leu

Asn

Axrg

Pro

Ser

295

Ala

ES 2555056 T3

Ile

Ala

Gly

40

Asp

Sex

Pro

Fhe

Lys

120

His

Leu

Axg

Leu

200

Phe

Gly

TyxY

Leu

Phe

280

Ser

Val

Pro

Ser

25

Asp

Arg

Pro

val

Thr

105

Leu

Leu

Hisg

Asp

Leu

185

Ala

Phe

Pha

Glu

Thr

265

Leu

Lys

Glu

Fhe Leu
10
Arg Pro
Pro Gly
Leu Ala
Leu Cy=
75
Arg Ser
20
Ala Ser
Leu Lya
Gly Mek
His Gly
155
Cys Lys
170
Val Phe
Ala Lieu
Ser Leu
Leu His

238
Ila Ile
250
val Glu
Leu Val

Asp FPhe

Glu Met
31s

76

Leu

Asn

Cya

Ser

60

Thr

aly

Serx

Asp

Sar

140

Phe

Pro

Leu

Asn

Leu

220

Tyr

Gln

Ala

Leu

Ala

300

ABD

Leu

Ila

Tyr

45

Gly

Pro

Met

Gly

Gln

125

Cysa

Aen

Gly

Fro

Cys

205

Fhe

Phe

Gln

Ala

Ser

285

Gly

Trp

Fhe

Ile

30

Gly

Gly

Ser

Ala

Gly
110

‘Gly

Hia

Tyr

G3lu

Leu

1590

Leu

Leu

Arg

Pro

Gln

270

TV

Lys

Ser

Phe

15

Leau

Asn

Vval

Arg

Sex

55

Leu

Tyx

Ser

Phe

aly

175

Gln

Gly

Ala

Pro

Met

255

Phe

Leu

Ber

Val

Leu

val

Lys

Lys

Ala

80

Trp

Pro

Sex

Lys

Tyr

180

Sar

Ile

Leu

Ala

Lieu

240

Ser

Ile

His

Gln

Gly
320
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G@ln

Ile

Lys

Ala

Fro

385

Glu

Lys

Tyr

Lys

465

Cys

His

ABn

Val

Fro

545

Lieu

Gln

Il=

Tyr

Gly

Asn

370

Arg

AspD

Asp

Ser

Liew

450

Ala

FPha

Asp

Fro

Met

530

ASp

Cys

Asp

Leu

Phe

@lu

355

Asn

Val

Ile

ALY

Gln

Asn

The

340

Ile

Trp

Ila

Fhe

Ile

420

Arg

435

Agn

Phe

Als

Pro

Leu

515

Gin

3ln

Cys

Lys

Ala

Fhe

Thr

Pro

500

Thr

Qlu

Fhe

Fro

Arg
580

L=u

325

Ber

His

Glu

Gln

Pro

405

Ile

Ser

val

Fhe

Hig

485

Leu

Pro

Ala

Ser

Sexr

565

Leu

Lieu

Asp

Gly

Aly

Ala

330

Thr

Asp

Asp

Arg

Thr

470

val

Leu

Ala

Ala

Trp

550

The

Ser

ES 2555056 T3

hsp

Eln

Gly

aly

375

Gly

Val

Gly

His

Trp

Fro

Cys

Fhe

Ser

Asp

535

Asn

Gly

Arg

Glu

Gly

Sexr

360

Ile

Gln

Ala

Arg

Glu

440

His

Asp

@lu

520

Arg

Asn

Leu

Lew

Ala

345

As=n

Arg

Lys

Lys

Asp

425

Fhe

Fro

Fhe

Cya

Ile

505

Fro

His

Fhe

Ser

77

Arg

330

His

Gly

Val

Il=

Lau

410

Leu

Leu

Gln

Asn

FPha

490

Ser

Arg

Thr

Leu

Cys
570

Ley

Val

Ile

Pro

Agp

385

hla

M=t

FPhe

Fro

475

aly

Lya

FPhae

Gln

TIp

Gln

Ala

Glu

TyT

Gly

380

Glu

Gly

Pro

His

Ser

460

Val

Eer

Aap

Ty

Thr

540

Ly=a

Cys

Asn

Glu

Ly=

365

Ile

Fro

Ala

Liew

Ty

445

Thr

aly

Ty

Pro

Glu

525

Leu

Ero

Asp

ASD

val

350

Gly

Leu

Thx

Pro

Leu

430

Cyve

Ser

Ser

Val

Axrg

510

Ile

Fro

Trp

Axrg

33s

Ser

Gly

Arg

Ser

Lieu

415

Glu

Asn

Ile

Asn

Thx

495

Glu

Leu

Glu

Leu

Glu
575

Leu

Sexr

Liys

Trp

Asn

400

Fro

Gly

Ala

Tep

Gly

480

His

Lys

val

Gln

560

Lys
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<210> 20

<211> 1945

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
ggaageoctbtyg geactagogyg cgccocgggog cggaghbgoge agggocaagghb cekgogetcot 60
gggccagege boggeocatge gatocgeooge goggagggga cgcgocgoge cogocgooay 120
ggactcttta coggbgetac tgbbtttabtg cktgettctg aagacgtgtyg aacctaaaac 180
tgcaaatgce tttaaaccaa ata;nctact gatcatggog gatgatctag goactgggga 240
tctegattge tacgggaaca atacactgag aacgecgaat éttgaccagc ttgocagagga 300
aggtgtgagg ctcacktcage accbggegge cgecccgete tgeaccccaa gocgagotge 360
aktcctocaca gggagacakt cctbcagate aggcatggac gocagcaatg gataccggge 420
cctteagtgyg aacgcagget caggbtggact cectgagaac gaaaccactt thkgcaagaabt 480
cttgecagecag catggetatyg caaccggect cataggaaaa tggcaccagg gtgbgaattg 540
tgcatococcge ggggakcact gocaccacce cckgaaceac ggattbtgact attbctacgg 600
cakgcocktte acgcbcacaa acgactgtga ccoccaggocagg cocccccgaag tggacéccgc 660
cobgagggeg cagcbobggg gttacaccca gttoctggeg ctgogggattce btecaccococtgge 720
tgeceggecag acctgoggbt toctbctcectght ctoccgogaga gocagtecaccyg goabtagoogy 780
cgbtgggectge cbgttttkbca teckctbkggta cteckeocbte gggtbtghbge gacgoctggaa 840
ctgtatecctg atgagaasace atgacgtcac ggagecaacce atgghbtectgg agaaaacage 900
gagtecttatg ctaaaggaag ctgtbbecka tattgaaaga cacaageoatg ggocattbck 960
cobtobtectt totttgebge atgtgeoacat tococecettgtg accacgagtg catboccbgog 1020
gaaaagtcag cakbggcekbtat atgghbgataa tgtggaggag atggactgge tecataggtaa 1080
ggttoettaat gocatcgaag acaatggtit aaagaactea acakbcacgbk attbcacete 1140
tgaccatgga ggacattbtag aggcaagaga tggacacage cagttagggg gatggaacgg 1200
aatttacaaa ggtgggaagg gecatgggagg atgggaagght goggatccgag tgoccgggak 1260
oktcecactgg cogggggbge tococggeocgg cocgagtgatt ggagagocca cgageoctgat 1320
ggacgtgtte cctactgbgg tcecagotggt gggtggegag gtgecceagg acagggtgat 1380
tgatggcecac agectggbac cctbgotgoa gggagetgag gecacgctegg cacatgagtt 1440
cotgbttecat tactgbtgogge ageatctbca cgoageacgo bggoaccaga aggacaghbgg 1500
aagogtboctgyg aaggttecakt acacgacecc geaghtbocac cecogaggage ggggoectgeb 1660
aacggoogag gogtebgeeoe atgetgaatg gggaggoghg acccakcaca gaccoccttt 1620
gctettbgae ctetecaggg acccctooga ggeacggeee ctgacccecy actcoegaged 1680
cobgtaccac geoogtgatag caagggbagg tgocgeggts teggageabte ggeoagaccocot 1740
gagteckgbty ccocageagh ttbcecatgag caacatectg tggaageegt ggocktgecagee 1800
gbhgotgogga cabtbecegh tetgtbeaby ccacgaggat ggggabggoa cocccoctgaat 1860
gocaggacky tgagagagga teocaggagag cctgactgeg tbtgcaaacaa aattekccaa 1520
gotbtggbtct atctbcagkte cggaa 1945
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<210> 21

<211> 593
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Met Arg Ser Ala Ala
1

5

Ser Leu Pro Val Leu

Pro

Asp

Arg

65

Gln

Lieu

@lu

Leu

145

Fro

Asp

Leu

Val

225

Fhe

Ile

rys

Hia

Tle

308

Leu

Lys
Asp

50

Thr

Thr

Arg

Thr

130

Ile

Cy=

Fhe

Ala

Gly

210

Ser

Ile

Leu

Thr

Lya

280

Pro

Thx

35

Leu

Pro

Leu

Gly

Ala

115

Thr

Thr

Ala

185

Ile

Ala

Ser

Met

Ala

275

His

Leu

Gly

Ala A=n

Gly Thr

Asn Ile

Ala Ala
85

Arg His
100

Leu Gln

Phe Ala

Lys Trp

His Pro

165

Leu Thr
180

Leu Arg

Leu Thr

Arg Ala

Trp Tyx

245

Arg Asn

260

Ser Leu

Gly Pro

Val Thr

Asp Asn
325

Arg

Leu

Ala

Gly

Asp

70

Ala

Ser

Trp

Arg

His

150

Leu

Aszn

Ala

Leu

val

230

Ser

His

Met

Phe

Thr

310

Val

Arg

Phe

Phe

Asp

55

Gln

Pro

Phe

Asn

Ile

135

Gln

Agn

Asp

Gln

Ala

215

Thyx

Ser

Asp

Leu

Leu

295

Ber

Glu

Gly

Leu

Lya
40
Leu

Leu

Leu

Ala

120

Leu

Gly

His

Cys

Leu

200

Ala

Gly

Phe

val

Lys

280

Leu

Ala

Glu

Arg

Cys

Pro

Gly

Rla

Cys

Ser

108

Gly

Gln

val

Gly

Asp

185

Trp

Gly

Makt

Gly

265

dlu

Fhe

Met

ES 2555056 T3

Ala Ala Pro Ala Ala

io0

Arg Asp
15

Leu Leu Leu Lys Thr Cya Glu
30

Asn

Cys

Glu

Thr

90

Gly

Sexr

Gln

Asn

Fhe

170

Pro

Gly

Gln

Ala

Phe

250

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp
330

Ile

Glu

75

PFro

Met

Gly

His

Cys

155

Asp

Gly

Tyr

Thr

aly

235

Val

Gln

Val

Ser

Gly

315

Trp

Leu

Gly

60

Gly

Ser

Asp

aGly

Gly

140

Ala

Tyr

Thr
Cys
220
Val

Arg

Fro

Leu
300

Lys

Leu

79

Leu

45

Asn

val

Arg

Ala

Leu

125

Tyr

Ser

Ehe

Fro

Gln

205

Aly

Gly

Met

Tyx

285

Leu

Sex

Ile

Ile

Asn

Arg

Ala

Ser

110

Pro

Ala

aArg

Ty

Pro

150

Ehe

Fhe

Cys

Trp

Maet
Thr
Leu
Ala
95

Asn
Glu
Thr
Gly
Gly
175
Glu
Leu
Phe

Leu

Asn

255

val

270

Ile

His

&ln

Gly

Leu

Glu

val

His

Lys
335

Ala

Leu

Thr

80

tha

Gly

Asn

Gly

Asp

160

Met

Val

Ala

Ser

Phe

240

Cys

Glu

Arg

His

Gly

320

val
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Leu
Fhe
'I.'.»}ln
aly
igs

Val

Val

Ala
Hia
465
His
Ala
Pro
Leu
Gly
545
Gln

Cys

Pro

Asn

Leu

370

Trp

Leu

Fhe

val

450

Ala

Glu

Pro

Thr

530

Ala

Fhe

Gly

Ala

Ser

355

Gly

Glu

Pro

Pro

Ile

435

Ser

Ala

Thx

Ala

Leuy

515

Fro

Ala

Ser

His

Ila

340

ASD

Gly

Gly

Ala

Thr

420

Azp

Ala

Arg

Eer

500

Leu

Asp

Val

Mat

Phe
580

Glu
His
Trp
aly
Gly
405
val
Gly
His
Trp
Pro
485
ala
Phe
Sar

Sar

Ser
BG5S

Asp

Gly

Asn

Ile

390

Arg

val

His

Glu

His

470

Gln

Hia

Asp

Glu

Glu

550

Asn

Phe

ES 2555056 T3

Asn

Gly

Gly

375

AXg

Val

Gln

Ser

FPhe

455

Gln

Phe

Ala

Leu

Pro

335

His

Ile

Cys=

Gly

His

360

Ile

Val

Ile

Lieu

Leu

440

Leu

Lys

His

Glu

sSexr

520

Len

Arg

Leau

Ber

Leu
345

Lien

Pro

Qly

Val

425

val

Fhe

Asp

Fro

Txp
505

Arg

Tyr

Gln

Trp

Cys
585

80

Liy=
Glu
e
Gly
Glu
410
Gly
Fro
His=
Ser
Glu
490
Gly
Asp
His
The
Lys

570

His

Asn

ala

Gly

Ile

385

Fro

Gly

Leu

Ty

Gly

475

Glu

aly

Fro

Ala

Leu

555

Pro

Glu

Ser

ATg

Gly

380

Phe

Thr

Glu

Lau

Cys

460

Ser

val

Ser

val

540

Ser

Trp

Asp

Thr

Asp

365

Lys

Hi=s

Ser

Val

Gln

445

Gly

val

Gly

Glu

525

Ile

Fro

Leu

Gly

Phe

350

Gly

Gly

Trp

Lisu

Fro

430

Gly

Gln

Trp

Leay

His

510

Ala

Ala

Val

Gln

Asp
590

Thr

Hls

Mat

Fro

Met

415

Gln

Ala

His

Lys

Lewu

485

His

Arg

Arg

Pro

Fro

575

Gly

Tyx

Ser

Gly

Gly

400

Agp

Asp

Glu

Len

Val

4B0

Thr

Arg

Pro

Val

Gln
560

Cys

Thr
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<210> 22
<211> 1858
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

cebtectetbt ebttgateggy gattoaggaa ggagococcagy agragaggaa gtagagagag

agacaacatg ttacatebtge accattektg tttgbtgttte aggagoebgge tgoecagogat

getegebata
gaacatocett
caacaccalbg
acacatectet
ceckgtgega
atctggaggt
tgccactgga
ttgocaccac
gggtgattge
ctbeoetotte
cctgatacce
cgcaagcteoa
ccacaccato
gottgegtea
acacgtkcac
gtatggogac
cgtggagagt
agagaaktcaa
gogecatggga
gotocoggoo
ggtecggctg
goeecttgote
gaggtttetg
ckttgtgacy
cecegtgcttt
agacectkeckt
ggaacgagta
getggacagg

cetetgotgg

ctgctaagtt
ctbctgatygg
aggactocga
gocogeatekt
teagggatay
cttccaacaa
ckecakbbggaa
totectocakea
goccgetagyg
caagbectgg
gtctegtgga
tatttbgtgg
acggagoage
tetecteaaaa
atccctctta
aacgtagagg
ttgagcaaca
ctbggaaaca
ggatgggaag
ggccgagtga
gagggcggcg
ctggggacag
cacgcagcea
cctgtgktec
ggggaaaaag
gagacocaca
cagcaggegyg
cdtgggoaaca

tgccttaggy

ES 2555056 T3

tggcaccate
cggacgacck
atattgaceg
tgtgoaccee
ttteocageat
atgagacaac
aatggecatct
atggcttbga
aactckcaga
ccttggtbge
tgocggbeak
gtgctetgatb
ceatgtgett
ggaataagea
tcactatgga
agatggactg
geacccteat
ccocagtatgg
agtgggakecyg
ttggogageo
aggtgccoca
cocaacacte
ggtggecateca
agccagaggy
tagtocaceca
tectoacace
btgtgggaaca
tetggagaceo

aagatgacoo

agcttocageo
tggcattaggg
coktgoagag
aégcagagcc
tggttaccgt
ttktgcaaaa
gggtokcaac
gecatttbctac
gaagcgtgte
cokoacactg
ctggtcagecc
tgteocatgao
ccaaagaacy
tgggcektte
gaactbccte
gatggtagga
tkatttbacyg
tggotggaak
cgtgecoggg
cacgagtecty
ggacagagtg
agaccacgag
acgggacaga
agocggtgoe
cgatecacct
agcctecagag
ccagcggaca
gtggetgeag

acaataaatg

81

gacatttoocg
gacattgget
gacggegtga
gecttectca
gkbtottcagt
atactgaaayg
tgtgagtcag
ggaabgccokb
aacckggaac
gbagcaggga
cktteggoeg
gattgettte
acacccctta
cboctetttg
gggaagagtc
cggatecttg
teggatecacg
ggaabbtata
atottocget
atggacgtgt
attgacggco
ttoctgatbgo
ggaacaatgt
Egetatggaa
btbgotetbtyg
coeghgbbat
cteageccay
cocktgotgtg

totgoagkga

cckococcgace
gckatggeaa
agcbtgacoea
cgggeagatka
ggaccggagc
agaaaggcta
ccagtgatea
toteocttgat
aaaaactcaa
agctcacaca
toctecteoct
tgatgagaaa
ttetgcagga
tttectttot
tccacgggot
acactttgga
geggbbceck
aaggbtgggaa
ggcceggggt
tecoccacegt
aagaccttct
attattgtga
ggaaagktoca
gaaaggtetbg
accktoctcaag
atcaggtgat
tbceckckgea
gecogttoeo

aaagotgy

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620 .
1680
1740
1800
1858
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<210> 23

<211> 589

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

lfet Leu His Leu Hia His Ser Cy2 Leu Cys Phe Arg Ser Trp Lew Pro

Ala Met Leu Ala Val Leu Leu Ser Leu Ala Pro Ser Ala Sar Ser Asp

20

Ile Ser Ala Ser Arg Pro Asn Ile Leu Leu Leu Met Ala Asp Asp Leu
45

35

5

ES 2555056 T3
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Gly

Asn

65

Ser

Arg

Leu

Phe

Lys

145

His

Leu

Leu

Leu

Met

225

Sexr

Gly

Ile

305

Asp

Leu

Asp

Ile
50
Ile

Ala

Gln

Ala

130

Trp

Pro

Met

Glu

Thr

210

Fro

Tyxr

Asn

Lieu

Pxo

280

Thr

Asn

Asp

His

Gly

ABD

Ala

Pro

Trp

115

Iiya

Leu

Gly

Gln

195

Ley

val

Fhe

His

Ile

275

2ha

Met

Val

Val

Gly
355

Ser
Vval

100

Ile

Hia

Asp

180

Lys

Val

Ile

Val

Thr

260

Leu

Leu

Glu

Glu

Glu

340

Gly

Ile

Leu

Leu

B85

Arg

Gly

Leu

Gly

His

165

Cys

Leu

Ala

Trp

Gly

245

Ile

Gln

Leu

Asn

Glu

3as

Gly

Ser

Gly
Ala
70

Cys
Ser
Ala
La
Leu
150
Gly
Ala
Asn
Gly
Ser
230
Ala

Thx

Glu

Phe
310
Mat

Leu

Leu

Cys
55

Glu

Gly

Ser

Glu

135

Asn

Phe

Arg

Lys=

215

Ala

Leu

Glu

Val

Val

295

Leu

RAsp

Ser

Glu

vz

Pro

Met

Gly

1z0

Lys

Cys

Glu

Leuw

200

Leu

Leuw

Ila

Gln

Ala

280

Ser

Gly

Rsn

Asn
360
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Gly

Gly

Bar

Val

105

aly

Gly

Glu

His

@lu

185

Phe

Thr

Ser

val

Pro

265

Ser

Fhe

Lys

Mak

Ser

345

Gln

Asn

Val

Ser

Leu

Tyx

Ser

Fhe

170

Leau

Gln

His

Ala

His

250

Met

Fhe

Leu

Ser

val

330

Leu

Asn

Lys

15

Ala

Ser

Pro

Ala

Thr

60

Leu

Ala

Ile

Thr

- 140

Ala

155

Tyr

Sex

Val

Leu

Vval

235

Ala

Leu

His

Leau

315

Gly

Leu

Gly

83

Ser

Aly

Glu

Leeny

Ile

220

Leu

Asp

FPhe

Lys

Val

300

His

ATy

Ile

Asn

Mek

Thr

Phe

Gly

Asn

125

Gly

Asp

Mek

Lys

Ala

205

Pro

Leu

Cys

Gln

Arg

285

Hie

Gly

Ile

Tyr

365

Arg

Gln

Lieu

Tyx

110

Glu

Lieu

Pro

Thx

His

Thr

g5

Arg

Thx

Ile

Cvs

Fhe
175

rg Val

A
190

Lau
Val
Leu
Phe
Axg
270
Asn
Ile
Leu
Leu
Fhe

350

Gln

val

Sar

Ala

Leu

255

Thr

Lys

Pro

Tyxr

ABD

335

Tyr

Pro

Ile

a0

Gly

val

Thx

Gly

His

160

Sex

ABn

Ala

Trp

Ser

240

Met

Thr

Hia

Leu

Gly

320

Thx

Ser

aly
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Gly Trp
370

Aly Gly
385

Ala Gly

Thr Val

Asp Gly

Asp His
450

Arg Trp
465

Thr Pro

val Cya

Leu Phe

530

Val Trp
545

Arg Leu

Fhe Pro

<210> 24
<211> 1996
<212> ADN

Asn

Ila

Arg

Val

Gln

435

Glu

Hi=

Val

FPro

Asp

515

Glu

3lu

Gly

Leu

Gly

Val

Arg

420

Asp

Fhe

Eln

Fhe

Cya

500

Leu

Pro

His

Asn

Cya
580

<213> Homo sapiens

Il=

Val

Il

405

Leu

Lieu

Leau

Arg

Gln

485

Fhe

Serx

vVal

Gln

Ila

565

Trp

Pro
3940

aly

Ala

Lisu

Mai

A=p

470

Fro

Gly

Arg

Fhe

n
[7)]
(=]

Cys
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Lys

3a7s

Gly

Glu

Ay

Pro

His

455

Arg

Glu

Glu

Leu

Gly

Ile

BPro

Gly

Leu

440

Gly

Gly

Liys

Fro

520

@ln

Leau

Pro

Gly

Phe

Thr

Glu

425

Leu

Cys

Thr

Ala

val

505

Serx

Val

Sar

Trp

Glua
585

84

Lysa

Arg

Ser

410

Val

Leu

Glu

Met

Gly

450

Vadld

Glu

Met

BPro

Leu

570

hzp

Gly

Trp

395

Leu

Pro

Gly

Arg

Trp

475

Ala

His

Thx

Glu

Val

555

Gln

Asp

Met

380

Fro

Mat

Gln

Thye

Fha

460

Liysa

Cwe

His

His

Arg

540

Pro

Fro

Pro

Gly

Gly

Asp

Asp

Ala

445

Leu

Val

Tyr

Asp

Ile

525

val

Leu

Cys

Gln

Gly

val

Val

Arg

430

Gln

Hie

His

Gly

Pro

510

Leu

Gln

Gln

Cys

Trp

Leun

Phe

415

Val

Hie

Ala

Pha

Arg

485

Pro

Thr

3ln

Leu

Qly
575

Glu

Pro

400

Pro

Ile

Ser

Ala

Val

480

Lys

Leu

Pro

Ala

Asp

560

Pro
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<400> 24

gggbbcbkgek
aagctgcaca
gaacacaktgg
ggktgakgac
bcacategac
cctetgcage

ggtttetagt

taatgagaca
caaatggeac
ttatgggttt
ceccobtotegt
tgcocattgoo
gectectgate
coacacghkoc
gocoatgaag
aaggcacagt
coccaccacg
agagatggac
caacaccett
tgeocaacktt
aggtggaateoc
gattaaggaa
aagkctecct
egtcaggeoac
gecggtggate
atteccageeca
acaggkttacc
cacacccoctg
cgeocctgaag
tcagggcagg
ggaagaggaa
ccagaggaadg
cackaackttt

accattccag

cctagacatkt
atgaggccqn
ccagggcaca
ctgggtatty
cgockbgoca
ccaagcoggh
ggtaatagac
acacttgecag
caaggcttga
gactactact
aacacggaat
atecteoacce
ttckecatga
cctktatact
gcbtgaacgag
aaggaaactt
gacgaktttca
tecatggtag
gtctackttta
ggtaggatgga
cgogtoocag
cctacaagtt
caggacaggg
teggageatg
cocaaggacyg
ccagettetyg
taccacaace
acacctgoea
gaacaccagyg
acgtggctga
gktctekteage
cettkggtoo
gagtgottbea
attatt
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agagagataa
ggagaccgkb
cagggbgeat
gagatoctggy
gggaaggegt
cogogttetk
gtgtecateca
ccttgcetaaa
actgegacte
atggoatgee

