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RESUMO
"DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA DEFICIENCIA DE MULTIPLAS
SULFATASES E OUTRAS UTILIZANDO UMA ENZIMA GERADORA DE
FORMILGLICINA (FGE)"

Esta invencdo refere-se a métodos e composicdes para o
diagndéstico e tratamento da Deficiéncia de Multiplas
Sulfatases (MSD), bem como de outras deficiéncias de
sulfatases. Mais especificamente, a invencdo refere-se a
moléculas isoladas que modulam modificacdes pbds—-traducdo em
sulfatases. Essas modificacdes sdo essenciais para a funcéo

apropriada de sulfatase.
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DESCRICAO
"DIAGNOSTICO E TRATAMENTO DA DEFICIENCIA DE MOULTIPLAS

SULFATASES E OUTRAS UTILIZANDO UMA ENZIMA GERADORA DE
FORMILGLICINA (FGE)"

Esta invencdo refere-se, entre outras coisas, a métodos e
composicdes para o diagndstico e tratamento da Deficiéncia
de Multiplas Sulfatases (MSD) , bem como de outras
deficiéncias de sulfatases. Mais especificamente, a
invencdo utiliza moléculas gue modulam modificacdes pbds-
traducdo em sulfatases. Essas modificacdes sdo essenciais

para a funcdo apropriada de sulfatase.

As sulfatases sdo membros de uma familia genética altamente
conservada, que partilham extensa homologia de sequéncias
(Franco, B., et al., Cell, 1995, 81: 15-25; Parenti, G., et
al., Curr. Opin. Gen. Dev., 1997, 7: 386-391), um grau
elevado de semelhanca estrutural (Bond, C.S., et al.,
Structure, 1997, S5: 277-289; Lukatels, G., et al.,
Biochemistry, 1998, 37: 3654-64) e uma modificacdo pés-
traducdo Unica que é essencial para clivagem de éster de
sulfato (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278;
Selmer, T., et al., Eur. J. Biochem., 1996, 238: 341-345).
A modificacdo pds-traducdo envolve a oxidacdo de um residuo
cisteina (em eucariotas) ou serina (em certos procariotas)
conservado, em Cp, dando origem a L-Cq~formilglicina
(também conhecida como FGly; dcido 2-amino-3-0XOpropanolico)
na qual um grupo aldeido substitui o grupo tiometilo da
cadeia lateral. O aldeido é uma parte essencial do sitio
catalitico da sulfatase e, provavelmente, atua como um
aldeido hidratado. Um dos grupos hidroxilo geminais aceita

o sulfato durante a <clivagem do éster de sulfato,



conduzindo a formacdo de um intermedidrio enzimético
sulfatado de modo covalente. O outro hidroxilo é requerido
para a eliminacdo subsequente do sulfato e regeneracdo do
grupo aldeido. Esta modificacdo ocorre no reticulo
endoplasmdtico durante, ou pouco apds, a Iimportacdo do
polipéptido de sulfatase nascente e é dirigida por uma
sequéncia linear curta dque envolve o residuo cisteina (ou
serina) a ser modificado. Esta sequéncia altamente
conservada ¢é o hexapéptido L/V-C(S)-X-P-S-R (SEQ ID NO:
32), presente na regido N-terminal de todas as sulfatases
eucaridticas, e muito frequentemente contém um grupo
hidroxilo ou tiol no residuo X (Dierks, T., et al., Proc.

NatL Acad Sci. U. S. A., 1997, 94: 11963-11968).

Até a data foram identificados treze genes de sulfatases em
humanos. Codificam enzimas com diferentes especificidades
para substratos e localizacdo subcelular, como lisossomas,

Golgi e ER. Quatro destes genes, ARSC, ARSD, ARSE e ARSF,

que codificam as arilsulfatases C, D, E e F,
respetivamente, estéo localizados na mesma regido
cromossémica (Xp22.3). Partilham semelhanca significativa

de sequéncias e uma organizacdo gendbmica quase idéntica,
indicando gque surgiram de eventos de duplicacdo que
ocorreram recentemente durante a evolucdo (Franco B, et
al., Cell, 1995, 81: 15-25; Meroni G, et al., Hum Mol
Genet, 1996, 5: 423-31).

A 1importéncia das sulfatases no metabolismo humano é
sublinhada pela identificacdo de pelo menos oito doencas
monogénicas humanas causadas pela deficiéncia de atividades
de sulfatases 1individuais. A maior parte destes estados
consiste em perturbacdes de armazenamento lisossdmico nas

quais as consequéncias fenotipicas derivam do tipo e



distribuicdo em tecidos do material armazenado. Entre essas
contam-se cinco tipos diferentes de mucopolissacaridoses
(MPS tipos II, IIIA, IIID, IVA e VI), devido a deficiéncias
de sulfatases que atuam no catabolismo dos
glicosaminoglicanos (Neufeld e Muenzer, 2001, "The
mucopolysaccharidoses”, Em "The Metabolic and Molecular
Bases of Inherited Disease"™, C.R. Scriver, A.L. Beaudet,
W.S. Sly, D. Valle, B. Childs, K.W. Kinzler e B.
Vogelstein, editores. Nova Iorque: Mc Graw-Hill, péaginas
3421-3452), e leucodistrofia metacromatica (MLD), dque ¢&
caracterizada pelo armazenamento de sulfolipidos nos
sistemas nervosos central e periférico conducente a
deterioracdo neuroldgica grave e progressiva. Duas doencas
humanas adicionais sdo causadas por deficiéncias de
sulfatases ndo lisossdmicas. Estas incluem ictiose ligada
ao cromossoma X, uma perturbacdo da pele devido a
deficiéncia de esteroide sulfatase (STS/ARSC) , e
condrodisplasia punctata, uma perturbacdo que afeta ossos e
cartilagens devido a deficiéncia de arilsulfatase E (ARSE).
As sulfatases também estdo implicadas em sindromas de
malformacdes humanas induzidas por farmacos, como
embriopatia Varfarinica, causada por inibicdo da atividade
da ARSE devido a exposicdo in utero a varfarina durante a

gravidez.