Eagcctttga

‘taacctttgg

ttctgtttat
gggactgeck
ckggateocat
tecttotetk
ctoggocaccag
gocaagattct
catcagatca
atggaatata
gaattgtceg
taaktggatat
teatbgacag
aatttetttt
acagtgggte
gtogotgota
cecccketget
cagagoocct
aaaccategb
agccttgetg
cteggggtec
taacgagaay

agtktggcaag

tacggctgat
ggtcktcatg
gacgacaagg
ctgetacoge
gogactgack
gacgggaaga
aaatctbtgeca
Jaagcaagga
Cccgaagtgac
gtteoactete
gagbcagote
gaagobgagoe
ttkcotoktg
cckoakgogy
tatggtgaag
tbteteooktt
caagcatgge
tgatgctatc
cggagggeat
caaaggbtgga
atggocktgga
tttaccaact
eogagaccko
cocactactgt
agttbtggaag
tgtcacctea
cttegatete
ctabtgakbttt
goctgtgace
tggggtgtte
taacgagaay
agataattac

gagkgeakttt

85

agacaacaag
tckbtoggtgt
cctaaktattbg
aakgacacca
cagcacatct
taccocatea
gtecoccgoay
tacagcacqgg
cagtgcoace
gtbgacaget
tggcoteotgtg
ggctgggtet
ggctatgekt
gggcacgaga
gaagcgakttt
cttcacgtge
ttgtatgggg
gatgattttbg
tbggaagckta
aaaggcabgg
aaggtaccag
gtogoatoag
atgcocettge
ggckeoctace
gotcactatkg
ttatgeagat
tcocagggacce
gtgattaaaa
taccaactek
ccattttgte
agataattac
aatcaggcta

aatagtcaat

aaggtakttcc
gtgecactett
tectaatcatk
tgaggacgce
ctgoogockte
gatcaggktak
goctooctek
ggettatagg
atccatataa
gotggoegga
tgecagotagt
ctgbtocety
ggttcteocag
tcacggagea
cotkzbttaga
acacacctet
ataatgtgga
goctaaggaa
ggcgagggca
ggggctggga
ctggacggtt
tgtcaggagy
tgeagggecaa
tgecacgecogt
tgaceceggt
gttteggaga
ccteagagte
aggtggccaa
cagaactgaa
tgtgtgacaa
aatcaggcta
ccaaaggaag

aaattecatet

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
&600
Eﬁq
T20
TED
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
1986
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<210> 25

<211>591

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Mek Arg Pro Arg Arg Pro Leu Val Phe Mebt Ser Leu Val Cys Ala Leu
1 [ 10 15

Leu Asn Thr Trp Pro Gly His Thr Gly Cys Met Thx Thr Arg Pro Asn
20 25 3o

Ile Val Leu Ile Met Val Asp Asp Leu Gly Ile Gly Asp Leu Gly Cys
35 40 45

Tyr Gly Asn Asp Thr Met Arg Thr Pro Hi=s Ile Asp Arg Leu Ala Arg
50 55 60

86
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Glu

65

Fro

Met

Ala

Gln

Cys

145

Asp

Asp

Ccys

Leu

Leu

225

Fro

Gln

Ile

Ser

Gly

305

Ser

AEn

Ala

Gly

Qly

Ser

Val

Gly

Gly

130

Asp

Tyr

Fro

val

Ber

210

Phe

Leu

Bro

Ser

Phe

290

Thr

Met

Asn

Arg

370

val

Ser

Leu

115

Tyx

Ser

Tyr

Ser

Gln

L85

Gly

Ile

Phe

2758

Leu

Sexr

Val

Thr

Arg
355

Lys

Arg

Sex

Sar

14Q0

Pro

Ser

YL

Arg

180

Lieu

Trp

Fhe

Trp

Lys

260

Leu

Hia

Lys

Sy

Lieu

340

Gly

Gly

Lien

Ala

85

Gly

Leu

Ser

Gly

165

Asn

Val

Val

Leu

Agp

245

Ala

Glu

Val

His

Lys

325

val

His

Met

Thr

70

Pha

Asn

Asn

Gly

Asp

150

Mekb

Thr

Ala

Sex

Lieu

230

Cys

Glu

Arg

His

Gly

310

Ils

Tyr

Ala

Gly

Gln

Leu

Arg

Glu

Leu

135

Gln

Pro

aGlu

Ila

Val

215

Gly

Leu

Arg

His

Thr

285

Len

Leu

Fhe

Gln

Gly
375

ES 2555056 T3

His

Thy

Thr
120

Ile

Cys

Phe

Leu

Ala

200

Pro

Tyr

Leu

Ala

Her

280

Fro

Tyr

Asp

Thr

Leu
360

Trp

Ile

Gly

Val

105

Thx

aly

His

Ala
185

Ile

Trp

Mat

Gly

265

Lys

Leau

Gly

Ala

Saxr

345

Gly

Glu

Ser

Aryg

50

Ile

Lew

Lys

His

Leu

170

Fhe

Leu

Leu

Trp

Arg

250

Ser

@lu

Fro

Asp

Ils

330

Asp

Gly

Gly

87

Ala

75

VL

Gln

Ala

Trp

Prao

155

Val

Glu

Thr

Leu

Fha

335

Gly

Ile

Thr

Aan

3ls

Asp

His

TEp

Gly

Ala

Fro

Asn

Ala

His

140

Tyr

Asp

Sar

Leu

Ile

220

Ser

His

Mat

FPhe

Thr

300

Val

Asp

Gly

Asn

Ila
380

Ser

Ile

Lau

Leu

125

Gln

Sex

Gln

205

Phe

Ser

Glu

Val

Leu

285

Asp

Glu

Fhe

Gly

Gly

365

Arg

Len

Axg

Ala

110

Leu

Gly

Cys

Lieu

iso

Fhe

Ser

His

Ile

Lys

270

Leu

Asp

Glu

Gly

Hisg

350

Ile

Val

Cys

Ser

95

Val

Lys

Leu

Gly

Txp

175

Trp

Gly

Mekt

Thr

Thr

255

Glu

Phe

Phe

Met

Leu

338

Leu

Tyx

Pro

Ser

80

Gly

Fro

Lys

Asn

Pha

160

Fro

Leu

Lys

Ile

Ser

240

Glu

Ala

Phe

Thyr

Asp

320

Arg

Glu

Lysa

Qly
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Ile

385

Pro

Gly

Len

Ser

465

Pro

Glu

Asp

Asp

Thr

545

Thr

Lys

val

Thr

Ber

Leu

Cys

450

Gly

Ala

Gln

Pro

Phe
530

Ila

Txp

Glu

<210> 26

<211> 1578
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26

S5er

Lieu

Gln

435

Gly

Ser

Ser

Val

Ser

515

val

val

Leu

Glu

Trp
Leu
Pro
420
Gly
Ser
val
Gly
Thr
500
qu
Ile
Pro

Lys

Glu
580

Fro

Mat

405

Gln

Asn

Ty

Gly

485

Tyx

Ser

Lys=

Val

Pro

565

val

Gly

3iso

Asp

Asp

Val

Leu

Ly=s

470

Cys

His

Thr

Lys=

Thr

550

Cys

Ser

Lys

Ile

His

455

Ala

Tyr

Asn

Pro

val
535

Cys

Gln

ES 2555056 T3

Val

Leu

val

His

440

Ala

His

val

Pro

Leu

520

Ala

Gln

Gly

Pro

Fro

PFro

Ile

425

Ser

val

Tvr

Thxr

Fro

505

Thr

Aan

Leu

Val

Arg
585

88

Ala Gly
ass

Thr val
410

Asp Gly

Glu His

Arg Trp

Val Thr
475

Ser Leu
490

Leu Leu

Pro Ala

Ala Leau

Ser Glu
585

Phe Pro
570,

Gly Pro

Arg

Rla

Glu

Ile

460

Pro

Cys

Phe

Thr

Lys=

540

Leu

Phe

Asn

Leu

Ser

Agp

Phe

445

Pro

Val

Asp

Glu

525

Glu

Asn

Cvye

Glu

Ila

val

Leu

430

Leu

Lys

FPhea

Cys

Leun

510

Bro

Hi=

Gln

Leu

Lyse
590

Lys

Ser

415

Met

Fha

Asp

Gln

FPhe

495

Ser

Leu

Gln

Glvy

Cya

575

Arg

Glu

400

Gly

Bro

His

Asp

Pro

480

Gly

Tyr

Glu

Arc
5860

Asp
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atgggctgge
cckctitgtgg
akttttggcecg
actgocaace
gooctocacctk
gogagbcacac
ttggcagagg
ggacaccacyg
tatagocatg
tgtccacagyg
ctocctottt
cagaagktatyg
tEectgetet
goagegocac
ggoccagatca
ggagacaatg
ggattbbgge
cacegggbcee
gecttgttaa
cctcaaggac
cckggagoaca
cagactgtee
gatgggagea
gataccgecag
gaggbcagaa
gcagattaca
cgcktgbcaag
<210> 27

<211> 525
<212> PRT

tttttctaaa
attbktbgeat
atgacatggyg
ttgataagat
gctecaccecte
gcaactttge
tgctgeoageoa
gcteotkbakea
atatgggetg
gtgatggace
atgaaaacct
ctgagaaagc
atgtggctet
ggggcagaag
aggacaaagt
goccegbggge
aaactogtca
cagcactggo
gegbgebgga
ggogetbtbga
gggtgetgtt
QCEEQQEEEQ
cggggoctga
aagotgbgece
aggtbctbge
cteaggacce

ccgcataa

<213> Homo sapiens

<400> 27
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ggttbbgbty
cagtgggaaa
gtggggtgac
ggctteggag
cocgggottoo
agbtcacttet
ggcgggttac
ccocecaactte
tacktgatact
atcaaggaac
caacattgtg
aaccecagkto
ggcccacabtg
cctgtatggt
tgaccacaca
tcagaagtgt
agggggaagt
ttactggoct
cakttkteca
tggtgtggac
ccagcocaac
ttacaaggcc
gctgeageat
cctagaaaga
agacgtoeto

ttecagtaact

gogggagtga
acaagaggac
ctgggagcaa
ggaatgaggt
ttgckcacog
gtgggaggcoe
gtcaqtggga
cgbtggttttg
ccaggctaca
cttcaaagag
gagcagoecyg
atccagegtg
cacgkgeooet
goagggotot
gtgaaggaaa
gagctagogg
ccagccaage
ggocagagkttoc
actgtggtag
gtokocgagg
agoggggoad
ttctacaktkta
aagttteecte
ggtggtgogg
caagacattg

cectgetgta

89

gkttctocagg
agaagccaaa
actgggcaga
ttgtggatth
gocggottgg
tbkcecgeteaa
taataggcaa
attactacktt
accaccckeoo
ackgttacac
tgaacttgag
caagcaccag
tacctgtgac
gogagatgga
acacattect
geagtgtagy
agacgaccktg
cagttaatgt
coctggooea
tgectottkgg
ctggagaghkt
ccggtggage
tgattttcaa
agtaccagge
ccaacgacaa

atccctacea

aktttctttat
ctttgtgatt
aacaaaggac
cocatgoaget
cocttogeoaat
cgagaccacac
atggcatectt
tggaatccea
ttgtecageg
tgacgtggce

cagcecttgee

cgggaggcce

teoagectacea

cagtctggtyg

ctggtttaca

tecckbeoact
ggaagygaggy
caccagcach
ggecagetta
coggtcacag
tggagecctg
cagggeogtgt
cetggaagac
tgtgectgece
catkckteocage

aakttgcctge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
c00
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500
1560
1578
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Mat

Gly

Gly

Gly

Asp

Ala

Gly

aly

Gly

Gly

Fhe

Gln

Asp

50

Lys

Sex

Leu

Let

™r
130

Trp

Liau

Lys

35

Leu

Met

Thr

Arg

Fro

115

Val

Lieu

Tyr
20

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

100

Leu

Phea

Pro

Asn

Alza

Ser

Ber

85

Gly

Asn

Gly

Leu

Leau

Phe

Azn

Glu

70

val

Glu

Ila

Lys

Val

Val

Trp

55

Gly

Ser

Thr

Thr

Ile
135
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Val

Asp

Ile

40

Ala

Met

Arg

Arg

Thr

120

Gly

Leu
Phe

25

Ile

Glu

Arg

Ala

Asn

105

Leu

Lys

Leu

10

Cys

Ll

Thxy

Phe

Ser

S0

Fhea

Ala

Trp

90

Ala

Ila

Ala

Lys-

val

75

Leu

Ala

Glu

His

Gly

Ser Gly

Asp

Asp

80

Asp

Leu

Val

val

Leu
140

Val

Asp

45

Thr

Phe

Thr

Thx

Leu

1as

Gly

Ser
Lys
30

Met
Ala
Hig
Gly
Ser
110

Gln

His

Phe

15

Thx

Gly

Asn

Ala

Axg

val

Eln

His

Sex

Arg

Trp

Leu

Ala

80

Leu

Gly

Ala

Gly
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Ser
145

Tyr

Fxo

Ile

Glu

225

Fhe

Thr

Leu

His

Ero

305

Gly

Trp

Val

Fhe

Arg

385

Exo

Phe

Ile

Tyr

Ser

Cysg

Asp

Val

210

Lys

Leu

Gln

Trp

Thr

290

Trp

Fhe

Glu

Pro

Fro

370

FPhe

Gly

Gly

His

His

Pro

Cys

185

Glu

Ala

Lieu

Leu

Glu

275

Val

Ala

Trp

Gly

val

355

Thr

Asp

His

Ala

aly
435

Pro

AEp

Ala

Asn

Mat
165

Cys

180

Tyxr
Gln
Thr
Tyr
Pro
260
Met
Lys
Gln
Gln
aly
340
Asn
Val
Gly
Arg
Leu

420

Gly

Thr

Fro

Gln

Val

245

Ala

Asp

Glu

Lya

Thx

335

His

Val

Val

Val

Val

405

qln

Ala

Phe

150

Gly

Pro

Asp

Val

Fhe

230

Ala

Ala

Ser

Asn

Cys

310

Arg

Arg

Thr

Ala

Asp

350

Leau

Thr

Arg

Axg

Cys

Gln

Val

Asn

215

Ile

Leu

Pro

Leu

Thx

295

Glu

Gln

Val

Ser

Leau

375

val

Fhe

Val

Ala
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Gly

Thr

Gly

Ala

200

Leu

Gln

Ala

Axg

Val

280

Fhe

Leun

aly

Pro

Thr

360

Ala

Ser

Hisz

Arg

Cys
440

Fhea
Asp
Asp
185
Leu
Ser
Arg
His
Gly
265
Gly
Leu
Ala
Gly
Ala
3 4 5
Ala
Gln
Glu
Pro
Leu

425

Asp

Asp

Thr

170

Gly

Fro

Sar

Ala

Met
250

Arg

Gln

Trp

Gly

Ser

330

Leu

Leu

Ala

val

Asn

410

Glu

Gly

91

TYL

155

Pro

Pro

Leu

Lau

Ser

235

His

Sax

Ile

Fhe

Sexr

315

Pro

Ala

Leu

Ser

Leu

385

Ser

Ser

Tyr

Gly

Sar

Tyr

Ala

220

Thr

Val

Ley

Lyvs

Thr

300

Val

Ala

Tyr

Sex

Leu
380

Phe

Gly

Tyvr

Thr

Phe

Tyxr

Glu
205
Gln

Ser

Fro

Asp

285

Gly

Gly

Lys

Trp

Val

365

Fro

Gly

Ala

Lys

Gly
445

Gly

Asn

Asn

150

Asn

Lys

Gly

Ly

Gly

270

Lys

As=p

Pro

Gln

Fro

350

Leu

Gln

Ary

Ala

Ala

430

Pro

Ile

His

175

Leu

Leau

Tyr

Pro

255

aAla

Val

Asn

Fhe

Thr

33s

Gly

ABp

Gly

Sexr

Gly

415

Phe

Glu

Pro

160

Pro

Gln

Asn

Ala

Pro

240

val

GLly

Asp

Gly

Thr

320

Thx

Arg

Ile

Arg

CGln

400

Glua

Tyr

Leu
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ES 2555056 T3

92

@1ln His Lys Phe Pro Leu Ile Fhe Asn Leu Glu Asp Asp Thr Ala Glu
450 455 460
Ala val Pro Teu Glu Arg Gly Gly Ala Glu Tyr Gln Ala Val Leu Pro
465 - 470 475 480
Glu val Arg Lys Val Leu Ala Asp Val Leu Gln Asp Ile Ala Asn Asp
485 450 495
Asn Ile Ser Ser Ala Asp Tyr Thr Gln Asp Pro Ser Val Thr Pro Cys
500 505 510
Cys Asn Pro Tyr Gln Ile Ala Cys Arg Cys Gln Ala Ala
515 520 525

<210> 28

<211> 4669

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
cgecagaccgk cgctaatgaa tcoctbgoggee gogtdbcggge cggggoggct tgatcggcaa 60
ctaggaaacc ccagycgcag aggccaggag cgagdgﬁag¢ gaggatcaga ggocaggech 120
tcocoggekge cggegectock cggaggbtcag ggcagatgag gaacatgact ctoceccoccoctte 180
ggaggaggaa ggaagtcceg cbgecacckt atetetgote cteotgeecteo tccectgtbce 240
cagagctétt tekbctagaga agattttgaa ggeooggottbt gtgetgacgg ccacccacca 300
tcatctasag aagatamact tggcaaatga catgecaggtkt cttcaaggca gaaktaattbge 360
agaaaaktctt caaaggacce tatctgcagﬁ tgttectgaat acctctgaga atagagatbtg 420
attatbkcaac caggatacchk aatbcaagaa ckccagaaat caggagacgg agacaktttg 480
tcagktttge aacattggac caaatacaat gaagtattct tgebgbgete tggbttbgge 540
tgtecctggge acagaattge tgggaagect ctgttogackt gtcagatcce cgaggttcag 600
aggacggata cagcaggaac gaaaaaacak cocgacccaac attatbtettg tgottaccga 660
tgatcaagat gtggagctgg ggtcockgeca agtcatgaac aaaacgagaa agattakbgga 720
acatggggog gocaccttea toaatgectt tgtgactaca cccabgtact geccgteacg 780
gtccteoecatg cteaccggga agtatgtgea caatcacaat gtctacacca acaacgagaa 840
ctgetetibco coctogtgge aggcoccatgea btgageocktegg acttbttgotg tatatettaa 900
caacactgge tacagaacag cctttbttgg aaaatacctec aatgaatata atggoagoba 960
cateoceoceceoct gggtggogag aatggcttég attmatcaag aattctcecget totataatta 1020
cackgktbtgk cgcaatggea tcaaagaaaa graktggettt gattatgcocaa aggactactt 1080
cacagactta atcactaacg agagcattaa ttacttcaaa atgtctaaga gaatgtatee 1140
ccataggece gttatgatgg tgatcagooa cgotgogeoce cacggeccccg aggactcage 1200
cccacagktt bctaaactgt accecaatge tbcccaacac ataactocta gttataacta 1260
tgeaccaaat atggataaac actggattat geagtacaca ggaccaatge tgocecatceca 1320
catggaattt acaaacattc tacagegecaa aaggetccag actttgatgt cagbtggatga. 1380
ttetgtggag aggctgtata acatgetegt ggagacgggg gagetggaga atacttacat 1440
catttacace goegaccabtg gttaccatat tgggecagttbk ggactggteca aggggaaate 1500
catgocatat gactttgata ttegtgbgee tttttttatt cgtggtecaa gtgtagaacc 1560
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aggatcaata
tgctgggete
agaaaagcca
cctagtggaa
gtcaaatcac
gacagceekgt
tcgaatteac
ccketacget
cegegocageoe
aaagtacaag
aggtgaaata
aaacattget
tggtggcaac
tgtccgagtg
actgtaccaa
agctctgecaa
goctgaggaa

gocaagagaaa

‘caaactgcaa

acggoagagg
caaccactgg
taacaataac
tgagtttgckt
aaatacagtyg
gocktcagaago
aaataaagat
ttaatcagecco
tgaatgaaaa
attacttgaa
aaacaaataa
ctgtgtcaat
aaacacctea
baagteccaga
ctgaacacktg
ceogattteag
ceattcacag
aagakbcaact
tggecaccge

agaagaatea

gtcccacaga
gacacaccte
ggtaacaggt
agaggcaaat
ttgcccaaat
gaacaaccgg
aagtgtaaay
cgocggcttoe
agaagccaaa
cocagatttg
tatgacataa
aagcghteatg
aggggcagga
acacacaagt
tcggocagag
gataaaatta
tgtagetgea
ttaaagagcc
cttbtoaagg
aagggggaag
cagacagcco
acctactggt
actggektkbttk
cacacggtag
tgtcaaggat
ggaggaagck
ceghocteact
catctatgag
ggatttagat
gactcaaact
ggagatggeoe
tttgacottg
gagtaaackk
gagaaaaacc
tggocgatgge
gocacccgaaa
atatetkteceot
agaacaccga

cgaaaaggag

ES 2555056 T3

togttoteaa
cbgatgtgga
ttcgaacaaa
ttectacgtaa
atgaacgggt
ggcagaagtg
gacccagtga
atgacaaaga
gaaagagtca
tecatacteg
atcotggaaga
atgaaggccea
tgctggcaga
gttttattct
cgbggaagga
agaatttaag
gtaaacaaaqg
atctteacee
agaacaaccg
agtgeagect
cgkbtctggaa
gtttgegtac
tggagtattt
aacgaggeat
ataagcagtg
atgacctaca
geagacatea
tacagacaaa
agagtatbty
gobcaaagtg
tektgobkgact
ccagcetbgaco
gaatggaata
gaaaaatgga
atgacagage
gaactboogoe
gtgcattocg
agtaatteeca

aagtcacage

cattgacttyg
cggcaagtet
caagaaggco
gaaggaagaa
caaagaacta
gcaakgeatt
cekgotoaca
caaagagktge
acggcaatte
goagacacgt
agaagaagaa
caaggggcoa
tagcagcaac
tcccaatgac
céataaggca
agaagtgaga
ckattacaat
attcaaggag
taggaggaag
geckggoete
cobtgggatet
agttaatgag
tgatatgaat
tttgaatcag
caacecaaga
cagaggacag
actggoaagg
actacagact
cactgcbgaa
acgggktbctle
cagatgaaga
tbocazaaceoct
acgacakttce
cggggoatga
tagagetegyg
agtatggtag
atggaattte
geatageggg

acctagaagy

93

gocoocacga
gkeoctcaaac
aaaattbgge
teccagcaaga
tgoccagcagd
gaggatacat
gtecggeaga
agttgtagag
ttgagaaace
toetegteog
ttgecaagkgt
agagabctce
gecegtgggee
totatccatt
tacattgaca
ggacatctga
aaagagaaag
gektgeteagy
aaggagagga
acttgettea
ttctgbgett
acgcataatt
acagatcctt
ctacacgtac
cctaagaate
ttatgggatg
cctagaggag
tagtctggtg
gagtecactat
gottobkectet
cocaaggeat
goatttgaac
agaagttaak
agagactaat
gocoagocoa
tectggaaag
agttcatcag
gaagatgttg

cagcaccktoo

toccotggatat
ttctggacce
gtgatacatt
atatccaaca
ccagatacca
ctggcaaget
goacgceggaa
agtctggtta
aggggacbtce
tocgaatttga
tgcaaccaag
aggckttccag
cacctaccac
gtgagagaga
aagagakttga
agagaaggaa
gtgtaaaaaa
aagtagatag
aggagaagag
cgcatgacaa
gcacgagtte
tbettktckg
atcagctcac
aactaatgga
ttgatgttgg
gatgggaagg
ctacacagty
gectggacta

gagcaaaakta

gotogagoacg

aaggttggga
cgaccaacat
catttgaakkt
catckggaan
aggctgcage
gacattttty
atgttcacca
accaaggtgg

toctEkcactet

120
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460°
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3ooo
3060
3120
3180
3z240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
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ccbtecbgakta
atttgtaaac
tgtgcagtag
taatttacta
btgattbtbtkeg
gggcataagt
ctaaaacttyg
bttgatteat
goactttgag
cttatecagtko
acacagtatg
tttacctega

aaataaataa

<210> 29
<211> 871
<212> PRT

gatgaaacty
taataaaggt
aagctagtga
toctgoccaaga
ctbgtbkgte
ataktacatgt
acacccoctag
ttttaaccac
attaaaatge
teactgttgg
gatcacaktakt
cktgeotaaaa

ataagtaaak

<213> Homo sapiens

<400> 29

Mabk Lvs
1

Leu Lieu
Arg Ile

Leu Thr

Ser

Gly Ser

Gln Gln

35

Asp Asp

50

Lys Thr

65

Fhe Val

Axrg Lys

Thr Thr

ES 2555056 T3

ttacctkbace
aatcacagce
geakgtgage
gbagaaagaa
tgttttgtac
tatccaatea
taaatcktte
tggaatttkt
catgbectatt
ctgteattgt
tgtktgacat
tcgattagea

gaaaaaaaaa

Cys Ala

Leu Cys Ser

Glu Axg Lys

Val
55

Gln Asp

Ile Met Glu

70

Pro Mebt

85

Cys

Gly Lys

Ser Sear

Tyr Leu
130

Asn Glu
145

Gly Leu

Tvr

Fro

115

Asn

Tyr

Ile

val
100

Ser

Asn

Lys

His

Trp

Thy

Gly

Asn
165

Asn
Gln
Gly
Ser

150

Ser

His

Ala

Tyx

135

Tyr

Arg

Ctaaacacag tatttectitt taactttttk 3960
accaacatte caagctacce tgggbtacctt 4020
aagcggbtgby cacacggaga ctcatcgtia 4080
aggetgggga tatttggatt ggcttggttt 4140
taaaacagta ttatcttttg aatatcgtag 4200
agatggctag aatggtgeckt ttoctgagtgt 42860
aacacactte cactgectge gtaatgaagt 4320
caatgoogbe attttcagtk agabgatttk 4380
tgattagtet tattttbbta tbbttacagg 4440
gacaaagtea aataaaccece caaggacgacn 4500
taagettttg ccagaaaatyg ttgeatgtgt 4560
gaaaggeaty getaataatyg tbggtggbga 4520
daaaaaaaasa anasmaaaasa 4669
Leu Val Leu Ala Val Leu Gly Thr Glu

10 15
Thr Val Arg Ser Pro Arg Phe Arg Gly

25 30
Asn Ile Arg Pro Asn Ile Ile Leu
40 45
Glu Leu Gly Ser Leu Gln Val Met Asn
60
His Gly Gly Ala Thr Phe Ile Asn Ala
75

Cys Pro Ser Arg Ser Sexr Met Leu

20 95
Agn Val Tyr Thr Asn Asn Glu Asn Cys

105 110
Met His Glu Pro Arg Thr Phe Ala Val
120 125
Arg Thr Ala Fhe FPhe Gly Lys Tyr Leu
140
Ile Pro Pro Gly Trp Arg Glu Trp Leu
155 160

Phe Tyr Asn Tyr Thr Val Cys Arg Asn

170 175

94
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Gly

Asp

Met

His

225

Ala

Lys

Glu

val

Glu

305

Ile

ASp

Ser

Leau

val

385

Asn

Lyt

Asn

Glu
465

Ile

Leu

Tyxr

210

Gly

Ser

Hig

Phe

ASp

290

Leu

Gly

Ile

Ila

Asp

370

Leu

Lys

Fhe

Ty
450

Asp

Leu

Liys

Ile

1385

Pro

Pro

@in

Trp

Thr

275

Asp

Glu

Gln

Arg

val

355

Ile

Lys

Lys

Leu

Leu

435

aln

Thr

Leu

Glu

180

Thy

His

Glu

His

Ile

260

Asn

HSer

Asn

Phe

Val

340

Pro

Ala

Leu

Ala

Arg

420

Pro

Thr

Ser

Thr

Lys

Asmi

Arg

Asp

Ile

245

Mat

Ile

Val

Thr

Gly

325

Pro

Gln

Gly

Leu

Lys

405

Lys

Lya

Ala

Gly

Val
485

Hi=

Glu

Pro

Ser

230

Thy

Gln

Len

Glu

Tyr

310

Leu

Phe

Ile

Lieu

Asp

350

Ile

Lys

Tyr

Cys

Lys

470

Axg

Gly
Bay
Val
215

Ala

Pro

Gln
Arg
295

Ile

val

Val
Asp

375

Pro
Trp
Glu
Glu
Glu
455

Leu

Gln

ES 2555056 T3

FPhe

Ila

200

Met

Pro

Ser

Arg

280

Leu

Ile

Lys

Asp

185

Agn

Met

Gln

Tyr

Gly

265

Lys

Tvr

Gly

Ile Arg

Leun

360

Thy

Glu

Arg

alu

Arg

440

Gln

Arg

Ser

345

Asn

Pro

Liya

Agp

Sex

425

val

Fro

Ile

Thr

Tyx

Val

Fhe

BEn

250

Fro

Axrg

AN

Lys

330

Gly

Ile

Pro

Fro

Thr

410

Bex

Lys

Gly

His

Arg
490

95

Ala

Phe

Ile

Ser

2358

Tyvr

Met

Leu

Mebt

Ala

315

Sex

Pro

Asp

Asp

Gly

395

Phe

Lys

Glu

Gln

Lys
Lys
Sexr
220
Lys
ala
Leu
Gln
Leu
300
Asp
Met
Ser
Lieu
val
380
Asn
Leu
Asn
Leu
Lys
460

Cys

Leu

Asp

Mek

205

His

Leu

Fro

EFro

Thr

285

val

His

FPro

Val

Ala

365

Asp

Val

Ile

Cys

445

Trp

Lys=

Tyxr

TyTr

190

Ser

Ala

Tyr

Asn

Ile

270

Leu

Glu

Gly

Tyx

Glu

3s0

Fro

Gly

Fhe

Glu

Gln

430

Gln

Gln

Gly

Ala

FPhe

Liyts

Ala

Pro

Met

255

His

Mek

Thr

Tyx

AspD

335

Pro

Thx

Lys

Arg

415

Gln

Gln

Cys

Pro

Arg
495

Thr

Arg

FPro

Asn

240

AsD

Met

Ser

Gly

His

320

Pha

Gly

Ile

Ser

Thr

400

Gly

Sex

Ala

Ile

Ser

480

Gly
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Ala

Gly

Ser

545

Glu

Hisa

Gly

Fro

Ser

625

Ila

Glu

Val

Ala

705

Axrg

Glu

His

Thr
788

His

Ser

530

Leu

Glu

Asp

Asn

Thyx

610

Ila

His

Lys

Glu

Lys

690

Ala

Glu

Txp

Ser
770

His

Asp Ly

Arg

515

Pro

Sex

Glu

Glu

Arc

5895

Thr

His

Lys

Asn

Cys

675

Lys

Gln

Arg

Cys

Gln

755

Ser

Asn

Ser

Lys

Val

Glu

Gly

580

Gly

Val

Cys

Ala

Leay

660

Ser

Gln

Glu

Lys

Ser

T40

Thr

Asn

FPhe

Asp

Gln

Glu

Leu

565

His

Arg

Arg

Glu

Tyr

645

Arg

Cys

Glu

val

Lys

745

Leauy

Ala

Asn

Leu

Lys

Lys

Fhe

550

Gln

Lys

Met

Val

Arg

630

Ile

Glu

Ser

Lys

hsp

710

Glu

Pro

FPro

Asn

Fhe
790

Glu

Lys

Pro

535

Glu

Val

Gly

Lz

615

Glu

Asp

wal

Lys

Leu

655

Ser

Arg

Gly

Pha

Thx

7175

Cys

ES 2555056 T3

Cys

Ser

520

Arg

alvy

Leu

Pro

Ala

600

His

Leu

Lya

Arg

Gln

680

Lye

Lys

Lys

Leu

Trp

760

Tyx

Glu

Ser

505

Gln

Phe

Glu

Gln

Arg

585

ABD

Lya

™YY

Glu

Gly

665

Ser

Ser

Leu

Glu

Thy

745

Asn

Trp

Phe

Cys
Arg
val
Ile
Pro
570
RaEp
Ser
Cys
Gln
Ile
650
His
Tye
His
Gln
Lys
730
Cys
Leu

Cya

Ala

96

Arg

Gln

His
Tyr
555
Arg
Leu
Ser
Phe
Ser
635
Glu
Leu
Tyr
Leu
Leu
715
Arg
Phe
Gly

Leu

Thr
785

Glu

FPhea

Thr

540

Asp

Asn

Gln

Asn

Ile

620

Ala

Ala

Lya

‘Aan

His
700

Phe

Thr

Ser

Arg

780

Gly

Ser

Leu

525

Arg

Ile

Ile

Ala

Ala

605

Leu

Arg

Leu

Arg

Lys

685

EBro

Lys

Gln

His

Phe

765

Thr

Phe

aly

510

Gln

Asn

Ala

Ser

590

val

Pro

Ala

Gln

Arg

670

Glu

Phe

Glu

Arg

Asp

750

Cys

val

Leu

Tyr

Asn

Thr

Liaeu

Lys

578

Ser

Gly

Asgn

Trp

Asp

655

Lys

Liy=

Lya

Asn

Lys

735

Asn

Ala

Asn

Glu

Arg

Gln

Arg

Glu

560

Arg

Gly

Fro

Asp

Lys

640

Lys

Pro

Gly

@lu

Agn

720

Gly

Asn

Cys

Glu

Tyxr
BO0Q



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Fhe Asp Met Asn

Val Glu Arg 4Gly
820

Arg Ser Cys Gln
835

Asp Val Gly Asn
B50

Leu Trp Asp Gly
B65

<210> 30

<211> 4279

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

Thr Asp

805

Ile Leu

Gly Tyzr

Lys Aap

Trp Glu
870

ES 2555056 T3

Pro

Asn

Lysa

Gly

855

Gly

Tyr
GEln
Gln
840

Gly

Gln Leu Thr Asn Thr val His Thr

810

B1S

Leu His vVal Gln Leu Met Glu Leu

825

Cys Asn Pro Arg

830

Pro Lys Asn Leu
g45

Ser Tyr Asp Leu His Axg Gly Gln

97

860
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gagecabtto
ttoctegggeg
cgooggocto
ggcagkcgag
attaacgtgt
ttggctcoock
egtttecage
attagcgatg
cgetboeccte
gagggcgagc
aacaaagcca
aaaaagaaga
cbgebgggtyg
gaccgoagga
ctgggkttcea
tteatcaacg
ggcaagtacg
tggeaggeac
acagotttek
aaggagtggg
ggggkbgaaag
aatgacagcg
atggteatca
ctoctbcoccaa
aaacactgga

atgcbcoage

tggacaacag
cgoacaggoa
tccaatbggca
tgttbtgeaga
cattacgagg
coagctecka
caagbtggace
ccoceckggtt
cckbogtttoe
aggagcgaga
cagacgcaac
tgggocoece
gaagctogge
acatecocgoco
tgcaggtgat
cetteghgae
toccacaacca
ageoacgagag
tcgggaagta
teggacteoot
agaagcacagyg
tgagcttekt
gceatgeage
acgcatctca
toatgogeoka

ggaagcgekb

ES 2555056 T3

cbtgotatbtt
goteggtttg
aatgtgbgtg
coggggogay
ggagcgoccg
gagaggagaa
tgatcgatgy
tgtgtgttac
agoctoctggy
gtgtgktcgaa
Etgagactcc
gagcotogtg
ctboctgteg
caacatecateo
gaacaagacc
cacacccatg
caacacckac
coegeaccttt
tcttaatgaa
taaaaactec
ctcegactac
ccgoacgtec
cocoocacgge
gcacatcacg
cacggggoce

gcagacccte

cacttgagcoo
ccctgogatt
gctggaggeg
tocctgtgaaa
geceggggetyg
gaagaaagoyg
ccctectgaa
gcacacacac
cgaatcocac
tetgegagtyg
cgeatoocaa
ctgtgcktge
caccacogod
ctggtackga
cggcegeatca
tgctgooect
accaacaatyg
goecgbgtaco
tacaacggct
cgetbktkata
tccaaggatk
aagaagatgk
cotgaggatt
cogagekaca
atgaagccea

atgteggtgy

98

caagkttaatt
gagcbgcggg
agocgogaggo
gcagataaaa
tecgeactece
gaaaagagge
tttatecacga
gtgcacacaa
atctgkttea
aagagggacg
aagaagecaca
tgtococgcaac
tgaaaggcag
cggacgacca
tggageaggg
cacgcteocte
agaactgckte
tcaatagecac
cetacgtgee
actacacgect
acctcacaga
acccgoacay
cagocccaca
actacgcgoo
tocacakgga

acgactceatk

tetecggggag
togoggoogg
tttoggoaaa
gaaaacakkt
cgoggaacat
agattcacgt
tatttgattt
ggctctgget
ackcteoogee
agggaaaaga
agatcageoaa
tgtgttotee
gtttocagagg
ggatgtggag
cggggocgeac
catcctbecaco
ctogeoccteoe
tggetacegg
accoggctog
gtgktcggaac
cckcatecace
gocagtocke
atattcacgo
caaccoggac
attcaccaac

ggagacgatb

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
8440
soo
960

lo20
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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tacaacatgc
cacggttacc
gacatcaggg
cacatcgtcc
cctgeggata
cggtttcact
aagctgctac
aagtaccage
ctgggacaga
aagggocccca
gggcagggcoa
cgccggaaaa
cgocbcagtgg
cagcocoocgaa
gatggtgagog
aaagtgacac
tacaagtoce
ctgcagaaca
gaagaatgtg
agaggckceca
ttgegggage
gacacgtgca
gogoctttat
tggtgecatga
ttcctagagt
ctggacaggg
ggttacaagc
agcebatgago
tccaaateac
cktocaaaaac
tccageagac
acatgacaga
tgcceckget
caaaaagtoa
agagagattt
ggggaaaagc
taagaageag
gagktcagtag

gaaactgact

tggttgagac
acatcggccoa
keccegkbcta
kcaacattga
tggacgggaa
tgaaaaagaa
acaagagaga
gtgtgaagga
agkggcagty
tgeggetggg
gcgaggecty
aactcbtcaa
ccategaggk
acctcaccaa
acttcagtgg
atcggtgeta
tgeaggecty
aaattaagaa
actgtcacaa
gktectgoatee
agaagcgeaa
geatgcdoagg
ggacactggy
ggaccatecaa
actttgatot
atgtcctcaa
agtgtaaceo
aatacaggoea
bkgggacaact
atagaggecat
ctgtgetatt
ttctggagga
ttegetttagg
ccactaacce
cotbggaaat
agtoetgtte
gacagaggca
cacaaaagag

tecattgtata

ES 2555056 T3

gggcgageky
gtttggectg
cgtgagggge
cctggcoccoo
atcecakccto
gatgagggte
caatgacaag
cckgtgtecag
tgtggaggac
cggcagcaga
cacctgtgac
gaagaagtac
ggacggcagy
geggeactgg
cactggaggc
catectagag
gaaagaccac
cckgagggaa
aatcagctac
tttcaggaag
gaagaaacteo
cckteacgtge
geottbckge
tgagactcac
caacacagadc
cecagetacac
coggactega
gtttcagegt
gtgggaaggc
cacckgactg
ggécaggngg
taaccageag
attatacctao
teccocagaa
tkcteoccaag
taaatccﬁcb
acgktggagag
atgacattta

tatgtgacta

gacaacacgkt
gtgaaagdga
cccaacgtgg
accateckgg
aagcbgebgg
tggcegggact
gtggacgcoec
cgtgetgagt
gocacgggga
gecctotoca
ageggggact
aaggccaget
gkgtaccacg
ceaggggocc
cttcoocgact
aacgacacag
aagetkgeaca
gteegaggto
cacacccagc
ggoctgocaag
cgecaagetgo
ttcaccocacg
goctgoacoa
aatttcoctet
cectaccage
gtacagctea
aacaktggacec
cgaaagktgge
tgggaaggtt
cacaggcaat
cctgagaaag
gagcagagat
accagctgea
gotcacaaayg

ggcogaaagte

tattettbbyg

goebgaaaaca
cctageatat

tttacatgta

99

acaktcgtata
aatccatbgec
aagcoggetg
acakttgecagyg

acacggagcq

cotbctbggt

aggaggagaa
accagacggc
agcktgaagck
accteghgoo
acaagctcag
atgtccgcag
taggcctggy
ctgaggacca
actcageocge
teccagbtgtga
tegaccacga
accktgaagaa
acaaaggccg
agaaggacaa
tcaagogeock
acaaccagca
gegocaacaa
tctgtgaatt
tgatgaatgc
tggagctgag
tgaggactktaa
cagaaabgaa
aagaaacaac
gaaaaaccat
caagcacgca
aackttecagga
caaaatgeoat
gaaaacggag
attggaatkt
gtttgtcaca
gtgeagagac
aaaccctggt

abtcaacatgg

caccgccgac

atatgagttt

tctgaateoo
cctggacata
gocoggtgaat
ggagagaggc
cttbetgcoo
gtgtgagecag
geoataagtgc
caagtactac
cctggeagga
tcgotecatke
tgatgcogoo
agatgacaag
caacccoakt
ccbggadctg
gattgaaaco
aaageoggoca
ccbcaagcac
ggkgtggctg
goagaacaac
ctggeagacyg
taacacgtac
tgcaackgge
agkgaacaca
gagckgcaag
agatggagga
gagaccttok
agaggtggac
gtgggtgaktt
ctetcagtea
agtocatktt
tcttkcgtat
agagcgagecyg
ttaaatcata
aagaaggaac
gkttgacaat
tgcoctetgaa

gaacttttag

1620
1680
1740
1800
laoo
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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gggaacctaa
cagtgtaaaa
cteoctagtat
aaatgaagtt
agtttaagta
gaacctttga

aggaaaaana

<210> 31
<211> 870
<212> PRT

taagaaatcec
gaaaaaaaaa
ttcbttgttg
gatgtatgtc
ttgtcataca
cattttgtaa

daaaaaaas

<213> Homo sapiens

<400> 31

Met
1

Gly

Ser Leu

‘Gly Arg

Val Leu

50

Asn
65

Lys

Ala Phe

Thr Gly

Cyg Ser

val Tyr

130

Leu Asn

145

Val Gly

Asn Gly
Thr

Asp

Mat
210

Lvs

Pro Fro Ser
5

Leu Gly

20

Gly

Phe Gin

35

Thr Asp Asp

Thr Arg Arg

Thr
85

Vval Thr

Lys Tyr val

1400

Sar Pro Ser

115

Leu Asn Ser

Glu Tyr Asn

Leu Leu Lys

165

Val Lys Glu

180

Leu Ile Thr

185

Fro His

ES 2555056 T3

caattttoag
aaaaattgtg
tgktcocagaa
ccaagttt&g
gtgttcaaaa

aaggocatkt

Leu Val Leu

Ser Ser Ala

Asp Arg Arg

40

Gln Asap Val

55

Ile Glu

70

Met

Pro Mak Cys

Hig Asn His

Gln Ala

120

Trp

Thr Gly

135

Tyr

Gly Sex

150

Tyx

Asn Ser Arg

Lys His Gly

Ser
200

Asn Asp

Fro
215

Arg Val

gagtggtggt
gacattkcotyg
ctgatgtttt
atgaaactgt
cooccagocasa

cEtggggaaa

Leu Deu

10

Cys

Phe
25

Leu Sex

Asn Ile Arg

Glu Leu Gly

Gln Gly Gly

75

Pro Ser

a0

Cvs

Asn Thr

105

Tyxr

Gln His Glu

Arg Ala

val Pro

155

Pro

Fhe ‘Tyvr Asn

170

Ser
185

Asp Tyr

Val Ser Phe

Leu Val

Sex

His

Fro

Ser

Ala

Arg

Thr

Ser

Fhe

140

Gly

Tvyr

Sex

Fhe

Ile

gtcaataaac
ttoctgtoca
tttkttaagg
atttgtaaaa
tgaccagcag

daaaaaaaaa

Ala Thr

Val

gecteoctgtgge
gataccattt
tactgaaaag
aaaattttgt
ttggtatgaa

afdaadaaasa

FPhe

15

His Arg

30

Asn
45

Ila
Met Gln
Phe

His

Ser Ser

Lau

Val

Ile

Ile

Lys

Ile Leu

Mek

Asn
80

Leu

95

Asn
110

Asn

Arg Thr

1325

Pha Gly

Lya

Trp

Thx Leu

Glu

Fhe

Lys

Glu

Cysa

Asn

Ala

Trp
160

Axg

175

Lys

Arg
205

Ser

220

100

Tyr

Ser

Ala

Leu

Lya

Ala

3380
4020
4080
4140
4200
4260
4279
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Pro His
225

Azn Ala

hzp Lys

Met Glu

Ser Val
*290

Gly Glu
305

Hia Ile

Pha Asp

Gly Cye

Ile Leu
370

Ser Ile
385

Lieu Lys

Gly Lys

Glu Asn
Ala Glu

450

Yal Glu

465

Tyr Gly

Leu Ser

Ala Ser
530

Gly

Ser

His

Phe

275

Asp

Leu

Gly

Ile

Leu

355

Asp

Leu

Lye

Leu

Phe

435

Tyrz

Asp

Lieu

Gln

Leu
515

Tyr

Pro

Gln

Txp

260

Thr

Asp

ABpD

Gln

Arg

340

Asn

Ile

Lys

Liys

Lau

420

Leu

Gln

Ala

Gly

Gly

500

Ala

Val

Glu
His
245
Ile
ASn
Ser
Asn
Phe
325
val
Pro
Ala
Leng
Meat
405
His

Ero

Thr

aly
485
Ser

Gly

Arg

Asp

230

Ile

Met

Met

Mat

310

Gly

Pro

His

Gly

Leu

380

Arg

Lys

Lya

Ala

Gly

470

Ser

Glu

Arg

Ber

Ser

Arg
Leu

Glu
295

Tyxr
Leu
Fhe
Ila
Lew,
375

Asp

Val

Tyx
Cya
455
Arg
Ala
Arg

Arg
538

ES 2555056 T3

Ala

Bro

Pyr

Gln

280

Thr

Ile

Val

Tyx

Val

360

AsSp

Thr

Trp

Gln

440

Glu

Leu

Ala

Cys

Lys

520

Ser

Pro
Ser
Thr
265
Arg
Ile
Val
Lya
Val
345
Leu
Ile
Glu
Arg
AEN
425
Axg
Gln
Lys
Leu
505

Lys

Iie

Gln

[ %]
%]
=]

Gly

Lys

TYEX
Gly
330
Arg
Asn
Pro
Arg
Asp
410
Asp
Val
Lieu
Lieu
Ser
490
Cys

Ley

Arg

101

Pro

Asn
Thr
315
Lys
Gly
Ile
Ala
Fro
385
Ser
Lys
Lve
Gly
His
475
Asn
Asp

Fhe

Ber

Ser
Ty
Met
Leny
Mekb
300
Ala
Ber
Fro
Asp
hap
380
Val
Phe
Val
Asp
Gln
460
Lys
Leu
Ser

Lya

Val
540

Arg

Ala

Lye

Gln

285

Leu

Asp

Metb

Asn

Leu

3658

Meat

Asn

Lieu

Asp

Leu

445

Lys

Cya

Val

Gly

Lys

535

Ala

Leu

Pro

Pxo

270

Thx

Val

His

Pro

Val

350

Ala

Azp

Arg

Val

Ala
430

Cys

Txp

Lys

Pro

Asp

510

Ly

Ile

Fhe

Asn

255

Ile

Leu

Glu

aly

Tyr

Glu

Pro

Gly

Fhe

Glu

415

Gln

Gln

Gln

Gly

Lys

495

Tyx

Tyx®

Glu

Pro
240

Pro

Hig

Thr

Tyx

320

Glu

Ala

Thr

His
400

Arg

Alu

Arg

Cys

Fro

480

Tyr

Lys

Lys

Val
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Asp

545

Asn

Lys

Ala

Lys

625

Lys

Fro

Gly

Leu

Lys

708

Ser

Thx

Asn

Asn

785

Asp

Liya

Lieu

Gly

Leu

Asp

Ala

Thx

610

Rap

Ile

Glu

Axrg

Gln

&o0

Lys

Met

Ala

Asn

Leau

770

Thr

Val

Gly

Lys

arg

Thy

Gly

Asn

595

Val

His

Lys

Glu Cy

Leu

675

Glu

Leu

Pro

Fro

Asn

755

Fhea

AsD

Lauy

Tyxr

Asp
835

val

Lys

Gly

580

Pro

Gln

Lys

Asn

Lys

Lys

Gly

Phe

740

Thr

Cys

Pro

Asn

Lys

820

Gly

Tyrx

Arg

565

Asp

Ile

Cys

Leu

Leu

6ds

Asp

Agp

Lys

Leu

725

Trp

Tvr

GFlu

Tyxr

Gln

BOS5

Gln

Gly

Hia
550
His
Phe
Lys
Asp
His
630
Arg
Cys
Arg
Lya
Leu
710
Thr
Thr
Trp
Pha
Gln

780

Leu

Ser

Val

Trp

Ser

Val

Leu

615

Ile

Glu

His

Gly

val

695

Leu

Cys

Leau

Cys

Als

775

Lieu

His

Asn

Tyxr

ES 2555056 T3

Gly
Pro
Gly
600
Asp
Asp
val
Lys
Ser
BBO
Trp
Lys
FPhea
Gly
Met
760
Thr
Met:
vVal

Pro

3lu
840

Leu

Gly

Thr

585

His

Leu

His

Axg

Ile

665

Ser

Leu

Arg

Thr

Fro

745

Arg

Gly

Asn

Gln

Gly Asp
555

Ala Pro
570

Gly Gly

Arg Cys

Tyr Lys

Glu Ile
635

Gly His
650

Ser Tyr

Leu His

Leu Arg

Leu Gln

715

His asp
730

Fhe Cys

Thr Ile

Fhe Leu

Ala Vval

755

Leu Met

810

Arg
B25

Gln

Thxr Arg

Tyr Arg

102

Ala

Glu

Leu

Ser
620

Glu

Leu

His

Pro

Glu

700

Asn

Asn

Ala

Asn

Glu

780

Asn

Glu

Asn

Gln

Ala
Asp
Pro
Ile
605

Lieu

Thzr

Lys

Thx

Fhe

&85

Gln

hsn

Gln

Cys

3lu
765

Tyr

Thr

Leu

M=t

Phe
845

Gln

Gln

Asp

590

Leu

@ln

Leu

Lys

Gln

670

Arg

Lys

Asp

His

Thx

750

Thr

Phe

Leu

Arg

Asp

830

@ln

Bro

Asp

575

Tyr

Glu

Ala

Gln

Lys

655

His

Lys

Arg

Thr

Trp

735

Ser

Hieg

Asp

ASD

Ser

815

Leun

Arg

Axrg

560

ASD

Ser

Asn

Txp

Asn

640

Arg

Lys

cly

Lys

Cys

720

Gln

Ala

Asn

Leu

ATYg

800

Cy=s

Gly

Axg
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Lys Trp Pro Glu Met Lys Arg Pro Ser Ser Lys Ser Leu Gly Gln Leu