Numa perturbacdo monogénica humana intrigante, deficiéncia
de multiplas sulfatases (MSD), todas as atividades de
sulfatases estéo simultaneamente deficientes. Em
consequéncia, o fendtipo desta doenca multissistémica grave
combina as caracteristicas observadas em deficiéncias de
sulfatases individuais. Células de pacientes com MSD sé&o
deficientes em atividades de sulfatases mesmo apds

transfecdo com cDNAs que codificam sulfatases humanas,



sugerindo a presenca de um mecanismo comum requerido para a
atividade de todas as sulfatases (Rommerskirch e von
Figura, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1992, 89: 2561-2565).
Verificou-se que a modificacédo pds-traducdo de sulfatases é
defeituosa num paciente com MSD, sugerindo que esta
perturbacdo é causada por uma mutacdo num gene, ou genes,
implicados na maguinaria de conversao cisteina-em-
formilglicina (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-
278). Apesar do 1interesse bioldbgico e médico intenso,
esforcos destinados a identificacdo deste(s) gene(s) tém
sido dificultados pela raridade de pacientes com MSD e
consequente falta de casos familiares adequados para

efetuar o mapeamento genético.

Esta invencdo proporciona métodos e composicdes para o
diagnéstico e tratamento de Deficiéncia de Multiplas
Sulfatases (MIM  272200) e o) tratamento de outras
deficiéncias de sulfatases. Mais especificamente,
identificamos um gene que codifica a Enzima Geradora de
Formilglicina (FGE) , uma enzima responséavel pela
modificacdo pds-traducdo Unica que ocorre em sulfatases que
é essencial para a funcdo de sulfatase (formacdo de L-C4—
formilglicina; também conhecida como FGly e/ou dcido 2-
amino-3-oxopropanoico). Foi descoberto, inesperadamente,
que mutacdes no gene FGE conduzem ao desenvolvimento de
Deficiéncia de Multiplas Sulfatases (MSD) em sujeitos.
Também foi descoberto, inesperadamente, que a FGE
intensifica a atividade de sulfatases, incluindo mas ndo se
limitando a Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase, N-
Acetilgalactosamina c-Sulfatase, N-Acetilglucosamina 6-
Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-



5 e HSulf-6. Considerando estas descobertas, as moléculas
da presente invencdo podem ser utilizadas no diagndstico e
tratamento de Deficiéncia de Multiplas Sulfatases, bem como

de outras deficiéncias de sulfatases.

A invencédo proporciona um método para determinar o nivel de
expressdo da enzima geradora de Cy—-formilglicina (FGE) num
sujeito, «cujo método compreende medir in vitro, numa
amostra obtida de um sujeito, a atividade geradora de Cu-
formilglicina de um péptido ou polipéptido possuindo uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste nos aminodcidos
34-374 da SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2,5, 46, 48, 50, 52, 54,
56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 e 8.

Também proporciona um método para identificar um agente
uatil na modulacéo da atividade geradora de Co—

formilglicina, gque compreende:

(a) contactar uma molécula possuindo atividade geradora
de Cy~formilglicina com um agente candidato,

(b) medir a atividade geradora de Cy—formilglicina da
molécula, e

(c) comparar a atividade geradora de Cy—formilglicina
medida da molécula com um controlo para determinar
se o agente candidato modula a atividade geradora

de Cy~formilglicina da molécula;

em que a molécula ¢é uma molécula de &cido nucleico
possuindo a sequéncia de nucledtidos apresentada como SEQ

ID NO: 1, ou é um respetivo produto de expressao.

Também proporciona um método para determinar uma

deficiéncia de sulfatases num sujeito caracterizada por



expressao aberrante de uma molécula de acido nucleico ou de

um respetivo produto de expressdo, que compreende:

monitorizar uma amostra de um paciente quanto a um

pardmetro selecionado do grupo gque consiste em:

(1) uma molécula de &cido nucleico possuindo a

sequéncia de nucledtidos apresentada como SEQ ID

NO: 1,

(i1) um polipéptido codificado pela molécula de éacido
nucleico,

(iii) um péptido derivado do polipéptido, e

(iv) um anticorpo que se liga seletivamente ao

polipéptido ou péptido,

como determinacdo de uma deficiéncia de sulfatases no

sujeito.

A amostra pode ser, por exemplo, um fluido bioldégico ou um

tecido.

O passo de monitorizacdo pode incluir contactar a amostra
com um agente detetdvel selecionado do grupo dque consiste

no seguinte:

(a) uma molécula de acido nucleico que hibridiza
seletivamente, em condicdes restritas, com a
molécula de &acido nucleico de (i),

(b) um anticorpo que se liga seletivamente ao
polipéptido de (ii) ou ao péptido de (iii), e

(c) um polipéptido ou péptido que se liga ao anticorpo

de (iv).



O anticorpo, o polipéptido, o péptido ou o &acido nucleico
podem ser etiquetados com uma etiqueta radioativa ou uma

enzima.

0 método pode incluir avaliar a amostra quanto ao péptido.

A invencdo também proporciona um estojo compreendendo uma
embalagem que contém um agente e um controlo; em que ©
agente & um anticorpo, ou respetivo fragmento, que se liga
seletivamente a um péptido ou polipéptido como descrito
anteriormente, ou ¢é& um 4cido nucleico que se liga
seletivamente a um &cido nucleico que codifica o referido
péptido ou polipéptido; e em que o controlo se destina a
comparacdo com um valor medido de ligacdo do referido

agente ao referido péptido, polipéptido ou &cido nucleico.

O controlo pode consistir num valor predeterminado para

comparacdo com o valor medido.

Pode compreender um epitopo do péptido ou polipéptido.

A invencdo também inclui a utilizacdo de uma molécula de
adcido nucleico, péptido ou polipéptido gque aumenta a
atividade geradora de Cy—formilglicina na preparacdo de um
medicamento para o tratamento de uma deficiéncia de

sulfatases num sujeito; em que:

(1) a molécula de &cido nucleico é selecionada do

grupo que consiste em:

(a) o complemento de uma molécula de éacido
nucleico que hibridiza, em condicodes

restritas, com uma molécula gque consiste



numa sequéncia de nucledtidos apresentada
como SEQ ID NO: 1;

(b) uma molécula de acido nucleico que difere de
uma molécula de acido nucleico de (a) devido
a degenerescéncia do cédigo genético; e

(c) um &cido nucleico possuindo uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste em: SEQ ID
NO: 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 e 80-87;

e

(ii) 0 péptido ou polipéptido é selecionado do grupo

que consiste em:

(a) um péptido ou um polipéptido codificado por
uma molécula de acido nucleico Como
descrito acima; e

(b) um péptido ou um polipéptido gque tem uma
sequéncia selecionada do grupo gque consiste
em: aminodcidos 34-374 da SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, b2, 54, 56; 58,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 e 8.