850 B55

Trp Glu Gly Trp Glu Gly
B65 ‘B70

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE
<222>(1) .. (1)
<223> Leu OR Val

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<220>

<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> Cys OR Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> Cualquier Aminoéacido

<400> 32

Xaa Xaa Xaa Pro Ser Arg

1

<210> 33
<211> 23
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia derivada de humano Arilsulfatasa A

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(23)

<223> sustrato sintético formacion FGly; secuencia primaria de humano Arilsulfatasa A

<400> 33

Met Thr Asp Phe Tyr Val Pro Val Ser Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ala

1 5

Ala Leu Leu Thr @ly Arg Ser
20

103

BEO

5
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<210> 34
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> una VARIANTEEe del péptido ASA65-80, en las que los residuos Cys69, Pro71 y Arg73, critica para la
formacion de FGly,fueron revueltos

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (1)..(16)
<223> oligopéptido revueltos

<400> 34

Pro Val Ser Leu Pro Thr Arg Ser Cys Ala Ala Leu Leu Thr (;Téy Arg
1 5 10

<210> 35
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> una VARIANTEe del péptido ASA65-80, en el que la Cys69 fue sustituida por una serina
<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (1)..(16)
<223> Ser69 oligopeptido

<400> 35

Pro Val Ser Leu Ser Thr Pro Ser Arg Ala Ala Leu Leu Thr Géy Arg
i g 10 1

<210> 36
<211> 19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> humano FGE-especifico PCR imprimacion

<220>

<221> misc_caracteristica

<222>(1)..(19)

<223> humano FGE-especifico PCR imprimacion 1199nc

<400> 36
ccaatgtagg tcagacacg 19

<210> 37
<211> 16
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

104
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<223> humano FGE-especifico PCR imprimacion

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(16)

<223> humano FGE-especifico avazadoPCR imprimaciéno 1c

<400> 37
acatggcccg cgggac 16

<210> 38
<211> 19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> humano FGE-especifico PCR imprimaciono

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(19)

<223> humano FGE-especifico reverso PCR imprimaciéno 1182c

<400> 38
cgactgctcc ttggactgg 19

<210> 39
<211> 24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> humano FGE-especifico PCR imprimaciono

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(24)

<223> humano 5 -FGE-especifico PCR imprimaciéno conteniendo EcoRl

<400> 39
ggaattcggg acaacatggc tgcg 24

<210> 40
<211>54
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> HA-especifico imprimaciéno

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(54)

<223> HA-especifico imprimacién

<400> 40
cccaagctta tgcgtagtca ggcacatcat acggatagtc catggtggge agge 54

105



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 41
<211> 57
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> imprimacion especifico de c-myc

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(57)

<223> imprimacion especifico de c-myc

<400> 41

cccaagctta caggtcttct tcagaaatca getittgttc gtccatggtg ggcagge 57

<210> 42
<211>54
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> RGS-Hisb6 - imprimacion especifico

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(54)

<223> RGS-His6 - imprimacion especifico

<400> 42

cccaagctta gtgatggtga tggtgatgeg atcctctgte catggtggge agge 54

<210> 43
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> oligopéptido triptico partir de una preparacion FGE humana

<220> )
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(15)

<223> oligopéptido triptico partir de una preparacion FGE humana

<400> 43

1

<210> 44
<211>19
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> oligopéptido triptico partir de una preparacion FGE humana

<220>
<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (1)..(19)

ES 2555056 T3

106

10

Ser Gln Asn Thr Fro Asp Ser Ser Ala Ser Asn Leu Gly Fhe Arg
5

15
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<223> oligopéptido triptico partir de una preparacion FGE humana

<400> 44

Met Val Pro Ile Pro Ala Gly Val Phe Thr Met Gly Thr Asap Asp Pro
1 5 10 15

Gln Ile Lys
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<213> Homo sapiens

<400> 46

107

<210> 45

<211> 906

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45
atggococgge atgggbbace getgebtgocoe ctgotgbocge teocbggbogg cgougbggoto G0
anagctaggaa atggacagge tactagecatg gteccaactge agggtgogag attectgatg 120
ggaacazaatt cbtocecagacag cagagatagt gaagggeckg btgeogggagge gacaghgaaa 180
ccctttgoca begacatatt tecktghcace aacaaagatt tcagggabttt bgtcagggag 240
aaaaagtatc ggacagaagc tgagatgttt ggatggaget ttgtctbbtga ggacttbbgte 300
tetgatgage btgagaaacaa agocacccag ccaabtgaagt ctgtacktetg gbtggettcea 360
gbtggaaaagg cattttogag gecagectgea ggbtcocctgget ctggeatocg agagagactg 420
gagcaccceag tgttacacgt gagetggaat gacgeccegtg cctacktghbge btggogggga 480
aaacgacktge ccacggagga agagbtgggag tttgocgoee gagggggett gaagggtcoaa 540
gtttacceat gggggaactyg gtbccageoea aaccgcacca acctgtggca gggaaaghbe s00
cceaagggay acaaagetga ggatggette catggaghtcect coccagbgaa tgetttbocco 660
gcccagaaca actacgggct ctatgaccte ctggggaacg tgtgggagbyg gacagcatea 720
cecgtaccagg chtgebtgagea ggacatgoge gtoctocggy gggcatectg gategacaca 780
gctgatggek ctgocaatea cocgggeccgg gtecaccacca ggatgggcaa cactccagatb 840
teagecteag acaacchtegg ttbcegetgt getgoagacg caggoeggec gocaggggag s00
ckgkaa 306

<210> 46

<211> 301

<212> PRT
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‘Met

aly

Leu

Asp

ABD
65

_Lys

Glu

Lys

Fro

Leu

148

Lys

Leu

Thx

Gly

Tyx

225

FPro

Trp

Thr

Arg

Ala Arg
Ala Trp

Gln Gly
as

aly Glu
50

Ile Phe
Lys Tyr
Asp Phe
Sar Val

115

Ala Gly
130

His val
Arg Leu
Iys Gly
Asn Leu

185

Phe His
210
Gly Leu

Tyr Gln

Ile Asp

Arg Met Gly Asn Thr Pro

275

Cys Ala Ala Asp Ala Gly Arg Pro Pro Gly Glu Leu
295

230

Hig

Leu

20

Gly

Gly

Pro

Arg

Val

loo

Leu

Pro

Ser

Pro

Gln
ig0o

Trp

Gly

Tyzr

Ala

Thr
260

Gly

Lya

Axg

Fro

Val

Thz

85

Ser

Trp

Gly

Trp

Thr

1e5

Val

Gln

Val

Asp

Ala

245

Ala

Leuw:

Leu

Fhe

val

Thr

70

Glu

Agp

Trp

Ser

Asn

150

Elu

TVr

Gly

Ser

Leu

230

Glu

Pro

Gly

Leu

Axg

55

Asn

Ala

Glw

Leu

Gly

135

Asp

Glu

Lys

Fro

215

Leu

Gln

Gly

ES 2555056 T3

Leu Leu

Aan Gly
25

Met Gly
40

Glu Ala
Lya Asp
Glu Mekt
Leu Arg

105

Pro Val
120
Ila.hrg

Ala Arg

Glu Trp

185
Fhe Pro
200
Val Asn
Gly Rsn

Asp Met

Ser Ala
265

Bro
10

aln
Thr
Thr
Phe
Phe
a0

Bsn
Glu
Glu
Ala
Glu
170
hAsn
Lys
Ala
val
Arg
250

han

Leu

‘Ala

Asn

val

Arg

75

Gly

Lys

Lys

Arg

Tyxr

155

Phe

Trp

Gly

The

Trp

Val

His

Leu

Thr

Serx

Lys

60

Asp

Trp

Ala

Ala

Leu

140

Cys

Ala

Phe

Asp

Pro

220

Glu

Ley

Arg

Ser

Ser

Pro

45

Fro

Pha

Ser

Thr

Fhe

125

Glu

Ala

Ala

Gln

Lys

205

Ala

Trp

Arg

Ala

Leu Leu
.15

Mat Val
30

Asp Ser
Phe Ala
val Arg

Phe Val
85

Gln Pro
110

Trp Axrg
His Pro
Trp Arg

Arg Gly
175

Pro Asn
190

Ala Glu
Gln Asn
Thr Ala
Gly Ala

255

Arg Val
270

Val

Gln

Arg

Ile

Glu

8O

Fhe

Mat

Gln

Val

Gly

160

Gly

Arg

Asp

Asn

Ser

240

Ser

Thr

Asp Ser Ala Ser Asp Asn Leu Gly Phe

280

108

300

285
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<210> 47
<211> 927
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 47

atgegecteotyg
aggcteocetbgt
ctgcocaggtg
ccbgoocoggg
gacttocagoor
agettegtet
getgtteoact
tetggeatee
geottactgeg
cgagggggct
aacttatggc
tcaccagtga
gtgtgggagt
gogggeatoat
aggatgggazn
gocaggoogac
<210> 48

<211> 308
<212> PRT

agttotggtt
cotgoococag
goocggtkkck
aagtgacagt
agttbtgtecag
ttgaggattk
ggtggcagoec
gagagaaact
catggecgggd
tgaagggtoa
agggaaagkb
acgetkbceceo
ggacagegte
ggatocgacac
acacktocaga

cgaaggagga

<213> Mus musculus

<400> 48

Met Ser

1

Arg

Val Leu Leu

Ala Gln Asp

35

Gly Thr Asp

50

val
65

Thr val

Asp Phe Arag

Glu Phe Trp
5

Lau
20

Arg Leu
Pro Ala Met
Ala

Fro Asp

Pra Phe
70

Lys

Fhe Val
85

Glu

ES 2

coccagoatg
gcottoagcta
gatggggaca
azaacccttb
ggagaagaag
tgtctoeooct
agtgccaaag
ggagettooo
gagacgcttg
ggtttatooa
cocccaaaggkh
coccacagaac
cacataccaa
cgcagacgge
cteagootea

cctgtga

Fha Pro Ser
Leu Ser

Cys

Val His
40

Leu

dly Axg
55

Asp
Ala Ile

Azp

hrg Glu Lys

555056 T3

ggtbecttgc
ggacakbgococ
gacgcbocag
gocatogaca
taccagactg
gagctcagaa
geattttgga
gtggtacacg
cccacagaag
tgggggaacc
gacaaagctyg
aactacggac
cckgotggoo
toctgeotaate

gacaacctgg

Mat
10

Gly Ser

Pro Arg Leu

Gly Gly

Gly Glu Gly

60

Ile Phe Pro

75

Lys Tyr Gln

a0

109

teocotooggh
aggatocktgo
atggcagaga
tatttocagt
aagcogaggc
agcaagaaaa
ggocagoctge
tgagctggaa
aggagtggga
ggktcocageo
aagatggbtt
tgtatgacck
aggacatgeg
acagggcteg
gottcogokg

Pra
15

Leu Leu

Gln Leu

30

aly

Arg Phe Leu

45

Fro Ala

Val Thr Asn

Thr Glu Ala

85

gttgctgctg
cakggtgeat

cggtgaagag

caccaataaa

attocgggtgg
totgatgoog
aggtcccggo
cgacgetggt
gttktgoagoe
zaaccgcaac
tcatggactyg
cabgggoaat
tgkcckocgg
ggtcaccacc

cgoctoccagt

Pro

His

Mat

Glu

Lys

g0

Glu

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
650
720
780
840
0o
927
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hla

Fro

Glu

145

Ala

Glu

Liys

Ala

225

Val

Axg

Asn

Ala

Lys
305

Phe

Liys

Lys

130

Lys

Tyr

Fhe

Gly

210

Fhe

Trp

val

Hig

Ser

250

Glu

<210> 49
<211> 855
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 49

Gly

Gln

115

Ala

Leu

Cys

Ala

Fhe

185

Asp

Pro

Glu

Lieu

Arg

275

Asp

Asp

Trp

100

Glu

Phe

Glu

Ala

Ala

180

Gln

Lys

Fro

Trp

Asn

Leu

Ser

Asn

Leu

Trp

165

Arg

Pro

Ala

Gln

Thr

245

Gly

Leu

Phe

Leu

Arg

Pro
150

Arg

Gly

Glu
Agn
230
Ala
Ala

Va_l

Gly

ES 2555056 T3

Val

Meat

Gln

135

val

Gly

Gly

Arg

Asp

215

Asn

Ber

Ser

Thr

Fhe
235

Phe

Pro

120

Pro

Val

Arg

Leu

Thx

200

Gly

Thr

Trp

280

Arg

Glu

1405

Ala

Ala

His

Arg

Lys

185

Asn

Ehe

Gly

Tyrx

Ile

265

Cys

110

Asp
Val
Gly
val
Lew
170
Gly
Leu
His
Lien
Gln
250

Mat

Ala

Fhe

His

Pro

Ser

155

Fro

Gln

Trp

Gly

TyY

235

Pro

Thr

Gly

Ser

Val
Trp
aly
140
Trp
Thr
Val
Gln
Leu
220
Aap
Ala
Ala

Asn

Ser
300

Sar

Trp
1325

Ser

Asn

@lu

Tyr

Gly

205

Ber

Liau

Gly

Asp

Thr

2B5

Ala

Bro

110

Gln

Gly

A=p

Glu

Pro

190

Lys=

EFro

Mek

Gln

Gly

270

Bro

Gly

Glu

Fro

Ile

Ala

Glu

175

Trp

Pha

Val

Gly

Rap

255

Ser

Asp

Arg

Leu

val

Arg

Gly

igo

Trp

Gly

Pro .

Asn

Asn

240

Met

Ala

Ser

Pro
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atggtococea
gatggagaag
gtcagoaatg
aagttbggag
caccaggcag
ccagagggtbc
tggaacgatg

tgggaataca

cagoccaaag
ggcgaggatg
ttatacaaca
tetgttgagg
ggtggateet
cagaacacac

cocaccgoag

<210> 50
<211> 284
<212> PRT

ttockgetbgg
coccckogccag
cggattbtbkga
actoctbteogt
ttgocagetge
cggacktocag
ctgtbgocta

gctgtagagyg

gacagcatta
gectbccaago
tagtggggaa
aaacgttcaa
acatgtgcoa
cagatageto

actga

<213> Mus musculus

<400> 50

ES 2555056 T3

agtatkbcaca
gagagtoact
gaagtttgtg
ctbtgaagge
tccatggbgg
taktctgrac
ctgcacaktgg

aggectgeag

tgecaacate
aacktgcoccecc
tgtgtgggag
cocaaagggt
taagtcctat

tgocatocaac

atgggeactg
gtbgatgget
aactcgactg
atgttgageyg
ttgectgtea
aggtcaaakte
gegggcaaga
aacaggctth

Eggcagggea
gttgatgcet
tggaccteag
coccackboty
tgotataggt

ctgggatteo

111

atgatcctea
tttacatgga
gokatbtgao
aguaagtgaa
agggagctaa
atpcggttct
ggttgoctac

tocccbggoag

agtttectgt
ttcctoccaa
actggtggac
ggaaagaccyg
accgotgbtgo

gatgkgeage

gatcaggcay
cgockatgaa
agaggcktgag
aacgcaktatce
ttggagacac
cecatgbttec
tgaggcagag

caacaaackg

gagcaacact
tggoctatgge
tgttcaccat
agtgaagaag
agctogaage

cgaccacckg

60
120
180
2490
300

360

420
480

540
600
660
720
T80
840
B55
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Mat

Gln

Gly

Phe

Ser
65

Asn

Thxr

Cys

145

Gln

Val

Ala

Thr
225
aly

Ala

Phe

Val

Ile

Fhe

Val

50

Fhe

Gln

Pro

TYr

35

Asn

val

ala

Pro
115

Trp Alas

Pro

Ser

Fhe

Glu
210

Fhe

Gly

Ala

Arg

Gly

Lya

Asn

Fro

195

Trp

Asn

Ser

Arg

Cys
275

Ile

Gln

20

Mek

Ser

Fhe

Val

His

100

Val

Gly

Gly

Gly

Thx

180

Pro

Thx

Pro

Tyxr

Sar

260

Ala

Pro

Asp

Asp

Thr

Glu

Ala

85

Pro

Ley

Lys

Leu

Gln

165

Gly

Asn

Sex

Lys
Meb
245

Gln

Ala

Ala

Gly

ala

Gly

Gly

70

Ala

zlu

His

Arg

Gln

150

His

Glu

Gly

Asp

Gly
230
Cys

Asn

Asp

Gly

Glu

Ala

Gly

val

Leau

135

Asn

Tyr

Asp

Tyx

Trp
215

Pro

His

Thr

His

ES 2555056 T3

val

Ala

Glu

40

Leu

Leau

Fro

Fxo

Ser

120

Fro

Ala

Gly

Qly

200

Trp

Thr

Lys

Pro

Leu
280

FPhe Thr
10

Pro Ala
25

Val Ser

Thr Glu

Her Glu

Trp Trp
S0

Asp Ser
105

Trp Asn

Thr @lu

Leu FPhe

Asn Ile
170

Phe Gln
i85

Leu Tyr

Thr Val

Ser Gly

Ser Tyx
250

Agp Ser
2865

Pro Thr

112

Met

Asn
Ala
Gln
75

Leu
Ser
ASp
Ala
Pro
155
Trp
Gly

Asn

His

Lys
235
Cys

Ser

Ala

Gly

Ala
Glu
&0

val
Pro
Ile
Ala
Glu
140
Trp
Gln
Thx

Ile

His
220

Asp

Tyxr

Ala

AsD

val

Anp

45

Lvs

Lys

val

Liew

val

125

Trp

Gly

Gly

Ala

val

205

Ser

Axrg

Arg

Ber

Asp

Thr

30

Phe

*he

Thr

Lys

His

110

Ala

Glilu

Asn

Lys

Pro

190

Gly

Val

val

Asp

15

Val

Glu

Gly

His

Gly

95

Arg

Ty

Tyr

Lys

Phe

175

Val

Asn

Glu

Lys

Tyr Axrg

ASn

Liew

270 -

Pro

Lys

Asp

Ile

a0

Ala

Ser

Cys

Sern

Lau

150

Pro

Asp

Val

Glu

Liva
240

Cys

Gly
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<210> 51
<211> 1011
<212> ADN

ES 2555056 T3

<213> Drosophila melanogaster

<400> 51

atgacaacaa
gactgtgget
gtgtoccage
gagoccaaata
aaaccgcact
tacatcgaca
tacaccacgg
teggagcaga
googgoegbga
cacccggkag
cggttgeocca
tttocotagg
gactttecog
ttecogacaga
gatctgtagg
tatctgtgte
gaagacagtt
<210> 52

<211> 336
<212> PRT

ttatattagt cchtetktatt
gocaaaagekt cgaccggaag
aacgagcaca gggbtgcacac
ttgeggacat gboactgekt
ttocggoeoga cogogaggoekb
agtatgaggt tkccaacgaa
aggctgagog ataktggogac
agaacctaga, ggactbtecga
actggcgaca tocaaatggo
tgcacgtakbe gbtggegegac
gegaggcgga gbgggaggcg
goaacaaget gatgeoccaagg
atggraacct ggotgaagat
atatttacga ccbtgeacaac
acgtaaatga cgttageogat
acaagtccta ctgcectacagg

cageoggtaa coctgggttek

<213> Drosophila melanogaster

<400> 52

tggatagttt
goccoggata
agocactaco
cogggaggoa
cocggaacggc
gcotbtgega
agtbbttetgt
gtggcgageg
gtggacagog
getgbggagt
gottgcaggg
aatgaacatt
gggtttgagt
atggtgggca
aatccaaate
tacaggtgeg

cggtgogcoa

tattcaatga
tgocegtcocat
gggattacta
cggtttacat
aggkgaagcot
agtttgktet
ttaagagcét
ctgtetggtg
atatagacca
actgtaagtg
goggcaagga
ggctgaacakt
acaccagcec
acgtotgoga
gaggbtcaagaa
cggcacgcto

agaatgogty

Met Thr Thr Ile Ile Leu Val Leu Phe Ile Trp Ile val

1

5

10

Asp Val Ser Ser Asp Cys Gly Cya Gln Lys Leu Asp Arg

20

25

Agp Met Pro Ser Ile Ser Gly Qln Val Cys Gln Gln Arg

35

40

45

Ala His Ser His Tyr Arg Asp Tyr Tyr Gly Glu Leu Glu

113

cgtatecage
ttcoggacaa
toggogaactag
gggtactgac
gaatgacttc
gcacacktaac
tttgagocooa
gtacaaagtyg
cttaggcoga
ggccggcaay
gogcaaacty
ctggraggga
cgtggatgec
gtggacggoa
gggeggttot
goagaacaca

a

Leu Phe Asn
15

Lys Ala Pro
30

Ala Gln Gly

Prd Asn Ile

Go
120
180
240
3oo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
860

1011
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Ala

65

Lys

Leu

Ala

aly

Asn

145

Ala

His

Glu

Glu

Aan

225

Rsp

Pro

aly

Ser

Lvs

305

Glu

50

Asp

Pro

Asn

Lys

Asp

130

Leu

Gly

Leu

Ty

Ala

210

Lys

Phe

val

Asn

Asp

250

Ser

Asp

Met

His

Asp

Phe

115

Ser

Glu

Val

Gly

Cya

155

Ala

Pro

Asp

Val

275

Agn

'I'yr.j

Ser

Sexr

Fhe

Fhe

"100

val

Fhe

Asp

Asn

Arg

180

Cys

Met

Agp

Ala

260

Trp

Pxo

Cys

Ser

Leu
Pro
a5

1-,|eu
Leu
Ehe
Txp

185

His

Arg
Pro
Gly
245
Fhe
Glu
Asn

Tyr

Rla
325

Leau
70

Ala
Ile
His
Phe
Arg
150
Axg
Pro

Ala

Gly

8§
Lad
=

Trp

Arg
310

Gly

55

Pro

Asp

Asp

Thr

Lya

135

Val

His

val

Gly

Gly

215

Agn

Leu

Gln

Val
295

Tyr

Asn

ES 2555056 T3

Gly

Lys

Asn

120

sex

Ala

Pro

Val

Lys

200

Ly=

Glu

Ala

Asn

Ala

280

Lys

Arg

Leu

Gly

Glu

Tyr

105

Tyr

Leu

Ser

Asn

Hia
L85

Arg

Glu

His

3lu

Ile

265

Asp

Lys

Cys

Gly

Thr

Ala

80

Glu

Thr

Leu

Ala

Gly

170

val

Leu

Arg

Trp

Asp

250

Tyr

Lien

Gly

Ala

Fhe
330

114

val

75

Pro

val

Thr

saer

val

155

val

Sear

Pro

Lya

Leu

235

Gly

Asp

Trp

Gly

Ala

31s

Arg

60

Glu

Ber

Glu

Pro

140

T

Asp

Trp

Ser

Leu

220

Asn

Fha

Leun

Asp

Ser

300

Arg

Cysa

Met

Arg

Asn

Ala

125

Leu

Trop

Ser

Glu

205

Phe

Ile

Glu

His

Val

285

Ser

Ala

Gly

Gln

Glu

110

Glu

Glu

Tyx

Asp

Aap

190

Ala

Pro

Trp

Tyr

Asn

270

RAsn

Leu

Gln

Thr

Val

95

Ala

Arg

Gln

Lys

Ile

175

hla

Glu

Trp

Gln

Thr

a55

Met

ABD

Cys

Asn

Rhan
335

Asp

BO

Lys

Phe

Ty

Lys

Val

160

Asp

Vval

Trp

Gly

Gly

240

Ser

val

val

His

Thr
320

Rla
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<210> 53
<211> 870
<212> ADN

<213> Anopheles gambiae

<400> 53

cocggagaget

ccaggaggbta
coggococggo
cagtbtocaagg
agcocttegbct
gtggcggegg
gatgtgtcac
gatgoggbeg
geggectgoo
aaggagcagc
gatggctacg
aacatogbtg
abtogagegoa
tgtcacgaat
agtteggegg
<210> 54

<211> 290
<212> PRT

tgoctogatet

aaktatgtaakt
cdgogacgat
catbogbega
toocagoaget
cgcocctggbg
gtgatataag
cgtackgega
gagggcggtey
acatgatgaa
agaccacckg
geaacgbgby
agocogggcag
cgtactgcta

geaatctggg

<213> Anopheles gambiae

<400> 54

ES 2555056 T3

ggtggaacat

cggcacaaak
cogogactte
ccagacggge
gckcagogaa
.gtacaaggta
cgaccgattg
cktggaaaggy
caagcagaag
catatbggeag
ccoggktgacy
ggagkggacy
cgatccacog
tegeotatego

cttceggkgo

tccaagocggt

gaacctatct
tacctegaca
tacgtecacgg
ccggtgogoa
cgtggageck
gaccatcogg
aagegectge
ctgttoccocoect
ggcgagttee
Eccttoogoo
goggatketit
aatcgggtga

totgeggete

115

tcgaagacat

tcgtocaagga
agtacgaagt
aggocggaaaa
agcagtacga
ccbggocagca
togtgecacgt
cgacggaagc
ggggtaacaa
cggacagcaa
agaaccecgthb
gggacgcegaa
aaaagggtgg

gatogoagaa

gagcettate

tegegaatoa
cteccaacgea
gtttgbcgac
agattkcoge
tocggaaggt
gtoctggaac
ggaatgggaa
goctgatgeog
tctgaaggag
cgagekgtac
ggatgeggoa
ctecatacctg

caccgaggac

60

120
180
240
3oo
360
420
480
540
600
660
T20
780
B4D
870
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Pro Glu
1

Met Ser

Ile pPhe

Asp Phe
50

Phe Val
65

Ser Phe
Glu Asp
Ala Sex
Arg Leu

130

TYY Cvs
145

Ala Ala

Lys Leu
Fha Pro
Val Thr
210
Asn Val
225
Ile Glu
Gly Ser

Ala Arg

Arg Cys
290

Ser

Lt

val

35

Tyr

Asp

Val

Fhe

Tep

115

Asp

Ala

Cys

Met

Trp

Arg

TV

Ser
275

Leu

Ile

20

Ly=a

Lau

Gln

Fhe

Leu

Pro

Aasp

asp

Thr

Gln
as

Arg Val

Gln

His

Trp

Arg

Bro

180

Sear

FPha

alu

Ly=s

Leu

260

Gln

His

Fro

Lys

Gly

165

Lya

AsSn

Arg

Trp

Fro

245

Cy=

Aan

ES 2555056 T3

Rgp Leu Val Glu His
10
Gly Gly Glu Tyr val
25
Arg Glu Ser Pro Ala
40

Gln Tyr Glu Val Ser
55

Gly Tyr Val Thr Glu
70

Gln Leu Leu Ser Glu
90

Ala Ala Ala Pro Trp
105
Pro Glu Gly Asp Val
120

Val val His Val Ser
135

Gly Lys Arg Leu Pro
150

Gly Arg Lys Gln Lys

170

Glu QGln His Met Met
185

Leu Lys Glu Agsp Qly
200

Gln Asn Fro Phe Glu
215

Thr Ala Asp Leu Trp
230

@ly Ser Asp Pro Pro
250

Hiz Glu Ser Tyr Cys
265

Thr Giu Asp Ber Ser
280

Ser

Ile

Arg

Asn

Ala

75

Fro

Trp

Ser

Trp

Thr

155

Leu

Asn

Leu

Asp

235

Asn

Ty

Ala

116

Lys

dly

Pro

Ala

60

Glu

Val

TYX

Axrg

Asn

140

3lu

Phe

Ile

Glu

Tyx

220

Ala

Arg

Arg

Gly

Thr

Ala

45

Gln

Lys

Lys

Asp

125

Asp

Ala

Pro

Trp

205

Asn

Lyrs

Val

Tyr

Asn
285

Phe

Asn

a0

Thy

Phe

Fhe

Gln

Val

110

Ile

Ala

Glu

Trp

Gln

130

Thr

Ile

Asp

Lys

Arg

270

Leu

Glu

15

Glu

Ila

Lys

Gly

Gln

85

Arg

Sex

val

Trp

Gly

195

Gly

Cys

val

Ala

Lys

255

Cys

Gly

Asp

Pro

Arg

Ala

Asp

BO

Tyxr

Qly

AER

Ala

Glu

160

Asn

Glu

Fro

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Phe
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<210> 55
<211> 945
<212> ADN

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 55

gtggcegtgg
cgoctocgacoo
ggggagggat
cacatcgacg
catgtgaccg
ceggacgecg
gccractgge
ategbtocacyg
cccacogagg
tggggcgacyg
ccgeacgtca
cccaacggoc
ttetogoooa
geggecacggg
cgggtogoey
tgcgocaacyg
<210> 56

<211> 314
<212> PRT

cogocoaghe
geggacaggt
atccggeooga
agaccgocat
acgocgaacg
acgtectegyg
gocgeoocoga
tetecctogaa
cocgaatggga
agctgaceca
acacggocga
acggcctgtg
cckactacge
tgetgegegg
ceogectocte

acgoggacct

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 56 ,

ES 2555056 T3

coCccgoggoc gocgoggagc
gegectgeey ggcggtgagt
cggcgagaca ccocogtgoaca
caccaacgoc cggttogecg
cktbteggoteoe teggoecgtet
cagogoogos ggogocogek
gggogococge kcocgacakca
cgatgccace goctacgogo
gtacgcecgec cgoegggggac
gggoggcogy tggogotgoa
ggacgggcac ckgagcaccg
gaacaccgoy ggcaacghgt
cgaaktecacce accgtogacco
cggeckecktac ckgtgocacg
caacaccccg gackoctegt

cacgtececgga tecagcocgetg

117

cggggcccgc
tecgogabgag
cggtgegeet
coettegkcaa
btoccacockbggt
ggtggatcaa
coggocggoe
ggtgggecgg
tggococggocg
acatctggca
caccggtcoaa
gggaatggtyg
cgcacdggeoe
actectactg
cocggcaacct

agtga

cgocdgbaag
ggacgeoctte
goggocctte
ggcgaccggo
cgbogoogoo
cgbgeggggc
gaaccatcoyg
caagegoctg
cogotacgoo
gggccgekte
gtoctaccgg
ctoagactag
cgggaccggyg
caadocgotac

cggattecge

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945
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Mek

Ala

Glu

Glu

Thr

65

His

Val

Fro

Ala

Sexr
145

Pro

Arg

Cys

Qly

Gly

225

Fro

His

ala

Ala

Fhe

Thr

50

Ala

val

Val

Arg

130

Trp

Thr

Arg

Asn

His

210

Leu

Ser

Gly

Pro
2590

wval

Arg

Ala

3s

Pro

val

Thr

Ala

Trp

115

Ser

Aan

Glu

Tyx

Ile

1395

Leu

Trp

Fro

Thr

Ser

275

Asp

Ala

PFro

20

Met

Val

Thx

Asp

Ala

100

Ile

Asp

Asp

Ala

Ala

180

Trp

Ser

A=n

Thr

Gly

260

Tyx

Sex

Ala Asp Leu Thr Ser GQly Ser
305

Ala

Asn

Ala

85

Fro

Asn

Ile

Ala

Glu

165

Trp

Gln

Thr

Tyx

Ala

Cys

Sexr

Pro
Ser
Asﬁ
Thr
Ala
70
Glu
Asp
val
Thr
Thr
150
Trp
aly
Gly
Ala
Ala
230
Tvr
Ala

Asn

Sex

Ser

Thr

Ala

Val

55

Arg

Arg

Ala

hArg

Gly

135

Ala

Glu

Asp

Pro
215

Gly

Ala

Arg

Arg

Gly
285

ES 2555056 T3

Pro Ala
Arg Gly
25

Phe Gly
40

Arg Leu
FPhe Ala
Phe Gly

Asp Val
108

Gly Ala
120

Arg Pro
Tyr Ala
Tyr Ala

3lu Leu
' 185

Fhe Pro
200

val Lys
Asn Val
Glu Ser
Vval Leu

265

Tyr Arg
280

Asn Leu

310

Ala Ala
10

Gln Val

Glu Gly

Arg Pro

Ala Phs

75

Ber Sar
90

Leu Gly

His Trp

hsn His

Arg Trp
155

hAla Arg

170

Thr Pro

His val

Sar Tyr

Trp Glu
235

Pro Thr
250
Arg Gly

Val Ala

Gly Pha

118

Ala

Ardg

Tyr

Phe

&0

Val

Ala

Ser

Arqg

Pro

140

Ala

Gly

Gly

Asn

Arg

220

Trp

Val

Gly

Ala

Arg
300

Glu

Leu

Pxo

45

His

Lys

Val

Ala

Arg

125

val

aly

Gly

aly

Thr

205

Prao

Cys

Asp

Sex

ATg

285

Cya

Ala ala @lu

Pro

Pro

30

Ala

Ile

Ala

Fhe

Ala

110

Pro

Val

Lys

Leu

=
o
[=

Sexr

Pro

Tyr
270

Sar

Ala

Gly

15

aly

Agp

Asp

Thr

His

85

Gly

Glu

His

Axg

Ala

175

Txp

Glu

Gly

Azp

His

255

Leu

Ser

Asn

Fro

Qly

Gly

Glu

Gly

8O

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

150

Gly

Arg

Asp

His

Trp

240

Gly

Cy=

Asn

Asp
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<210> 57
<211> 1005
<212> ADN

<213> Corynebacterium efficiens

<400> 57

gtggttegee
tgetgetece
aatoccacca
gekttecaca
catgaggtte
ggacgattta
gtatbtetacg
ccctaggbgge
ckggacggge
tgcacctagy
ggactgcagg
tgcaatatct
actgocacegg
gtatgggaat
aacocgeggg
catgatbtcoct
acckcgggga
<210> 58

<211> 334
<212> PRT

ategactggg
cgtcaagoge
cktecakgoaa
tgggogatkea
acctegeoece
tbkgaagcoac
cagogttoea
tggeggteoaa
ttgaggacca
cbggeggtey
gogcacgata
ggoagggggy
tgaagacota
ggtgecagga
gaceggatac
actgcaacag

ataceggttt

<213> Corynebacterium efficiens

<400> 58

ES 2555056 T3

coacogygood
acaatggcgt
cocggaacaa
tecacggggag
ctteggeatt
agggtatacyg
agggcaacgc
gggtgegaac
cecogtegte
tetgeecace
tgeetggggg
cttocececaty
cacgodcaakb
ctggtttgat
cggtgegege
atacegggtg
coggbgogbt

tgcacactga
accactacce
tocoogegatg
gggtaccegyg
aatgtcacca
acgacagogg
goctgacatte
tggcagcgte
cacgttbect
gaagcegagk
gataaccteg
gagaacaccg
ggakacggteo
goggagkact
cgggtgatge
googocogoa

ttogatagte

119

ggattacgte
gggabtttate
ctgtgacact
cggacgggga
cggtcocacgaa
aacgctacgg
ttegeocaggt
ccaacggccc
gggatgatgc
gggaatacge
cectagacgg
cogoggatag
togtggeagat
actoccogtac
gcggaggcte
attogaacac

cktga

catgagtaac
agatcctgte
gococgggtgga
ggggccagta
kEgcogagtte
tgkbctegget
tocceggegtg
coggatccacoe
cgtkbgoctac
cgoccgggat
gaggtggaac
ttaccteace
ggcagggaat
ttocctacate
gtatectotge

cocggattcoes

60
120
180
240
300
360
420
4Bh
540
600
660
720
780
B840
500
960

1005
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Met

Ser

Thr

Glu

GEly

65

Hig

Agn

Val

Met

Gln

50

Asp

Glu

Ala

Axg

Ser

Asp

is

Sar

His

Val

Glu

His

Asn

20

Leu

Arg

His

His

Fha

Cys

Ber

Asp

Gly

Leu

BS

Gly

Leu

Cya

Asp

Ala

Glu

Ta

Ala

Arg

ES 2555056 T3

Gly His

Ser Pro

Pro Val
40

Val Thr
58

Gly Tyr

Fro FPhe

Fhe Ila

Arg
Sexr

a5

Asn

Pro

Gly

Glu

120

Fro
10

Ear

Pro

Pro

Ala

Ile

S0

Ala

Cys

Ala

Thr

Qly

ASp

Asn

Thr

Thr

Gln

Thr

Gly

60

Gly

Val

Gly

Leu

Tep

Pro

45

Ala

Glu

Thr

Tyr

Arg Ile
15

Arg Thr
30

Cys Asn

Phe His

3ly Pro

Thr Val

95

Thr Thx

Thr

Thr

Pro

Val
80

Thr
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Ala Glu

3ln Arg

Arg
115

Ala

130

Ala Val
148

Leu Asp

Ala Val

Glu Trp

Trp Gly
210

Gln Gly
225

Thr Ala

Met Ala

Tvr Tyr

Ala Arg
250

Cys Asn
305

Thr Ser

<210> 59
<211> 1017
<212> ADN

Lys

Qly

Ala

Glu

155

Asp

Gly

Bro

Gly

Ber

275

Arcg

Arg

Gly

100

Tvr

Asp

Gly

Leu

Tyr

180

Tyr

ABn

FPhe

Val

Asn
260

Arg

Val

Asn

Gly
Ile
hla
Glu
165
Cys
Ala
Lieu
Pro
Lys
245
Val
Ala
Met

Arg

Thr
325

ES 2555056 T3

Val Ser

Leaun

28
Lad
L

Asn Trp
150

Aszp His

Thr Trp

Ala Arg

Ala Lieu
215

Met Glu
230

Thy Tyx

Trp Glu

Ser Ser

Arg Gly
295

Val Ala
310

@ly Phe

Ala

120

3ln

Gln

Pro

Ala

Gly

200

Asp

Asn

Thx

Trp

Il=s

280

Gly

Ala

Arg

105

val

vVal

Val
Gly
185
Gly
aly
Thr
Pro
Cys
285
Asn
Ser

Arg

Cys

121

Phe

Pro

Pro

val

170

aly

Lien

Arg

Ala

Asn

250

Gln

Pro

Tyr

Azn

Val
330

Tyx

Gly

Asn

155

His

Arg

Gln

TR

Ala
235

Gly

Asp

Arg

Leu

Ser

315

Phe

Ala

val

140

Gly

Val

Leu

Gly

Asn

220

Asp

Trp

Gly

Cys

300

AEn

Asp

Ala

125

Pro

Pro

Ser

Pro

RAla

205

Cys

Gly

Gly

Phe

Pro

285

His

Thi

Ser

110

FPhe

Trp

Gly

Trp

Thx

150

Axg

Asn

Tyr

Lieu

Asp

270

AsDp

Fro

Pro

Gln

Txp

Ser

Asp

175

Glu

Tyr

Ile

Leu

Trp

Ala

Thr

Ser

Gly

Liea

Thr

1&0Q

Asp

Ala

Ala

Trp

240

dln

Glu

Gy

Tyr

Ser
320
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ES 2555056 T3

<213> Novosphingobium aromaticivorans

<400> 59

atggegeaac
cccdaatbgeoa
ggcactttea
aaggtagaca
gtggaggoda
ggcakgctoo

gtegacatgg

ccacttggac
taktgocgatg
ttﬂgaﬁtatg
gcacctgaag
tgcctﬁgatg
ctttacgaca
ctgacteocge
aaggacaget
ggtbtcgecace
gaaabtggtbg
<210> 60

<211> 338
<212> PRT

catkteocgate
ggagcacgte
ccatgggotbo
gottckggak
cgggatacgt
coggcataga

caggatbgegto

cgggecagkte
ccgaggoecta
ctgcgegegy
gococggatgat
gctgggaacg
tgatogggaa
aaaggaaate
Ecgacecegte
tgtgtgegge

ataccgcgac

gacggoggoo
gogaatggto
ggaageoctte
cgatgaagog
cacktgtggeo
ccgcgoggga

caactggbtgg

categatgog
tgccaaatgg
cgggttggac
ggcocaactac
gacatogooo
cacgtggyay
ggcatgcbge
goaaccogoa
caattacktge

gacgeacate

<213> Novosphingobium aromaticivorans

<400> 60

agtogtacaa
gaacgccccy
taccogoagg
ccggtgacga
gagatocgage
tegotgghgtk

cactttacct

atocgaggace
gogggcaagg
ggttcogaat
tggcaaggocc
gtocogoaact
tggacctgog
gcgatcagea
atgogeoateg
cagegotate

agcttcaggt

122

gtattgaacg
gecatgogect
aagcgoogot
acgcacagtt
cggateceaa
tccagaaaac

ttggcgcctyg

atccegtogt
atctgeegac
tttocckgggg
tgttteoeockt
tccocgoocaa
attggtggge
atcogogogg
gecggaaggt
gccoogeage

gtgtggtgeg

cecabctogaa
gatecgaagge
tegeegagtyg
cgooegeatbe
ggactacoog
agcagggocy

ctggaagcat

tcacgtegec
cgaagocgag
agacgaactc
cgcocaaccag
cggctatggt
cgacaageoog
cggoaagotka
cataaagggco
acgocatoct

gocctga

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
800
980
1017
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Met

Axrg

Pro

Ala

Phe

65

Val

Lars

Val

Trp

Gly

145

Tyx

Thr

Glu

Ala

Hi=m

aly

Ehe

50

Trp

Glu

asp

Fhe

Trp

130

Ser

Ala

Glua

Fha

Gln

Leu

Mat

35

Ile

Ala

Tyr

Gln

115

Hia

Serx

Agp

Ala

Sar

Fro
Glu
20

Arg

Pro

Asp

Pro-

100

Liys

Phe

Ile

Ala

Elu

©180

Phe

Frxo

Liewu

Glu

Glu

Gly

85

Gly

Thr

Thr

AsSp

Glu

165

Phe

Gly

Arg

Asn

Ile

Glu

Ala

Tyr

Met

Ala

Phe

Gly

150

Ala

Glu

Asp

ES 2555056 T3

Ser

Cyg

Gliu

Ala

55

Pro

Val

Leu

Gly

Gly

135

Ile

Tyr

Tyr

Glu

Thr

Axg

Gly

40

Bro

Val

Thr

Fro

Fro

120

Ala

Glu

Ala

Ala

Leu

Ala

Sear

25

aly

Leu

Thr

val

Ala

10

Thx

The

Arg

Asn

Ala

~ 50

Gly
105
val
Cya
Asp
Lya
Ala
185

Ala

123

Mat

Asp

Trp

His

Trp

170

Arg

Pro

Ser

Sex

Fhe

Ala

Glu

hap

Met

Lys

Bro

155

Ala

Gly

Glu

Arg

Thr

val

60

dln

Ile

Arg

Ala

Hig

140

val

Gly

aly

Qly

Thx
Mat
Mak
45

Liy=
Phe
Glu
Ala
Asp
1:25
Pro
Val

Lys

Leu

Ser

val
30

Gly

Val

Ala

Pro

aly

110

Ala

Leu

His

Asp

Asp

190

Meat

Ile

15

Glu

Ser

Asp

Ala

Asp

95

Sar

Ser

Gly

Val

Len

175

Gly

Glu

Arg

Glu

Ser

Phe

Pro

Leu

Asn

Fro

Ala

180

Pro

Seax

Ala
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Asn

Ala

Ser

Fro

Cys

305

E1lu

Arg

Tyx

210

Glu

Tyr

ABp

Asn

Ala

250

Ala

Met

Fro

<210> 61

<211> 1119
<212> ADN
<213> Mesorhizobium loti

<400> 61

195

Trp

Arg

AsD

Lyra

Pro

275

Mat

Ala

Val

Gln

Thy

Met

Pro

260

Arg

Arg

Asn

Asp

Gly

Ser

Ile

245

Leu

Gly

Ile

Tvr

Thr
325

Leu

Fro

230

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys

Ala

ES 2555056 T3

FPhe

215

WVal

Asn

Bro

Lys

Arg

2585

Gln

Thr

200

Pro

Arg

Thr

Gln

Leu

280

Lys

Arg

Thr

Phe

Aan

Trp

Arg

265

Liys

val

Tyr

Hism

124

Ala

Phe

Glu

250

Lys

Asp

Ile

Ile
330

Asn

Pro
235

Trp

Ser

Ser

Lys

Fro

315

Gly

205

Gln Cys Leu
220

Pro Asn Gly

Thr Cys Asp

hla Cys Cys
270

Pha Asp Pro
285

Gly Gly Ser
300

Ala Ala Arg

Phe Arg Cys

Asp

¥ L‘hrx

Trp

255

Ala

Ser

His

His

vVal
335

Gly
Gly
240
Trp
Ila
Gln
Leu
Pro
320

val
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atgggccerac gaggbegagg tcaaaaaccg cabtgaaagge gacygcgghcea tgtbegacat al
tgeocgggaag ttctageccga tagegggtgg goggockgatg gagatgagea cgoecgbgtoa 120
tttegggate tbtogatgaa cgcccctgce gaagtetbtog agegogctge agocgaacgg 1840
togtaceceg gaatggtetg gatcecccogge ggtacetteoe tgaktgggotoc agacaaccac 240
tatcoggagg aggoaccgge coaccgggbe agagbogacyg getkctggat ggacaaatteo 300
acceghbectecea accgegactt cgaacgotte ghtycggega caggacabgt cactettgee 360
gagaaaccog ¢caatcooga cgactaboco ggtgocttac cogatetbtgek ggoteegteoe 420
tocgatgakbgt btoaggaagoe ggccggocct gtegacckbbtg geaateacta caatiggbgy 480
gtectatgtee geggegeocaa ctggogocat ccacgoggge cggeaagtac aabtcaagaag 540
gktgeagate atcecggtegt gecatgtggee tacgaggatg togtggecta tgocaactgg 600
gocaggcaagyg aacticoccac coaggoogag tgggaatbtog cggogogagg cggoctogat 660
googecgaat acgtotgggg caacgagott acgecggecyg ggaagcacak ggocaacatc 720
tggcaaggag actttcoccocta ccggaatact gteogacgacg gttacgaata tacggccoccca 780
gtaggctcgt'tcccggccaa cgactacggt ctetacgaca tggocggceaa btgtctggoaa B840
tggacgaceg actggtacca ggaccacaag gegatcgaca goccegtgocbg caccgotgto 900
aatccocgty goggocatcy cgaagogage tatgacacce ggotacebga cgttaagatc 960
cctegoaagyg tcaccaaggg btggcotcecat ckgtgcgege cgaactactyg teggogcetac 1020
cggecogegy ogegaatgge geaaccogbe gacackgeoaa tekeeccatch cggetttege 1080
tgcatogtge gaaggaaaat ggaattgaac gogeagtaa 1119

<210> 62

<211> 372

<212> PRT

<213> Mesorhizobium loti

<400> 62

50

55

60

65

125
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Met

His

Agp

Pro

Met
65

Tyr

Met

Ala

Tyr

Arg

145

val

Asp

Ala

val

225

Trp

Tyr

Gly
Val
Gly
Rla
Val

Pro

ASp

Fro
130
Lys
Tyxr
Ile

Val

Glu
210

Trp
Gln

Thr

Pro

Trp
Glu
Lvs
Gly
115
Gly
Fro
Val

Lyg

val
195

Top
Gly
Gly

Ala

Arg

His

20

Glu

Val

Ile

Glu

Fhe

100

His

Ala

Ala

Arg

Lys

180

Ala

Elu

Asn

Agp

Pro

Gly

cys

Hia

Phe

Pro

Ala

85

Thr

Val

L

Gly

Gly

1es

val

Tyr

Fhe

Glu

Fhe

245

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Aly

70

Pro

val

Pro

Pro

150

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

230

Pxo

Gly

ES 2555056 T3

Gly

Glua

val

Arg

Gly

Ala

Ser

Lieu

Asp

135

Val

Asn

Asp

ABn

ala

215

Thr

Sar

Gln

val

Ser

40

Ala

Thr

His

Asn

aAla

120

Leu

Asp

Txp

Hisz

Trp

200

Arg

Pro

Arg

Phe

Liya

Leu

25

Fhe

Ala

Fhe

Arg

105

Glu

Leu

Leu

Arg

Pro

185

Als

Gly

Ala

Azn

Pro

126

Fro
10

ala

Arg

Ala

Leun

val

80

Asp

Lys

Ala

Gly

His

i70

val

aly

aly

Gly

Thr

250

Ala

His

Asp

Asp

Glu

Mat

75

Arg

Fhe

Pro

Pro

Asn

155

Pro

Val

Lya

Leu

Lys

235

Val

Asn

Glu Arg Arg

Ser

Leu

Arg

Gly

Val

Glu

Ala

Ser

140

His

Arg

His

Glu

Asp

220

His

Asp

Asp

Gly

Eer

45

Ser

Ser

Arg
hsn

125

Ber

Tyr

Gly

val

Leu

205

Ala

Makt

Tvr

Trp

3o

Matb

Tyxr

Asp

Gly

Phe

110

Fro

Met

Asn

Pro

Ala

150

Fro

Ala

Ala

Gly

Gy

Arg

15

Alg

AsSn

Pro

Asn

Phe

o5

val

Asp

et

Trp

Ala
175

Tyx

Thr

Glu

Aszn

Ty
255

Leu

Gly

21a

Ala

Gly

His
80

Trp

Ala

Phe

160

Ber

Glu

Glu

Tyo

Ile

240

Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly
305

Pro

Cys

Leu

<210> 63

Met

Lya

290

His

Arg

Arg

Ile

Asn
370

<211> 1251

<212> ADN

<213> Burkholderia fungorum

<400> 63

Ala
275

Ala

Lys

Arg

Sar

355

Ala

260

Gly

Ile

Asn Val

Asp Sexr

Glu Ala Ser

Val

Tyr
340

His

Gln

310

Thr Lys

325

Arg Pro

Leu

Gly
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Trp

Pro

285

Tyr

Gly

Pha

Gln

280

Cya

Lsp

Gly

Ala

Arg
160

265

Trp Thr

Cys Thr

Thr Arg

Sexr His

330

Arg Met
345

Cys Ile

127

Thr

Ala

Leu

318

Leu

Ala

val

Asp

Val

300

Pro

Cysa

Gln

Asp

Ala

Fro

Arg
365

270

Tyr

Pro

Val

Pro

Val

350

Lys

Gln

Lys

Asn
335

Asp

Met

Gly

Ile

320

Tyxr

Thr

Glu
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atgaagagtg
gocaacccaaa
atactgocog
caccogoaaa
ggeggecagt
cacaaggbca
cgecgettog
accctgaaag
gotgcaatgg
tggcgctatyg
ggtaaagatg
tgggececggca
gaacaggoca
gtetggcagy
ctoeggtacaa
ggcaacgock
gteagcacca
cagagegtgo
gaaatctatk
atgtcgeate
cgocaggoett
<210> 64