O medicamento descrito relativamente a utilizacdo acima
mencionada também pode compreender um agente selecionado do
grupo dque consiste nos seguintes: uma molécula de acido
nucleico que codifica a Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase,
N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N-Acetilglucosamina 6-
Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-

5 ou HSulf-6; um produto de expressdo da molécula de &acido



nucleico; e um fragmento do produto de expressdo da

molécula de acido nucleico.

O agente que aumenta a atividade geradora de o~
formilglicina ©pode ser produzido por uma célula dque
expressa a referida molécula de acido nucleico. A célula
pode expressar uma molécula de 4&acido nucleico de FGE

exdgena ou enddgena.

A invencdo também inclui uma molécula de &cido nucleico,
péptido ou polipéptido que modula a atividade geradora de
Co—formilglicina; para wutilizacdo no tratamento de uma
deficiéncia de sulfatases num sujeito; em que a molécula de
dcido nucleico, péptido ou polipéptido é como descrito

acima.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo a molécula de
dcido nucleico, péptido ou polipéptido em conjunto com um
transportador farmaceuticamente aceitédvel também pertence

ao ambito da presente invencéo.

A invencdo também inclui um método para identificar um
agente candidato uUtil no tratamento de uma deficiéncia de

sulfatases, que compreende:

determinar a expressdo de um conjunto de moléculas de
dcidos nucleicos 1in vitro numa célula ou tecido em
condicdes tais que, na auséncia de um agente candidato,
permitem uma primeira quantidade de expressdo do
conjunto de moléculas de 4&cidos nucleicos; em dque ©
conjunto de moléculas de &cidos nucleicos compreende
pelo menos uma molécula de &acido nucleico que é uma

molécula de acido nucleico como descrito anteriormente;
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contactar a célula ou tecido com o agente candidato in
vitro, e

detetar uma quantidade teste de expressdo do conjunto de
moléculas de acidos nucleicos;

em que um aumento da quantidade teste de expressdo na
presenca do agente candidato, relativamente a primeira
quantidade de expressdo, indica que o agente candidato é

util no tratamento da deficiéncia de sulfatases.

Também inclui uma série de moléculas de &acidos nucleicos em
fase sbélida consistindo num conjunto de moléculas de &acidos
nucleicos, respetivos produtos de expressdo, ou respetivos
fragmentos, quando fixados num substrato sélido; em que
cada molécula de é&cido nucleico codifica um polipéptido
selecionado do grupo que consiste nos aminoadcidos 34-374 da
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
c0, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 e 78, Iduronato 2-
Sulfatase, Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase,
N-Acetilglucosamina o—-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e HSulf-o.

A série de moléculas de &acidos nucleicos em fase sdélida
pode compreender pelo menos uma molécula de acido nucleico

de controlo.

O conjunto de moléculas de dcidos nucleicos pode
compreender pelo menos uma ou pelo menos duas moléculas de
dcidos nucleicos que codificam um polipéptido selecionado
do grupo que consiste nos seguintes: aminoacidos 34-374 da
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 e 78, Iduronato 2-
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Sulfatase, Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase,
N-Acetilglucosamina 6-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e HSulf-6.

No ambito da presente invencdo também estd incluido um
alelo variante isolado de um gene FGE humano que codifica
um polipéptido FGE variante, em que O polipéptido

compreende:

uma sequéncia de aminoadcidos compreendendo pelo menos
uma variacdo na SEQ ID NO: 2, em gue a pelo menos uma
variacéo compreende: MetlArg; MetlVal; Serl55Pro;
Cys218Tyr; Ala279val; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys;
Arg349Trp; Arg349Gln; Ser359Stop; ou uma combinacao

destas.

A invencgdo 1inclui um polipéptido FGE humano variante
isolado compreendendo uma sequéncia de aminoadcidos com pelo
menos uma variacdo na SEQ ID NO: 2, em gque a pelo menos uma
variacao compreende: MetlArg; MetlVal; Serl55Pro;
Cys218Tyr; Ala27%9Val; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys;
Arg349Trp; Arg349Gln; Ser359Stop; ou uma combinacdo destas.

Umn anticorpo possuindo um tal polipéptido FGE humano
variante como imunogénio também pertence ao ambito da

presente invencéo.

O anticorpo pode ser, por exemplo, um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo gquimérico ou um

anticorpo etiquetado de forma detetével.
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Se estiver etiquetado de forma detetédvel, a etiqueta
detetdvel pode compreender, por exemplo, um elemento

radioativo, um quimico fluorescente ou uma enzima.

A 1invencdo também inclui um método para produzir uma

sulfatase ativada, cujo método compreende:

(a) contactar a sulfatase com uma Enzima Geradora de
Cq—Formilglicina (FGE) in vitro; em gque a Enzima
Geradora de Cy~Formilglicina é um polipéptido ou um
péptido como descrito na reivindicacdo 1; ou

(b) proporcionar uma célula que coexpressa uma
sulfatase e uma Enzima Geradora de C,~Formilglicina
(FGE), de modo que é produzida na célula sulfatase
ativada; em que a célula compreende DNA ou RNA
heterblogo que conduz a expressdo aumentada da
sulfatase ativada, relativamente ao que ocorreria

na auséncia do DNA ou RNA heterdlogo; e em Jque a

Enzima Geradora de Co—Formilglicina é um
polipéptido ou um péptido como descrito
anteriormente.

A sulfatase pode ser selecionada, por exemplo, do grupo dque
consiste em Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase, N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N- Acetilglucosamina 6-
Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-
5 e HSulf-6.

A deficiéncia de sulfatases referida relativamente aos
métodos ou utilizacdes descritos anteriormente pode ser

selecionada do grupo gque consiste em: Deficiéncia de



13

Multiplas Sulfatases, Zucopolissacaridose 11,
Mucopolissacaridose ITIA, Mucopolissacaridose IVA,
Mucopolissacaridose VI, Mucopolissacaridose VIII,

Leucodistrofia Metacromédtica, Condrodisplasia Punctata 1
Recessiva ligada ao cromossoma X e Ictiose 1ligada ao

cromossoma X.