<211> 416
<212> PRT

aaagagatog
cgocgogccgy
cotgtgtegy
togtttbtogy
toctocatggg
aggtgoacgg
togaagogac
tocagkigeo
tgttogtegg
tgecctggege
akcacccegt
agcgbotgee
cegtatgegtyg
gocageagoo
gteeggtggg
ggcagtgggt
gogegatoga
ceghecaacge
goctgagetba
tgggettocg

cggogaaaga

<213> Burkholderia fungorum

<400> 64

ES 2555056 T3

agageccgea
tcgogtgoge
cgccgeggto
cgacggcacy
cagegacgec
cttctggatg
cggctacgke
gccoggcacy
caccagcegh
taactggogt
ggtbcaagtg
gacogaageo
gggcgatecag
gecagtettte
tactttoeceg
tgoegactygyg
caatecggtg
goccaagogk
coggoccage
getggtgatg

tgceggegey

aagtogtoec
aaactaatgt
agttaggoct
catggtcoge
aaacaggcgc
gaccgocate
accacggccg
cogogcocge
coogkgooge
catcoagocyg
tcctacgaag
gaatgggaat
ttceckccoa
coogtbgtea
gocaacggeot
tatcgegegg
ggocodagog
gtcacacgog
gcgagacgeg
gacgaagaca

cotggaacec

128

gckhcgaacag
tgtoggagege
tocacgoogoa
toeggeatgge
aaccgaacga
acgbtgaccaa
agaagaaacc
cocgagagogo
tagacgacta
ggccbkgagag
atgogcaggeo
tegeegegeg
acggcaaaca
acccgaaagao
acggockttte
abtcagtbecag
agtcgbtggga
goeggttegtt
gocaccgatoa
coctggaaaga

ctggcggcta

gtcggtoegea
cckgetegte
‘tgcacceoget
gtgggtgccc
acgccocgeg
cgocgaattc
cgactgggag
gatggtggeg
Etecgoagtgg
caacatecatc
ttatgcgaaa
cggeggectce
gatggccaac
gggtggcgeg
cgacatgace
gcgtgaggeyg
coccgoagac
cockbocbgoaac
ctacaacagco
agcococggkget

a

60
120
180
240
300
380
420
480
540
600
660
720
780
840
a00
960

1020
1080
1140
1200
1251
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Meb

Gly

Mat

Ala

Val

65

Gly

Glu

Hie

Tyr

Gln

145

Gly

Ty

ala

Gln

Arg

2315

Glu

Gln

Val

Lys

Ser

Leu

Val

50

Fhe

Gly

Arg

Hi=

val

130

Leu

ala

Ser

Gly

val

210

Leu

Gln

Met

Asn

Ser

Val

Trp

as

Ser

Gly

Gln

Pro

val

115

Thr

Fro

Met

Gln

Pro

185

Sar

Pro

Ala

Ala

Pro

Glu

Ala

20

Gly

Trp

Asp

Phe

Ala

Arg
5

Ala
Ala
Ala
Gly

Leu
BS

100

Thr

Thr

Pro

val

Trp

180

Glua

Ty

Thr

Thx

Asn

280

Lys

Asn

Ala

Gly

Phe

165

Trp

Ser

Glu

Glu

Tyr

245

vVal

Ala

ASp

Thr

Leu

Fhe

Thr

70

Mat

Lys

Ala

Glu

Thr

150

Val

AsD

Ala

230

Ala

Trp

Gly

aln

Leu

Thr

55

His

aly

Val

Glu

Lys

135

Pro

Gly

Tyr

Ile

Ala

215

Slu

Trp

Gln

Gly
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Glu

Thr

Val

40

Pro

Gly

Ser

Lys

Fha

120

Lys

Arg

Val

Ile

200

Gln

Trp

Gly

Gly

Ala

Pro

Arg

25

Ile

His

Pro

AsD

Val

105

Arg

Pro

Pro

Ser

Pro

185

aGly

Ala

Glu

hsp

Gln

265

Leu

Ala

10

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

S0

His

Arg"

Asp

Fro

Arg

170

Gly

Lys

Fha
Gln
250

Gln

Gly

129

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

75

Lys

Gly

Fhe

Trp

Glu

155

FPro

Ala

Asp

Ala

Ala

235

Fha

Pro

Thr

Ser

Arg

Ala

Ala

60

Met

Gln

Pha

Val

Glu

140

Ser

Val

Asn

Lys

220

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

val

Cysa

45

His

Ala

Ala

Trp

Glu

125

Thr

Ala

Pro

Trp

His

205

Arg

Pro

Sar

Pro

Arg

Arg

30

Val

Pro

Txp

Gln

Met

110

Ala

Leu

Met

Leau

Arg

190

Pro

Ala

Gly

Asn

Fha

270

Val

Serxr

15

Lyrs

Gly

Gln

Val

Pro

95

Asp

Thr

Lys

val

Asp

175

His

val

Gly

Gly

Gly

255

Fro

Gly

Asn

Leu

Ala

Ile

Fro

8O

Asn

Arg

Gly

Val

Ala

160

Aszp

Pro

Val

Lys

Leu

240

Lys

Val

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

275

Fhe Fro Ala Asn Gly
290

Gln Txp Val Ala Asp
305

Val Ser Thr Ser Ala
325

Asp Pro Ala Asp Gln
340

Arg Gly Gly Ser Phe
355

Pro Ser Ala Arg Arg
370

Gly Phe Arg Leu Val

385

Arg Gln Ala Ser Ala
405

<210> 65

<211>912

<212> ADN

<213> Sinorhizobium meliloti

<400> 65

Tyx

ES 2555056 T3

Gly
295

Trp Tyr

Ila

Gly

Leu

Gly

Meatk

330

Lys

Asp

Val

Cya

Thx

37s

Asp

Ala

280

Leu
Arg
Asn
Bro
Ran
360
Asp

Glu

Alg

Ser

Ala

Asp

Asp

Val

330

val

345

Glu

Pro

A=zp

Gly

130

Asn

Ile

Tyr

Ala
410

Met
Gln
315

Gly

Ala

Asn

Trp
385

Thr
apo

Phe

Pro.

Pro

Ser
380

Lys

Gly

285

Gly

Ser

Lys

Leu

365

Metk

Glu

Thx

Asn

Arg

dlu

Arg

350

Ser

Sex

Ala

Pro

Ala

Glu

Ser

335

val

Ty

Hig

Gly

Gly
415

Trp

Ala

320

Trp

Thr

Leu

Ala
400

Gly
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atggtctagy
gegeccgbge
cgccagtbtoe
cgcgccgaag
acacccocoga
ggtgeocaact
coggktogtoa
ctocogacoeyg
tcctggggeg
ttteeggtog
cocgecgaacy
tactggtcoog
cgcaatgoog
gtgotcaagy
gcgaggcacy
cgocgkttogak
<210> 66

<211> 303
<212> PRT

ttococoggage
atceggtaac
togaattegt
actatoceggg
ageoogacegek
ggcggcaccc
atgkcgekea
agaccgagty
gogagctbge
agaattotat
gctacggeoct
tgecgocaceoo
atgeogatge
gtggatecgeca
cccaggaaat

aa

<213> Sinorhizobium meliloti

<400> 66

ES 2555056 T3

gaccttoatg
cgbegacgga
aasatgogacyg
cgctoogooa
geagggaacg
gotcgogogo
cagogacgca
ggagctggeg
gocgggogga
ggacgatggt
ctacgacatg
ggaagcggcc
gagtatcgat
totetgegeg

cgacacgacyg

atggggtcga
ttcktggateg
goggcatgtga
tccaakctaa
gataktatcge
aagagcagca
aaggcctaty
goccgecggog
aaktcacatgg
tteogoegeogaa
ateggcaatg
gocaageckt
ccggcggoga
ccgaactact

accagccaky

131

acgaccakka
atgtgacacc
cettogogga
gggccggtte
agtggtggat
tocggagogat
cogaatagge
goectegatag
ccaatactbg
catogoocgghb
tgtgggagtg
gctgcattcc.
gegbgaaagt
googgoggta
teggtttceg

cococggaggaa
ggtaacgaac
aagaaagccg
gotoegtotbte
attcacaocty
tctggateat
cggcaaggac
ggoctgaaktt
geagggaagt
cagattttac
gaccacggat
gagcaakecce
teocgegoogg
cogecctgoy

atgtgtecagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
840
200
912
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Tyr

Ila

Ala

Tyr

65

Thx

Ile

ser

145

Ser

Trp

Asp

225

val

Tyr

Thr

val

Pro

Asp

The

50

Pro

Pro

Fhe

Ile

Ala

130

Glu

Txp

Gln

Thr

Mekb

210

His

Asn

Pxro

Cys

Thr
2580

Trp

Glu

Val

a5

Gly

Gly

Pro

Thr

aly

115

Lys=

Txp

Gly

Gly

Ser

185

Ile

Fro

Ala

Arg

Arg

275

Thr

Val

Glu

20

Thr

His

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Ala

Glu

Gly

Ber

180

Pro

aQly

Glu

Asp

Sex

Ala

Pro

Val

Pro

Arg

B85

Gly

Ile

Tyr

Leu

alu

165

Phe

Val

Asn

Ala

Ala

245

Val

Tyr

His

Gly

Fro

Val

Thr

Pro

70

Pro

Ala

Leu

Lla

Ala

150

Lau

Pro

Arg

Val

Ala

230

Asp

Leu

Arg

Val

Ala
val
Thx
Fhe
55

Sex
Leu
Asn
Asp
Glu
135
Ala
Ala
val
FPhe
Trp
215
Ala
Ala
Lys

Pro

Gly
295

ES 2555056 T3

Thr

His

Asn

40

Ala

Asn

Gln

Trp

His

120

Trp

Arg

Pro

Glu

Tyr

200

Glu

Lys

Ser

Gly

Ala

280

Phe

Fhe

Fro

25

Arg

Glu

Leu

Gly

Arg

105

Pro

Ala

Gly

Gly

Agn

185

Fro

Trp

Pro

Ile

Gly

265

Ala

Arg

Mat
10
Val

Gln

Th

90

His

val

cly

Gly

aly

170

Ser

Pro

Thr

Cys

Asp

250

Ser

Arg

Cys

Mat

Fhe

Lys

Ala

75

Asp

Pro

val

Lys

Leu

155

Asn

Meb

Asn

Thr

Cys

235

Pro

His

Val

132

Gly

Val

Leu

Pro

60

Gly

Ila

Leu

His

Asp

140

Asp

His

Gly

Asp

220

Ile

Ala

Leu

Ala

Arg
300

Sar

hsp

Glu

45

Arg

Ser

Ser

Gly

val

125

Leu

Gly

Met

Asp

Tyxr

205

Tyr

Fro

Ala

Cys

Gln

285

Axrg

Asn

aly

30

Phe

Ala

Leu

Gln

Axrg

110

Ala

Pro

Ala

hla

Gly

150

Gly

Trp

Ser

Ser

Ala

270

Glu

Val

Asp

15

Fhe

Vval

Glu

val

Trp

95

Lysa

TyE

Glu

hsn

175

Phe

Lieu

Ser

Asn

val

255

Pro

Ile

His

Trp

Asn

Asp

Pha

80

Trp

Ser

Sex

Glu

Fhe

160

Thx

Ala

Val
Pro

240

Lys

AEp
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<213> Microscilla sp.

<400> 68

133

<210> 67

<211> 1065

<212> ADN

<213> Microscilla sp.

<400> 67
atgaaataca tbttkbttagt teottttetta btgggocttoga cccgatgtac cggaaagtat &0
gaggacaaga gagtggaaac tgabtactteoc agaccaaaag cogaagegbtc agatataaaa 120
gttococgaag gaatggetta tatbeceogog gogocagtaca tdatgggagyg taaatcagac 180
caggcttata aggatgaata teecegocab aacgtgaagg ttteggettt ttatatggac 240
cttacagaag kgaccaatge ggagtttaag dggbttgtag acgasacggg ctacgtgacce 300
attgotgaga sagatatbtga ctgggaagag ttaaagtebe aggtgecaca gggtacceoog 360
aagectoctyg attetbtgbtgetb tcaggeaggt tecactggbtt tcaageagac agabkgaacce 420
gttteteboo aggaktbakbte acagbggbgg gaatggacta tbeggagecaa ctggcogaaat 480
cocggagggbtc caggtagtac gatkgaggat cgtatggate atccggtggt acacgbtbtec 540
tttgﬁagatg toccaagegta tgoggattog gocggtaage gockgeoctac tgaggcagaa 600
tgggaatggy cegecabtggg aggccaaaat gacgtgasat abtocatbtgggg aaatgaateog 660
gtogaacaag catcogataa agcaaacktt tggcagggga attkbccaca tcocaaaactab 720
gecctecgatg gatktcgaacyg caccgecceck gtacgeteoct boccagegaa tgggtacgge T80
ctatatgata tggectggeaa tgbtgtgoggaa tggtoccagg ataagtatga tgtcaabgot B840
takbtgaaagect ataagcaaaa aggactgaca gaagaccoca cgggbtctbga goactacaac 00
gaccctaggy aaccgtatac teoctaageat gtgatcagag ggggttettt coctatgeaat 960
gacagctact gtagtgggta tegbtgtttea cgtcocgtatga gttoecagtag agattcaggt 1020
tttaatcata cgggattecag gtgbgbtgaaa gatgtaaatg gatag 1065

<210> 68

<211> 354

<212> PRT
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Met

Thr

Lys

Pro

Asp

65

Lieuy

Gly

Lys Tyr

Gly Lys

Ala Glu
35

Ala Gly
50

Glu Tyxr

Thr Glu

Tyr Val

Ile

Tvr

20

Ala

Gln

Pro

Val

Thr
100

Fhe

Glu

Jer

Tyr

Axg

Thr

85

Ile

Leu

Asp

Asp

Mat

His

70

Asn

Ala

ES 2555056 T3

val

Lys

Ile

Met

55

Asn

Ala

Glu

Leu

Axrg

Lys

40

Gly

val

Glu

Lys

Phe

val

25

val

Gly

Lys

Phe

Asp
105

134

Leu
10

Glu

rro

Lys

val

Lys

S0

Ile

Trp

Thr

Glu

Ser

Ser

75

Axg

Asp

Ala

ABD

Gly

asp
60

Ala,

Phe

Txp

Leu

Thr

Met

45

3in

Phea

Val

Glu

Thr

Ser

Ala

Ala

Tyr

Asp

Glu
110

Arg Cys
15

Arg Pro

Tyr Ile

Tyr Lys

Met Asp
80

Glu Thr
a5

Leu Lys
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Ser

Ala

Asp

145

Pro

Val

Lys

Gln

Eer

235

Ala

Asn

Gln

Lieu

Pro

305

Arg

Gln

Gly

130

Glu

Hia

Axg

Agn

210

Asp

Leu

Gly

Afp

Thr

250

Tyx

Ser

Asp

Gly

val

115

Ser

Ser

aly

val

Leu

1895

Asp

Lys

Asap

Tyr

Lys

275

Glu

Thr

Tyr

Ser

Pro

Lia1

Gln

Pro

Ser

180

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

260

Tyr

Aap

Pro

Cys

Gly
340

Gln

val

Irp

Gly

165

Phe

Thr

Lya

Azn

Fhe

245

Leu

Asp

Pro

e

Ser

325

Phe

Gly

Fhe

150

Jer

Glu

Glu

230

Glu

Tve

val

His
310

Gly

Asn
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Thr

Lya

135

Glu

Thr

Asp

Ala

Pro
215

Trp

Asp

Asn

Gly

295

val

Tyxr

His

Fro

120

Gln

Trp

Ile

val

Glua

200

Qln

Thr

Mat

Ala

280

Ser

Ile

Thr

Lys

Thr

3lu

Gln
185

Trp

Gly

Gly

hla

ala

265

Ty

Glu

ATy

val

Gily
345

135

Pro

Asp

Ile

AsD

170

Ala

Glu

Asn

Asn

Fro

250

Gly

Glu

His

Gly

Ser

330

Fhe

Pro

Glu

Gly

155

Arg

Ty

Tro

Glu

Fhae

235

val

Asn

Ser

Tyr

Gly

il5

Arg

Arog

Asp

Fro

1490

Ala

Mat

Ala

Ala

Ser

220

Fro

WVal

Tyxr

Ean

300

Ber

Cys

Ser

125

val

Asn

Asp

Asp

Aln

205

Val

His

Ser

Trp

Lya

285

Asp

Fhe

Meakt

Val

val

Ser

Trp

Trp

150

Met

Glu

Gln

Fhe

Glu

270

Gln

Pro

Leu

Ser

Lys
350

Lient

Leu

Arg

Pro

L75

Ala

Gly

Glin

Asn

Pxo

255

Trp

Lys

Cya

Ser
3358

Asp

Gln

Gln

Asn

160

val

Gly

Gly

Ala

Tyr

240

Ala

Cys

Gly

Gln

Asn

320

Ser

Val
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<210> 69
<211> 876
<212> ADN

ES 2555056 T3

<213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 69

atggtgoacg
ggccogocto
goccagttog

cgtgtogagg

catcagggtg
cacccgeaag
gecctggaag
cagctggaat
gagcagcoca
goggcgaagd
ggocctgbtteg
catgacgoacg
gaccoggcay
goggacegek
acctogcacg
<210> 70

<211> 291
<212> PRT

tgoegggegy
accocgodaa
cgogettegh

acgaccctgo

cggacgtget
ggccgggeag
atgcccagge
apgocatgeg
agggcaagot
atggttttac
atgcecggogg
agcgogacga
accocoggegkt
goakbgogota
tgggtttecag

cgagkktcage
ggtgteegge
caaggocacg

cobgoocgac

cggeoooggc
cagoctggoe
ctatgocoge
cggeggoctg
cﬁtggccaat
cggtacatcg
caatgtectgg
caagocktocgac
gocggtggog
ccgoocctog

aacgatteogg

<213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 70

tttgogtteoaa
tbtetggattg
gagtabtgteca

gogotgocgga

tggeagtteg
gggctggaca
tgggoaggoo
accgatgocog
accotggeagg
coogbgggtt
gagctgacte
cocbcaggcc
gtaatcaaag
goacgccagc

caatga

136

gocgektita
acgbgeateo
cocatgooga

taccgggbge

tgoccoggoge
accatecggk
gogaactgoo
acttocagetg
gteagttoco
gottococgge
goacgggetka
cggccetgag
geggctegea

cgcageoggk

cgacgaagaa
gotcaccaac
gegeggtacc

gatggtobtt

caactggoega
ggtgcagata
cagegaggcg
gggtaccace

ttategeaat

'caacggattt

tcggcocaggc
tgacagoktte
cetgbgtbeg

gkttcakgacg

B0
1z0
is0
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
876
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Met

Ile

Ala

Rap

65

Hig

aAla

hsp

Ala

Ala

val His

Asp Glu

Asp Val

a5

Thr Gly

50

Pro Ala

Gln Gly

Asn Trp

Asn His

115

Arg Trp

130

145

Glu

Pro

Gly

Val

Axrg

2325

Asp

His

Gln

Ile

Cys

b2
ey
=

Pro

Leu

Pro

Arg
280

Mat Arg

Gln Pro

T¥r Arg

Pha Pro

195

Glu- Leu

Ala Lys

Ala Asp

Cys Ser

Val

Glu

20

Him

Tyr

Leu

Ala

Arg

100

Pro

Ala

Gly

Lys

Asn
180

ES 2555056 T3

Pro Gly Gly Glu

Gly Pro Pro His

Pro Val

Val Thr

Pro Asp

70

Asp Val

85

His Pro

Val val

Gly Arg

Gly Leu

Thr Asn

40

His Ala

Ala Leu

Leu Gly

Gln Gly

Gln Ile

120

Glu Leu

135

150

Gly Lys

165

Ala Ala

Ala Asn
Thr Arg

Ley Asp

230

Pro Gly

245

260

Gln Pro

275

Gln

Ala Asp

val Phe

Gly

Thr

215

Pro

val

Arg

Mat

Thr Asp

Leu Mek

Lysa Asp

Phe Gly

200

Gly Tyr

Ser Gly Pro Ala Leu

Pro Val

Cys Met

FPhe

Fro
25

Ala

Glu

Axg

Pro

Fro

105

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly
185

Sex

10

Ala

Gln

Arg

Ile

Gly

90

Gly

Leu

Ser

Asp

Asn

170

Phe

Phe

Liys

Fhe

Gly

Ero
75

Txp

Sar

Glu

Glu

Phe

155

Thr

Leu Fhe AsD

Arg Pro Gly

Gly Ser

Val Ber

Ala Arg

45

Thr Arg

60

Gly Ala

@1ln Phe

Ser Leu

Asp Ala

125

Ala Gln
140
Ser Trp

Trp Gln

Gly Thr

205

220

235

250

265

Thr Thr

280

137

Ala Val Ile

ger His Val

Ser
Gly
30

Phe
val
Mak
Val
Ala
110
Gln
Leu
Gly

Gly

Ser
130

Ala Gly Gly

His Asp Ala

Ser Asp Ser

Lys Gly Gly

Arg

15

Phe

val

Glu

val

Fro

85

Gly

Ala

Glu

Thr

Gln

175

Pro

Fhe

Trp

Lys

Asp

Phe

80

Gly

Leau

Tyx

Thx

160

Phe

val

Asn

Gln

Phe

240

255

Arg Tvr Arg Pro Ser Ala

270

285

Gly rthe Arg

Ser

Arg

Thr
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<210>71
<211> 780
<212> ADN

<213> Ralstonia metallidurans

<400> 71

atggtcgegg
tggcgetggk
tecatcgaag
tacgoccaagt
ggcggocctgg
atggcgaatg
gacggegogg
gacatgaccog
cgegaageca
cogaccogaac
ateckgeoaacg

tacaccagca

gtbtegoaaga

<210> 72
<211> 259
<212> PRT

gogggatggt
ggcgocttegt
gcaaggacaa
gggccggcaa
agcaggocac
tctggecaggy
ctggeoaceoayg
gcaacgocktg
cggtggegge
ctggcgbges
aggacktoty
tgtegeacet

agecagoogk

<213> Ralstonia metallidurans

<400> 72

1

Leu Arg Glu Tyr Trp Arg Trp Trp Arg Phe Val Pro Gly Ala Asp Trp
20 25 30

Arg His Pro Thr Gly Fro Gly Ser Ser Ile Glu Gly Lys Asp Aesn His

ES 2555056 T3

gttecgtocgge
acckggocgeg
tcatcoeogte
gogtobgeoce
ctacgooctgg
coagoaggbg
tgoctgtogge
geagtgggbyg
agtgcktgcag
ggtgteggeg
cebtoagctac
;ggcttﬂcgg

ggcaabggdc

accaacagoc
gackggegke
gtgcaggtct
accgaggccg
ggtgacaagt
cagoogtbco
acgtbdoogy
gocgactggt
aatococgacog
cocaagoggy
cgccocgaghtg
ctegtgatag

gogggoggge

10

138

cggtgocogot
accocgacogg
cgtatgaaga
agtgggagtt
togegocgga
cggbtggtocag
goaatggeka
atocgegogga
goococggoega
tecacgogegy
ceocggogegy
atgacgecoog

agcagaacgk

gegegaatac
ccogggoagt
cgcgceaggceg
tgeocegoccgh
tggecggoag
cgcéaaggﬂg
toggctetak
coagtbtocoge
ttecgtgggac
tagetegtte
taccgaccocog
ttgggoagaa

goagaaataa

Met Vval Ala @ly Gly Met Val Phe Val Gly Thr aAsn Ser PFro Val Pro
5 :

15

G0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
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Pro Val
50