Descricdo Breve das Sequéncias

SEQ ID NO: 1 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da FGE
humana.

SEQ ID NO: 2 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducao do cDNA da FGE humana (SEQ ID NO: 1).
SEQ ID NO: 3 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da FGE
humana que codifica o polipéptido da SEQ ID NO: 2 (isto é&,
nuclebdtidos 20-1141 da SEQ ID NO: 1).

SEQ ID NO: 4 é a sequéncia de nucledtidos do Numero de
Acesso da GenBank AK075459.

SEQ ID NO: 5 é& a sequéncia de aminoadcidos prevista do
produto de traducdo da SEQ ID NO: 4, um produto proteico
sem nome com o Numero de Acesso da GenBank BAC11634.

SEQ ID NO: 6 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da
Iduronato 2-Sulfatase humana (Numero de Acesso da GenBank
M58342) .

SEQ ID NO: 7 é& a sequéncia de aminoadcidos prevista do
produto de traducdao do cDNA da Iduronato 2-Sulfatase humana
(SEQ ID NO: 6).

SEQ ID NO: 8 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da
Sulfamidase humana (Numero de Acesso da GenBank U30894).
SEQ ID NO: 9 é a sequéncia de aminoadcidos prevista do
produto de traducdo do c¢DNA da Sulfamidase humana (SEQ ID
NO: 8).
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SEQ ID NO: 10 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase humana (Numero de Acesso da
GenBank U06088) .

SEQ ID NO: 11 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do c¢cDNA da N-Acetilgalactosamina 6-
Sulfatase humana (SEQ ID NO: 10).

SEQ ID NO: 12 é a sequéncia de nucledtidos do cDNA da N-
Acetilglucosamina 6-Sulfatase humana (Numero de Acesso da
GenBank 712173).

SEQ ID NO: 13 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do c¢DNA da N-Acetilglucosamina 6-
Sulfatase humana (SEQ ID NO: 12).

SEQ ID NO: 14 é& a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase A humana (Numero de Acesso da GenBank
X52151) .

SEQ ID NO: 15 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do c¢cDNA da Arilsulfatase A humana (SEQ
ID NO: 14).

SEQ ID NO: 16 & a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase B humana (Numero de Acesso da GenBank
J05225) .

SEQ ID NO: 17 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da Arilsulfatase B humana (SEQ
ID NO: 16).

SEQ ID NO: 18 é& a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase C humana (Numero de Acesso da GenBank
J049¢64) .

SEQ ID NO: 192 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da Arilsulfatase C humana (SEQ
ID NO: 18).

SEQ ID NO: 20 é& a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase D humana (Numero de Acesso da GenBank

X83572) .
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SEQ ID NO: 21 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da Arilsulfatase D humana (SEQ
ID NO: 20).

SEQ ID NO: 22 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase E humana (Numero de Acesso da GenBank
X83573) .

SEQ ID NO: 23 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da Arilsulfatase E humana (SEQ
ID NO: 22).

SEQ ID NO: 24 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase F humana (Numero de Acesso da GenBank
X97868) .

SEQ ID NO: 25 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da Arilsulfatase F humana (SEQ
ID NO: 24).

SEQ ID NO: 26 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
Arilsulfatase G humana (NUimero de Acesso da GenBank
BC012375) .

SEQ ID NO: 27 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo da Arilsulfatase G humana (SEQ ID NO:
26) .

SEQ ID NO: 28 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-1 (Numero de Acesso da GenBank AI101175).

SEQ ID NO: 29 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da HSulf-1 (SEQ ID NO: 28).

SEQ ID NO: 30 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-2 (Numero de Acesso da GenBank AY101176).

SEQ ID NO: 31 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da HSulf-2 (SEQ ID NO: 30).

SEQ ID NO: 32 & o hexapéptido altamente conservado L/V-

FGly-X-P-S-R presente em sulfatases.
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SEQ ID NO: 33 é um substrato de formacdo de FGly sintético;
a sua sequéncia primadria é derivada da Arilsulfatase A
humana.

SEQ ID NO: 34 é o oligopéptido misturado PYILFTRSCAMITER.

SEQ ID NO: 35 é o oligopéptido de Ser69 PVEBLETPERAMITGR,

SEQ ID NO: 36 é o "primer" especifico para FGE humana
1199nc.

SEQ ID NO: 37 é& o "primer" direto especifico para FGE
humana 1c.

SEQ ID NO: 38 é o "primer" reverso especifico para FGE
humana 1182c.

SEQ ID NO: 39 é& o "primer" 5' especifico para FGE humana
contendo um sitio EcoRI.

SEQ ID NO: 40 é um "primer" especifico para HA.

SEQ ID NO: 41 & um "primer" especifico para c-myc.

SEQ ID NO: 42 é um "primer" especifico para RGS-Hisg.

SEQ ID NO: 43 é o oligopéptido triptico SONTPOSSASMGFR de
uma preparacao de FGE humana.

SEQ ID NO: 44 & o oligopéptido triptico HMyHPAGYFTMGIDDPQK de
uma preparacao de FGE humana.

SEQ ID NO: 45 é a sequéncia de nucledtidos do paradlogo da
FGE2 humana (GenBank GI: 24308053).

SEQ ID NO: 46 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do paradlogo da FGE2 humana (SEQ ID NO:
45) .

SEQ ID NO: 47 é a sequéncia de nucledtidos do parédlogo da
FGE de ratinho (GenBank GI: 263449506) .

SEQ ID NO: 48 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do pardlogo da FGE de ratinho (SEQ ID
NO: 47).

SEQ ID NO: 49 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da

FGE de ratinho (GenBank GI: 22122361).
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SEQ ID NO: 50 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE de ratinho (SEQ ID
NO: 49).

SEQ ID NO: 51 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE da mosca da fruta (GenBank GI: 20130397).

SEQ ID NO: 52 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE da mosca da fruta
(SEQ ID NO: 51).

SEQ ID NO: 53 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de mosquito (GenBank GI: 21289310).

SEQ ID NO: 54 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE de mosquito (SEQ ID
NO: 53).

SEQ ID NO: 55 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo
intimamente relacionado da FGE de S. coelicolor (GenBank
GI: 21225812).