Ala Gly
65

Qly Gly

Asp Gly

Phe Pro

Val Gly
130

Asn Ala
145

Arg Glu

4Azp Ser

Arg Val

Ser Tyr
210

Ser His
225

Val Arg

Val Gln

<210> 73
<211> 876
<212> ADN

35

val

Lys

Leu

Arg

Val

115

Thr

Trp

Ala

Trp

Thr

135

Arg

Lien

Lys

Liys

Gln

Arg

Glu

Gln

100

val

Fhe

Gln

Thxr

Asp

180

Pro

Gly

Gln

Val

Leu

Gln

85

Mak

Sar

Fro

Trp

Val

165

Bro

Gly

Ser

Fhae

Pro
245

Ser

Bro

Ala

Ala

Ala

Gly

Val

150

Ala

Thr

Gly

Ala

Arg

230

Ala

ES 2555056 T3

Tyx
55

Thr

Aen

Lvs

Asn

135

Ala

Ala

Glu

Ser

Arg

215

Lieau

val

40

3lu

Glu

Tyx

Val

Ala

izo

Gly

Asp

Val

BPro

Fhe

200

Arg

Val

Ala

Asp
Ala
Ala
Trp

105

Gly

Trp
Leu
Gly
185
Lien
Gly

Met

Met

139

Ala

Glu

dln

Gly

aly

Tyx

Gln

170

Val

Cys

Thr

Asp

Ala
250

Gln

Trp

15

Gly

Qly

Ala

Leu

Arg

155

Asn

Pro

Asn

Asp

Ala

60

Glu

AsD

Qln

Ala

Tyr

140

Ala

Pro

val

Glu

Fro

220

Ala

aly

45

Tyr

Pha

Lys

Gln

Gly

125

Asp

Asp

Ser

AsD

205

Tyx

Arg

Gly

Al=a

Ala

Phe

val

1.0

Met

Gln

Gly

Ala

120

Pha

Thr

Trp

Gln

Ala

Ala

95

Gln

Ber

Thr

Fhe

Bro

175

Pro

Cya

ser

Ala

Gln
255

Trp

Arg

Pro

Pro

Ala

Gly

Arg

160

Ala

Lys

Leau

Mebt

Glu

240

Asn
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<213> Prochlorococcus marinus

<400> 73

gtgaccacat
tgkgateoget
gaagtgecage
gotktbogkka
tatcecocgakbo
gcaacggtgg

cgteateceoe

gtogectatg
gaagagtygg
gaacktcactc
aacgaggagc
tatggactct
gcgtcaggeco
tactgecgtac
cacatgggect
<210> 74

<211> 291
<212> PRT

ckttgeecagk
gatatecgga
ttgactocatt
gogoocacgca
tagocgooocga
atcgcagcaa

aaggacccega

cocgacgecab
aagtagcogo
ccaataaccy
tagacggetg
tﬁgatgtttg
accaggaacg
gttatogacc

Etcgoctgbge

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 74

ES 2555056 T3

agagatggta
tggttoagkt
ccagabagac
goatctoaca
ggaacgeata
acccbtgage

aagoacgato

cgockatgoe
ccgegggggt
ckggatggeg
gttckbggacc
cggcaatgbg
gogaactatoe
ctotgeoacka

azaaggaggg

accateccceg
cgectgetate
gtagggoccag
gktebtocggage
cctgaateag
tggtgga:cc

gatggecktg

cattgggctg
ctbtgtcgatyg
aacatobggc
togecogtig
tgggaatgga
asaggcocggatb
caaggccaga

coktga

140

cagagctota
cggaggaaac
tcaccaatoge
tacecacectga
ttgtektbea
tcatggetog

atgatcaccc

gcaagegtet
cocaatacgoc
aaggtccttt
gocagctttoc
ccaactoctgt
cgtttctetg

cagtagacac

togagkttggo
agoogogoga
coagttocga
tocaacgoko
accgoctoca
ggctgattgg

tgtegtgeoat

gocatbctget
ctgggggaat
coeckttggoac

tgccaacggcoc

ttatcccgtg'

cgcagataat

tgoccacctgt

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
T20
780
840
B76
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<210>75

Mat

Ty

Tvr

Ile

Ala

65

Tyr

Gln

Thr

AsSp

145

Glu

Ala

Trp

Trp

Thr

Axg

Pro

Asp

50

Thy

Pro

Pro

L=

Ile

130

Ala

Glu

Trp

Gln

Thr

210

Asp Val Cys Gly Asn

2325

Ala Ser Gly His Gln
Cy= Ala Rsp Asn Tyr

Gln Thr Val Asp Thr
275

val

Glu

35

Val

Gln

Asp

Pro

Met

115

ASp

Ile

Trp

Gly

Gly

195

Ser

Sex

Gly

20

Glu

Gly

His

Leu

Pro

100

Ala

Gly

Ala

Glu

Asn

180

Pro

Pro

Leu

Cys

Thr

Fro

Leu

Ala

85

Ala

Gly

Leu

Tyr

val

165

Glu

FPhe

Val

ES 2555056 T3

Pro Val Glu

ASp Arg Cys

Pro Ala Arg

40

Val Thr Asn

55

Thr Val Ser

70

Pro Glu Glu

Thyr Val Asp

Ala Asp Trp

120

Asp Asp His
135

Ala His Trp

150

Ala Ala Arg

Leu Thr Pro

Pro Trp Hig

200

@ly Ser Fhe

215

230

245

260

Gly Gly Pro
290

Met

Tyx

25

Glu

Ala

Glu

Arg

105

Arg

Fro

Ala

Gly

Asn

185

Asn

Pro

Val

10

Pro

Val

Gln

Leu

Ile

90

Ser

His

val

Gly

Gly

170

Asn

Glu

Ala

Thr

AsSp

Gln

Phe

Pro

75

Pro

Lys

Pxro

val

Lys

155

Leu

Glu

Asn

Ile

Gly

Leu

Arg

60

Pro

Glu

Fro

Gln

His

140

Arg

val

Trp

Leu

Gly

220

235

250

265

Ala Thr Cys Hia

280

141

Cys Val Arg Tyr Arg Fro Ser Ala

Met Gly Phe Arg

28

Fro

Sex

Asp

45

Ala

Asp

Ser

Leu

Gly

125

val

Leu

Asp

Met

Asp
205

Tyx

Ala
val
30

Ser
Phe
Pro
val
Sar
110
Fro
Ala
Pro
Ala
Ala
190
Giy

Gly

Gly

15

Arg

Phe

Val

Thx

Val

25

Trp

Glu

TYY

Ser

Gln

175

Agn

Trp

Leu

Leu

Cys

Gln

Ser

Lieu

80

Phe

Ser

Ala

Ala

160

Tyxr

Ile

Fhe

Leu

val Trp Glu Trp Thr Asn Ser Val Tyr Pro Val

240

255

270

5

Glu Arg Arg Thr Ile Lys Gly Gly Ser Phe Leu

Leu Gln Gly

Cys Ala Lys
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<211> 1017
<212> ADN

ES 2555056 T3

<213> Caulobacter crescentus CB15

<400> 75

ttgggaaaac
coggegocca
ggtatggktte
gagggaccgc
aacgeocgect
ctogaccocg
ttegtggggg
ggocgocgact
coggtggbge
ctgoocacag
acctgaggey
ttceceggooe
ttoccogooca
gactggttea
gocogogoga
ttectotyeg
coggacagoeg
<210> 76

<211> 338
<212> PRT

tgacggeoget
aggcktgect
ggctggocggg
cocagacggh
tegogoggtt
cgegotacge
cgaagggggc
ggcggcatee
atatcgogtg
aggocgaatg
accaggctea
aggaccgtgg
acggctatbgg
ageogggect
tggatccega
cegacgacta

gogocatogea

tcoogteckog
ggcggacctg
cggogactto
cacggtoceyg
cgibcgaggeoco
cocacgtacog
gaggteggac
cgaaggteoce
ggaggacgoco
ggagbtacgoo
ggaktcctgoa
caatgacggc
ccbgogogac
ggatecoggbe
ggacccgaac
ckgettocge

tgteggttbe

<213> Caulobacter crescentus CB15

<400> 76

Met Gly Lys Leu Thr Ala Leu Pro Val Leu Met Leu Leu Ala Leu Ala

L

Gly Cys Gly Gln Pro Ala Pro Lys Ala Cys Leu Ala Asp
20 25

5

atgebtotgy
coggkttoccag
cagatgggeg
cegtbctgga
acgggtkateo
goggogoage
gatccocttoee
ggcbtcgaaca
atggcoctacyg
gegcgoggey
aagcogogey
tté&aggcca
atggocogoea
agegkocoteg
acgococaago
tategacctg

cgoaccgtge

10

142

cgckbggecgy
atcccocagaa
ctgegeooget
tegatcagac
gecaccgbgge
ggcgtccgge
aatggtggca
teceggggeag
ceogetggekb
ggctggttgy
ccaatacktkg
agcoccgcgec
atgtctggga
daaccggcgg
acgteogtgaa
cggegogaac

toogogooga

ctgoggecag
cocgcacggcyg
goghococggag
aﬁaggtcacc
cgagcgaccyg
ctogetegto
gatgateoce
ggacgcctgg
gggcegtgac
caagogctac
goaaggegtyg
ggteggekbge
gtggaccocgoc
gocgoocgag
gggcggtieg
goccggggocg

gegetga

15

Leu Pro Val

30

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
780
8B40
s00
960

1017
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<210= 77

Bro

Asp

Gln

65

Asn

ala

Gln

Ser

Arg

145

Bro

Leun

Gly

Fro

Asp

225

Phe

Glu

Leu

Fro

Asp

305

Pro

Glu

Asp
Fhe
50
Thr
Ala
Glu
Arg
ASp
130
Hia
Val
aly
Gly
Ala
210
Leu
Fro
Txp
Glu
Asn
299
Asp

Asp

Arg

Pro

35

Gln

val

Ala

Axg

Arg

1158

Pro

Val

Arg

Leu

195

Lys

Gly

Pro

Thx

Thr

275

Thr

Tyr

Sexr

Gln

et

Thr

Phe

Fro

100

Pro

Fro

Glu

His

ABD

is0

Val

Pro

Asn

Asn

Arg

260

Gly

Pro

Cys

Gly

Asn

Gly

Val

Ala

B85

Leu

Ala

Ser

Gly

Ile

165

Liau

Gly

Arg

hsp

Gly

245

Asp

Gly

Lys

Pha

Ala
325

ES 2555056 T3

Arg

Ala

Pro

70

Arg

hsp

Ser

Gln

Pro

150

Ala

Pro

Lys

Ala

Gly

230

Tyx

Trp

Pro

His

Arg

310

Ser

Thx

Ala

55

Pro

Phe

Pro

Leu

Txp

135

ely

Thr

Arg

Asn

215

Fhe

Gly

FPhe

Pro

Val
295

Tyx

His

Ala

40

Pro

FPhe

Val

Ala

Val

120

Txp

Ser

Glu

Glu

Tyr

200

Thr

Lya

Leu

Glu
280

Val

Arg

val

Gly

Leu

Trp

Glu

hxrg

105

Phe

Gln

hAsp

Ala

IB5

Thr

TP

Ala

Pro

265

Ala

Lysa

Pro

aly

143

Met

Arg

Ile

Ala

90

Ty

Val

Val

Ile

Ala

170

Glu

Trp

Gln

Lys

Asp

250

Gly

Arg

Gly

Ala

Phe
330

val

Pro

Asp

75

Ala

Ile

Arg

155

Met

Trp

Gly

Gly

Pro

235

Mot

Leu

Ala

Gly

Ala

315

Arg

Arg

Glu

60

aln

Gly

His

Ala

Pro

140

Gly

Ala

Glu

ASp

val

220

Ala

Ala

Asp

Leu

Ser

300

Arg

Thxr

Leu

45

Glu

Thx

TYr

Val

Lys

125

Gly

Arg

Tyr

Gln

205

Pha

Pro

Gly

Pro

Asp

285

Phe

Thr

val

Ala
Gly
Glu
Arg
Pro
110
Gly
Ala
Asp
Ala
Ala
190
Ala
Pro
val
Asn
Val
270
Fro
Lau

Pro

Leu

Gly

Fro

val

Thr

95

Bla

Ala

Asp

Gly

Pro

Thx

BO

Val

Ala

Arg

Trp

Ala Trp

Arg

175

Ala

Gln

Ala

Gly

Val

255

Ser

Glu

Cys

Gly

Arg
ias

Ty

Arg

Asp

Gln

Cys

240

Trp

Val

Asp

Ala

Pro

320

Ala
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<211> 900
<212> ADN

ES 2555056 T3

<213> Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 77

gtgectgaceg
tacdcocgaag
coggtgacca
gaacaacocoo
goegatggtgt
gacktgggtac
cgagocoggoc
gokggbtogac
goaacctatyg
cagggocggt
ggcaggttte
accaccaccg
coeggbcaage
cacctgtgeg
caggacacoy
<210> 78

<211> 299
<212> PRT

agttggttga
aagogoogat
acgegecaatt
ttgacococogg
tttgteocgac
ctggogocktg
accoggteogt
goctaccgac
cgtggggega
ttecttaccyg
cggocaacgy
agtkbctateo
togectacage
ogoceggagta

cgaccaccca

cckgoceage
tecatacogkg
tgecgaatte
gototacocea
ggccgggccy
cbtggogooat
acaggtggce
cgaggccgag
ccaggagaag
caacgacggt
gkttggottyg
acaccatoego
cgoogacoog
ctgoecacege

tatcgggtte

<213> Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 78

ggatcgttee
accgtgegeg
gtetcegega
ggagtggacg
gtegacctge
cocgbktggoo
tatocecggacyg
tgggagtacyg
coggggggca
geattggagct
ctogacatga
atocgatcecac
acgatcagoo
taccgeooegg

cggtgegtgg

144

gocatgggcto
cettbegoggt
caggctaktgt
cagcagacct
gtgactggcg
gggacagcga
cogbggaockta
coggocaogbgg
tgocteatage
gggtgggaac
toggaaacgk
cckogacgge
agaccakoas
cggogoegeke

cogacooggh

gacgogcekbte
agagogacac
gacggtbgca
gtgteocoggt
goaatggtag
tatcgoogac
cgoacgabgg
cggaaccacg
gaacacctgg
ctocccggtg
ttgggagtgg
ctgetgogea
gggeggeteg
goocgoagktog
gtecgggtag

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

Ser

Glu

Asp

65

Ala

Arg

Gly

Leu

Ala

Phe

50

PBro

Met

Gln

Arg

Thr

Fhe

as

val

Gly

Val

Trp

Asp
115

Glu

Phe

20

Ala

Ser

Leu

Fhe

Trp

Ser

Leu Val

Tyvr Pro

val Glu

Ala Thr

Pro
70

Cys Pro

85

Asp Trp

Asp Ile

ES 2555056 T3

ABp

alu

Arg

Gly

55

Gly

Thr

Val

Ala

Leu

&lu

Hisz

40

Tyr

Val

Ala

Fro

i3p

Pro

Pro

val

Asp

Gly

dly
105

P Arg

145

Gly Gly
10
Pro Ile

val Thr

Thr Val

Ala Ala

75

Pro Val

80

Ala Cya

Ala Gly

Ser

His

Asn

Ala

60

Asp

Asp

Trp

Hisa

Phe

Thr

Ala

45

Glu

Leu

Leu

Arg

Pro
125

Axrg

Val

a0

Gln

GEln

Cys

Arg

Hia

110

val

Met Gly
15

Thr Val

FPhe Ala

FPro Leuy

FPro Gly

a0

Asp Trp
o5

Pro Fhe

Val Gln
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val

Leu

145

Ala

Bla

a1y

Gly

Fhe

225

PFro

Lys

Fro

Gly

Ala
130
Pro
Thx
Asn

TP

Leu
210

Tvr
Val
gly
ala

Fhe
299

<210> 79

<211>7

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

Thxr

Tyx

Thr

val

195

Lieuy

Pro

Lvs

Gly

Ala

275

Arg

Pro

Glu

Ala

Trp

lao

Gly

AsSp

His

Lien

Ber

260

Arg

Cys

Asp

Ala

Trp

155

Gln

Thr

Met

His

245

Hia

Ser

val

Glu

150

Gly

Gly

Ser

Ile

Liau

Prao

Ala

ES 2555056 T3

Val
135

Trp

Asp

Arg

Pro

Aly

215

Ile

Ala

Cya

Gln

Asp
285

Ala

GElu

Gln

Fhe

Val

200

Asn

AsSD

Ala

Ala

Ser

280

Bro

Tyr

Ty

Glu

Pxo

185

Gly

val

Pro

Asp

Pro

265

Gln

WVal

<223> dominio conservado en procariotas y procariotas

<220>

<221> DOMINIO
<222> (1)..(7)
<223> dominio conservado

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA
<222> (3)..(4)

<223> Cualquier Aminoacido

146

Ala.

Ala

Lys

170

Tyr

Arg

Trp

Pro

Fro

250

Glu

Asp

Ser

Arg
Ala

155

Pro

Pha

Glu

Ser
235

Thr

Gly

140

Gly

Asn

Pro

Trp

220

Thr

Ile

Cya

Ala

Ala

Gly

Gly-

Asp

Ala

205

Ala

Ser

His

Thx
285

Gly

Gly

Met

Gly

150

Asn

Thr

Cys

Gln

Axg

270

Thr

Arg

Thr

Leu

175

Ala

Gly

Cya

Thr
255

His

Arg

Thr

160

Mat

Liea

Qlu

Ala

240

Leu

Arg

Ile
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<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (6)..(6)

<223> Cualquier Aminoéacido

<220>

<221> MISC_CARACTERISTICA

<222> (6)..(6)
<223> Gly o Ala

<400> 79

<210> 80
<211> 630
<212> ADN

ES 2555056 T3

Arg Val Xaa ¥Xaa Gly Xaa Sar
1 5

<213> Oncorhynchus mykiss

<400> 80
bcaggtggct
gggcoccgac
ggacgcetgtg
gtacgooctge
taaaggacag
ggacgggtac
caacdatggta
agatgaacag
ckcoktacatg
caccoctgac

accttteace

<210> 81
<211> 655
<212> ADN

<213> Danio rerio

<220>

gotgoccect
toccagecatca
gooctactget
agagggggcc
cactacgoca
actaaaacct
gggaatgcat
cacaaccogy
tgccataagk
agckctgect

ctogaccctg

<221> misc_caracteristica

<222> (590)..(590)

<223>nisa,c,g,ort

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (626)..(626)

<223>nisa,c,g,ort

<400> 81

ggtggttgce
cagacaggck
ccbtgggocta
Lacaggagag
acctekggea
caccagtgaa
gggagkggac
caggtocace
catactgtta
ctaacct;gg

acatgggtag

tgtcagagga
ggaccaccck
caagagacta
actttacccg
gogaaagtte
gtoattteck
atctgactgg
atcaggcaca
caggtacagy

gttocgckgk

147

gecagactgga
gbgeotgeatg
cocacagagg
tgggggaaca
cccacacaca
goaaatggok
tggactgtac
gaccgagtbga
tgtgeageac
gtctoocagg

ggcacccbga
tgtcatggca
ctgagtagga
aactgaaacc
actcagaaga
atggectgka
accacaccadc
agaaaggagyg
ggagtcagaa

agcagccgta

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630
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caaatggttt
gtogatgtttg
aactgtcogg
ggecacatgta
taaacttgko
ttcccaccat
Eggeatagaoeo
agtgoctgooc
ctetacagge
acgeecogtgo

ttgaatetgy

<210> 82
<211> 773
<212> ADN

tatttacata
aggttatgga
togtgbtetga
ggaktcctectk
ttctgeagtg
gtecatacagg
gboototgea
tottggeatt
caactaoccat
atcaktcceat

toettbctgg

<213> Oryzias latipes

<220>

<221> misc_caracteristica
<222> (690)..(690)

<223>nisa,c,q,

<220>

ot

<221> misc_caracteristica
<222> (755)..(755)

<223>nisa,c,g,

<400> 82
tcteectbkktt
gagacagtac
gackttcktca
gagccagaag
agcgaaaacac
tgtaccegta
tgcctgacgy
agtctgaggt
ggaagoacat
attoooccetg
ggtagagtot
gtotckbtgtt

atgatccatc

ot

toccataaata
aaaaaaktcktg
gaatbtgtegg
ttctbggate
aagakttggaa
acaataagac
aggacccgth
ccacteeccat
caccggggag
coagaggbtg
gtecktocagg
gaccoaggag

cbtgbctgtga

ES 2555056 T3

aaaaaatcet
tcaacatcag
ctgcgagegg
tecktgacte
tgatgocacag
ccaaagcecat
gtgttgtgat
aatttatkte
teagettotg
gaaacaktgea

tgbekncagt

acattagagt
cctttgbaaa
tggocagcaaa
aaactgattt
goggagckgt
ttgtggeaca
gggttgtact
gogttoccea
gttttagkgt
gogtaatgetb
cogoocctago
cagtaagceon

tottggagto

cktagtttga
aggocgcageg
cacacctgta
tgtctgtcoee
tccaccagte
tgggaggaaa
tagggaaate
cccatgggta
taggaagtet
gagcagggtyg

ctgcacektkt

cckbtacatte
attagagtta
agaaboeggab
ggktbctgtea
ctggagtgtk
tgtacgageoe
gatggtckgt
ccabtgtecata
agccatcoccte
gtecottbgg
aggcaaccoto
aggcateatt
toggancktteca

148

agkgtaagac
gaagcocaay
totgtagocag
tgattctggt
tgeogeacac
agacatcacc
bocctgacac
catocctgtoo
gegtbtggeo
attecattotn

cactggtgae

tgcctttaca
caaaaatata
tgatcteatyg
tegtEtetgte
ttggcttega
toctEkctke
tgtgbggbge
cagaccaaaa
tgocagagtitg
gtttagetbtg
ccacktectgeco
cocagaaacc

gogogtgettoc

agtgagatta
ttegaggctg
taagackttgt
ccctttgggat
todccacgoat
ggggatgbgt
aggttagoat
tgtagtecte
cattgacagt
gtgtgtatgy

cacoa

tacattgtca
ttttagattt
acaagagogt
tcageoagcoac
geagecacakte
accttbtatckg
acgcebcocace
gcakttgectkg
tgtgectggaa
ttkoococagy
tcagtoggaa
hgaacgacgg

agkt

60
120
ig0
240
300
360
420
480
540
600
655

]
120
180
240
300
360
420
480
540
600
B&0
720
773
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<210> 83
<211> 566
<212> ADN

<213> Xenopus laevis

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (6)..(6)

<223>nisa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (47)..(47)

<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (81)..(81)

<223>nisa,c,g,o0t

<400> 83

atatgnaact
attgetectg
teggaggcey
taggactecat
octttogggt
toceaageat
ggtgaagtect
acattegeoakt
tcaagtocoo

caggtgoaga

<210> 84
<211> 647
<212> ADN

daaggtaatg
ckegtegtgt
agetgtogag
aggcacatgta
tgtgaaccte
ttcocaceoat
goacataace
aabgttgtco
cgocggcaggc

aageagaage

<213> Silurana tropicalis

<400> 84

ES 2555056 T3

taatkggaat
nacaggtecac
Egtattctga
ggagecteck
atckgctgta
gttatataga
atceoteoteoeca
cttbggtbeo
gtatktocoeoac

atcatt

gatggattteo
ggagccggog
cttocgageag
ttcktecacte
tgatgagtgt
ccataaccat
gtgttttgag
agcttgttoco

teagetecag

149

acaaggnchtg
ccacacageg
cacagcgata
tatcatttec
cocaccaate
tggctgggaa
ttggaaaake
cccatggaaa

trggaaggcg

agagttococt
aaatecccagg
cctgtagcaa
cgtagaaggt
agatgtecac
agcagttaca
cecotgocag
aatecktgtto

tttacetgoo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
566
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gecgektitk
ggatttbgtg
caaggtekbtyg
acgcagcgga
cagcgatace
tettbteceg
caccaatogg
gctgggaaag
gaaaattoco
cacggaaaaa

ggaaggeget

=210= 85

<211> 636
<212> ADN

<213> Salmo salar

<400> 85

atagacattt
ggtaatocctg
attbkgtbteg
gaatggtaca
ggctgotock
Egackecghbyg
cctttbectbea
gbgtggtgta
aggccatago
toctgagktgt
ttcagktbtgt
<210> 86
<211> 415
<212> ADN

<213> Sus scrofa

<400> 86

tttaaaktatt
catttocaktga
ccbggogggo
aaaagggaaa
gggagacaca
ctgocacacet
ctoggtctgt
cagbcoccacca
catbtbgoagy
gtgtggggaa

tocococacgo

ttktkkkkekt
ttecattetta
ggagttectt
atoccaggtt
ktgtagoagta
taaaaggacc
abgtccacte
coggtbacagg
cctgocagac
gectgkttete

taccogeoca

ES 2555056 T3

ttacaacaaa
agaacacktga
aagataggoa
agtcagacta
ﬁeggaaccct
gkacctgtaa
goctgatggh
gktoagatgte
aaabtgactteo
ctttococetge

gtaaagtectg

4444444444
ttatgaagga
cctgetcagy
agaggcogag
ggactcatogg
tbtegggtbg
ccaagcatktb
tagaagtctge
attcgcaktaa
aagbcococa

ggtgcagaag

catgacaasaa
caaggaatgt
teattbtgea
ctgtéaggtg
cacatgtatg
taagtockeat
cocaccatgte
acatagceogt
Egtteocteccte
cgggaggeak

goagaageak

atatattcocca
catcactgge
gagttagcac
cocabgboag
aggttagagy
cagtatgact
ggacctgecyg
cactcccatg
actggbgagy
cagaggttgg
Ecetgt