SEQ ID NO: 56 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE de S. coelicolor
(SEQ ID NO: 55).

SEQ ID NO: 57 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo
intimamente relacionado da FGE de C. efficiens (GenBank GI:
25028125) .

SEQ ID NO: 58 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de C. efficiens (SEQ
ID NO: 57).

SEQ ID NO: 59 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de N. aromaticivorans (GenBank GI: 23108562).

SEQ ID NO: 60 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducao do ortdlogo da FGE de N.
aromaticivorans (SEQ ID NO: 59).

SEQ ID NO: 61 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da

FGE de M. loti (GenBank GI: 13474559).
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SEQ ID NO: 62 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de M. loti (SEQ ID
NO: 61).

SEQ ID NO: 63 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de B. fungorum (GenBank GI: 22988809).

SEQ ID NO: 64 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE de B. fungorum (SEQ
ID NO: 63).

SEQ ID NO: 65 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de S. meliloti (GenBank GI: 16264068).

SEQ ID NO: 66 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de S. meliloti (SEQ
ID NO: 65).

SEQ ID NO: 67 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de Microscilla sp. (GenBank GI: 14518334).

SEQ ID NO: 68 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de Microscilla sp.
(SEQ ID NO: 67).

SEQ ID NO: 69 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de P. putida KT2440 (GenBank GI: 26990068).

SEQ ID NO: 70 é& a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de P. putida KT2440
(SEQ ID NO: 69).

SEQ ID NO: 71 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de R. metallidurans (GenBank GI: 22975289).

SEQ ID NO: 72 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de R. metallidurans
(SEQ ID NO: 71).

SEQ ID NO: 73 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de P. marinus (GenBank GI: 23132010).

SEQ ID NO: 74 é& a sequéncia de aminoadcidos prevista do
produto de traducdo do ortdélogo da FGE de P. marinus (SEQ
ID NO: 73).
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SEQ ID NO: 75 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de C. crescentus CB15 (GenBank GI: 16125425).

SEQ ID NO: 76 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de C. crescentus CB
15 (SEQ ID NO: 75).

SEQ ID NO: 77 é a sequéncia de nucledtidos do ortdlogo da
FGE de M. tuberculosis Ht37Rv (GenBank GI: 15607852).

SEQ ID NO: 78 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do ortdlogo da FGE de M. tuberculosis
Ht37Rv (SEQ ID NO: 77).

SEQ ID NO: 79 é o heptapéptido altamente conservado
presente no subdominio 3 de ortdélogos e pardlogos da FGE.
SEQ ID NO: 80 é& a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortdélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
CA379852.

SEQ ID NO: 81 é a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
AT721440.

SEQ ID NO: 82 é a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortdélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
BJ505402.

SEQ ID NO: 83 é a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
BJ054666.

SEQ ID NO: 84 é a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortdélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
ALL892419.

SEQ ID NO: 85 é a sequéncia de nuclebdtidos do fragmento EST
do ortélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
CA064079.

SEQ ID NO: 86 é a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortdélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:

BF189614.
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SEQ ID NO: 87 é& a sequéncia de nucledtidos do fragmento EST
do ortdélogo da FGE com o Numero de Acesso da GenBank:
AV609121.

SEQ ID NO: 88 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-3.

SEQ ID NO: 89 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da HSulf-3 (SEQ ID NO: 88).

SEQ ID NO: 90 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-4.

SEQ ID NO: 91 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da HSulf-4 (SEQ ID NO: 90).

SEQ ID NO: 92 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-5.

SEQ ID NO: 93 é a sequéncia de aminodcidos prevista do
produto de traducdo do cDNA da HSulf-5 (SEQ ID NO: 92).

SEQ ID NO: 94 é a sequéncia de nuclebdtidos do cDNA da
HSulf-6.

SEQ ID NO: 95 é a sequéncia de aminodcidos prevista do

produto de traducdo do cDNA da HSulf-6 (SEQ ID NO: 94).

Descricdo Breve das Figuras

Fig. 1: Espetros de massa MALDI-TOF esquematicos de P23
apds incubacdo na auséncia (A) ou presenca (B) de um

extrato soluvel de microssomas de testiculo bovino.

Fig. 2: Arvore filogenética derivada de um alinhamento de

FGE humana e 21 proteinas da semente PFAM-DUF323.

Fig. 3: Organizacdo do locus do gene FGE humano e murino.
Os exbes estdo mostrados a escala na forma de retédngulos e
retadngulos claros (locus murino). Os numeros acima das
linhas de 1intrdes 1indicam a dimensdo dos 1intrdes em

quilobases.
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Fig. 4: Diagrama que mostra um mapa do Plasmideo de

Expressadao de FGE pXMG.1.3.

Fig. 5: Gréafico de barras que ilustra a Atividade da N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células 36F Transfetadas

de Modo Transitério com o Plasmideo de Expressdo de FGE.

Fig. 6: Grafico de Dbarras que 1lustra a Atividade
Especifica da N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células
36F Transfetadas de Modo Transitdério com o Plasmideo de

Expressdo de FGE.

Fig. 7: Grafico de barras que ilustra a Producdo de N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células 36F Transfetadas

de Modo Transitédrio com o Plasmideo de Expressdo de FGE.

Fig. 8: Grafico que ilustra a Atividade da Iduronato 2-
Sulfatase em Células 30C6 Transfetadas de Modo Transitédrio

com o Plasmideo de Expressdo de FGE.

Fig. 9: Ilustra um estojo que implementa caracteristicas da

presente invencéo.

Os inventores descobriram o gene, agquele gene, que codifica
a Enzima Geradora de Formilglicina (FGE), wuma enzima
responsavel pela modificacdo pds-traducdo Unica gue ocorre
em sulfatases que é essencial para a funcdo de sulfatase: A
formacdo de L-Cy—formilglicina (também conhecida como FGly
e/ou dcido 2-amino-3-oxopropanoico) . Foi descoberto,
inesperadamente, que mutacdes no gene FGE conduzem ao
desenvolvimento de Deficiéncia de Mualtiplas Sulfatases

(MSD) em sujeitos. Também foi descoberto, inesperadamente,



22

que a FGE aumenta a atividade de sulfatases, incluindo mas
ndo se limitando a Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase, N-
Acetilgalactosamina c-Sulfatase, N-Acetilglucosamina 6-
Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-
5 e HSulf-6, e sulfatases descritas nos Requerimentos
provisdérios U.S. com o0s numeros de publicacdo 20030073118,
20030147875, 20030148920, 20030162279 e 20030166283.
Considerando estas descobertas, moléculas descritas aqui
podem ser utilizadas no diagndéstico e/ou tratamento de
Deficiéncia de Multiplas Sulfatases, bem como no tratamento

de outras deficiéncias de sulfatases.

S80 proporcionados métodos para utilizacdo de moléculas no

diagndéstico de Deficiéncia de Multiplas Sulfatases.

Adicionalmente, também s&o proporcionados métodos para
utilizacdo destas moléculas in vivo ou 1in Vvitro com a
finalidade de modular a formacdo de FGIly em sulfatases,
métodos de tratamento de estados associados a essa
modificacdo e composicdes Uteis na producdo de preparacdes
terapéuticas para o tratamento de Deficiéncia de Multiplas

Sulfatases, bem como de outras deficiéncias de sulfatases.

Também sdo proporcionados polipéptidos dque modulam a
formacdo de FGly em sulfatases, &cidos nucleicos isolados
que codificam esses polipéptidos, modificacdes e variantes
funcionais dos anteriores, fragmentos uteis dos anteriores,
bem Como terapéuticas e diagndésticos, métodos de
investigacédo, composicdes e ferramentas relacionados com

aqueles.
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"Atividade geradora de Cyo—formilglicina" refere-se a
capacidade de uma molécula para formar, ou intensificar a
formacdo de, FGly num substrato. O substrato pode ser uma
sulfatase, como descrito aqui noutro local, ou um
oligopéptido sintético (ver, por exemplo, SEQ ID NO: 33, e
os Exemplos). O substrato contém ©preferivelmente o
hexapéptido conservado da SEQ ID NO: 32 [L/V-C(S)-X-P-S-R].
Métodos para avaliar a formacdo de FGly sdo os descritos na
adrea (ver, por exemplo, Dierks, T., et al., Proc. Natl.
Acad Sci. U. S. A., 1997, 94: 11963-11968), e aquli noutro
local (ver, por exemplo, os Exemplos). Uma "molécula," como
usado aqui, abrange "Acidos nucleicos" e "polipéptidos".
Moléculas de FGE s&do capazes de formar, ou de intensificar/

aumentar a formacdo de, FGly in vivo e 1in vitro.

"Intensificar (ou "aumentar")" a atividade geradora de C4—
formilglicina, como usado aqui, refere-se tipicamente a
expressao aumentada de FGE e/ou seu polipéptido codificado.
Expressdo aumentada refere-se a aumentar (isto &, numa
extensdo detetavel) a replicacdo, transcricdo e/ou traducédo
de quaisquer dos &acidos nucleicos (4dcidos nucleicos de FGE,
como descrito aqui noutro local), uma vez dque a regulacéo
positiva de quaisquer destes processos origina um aumento
da concentracdo/quantidade do polipéptido codificado pelo
gene (Acido nucleico). Intensificar (ou aumentar) a
atividade geradora de Cy-formilglicina também se refere a
prevenir ou inibir a degradacéo (por exemplo, via
ubiquitinacdo aumentada), regulacdo negativa, etc., da FGE,
resultando, por exemplo, num t¥s (semivida) da molécula de
FGE aumentado ou estdvel em comparacdoc com um controlo.
Regulacdo negativa ou expressdo decrescida refere-se a
expressdo decrescida de um gene e/ou do seu polipéptido

codificado. A regulacdo positiva ou regulacdo negativa da
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expressao genética pode ser diretamente determinada
detetando um aumento ou decréscimo, respetivamente, do
nivel de mRNA para o gene (por exemplo, FGE), ou do nivel
de expressdo proteica do polipéptido codificado pelo gene,
utilizando gquaisquer meios adequados conhecidos na &rea,
como métodos de hibridizacdo de acidos nucleicos ou detecdo
de anticorpos, respetivamente, e em comparacao com
controlos. A regulacdo positiva ou regulacdo negativa da
expressdao do gene FGE também pode ser determinada
indiretamente por detecdo de uma alteracdo da atividade

geradora de Cy—formilglicina.

"Expressdo", como usado aqui, refere-se a expressdo de
dcidos nucleicos e/ou polipéptidos, bem como a atividade da
molécula polipeptidica (por exemplo, atividade geradora de

Co—formilglicina da molécula).

Um método envolve a clonagem de um cDNA que codifica FGE.
FGE é uma molécula de acido nucleico isolado gque compreende
uma molécula de a&cido nucleico da SEQ ID NO: 1, e codifica
um polipéptido com atividade geradora de Cy—-formilglicina.
A sequéncia do cDNA da FGE humana estd apresentada como SEQ
ID NO: 1, e a sequéncia de aminoacidos prevista deste
produto proteico codificado pelo cDNA estd apresentada como

SEQ ID NO: 2.

Como usado aqui, um sujeito é um mamifero ou um mamifero
ndo humano. Em todas as formas de realizacdo é preferida

FGE humana e sujeitos humanos.

Sdo divulgados um polipéptido FGE isolado, o cDNA que
codifica este ©polipéptido, modificacdes e variantes

funcionais dos anteriores, fragmentos uteis dos anteriores,
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bem como diagndésticos e terapéuticas relacionadas com

aqueles.

Como usado aqui relativamente a &cidos nucleicos, o termo
"isolado" significa: (i) amplificado in vitro, por exemplo,
por reacdo em cadeia de polimerase (PCR); (ii) produzido de
modo recombinante por clonagem; (iii) purificado, tal como
por clivagem e separacdo em gel; ou (iv) sintetizado, por
exemplo, por sintese quimica. Um &cido nucleico isolado é
tal que ¢é facilmente manipulado por técnicas de DNA
recombinante bem conhecidas na &rea. Assim, uma sequéncia
de nucledtidos contida num vetor no qual sdo conhecidos
sitios de restricdo 5' e 3' ou para a qual foram divulgadas
sequéncias de T"primers" para a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) & considerada isolada, mas uma sequéncia
de &cido nucleico existente no seu estado nativo no seu
hospedeiro natural ndo estd. Um acido nucleico isolado pode
estar substancialmente purificado, mas tal nao é
necesséario. Por exemplo, um acido nucleico que estd isolado
num vetor de clonagem ou expressdo ndo é puro, pois pode
compreender apenas uma percentagem muito pequena do
material da célula onde reside. No entanto, esse acido
nucleico estéd isolado, tal como o termo é usado aqui, pois
é facilmente manipulado por técnicas comuns conhecidas dos

profissionais.