150

ataattttat

catbtgaaatt
gtggtcacgg
tattckgact
agoctoctth
ctgotgtaty
tatataggct
coctetccagt
ttggtbtcecag
attcccackte

cgtbtcca

taaatatcoca
tgtatgaaga
cctagacktag
gobtocaagoggt
cagagotako
tatggcacat
ggttgtgceg
cattecocectac
ttEtggbtgta

cgtagtgetg

taatazaata
tttgtkttea
agecgacgec
tegageagea
tttoacckhtg
atgagtgtec
ataacecattg
gktttggaktt
cttgtteocce

agcttetgte

catgtcatge
ggtocacthbg
agccaatgge
aaaaggttac
aggggtgtte
gtaggagack
ttecatcoctgtg
catgttgtac
cccgtéctct

tocctttaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
500
647

60
120
180
240
300
360
420
480
540
500

636
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agtttectgt
ttocctoccaa
actggktggac
gcaccgaata
aagaccgggt
gobtgtgetge

gtgcagectga

<210> 87
<211> 595
<212> ADN

gaccaacaca
tggttatgge
cattcacecat
acagagocga
gaagaaagayg

tocgaagocecag

ccaccagccce

<213> Bos taurus

<400> 87

ceacgegtaa
caaggogaght
gacgaecttte
gacttcagac
cootbobggag
ctacaggtat
gggatbtcogt
coccgaacccg
tgctogtgaag
tatggcaaga
<210> 88

<211> 1611
<212> ADN

dggdgcaaca
ttoctgkgac
ctoccaatgg
tggtggactg
aaagaccoggd
cgotgtgotg
tgtgeagctg
agaagtcgotg
aattocccacc

cocaaattgeot

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1608)
<223> hSULF3

<400> 88

ES 2555056 T3

ggagaggatg
ctbtacaata
goctgotgaag
cactacgtga
ggatccoctata

aacacgcoogg

agcagagqet

aackgoagen
caacaccggd
ttaktggetk
ttcacecatteo
tgaagaaagyg
ctocgaagoca
accaccetged
tctactekge
ccaaggtggg

gagcetgatca

gottoogagyg
tagtagggaa
aaacaattaa
tgaaagcaga
totgecataa

acagcectcggoe

Jagtcaggasa

gaaaggcecay
gaggacgget
atacaaktata
tgckbgaagaa
tggatcctac
gaacacaccc
caccacaggc
acgecggckte
ttacatacckt

geatgtgege

151

aactgogoct
cgcocbgggaa
coccakbcaagt
gaaaggoooe
gtectactge
ttcaaatectg

gagtettcooe

cattatages
tocegagggac
gtagggaacyg
acgattaacc
atgtgocakta
gacagctotg
taagageocaa
cctocagaagg
tgeccagtgg
ttcattgggg

gktgatgoct
tggacctoag
kckkectget
cotbtokbggga
tacaggtacec

gggttcoget

gaaktg

aacabebbegy
cgogectgtt
cctgggagty
caaaaggccc
aatcotattg
ctbcgaatct
aaagagcctt
ctgaacaacc

Ccaaaggaca

gatgg

60
120
180
240
300
360

415

&0
120
180
240
300
380
420
480
540
585
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ctog
Leu

aat
Asn

cak
Hiz

aca
Thy
65

tge
Cya

gaa
Glu

atg
Met

ckg

Leu

cta
Lzl

goo
Ala

gkg
val

cca
Pro
50

cgt
Arg

cca
Pro

ket
Ser

gakbt
Asp

gac
Asp
130

ckg
Leu

coo
Pro

gtg
val

35

gga
Gly

ggg
Gly

tea
Ser

tgg
Trp

gkc
val
115

tat
Tyr

ctg
Leu

gga
Gly
20

ctg
Leu

aghb
Ser

ack
Thy

cgoc
Arg

aak
Asn
100

atg
Met

act
Thr

tgg

goa
Ala

[= g ul'al
val

cag
Gln

koo
Ser

gcﬁa
Ala
85

aab
Agn

gag
Glu

tca
Ser

gkg
val

ggg
Gly

gkg
val

gkta
val

Ett
Phe
70

goa
Ala

ttk
Pha

agg

gga
Gly

tog
Ser

gag
Elu

age
Ser

gtg
val
55

ctg
Leu

atg
Met

aag
Lys

cat
His

cakt
His
135

ES 2555056 T3

atg
Val

cag
Gln

gac
Asp
40

aaa
Lys

aat
Asn

tag
Trp

ggt
Gly

ggc
Gly
120

cac
His

gto
Val

agy
Arg
25

too
Ser

ctt
Leu

goo
Ala

agt
Ber

cka
Lau
105

tac
Tyxr

tce
Ser

gca
Ala
10

cgy
Arg

tte
Fha

cct
Pro

tac

™

ggc
Gly
50

gat
Asp

cga
Arg

akt
Ile

152

goo
Ala

aga,

gat
Asp

ol ol ot
Fhe

aca
Thr
75

cbe
Leu

cca
Pro

aca
Thr

agt
Sexr

ttg
Lisu

goa
Ala

gga
Gl_y'

akta
Ile
&0

aac
Asn

tte
Fhe

aat
Asn

cag
Gln

aat
Asn
140

gcg
Ala

goc
Ala

agy
Arg
45

aac

Asn

tek
Ser

act
Thr

tat

aaa
Lys
125

cgk
Arg

ctg
Leu

aaa
Lis
30

tta
Leuw

tkEt
Fhe

cca
Pro

cac
His

aca
Thr
110

ttt
Fhe

gty
val

gcg
Ala
15

gog
Ala

aca
Thx

atog
Met

att
Ile

tta

Leu
95

aca
Thr

gog
Gly

gaa
Glu

gta
val

coc
Pro

tte
Phe

aag
Lys

kgt
Cys
80

aca
Thr

tgg
Trp

gaa
Lys

gog
Ala

48

96

144

152

240

288

336

384

432
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tgg
145

gkt
val

tgy
Trp

aat
Asn

cck
Pro

cac
His
225

ate
Ile

ket
Ser

aag
Lya

atg
Met

aaa
Lys
305

cat
His

cog
Pro

aat
Asn

gga
Gly

teoa
Ser
385

cco
Pro

tac
Tyx

gca
hla

tta
Leu

aca
Thr

aab
Asn

cag
Gln

tac
Tyx

tac
Tyr
210

aca
Thr

cca
Pro

[ ofadod
Ser

aat
Asn

ckt
Leu
290

act
Thr

cga
Arg

ctk
Leu

gty
Val

att
Ile
370

tca
Ser

tgg

atg
Met

tca
Ser

aca
Thy

aga
Aryg

ckt
Leu

aat
A=n

ack
Thr
195

ot
Bro

Ect
Ser

aag
Lys

tat
Tyr

att
Ile
275

ggt
Gly

atk
Ile

cag
Gln

ttog
Leu

gttt
val
355

oot
Fro

gaa
@lu

att
Ile

cktk
Leu

ata
Ile
435

aakt
Asn

gat
Asp

ate
Ile

aca
Thr
180

gaa
Glu

teca
Ser

ctlb
Leu

tgg
Trp

aca
Thr
260

aga
Arg

gaa
Glu

gtc
val

Btk
Phe

atg
Mat
340

tet
Ser

cktg
Leu

aca
Thr

ctg
Leu
cga
420
ttg

Leu

gt
Val

gtt
val

cgt
Arg
165

gac
Asp

cca
Pro

cca
Pro

tat
TYr

tca
Ser
245

aaa
Lys

gca
Ala

aktt
Ile

ata
Ils

tat
Tyr
325

atg
Mat

ctt
Leu

coct
Pro

ttE
Phe

aghk
Ber
405

act

cck
Pro

gt
Ala

gect
Ala
150

aac
Asn

aaa
Lys

tEE
Phea

tok
Sex

tgy
230

cctk
Pro

aac
Agn

1
Fhe

att
ile

tac
Tyx
310

aaa
Lys

gga
ely

gty
val

cag
Gln

aayg
Lys
390

gaa
3lu

aac
Asn

caa
Gln

gta
val

tte
FPhe

agg
Arg

goa
Ala

gtt
Val

tct
Ber
215

ctt
Leu

ttg
Leu

tgo
Cys

tat
Tyr

ttg
Leu
295

toeo
Ser

atg
Makt

cca
Pro

gat
Asp

aac
Asn
375

aat
Asn

tte
Phe

cac
His

ckte

aaa
Lys

ES 2555056 T3

tia
Leu

ack
Thr

gta
Val

atk
Ile
200

gga
aly

gaa
Gly

tea
Ser

ack
Thr

tat
2EB0
goc

Ala

tea
Ser

agc
Ber

gga
Gly

att
Ile
360

ctyg
Leu

gaa
Glu

cat
His

tgg
Trp

Ett
Phe
440

Ettk
Fhe

cte
Leuw

a_aa
Lys

aac
Asn
185

tac
Tyx

gaa
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu

gga
Gly
268

gect
Ala

ctk
Leu

gac
Asp

abtg
Meb

att
Ile
345

tac
Ty

agk
Ser

cat
His

gga

aga

gto
Val
170

tgg
Trp

ttg
Leu

aat
Asn

gty
val

atg
Met
250

aga

atg
Met

cab
His

cakt
His

tac
Tyr
330

aaa
Lysa

cck
Bro

gga
Gly

asa
Lys

tgt

Gly Cy.

aaa
Lys
425

gak
Asp

cca
Pro

=]
410
tak
T™vr

cth
Leu

gaa
Glu

caa
Gln
155

aga
ATg

tta
Leu

gga
cly

Lttt
Fha

ket
Ser
235

cac
His

EtE
Phe

kgt
Cys

caa
Gln

gga
Gly
315

gag
Glu

geoo
Ala

acg
Thr

tac
Ty

gte
val
385

aat
Asn

ata
Ile

teo
Ser

atk
Ile

153

gaa
Glu

gty
Val

aaga
Axg

tka
Leu

gda
Gly
220

cat
His

cch
Pro

aca
Thr

gct
Ala

tta
Leu
3co

gag
Glu

gck
Ala

ggc
Gly

atg
Met

tot
Ser
380

azaa
Lys

gtg
val

goo
Ala

tecg
Ser

act
Thr

ggc
Gly

akg
Mat

aad
Lys

aat
Asn
208

tct
Sexr

gakb
Asp

gta
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(2064)
<223> hSULF6

<400> 94

atg
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1
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aca
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tco
Ser
tge
65

cakb

His

gok
Ala

gty
Val

aga
Arg

gtg
val
145
att
Ile

gck
Ala

tac

tte
Fhe
344
225

aaa
Lys

cka
Leu

gag
Glu

cgg
Arg

agc
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50

atkc
Ile

cog
Pro

ctt
Leun

oo
Ser

aac
Asn
130

ggdg
Gly

gac
Asp

gaek
Ala

cco
Fro

acg
Thr
210

goo
Ala

tog
Trp

att
Ile

gta
Val

aac
Asn

tee
Ser

tta
Leu

tgt
Cya

gaot
Ala

oty
Ley
115

goo
Ala

gak
Asp

cga

tce
Ser

akeo
Ile
195

tag
TIp

aag
Lys

cac
His

toa
Ser

gat
Asp
20

cca

Pro

aaa
Liys

ccg
Fro

gga
Gly
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100

koo
Cys

aga

kg
Lieu

ctg
Leu

atg
Mek
180

aga

okt
Leu

ctg
Leu

oty
Leu

agga
aly

kgt
Cys

cag
Gln

tgt
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aga
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gaob
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Ett
Phe
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tgo
Cys

gca
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tgo
Cys

tca
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ggt
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ctg
Leu

ggt
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cag
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Eta
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ttg
Leu

aag
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Gly
cag
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ctg
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Tyr
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gag
Glu

gtt
val

Ete
FPhe

gac
Asp
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ctg
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tce
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120

gte
val
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gtg
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200

ggt
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cgt
Arg
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aac
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gaa
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caa
aln
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ctg
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cgg
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ket
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Gly
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caa
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Leu

aag
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Gly
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Leu
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val

ctg
Leu

aac
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agg
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ekt
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tca
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teo
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Leu
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tac
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cgg
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Sar
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aaa
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140

gtg
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Thr
220
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aak
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Leu
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cac
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cct
Fro
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255
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Fro

tca
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cag
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Fro
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teca
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Asn
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cgg
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tac
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ctk
Leu

cto
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Fhe
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aag
Lys
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385

atc
Ile

gac
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ctg
Leu
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Asp
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Gly
465
gga
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gac
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545

agg

cog
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tta
Leu

agg
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290

atg
Leu

gte
val

tac

aac
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Leu
370

cct
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Eca
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aak
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gac
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Trp
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cbg
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age
Ser
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Ser
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gaa
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ctg
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aag
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420
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gtg
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500
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Tyr
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Fhe

cag
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tge
Cys

ctg
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att
Ile

gte
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atte
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aag
Lys

cka
Leu

aag
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gaa
Elu
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Arg

cac
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ate
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Val
485

ate
Ile

ata
Ile

ata
Leu

cte
Leu

aag
Lys

ggt
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cag
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tag
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coa
Fro
310

tet
Fhe

gga
Gly

atg
Ile

gag
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tEE
Phe
350

kbt
Phe

atyg
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oty
Lau

ctg
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tac
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cca

Fxo

aat
Asn

ggc
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atg
Met

tte
FPhe
550

gac
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Lttt
Phe

gca
Ala

ate
Ile
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Lys

got
Ala

ttt
Fha

cag
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geca
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375

ttt
Fhe

gkt
Val

gat
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Ala

gag
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455
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ggg
Gly

gag
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aly
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Pro
535

cac
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cac
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280
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Leay
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cag
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360

ctt
Leu
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tgg
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ata
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aggg
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Leu
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Ala
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tac
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265

aag
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cga
345
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Fro
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ctg
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cgt
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cgg
490
age

Sex

ttg
Leu
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tac
Ty
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Trp
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ttk
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att
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ggk
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ttg
Leu
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Gly

gga
Gly
475

tag
Trp

tta
Leu
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gte
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tgg
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gaa
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ctt
Leu
300

tto
Phe
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gag
Glu
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gtg
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460

atg
Met
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Met

cag
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540
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285
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Cya
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Glu
365

agg
Arg
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atc
Ile

tac
Tyx
445
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gac
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Fro
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cac
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gkt
Val

coa
Pro

ackt
Thx
335

ckk
Leau

gta
wval

aaa
Lys

coea
Fro

tat
Tyx
415

gakt
Asp

acc
Thr

ctg
Leu

tag
Trp
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cct
Pro
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Trp
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Ser
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act
Thr

ata
Ile

tEt
Fhe

aat
Asn
625

aga
Arg

kte
Fhe
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Pro

Ega

cct
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Egi
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Asp
510

gag
Glu
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Glu

aac
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tte
Phe
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aaa
Lys

tea
Ser
585

atec
Ile

cca
Pro

cat
His

aca
Thr

tgt
Cys
675

Met Leu

1

Thx

Thx

Sexr

Cys

Glu

Arag

Ser

tto
Fhe
580

tgt
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teca
Sexr

tta
Leu
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Arg
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Ile
660
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His

Ala

Val

Val
145

Ile

Exro

Leu

Sar

Asn

Ser

Leu

Cys

Ala

Liau

115

130

Gly

Ala

Asp

565

tac cct
Tyr Pro

teg ggg
Ser Gly

aga gac

Arg Asp.

Ltk gac
Phe Asp
630

agg aca
Arg Thr
645

tgg aaa
Trp Lysa

tgt gac
Cya Rsp

Ser Gly

Asp Cys
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PFro Gln

Lys Cys

Pro Axg

Gly Ala

85

Ala Phe
100

Cys Cya

Arg Pro

Leu Cys

gaa
Glu

gat
Aap

cct
Pro
615

koo
Ber

cta
Leu

cca
Fro

aag
Liys

Axg

Fhe

Arg

Gln

Ser

70

Leu

Thr

Leu

Asn

Cys
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gga
Gly

gta
Vval
600

tca
Ser

agtg
val
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Thr

tgg
Trp

gaa
Gla
680

Glu

Val

Ile

Leu

85

Ser

Leu

Asp

Phe

Ile

1356

™V
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aca
585
acc

Thz

gaa
Glu

ate
Ile

cck
Pro

ctg
Leu
665

gat
Asp

Glu

val

Phe

40

Asp

Lys

Leu

Sar

Cys

120

Val

Gly

570

ggt
Gly

tac
Tyx

gec
Ala

aaa
Lys

gkc
Val
650

cag

Gln

gac
Asp

geo
Ala

cac gac
Asp

His

ckt cca
Leu Pro

tge
cys

tat gog
Tyr Gly

590

cca coa
Pro Pro

605

620

aag a

Lys Met

635

coca cag

Pro G

cct tgo
Pro Cys

atc c

Ile Leu

Asn Gln

10

Glu Leu

25

Thr Lys

Gln Gly

Leu Leu

Tyxr Arg

Leu Ser

105

Gly val

Leau

Leu

Asn Asn

170

ctg aac
Leu Asn

tg gag gra

Glu Ala

cag the

ln Gln Fhe

tgt gog
Cya Gly

670

tt ccc akg
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Gly

His

Gly

Ser

75

Ser

Arg

Asp

Meakt

Ser
155

Pro Met
685

Asp Ile

Ser Lau

Vval Ala

575

agk
Sexr

cte
Leu

cek
Fro

goce
Ala

ket
Ser
655

acc
Thr

geb
Ala

gga
Gly

cto
Leu

gac
Asp

ata
Ile
&40

gtg
Val

tte
Phe

cce
Pro

Ser Lys

15

His Asn

3o

45

Lys Ser

60

Pro Leu

Ser Gly

Ser Cys

Gly Thr

Thr Lys

Leu Val

Cys Leu

Ile Ala

95

Trp Leu

110

125

Ala Asp

140

val Ser

FPhe Met

Asp Leu

Thr Pro

1776

1824

1872

1520

1968

2016

2064

20867

Thx

Fro

Ser

Gln

Pro

a0

Ser

Ser

Thr

Gly

Asn
160
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Ile Asp Arg Leu

Ala

Tyr

Fhe

Phe

225

Lys

His

Len

Leu

Phe

305

Liys

Trp

Arg

Ser

Glu

385

Ile

hsp

Leu

Asp

Ala

Pro
Thr

210

Ala

Trp

Pro

Leu

Arg

290

Leu
Val
Tyvr
Asn
ﬂeu
370
Fro
Ser
Asn

Asp

Asn
450

Sar Mabt
180

Ile Arg
195

Trp Leu

Lys Leu

His Leun

Leu Asn
260

Ser Asp
275
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Lau Leu
Ile FPhe

Ser Ser
340

His Glu
355

Mebt Leu

Phe Lieu

Lys Lys

Val Glu
420

Gln Glu
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Gly Gly

Ala
165
Cys

Ser

aly

Gly
245

His

Leu

Ile

Val
325

Tyx

Tle

Lys

Leu

Lys

405

Glu
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Ser

Thr

Gly

Gly
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Leu
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Trp

Pro
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Fhe
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Phe

Met

Leu

Leu
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Fro

Hekt
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Lys

Ala
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Ala

Glu
455
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Trp
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Fro
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Gly

Ala
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Trp
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Ila

Cys
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Trp
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Trp
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Gly
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Ala
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Trp
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Trp
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Trp
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Trp
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa, o el uso de un polipéptido para
preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa; en el que dicho polipéptido
tiene actividad de generacion de Ca-formilglicina (actividad de FGE) y:

a) tiene una secuencia seleccionada de SEC ID N° 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72,
74,76, 78, 0 aminodcidos 34-374 de SEC ID N°. 2; o

b) tiene al menos el 50 % de identidad de secuencia con SEC ID N° 2; o

c) tiene una o mas mutaciones de aminoacido conservativas con respecto a un polipéptido como se describe
en a) anteriormente o con respecto a un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N° 2, 5,
46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 0 aminoacidos 34-374 de SEC ID N°. 2; o

d) es un fragmento de un polipéptido como se describe en cualquiera de a) a c) anteriormente; o

€) es una proteina de fusion de cualquiera de a) a d) anteriormente.

2. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun la reivindicacion 1, o el uso del
polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun la
reivindicacion 1; en el que el grado de identidad de secuencia en la parte b) de la reivindicacion 1 es de al menos el
75 %.

3. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segin la reivindicacion 1, o el uso del
polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segin la
reivindicacién 1; en el que el grado de identidad de secuencia en la parte b) de la reivindicaciéon 1 es de al menos el
95 %.

4. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, o el uso del polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de una
deficiencia de sulfatasa segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3; en el que el polipéptido tiene actividad de
generacion de Ca-formilglicina y tiene un subdominio 3 que comprende al menos uno de los siguientes:

(i) un motivo GFR

(i) un motivo RVXXGG(A)S

(iii) un heptamero que contiene tres argininas
(iv) tres residuos de cisteina.

5. Un &cido nucleico o vector que codifica un polipéptido como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4 para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa, o el uso de un acido nucleico o vector que codifica el
polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa.

6. Un vector que codifica un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun la
reivindicacion 5, o el uso de un vector que codifica el polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el
tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun la reivindicacion 5; en el que dicho vector es un vector viral.

7. Un vector viral que codifica un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun la
reivindicacion 6, o el uso de un vector viral que codifica el polipéptido para preparar un medicamento para su uso en
el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa; en el que el vector viral es un adenovirus, un virus adeno-asociado o
un retrovirus.

8. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, o el uso de un polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de
una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, 0 un &acido nucleico o vector que codifica
un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones
5a 7, o el uso de un &cido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido para preparar un medicamento que es
para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7; en el
que el tratamiento es el tratamiento de un ser humano.

9. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 o0 8, o el uso de un polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento de
una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 0 8, o un acido nucleico o vector que
codifica un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segin cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8, o el uso de un acido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido para preparar un
medicamento que es para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 8;

en el que dicho deficiencia de sulfatasa esta seleccionada del grupo que consiste en: deficiencia multiple de
sulfatasas, mucopolisacaridosis Il (MPS Il; sindrome de Hunter), mucopolisacaridosis IlIA (MPS llIA; sindrome de
Sanfilippo A), mucopolisacaridosis VIII (MPS VIIl), mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; sindrome de Morquio A),
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mucopolisacaridosis VI (MPS VI; sindrome de Maroteaux-Lamy), leucodistrofia metacromética (MLD),
condrodisplasia punctata 1 recesiva ligada al cromosoma X o ictiosis ligada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasa
esteroidea).

10. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, 8 0 9, o el uso de un polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento
de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 8 0 9, o un acido nucleico o vector
que codifica un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 9, o el uso de un &cido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido para su uso en el
tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9; en el que el polipéptido es
una FGE eucariota, de mamifero o humana.

11. Un agente que se une selectivamente a un polipéptido como se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4, para su uso en un método de diagnostico o prondéstico de una deficiencia de sulfatasa que se realiza en el
cuerpo humano o animal; en el que el agente es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un receptor de la
superficie celular.

12. El agente como se describe en la reivindicacién 11 para el uso descrito en ella, en el que la deficiencia de
sulfatasa esta seleccionada del grupo que consiste en: deficiencia mdltiple de sulfatasas, mucopolisacaridosis |l
(MPS 1I; sindrome de Hunter), mucopolisacaridosis IlIA (MPS llIA; sindrome de Sanfilippo A), mucopolisacaridosis
VIl (MPS VIII), mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; sindrome de Morquio A), mucopolisacaridosis VI (MPS VI;
sindrome de Maroteaux-Lamy), leucodistrofia metacromatica (MLD), condrodisplasia punctata 1 recesiva ligada al
cromosoma X o ictiosis ligada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasa esteroidea); y en el que el agente es un
anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o un receptor de la superficie celular.

13. Un método de diagndstico o prondstico de una deficiencia de sulfatasa que comprende poner en contacto una
muestra biologica obtenida de un sujeto con un agente que se une selectivamente a un polipéptido como se describe
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4; en el que el agente es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o un
receptor de la superficie celular.

14. Un método de diagnostico o prondstico segin la reivindicacién 13; en el que la deficiencia de sulfatasa esta
seleccionada del grupo que consiste en: deficiencia mdltiple de sulfatasas, mucopolisacaridosis Il (MPS II; sindrome
de Hunter), mucopolisacaridosis IIIA (MPS IlIA; sindrome de Sanfilippo A), mucopolisacaridosis VIII (MPS VIII),
mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; sindrome de Morquio A), mucopolisacaridosis VI (MPS VI; sindrome de
Maroteaux-Lamy), leucodistrofia metacromatica (MLD), condrodisplasia punctata 1 recesiva ligada al cromosoma X o
ictiosis ligada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasa esteroidea).

15. Un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, 8 0 9, o el uso de un polipéptido para preparar un medicamento para su uso en el tratamiento
de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, 8 0 9, o un acido nucleico o vector
que codifica un polipéptido para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las
reivindicaciones 5 a 9, o el uso de un &cido nucleico o vector que codifica dicho polipéptido para su uso en el
tratamiento de una deficiencia de sulfatasa segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9; en el que dicho
polipéptido, &cido nucleico, vector o agente se proporciona en una composicion farmacéutica junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.
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