Como usado aqui relativamente a polipéptidos, o termo
"isolado" significa separado do seu ambiente nativo em
forma suficientemente pura para poder ser manipulado ou
usado para gqualquer uma das finalidades descritas aqui.
Assim, isolado significa suficientemente puro para ser

utilizado (i) para dirigir e/ou isolar anticorpos, (ii)
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como reagente num ensaio, (iii) para sequenciacdo, (iv)

como agente terapéutico, etc.

Moléculas de &cidos nucleicos isolados que codificam um
polipéptido FGE com atividade geradora de Cy—formilglicina
incluem: (a) moléculas de &acidos nucleicos que hibridizam,
em condicdes restritas, com uma molécula que consiste num
acido nucleico da SEQ ID NO: 1 e que codificam um
polipéptido FGE com atividade geradora de Co—formilglicina,
(b) delecdes, adicdes e substituicdes de (a) que codificam
um polipéptido FGE respetivo com atividade geradora de Cq-
formilglicina, (c) moléculas de 4&cidos nucleicos due
diferem das moléculas de &acidos nucleicos de (a) ou (b)
quanto a sequéncia de coddes devido a degenerescéncia do
cdbdigo genético, e (d) complementos de (a), (b) ou (c).
"Complementos", como usado aqui, inclui "filamentos
complementares completos ou filamentos 100% complementares

de (a), (b) ou (c).

Sdo divulgados homélogos e alelos dos &acidos nucleicos FGE
também possuindo atividade geradora de Cy—formilglicina.
Hombélogos, como descrito aqui, incluem as moléculas
identificadas aqui noutro local (ver, por exemplo, SEQ ID
NOs: 4, 5, 45-78 e 80-87), isto é, ortdélogos e paradlogos.
Podem ser identificados outros hombélogos seguindo os
ensinamentos apresentados aqui, bem como por técnicas
convencionais. Uma vez que todos os homdélogos de FGE
descritos aqui partilham atividade geradora de @ C4—
formilglicina, podem ser utilizados de forma intermutavel
com a molécula FGE humana em todos os aspetos descritos
aqui.

Sequéncias de &acidos nucleicos que codificam polipéptidos

FGE podem hibridizar com o complemento de uma molécula de



277

dcido nucleico que consiste na regido codificadora da SEQ
ID NO: 1, em condicdes restritas. Numa forma de realizacéo
importante, o termo "condicdes restritas™, como usado aqui,
refere-se a parémetros familiares na 4&area. Com acidos
nucleicos, ¢é afirmado que condicdes de hibridizacdo séao
restritas tipicamente em condicdes de baixa forca idnica e
uma temperatura logo abaixo da temperatura de fusdo (T¢) do
complexo hibrido de DNA (tipicamente, cerca de 3°C inferior
a T¢ do hibrido). Uma restricdo mais elevada permite uma
correlacdo mais especifica entre a sequéncia da sonda e o
alvo. Condicbes restritas utilizadas na hibridizacdo de
dcidos nucleicos s&do bem conhecidas na &4rea e podem ser
encontradas em referéncias que compilam esses métodos, por
exemplo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", J.
Sambrook, et al., editores, Segunda Edicdo, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque,
1989, ou "Current Protocols in Molecular Biology", F.M.
Ausubel, et al., editores, John Wiley & Sons, Inc., Nova
Iorque. Um exemplo de "condicdes restritas" consiste em
hibridizacdo a 65°C em 6 x SSC. Outro exemplo de condicdes
restritas consiste em hibridizacdo a 65°C em tampdo de
hibridizacdo que consiste em 3,5 x SSC, 0,02% Ficoll, 0,02%
polivinilpirrolidona, 0,02% Albumina de Soro Bovino, 2,5 mM
NaH,PO4 [pH7], 0,5% SDS, 2 mM EDTA. (SSC é 0,15 M cloreto de
s6édio/0,15 M citrato de sbédio, pH7; SDS é dodecilsulfato de
sbédio; e EDTA é 4cido etilenodiaminotetracético). Apds a
hibridizacdo, a membrana para onde é transferido o DNA é
lavada a 2 x SSC a temperatura ambiente e depois a 0,1 x
SSC/0,1 x SDS a temperaturas até 68°C. Noutro exemplo, uma
alternativa a wutilizacdo de uma solucdo de hibridizacéao
aquosa €& a utilizacdo de uma solucdo de hibridizacado de
formamida. Assim, condicdes de hibridizacdo restritas podem

ser obtidas wutilizando, por exemplo, uma solucdo 50%
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formamida e 42°C. H& outras condicdes, reagentes, e assim
por diante, que podem ser utilizados e gue originariam um
grau semelhante de restricéo. O profissional estaréa
familiarizado com essas condicdes; como tal, elas ndo séo
apresentadas aqui. No entanto, serd entendido que o
profissional seréd capaz de manipular as condicdes de modo a
permitir a identificacdo clara de homdélogos e alelos de
acidos nucleicos FGE descritos aqui. O profissional também
estd familiarizado com a metodologia de rastreio de células
e Dbibliotecas gquanto a expressdo dessas moléculas dque,
entdo, sdo isoladas de modo rotineiro, seguido de
isolamento da molécula de &cido nucleico pertinente e

sequenciacéao.

Em geral, homdélogos e alelos partilhardo tipicamente pelo
menos 40% de identidade de nucledtidos e/ou pelo menos 50%
de identidade de aminoédcidos com a SEQ ID NO: 1 e SEQ ID
NO: 2, respetivamente; nalguns casos partilhardo pelo menos
50% identidade de nucledtidos e/ou pelo menos 65% de
identidade de aminodcidos e ainda noutros casos partilharéo
pelo menos 60% de identidade de nucledtidos e/ou pelo menos
75% de identidade de aminoédcidos. Noutros casos, homdélogos
e alelos partilhardo tipicamente pelo menos 90%, 95% ou
mesmo 99% de identidade de nucledtidos e/ou pelo menos 95%,
98% ou mesmo 99% de identidade de aminodcidos com a SEQ ID
NO: 1 e SEQ ID NO: 2, respetivamente. A homologia pode ser
calculada wutilizando varias ferramentas de "software"”
publicamente disponiveis desenvolvidas pelo NCBI (Bethesda,
Maryland). Ferramentas exemplificativas incluem o algoritmo
heuristico de Altschul SF, et al., (J Mol Biol, 1990, 215:
403-410), também conhecido como BLAST. Podem ser obtidos
alinhamentos de pares e ClustalW (empregando a matriz

BLOSUM30) bem como anéalise hidropatica de Kyte-Doolittle
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utilizando ferramentas publicas (EMBL, Heidelberga,
Alemanha) e comerciais (por exemplo, o "software" de
andlise de sequéncias MacVector do Oxford Molecular
Group/Genetics Computer Group, Madison, WI). Também estdo
abrangidos complementos de Watson-Crick dos adcidos

nucleicos anteriores.

No rastreio de genes relacionados com FGE, como hombélogos e
alelos de FGE, pode realizar-se uma coloracdo "Southern"
utilizando as condicdes anteriores, Jjuntamente com uma
sonda radiocativa. Apds lavagem da membrana para onde &
finalmente transferido o DNA, a membrana pode ser colocada
contra um filme de raios X ou uma placa PhosphoImager para

detetar o sinal radioativo.

Dados o0s ensinamentos apresentados aqui de um clone de cDNA
de FGE humana completo, outras sequéncias de mamifero, como
o clone de cDNA de ratinho correspondente ao gene FGE
humano, podem ser isoladas de uma biblioteca de cDNA,

utilizando técnicas comuns de hibridizacdo de coldnias.

Acidos nucleicos degenerados incluem coddes alternativos
aos presentes nos materiais nativos. Por exemplo, residuos
serina s&o codificados pelos coddes TCA, AGT, TCC, TCG, TCT
e AGC. Assim, serad claro para o profissional que quaisquer
dos tripletos de nucledtidos codificadores de serina podem
ser empregues para dirigir o aparato da sintese proteica,
in vitro ou in vivo, para incorporar um residuo serina num
polipéptido FGE em alongamento. De modo semelhante,
tripletos de sequéncias de nuclebdtidos que codificam outros
residuos de aminoacidos incluem mas ndo estdo limitados a:
CCA, CCC, CCG e CCT (coddes de prolina); CGA, CGC, CGG,
CGT, AGA e AGG (coddes de arginina); ACA, ACC, ACG e ACT
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(coddes de treonina); AAC e AAT (coddes de asparagina); e
ATA, ATC e ATT (coddes de isoleucina). Outros residuos de
aminocacidos podem ser codificados de modo semelhante por
multiplas sequéncias de nucledtidos. Assim, podem ser
utilizados &cidos nucleicos degenerados gque diferem dos
dcidos nucleicos 1isolados de modo bioldgico gquanto a
sequéncia de coddes, devido a degenerescéncia do cbddigo

genético.

Sdo proporcionados fragmentos uUnicos isolados da SEQ ID NO:
1 ou SEQ ID NO: 3, ou respetivos complementos. Um fragmento
Unico é tal que é uma "assinatura" do acido nucleico maior.
Por exemplo, o fragmento uUnico é suficientemente longo para
assegurar dJue a sua sequéncia precisa ndo se encontra em
moléculas do genoma humano fora dos acidos nucleicos FGE
definidos acima (e alelos humanos). Os profissionais podem
aplicar ndo mais do que procedimentos de rotina para
determinar se um fragmento ¢é uUnico no genoma humano. No
entanto, fragmentos uUnicos excluem fragmentos completamente
compostos pelas sequéncias de nuclebdtidos selecionadas do
grupo que consiste na SEQ ID NO: 4, e/ou outras sequéncias
previamente publicadas a data de registo deste

requerimento.

Um fragmento que é completamente composto pela sequéncia
descrita nos depdsitos da GenBank anteriores é tal que néao
inclui nenhum dos nucledtidos Unicos das sequéncias
descritas aqui. Assim, um fragmento Unico deve conter uma
sequéncia de nucledtidos diferente da sequéncia exata
daquelas dos depdsitos da GenBank, ou respetivos
fragmentos. A diferenca pode ser uma adicdo, delecdo ou

substituicdo relativamente a sequéncia da GenBank, ou pode
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ser uma sequéncia totalmente separada da sequéncia da

GenBank.

Fragmentos Unicos podem ser utilizados como sondas em
ensaios de coloracao "Southern" e "Northern" para
identificar esses &cidos nucleicos, ou podem ser utilizados
em ensailos de amplificacdo, como os que empregam PCR. Como
é conhecido dos profissionais, sondas grandes, tais como
com 200, 250, 300 ou mais nucledtidos, sé&do preferidas para
certas utilizacodes, como coloracdes "Southern" e
"Northern", ao passo que fragmentos mais pequenos serdo
preferidos para utilizacdes tais como PCR. Fragmentos
Unicos também podem ser utilizados para produzir proteinas
de fusdo para a geracdo de anticorpos ou determinacdo da
ligacdo dos fragmentos polipeptidicos, como demonstrado nos
Exemplos, ou para a geracdo de componentes de imunoensaios.
De igual modo, fragmentos uUnicos podem ser empregues para
produzir fragmentos n&o fundidos dos polipéptidos FGE,
uteis, por exemplo, na preparacéao de anticorpos,
imunoensaios ou aplicacdes terapéuticas. Fragmentos uUnicos
também podem ser utilizados como moléculas antissentido
para inibir a expressdo de acidos nucleicos e polipéptidos

FGE, respetivamente.

Como serd reconhecido pelos profissionais, a dimensdo do
fragmento Unico dependerd da sua conservacdo no cbddigo
genético. Assim, algumas regides da SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 3 e complementos irdo requerer que fragmentos maiores
sejam Unicos, ao passo dque outras 1rdo requerer apenas
segmentos pequenos, tipicamente entre 12 e 32 nucledtidos
de comprimento (por exemplo, 12, 13, 14, 15, 1¢, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29, 30, 31 e 32

bases) ou mais, até ao comprimento total da sequéncia
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divulgada. Como mencionado acima, pretende-se dque esta
divulgacdo abranja cada um e todos os fragmentos de cada
sequéncia, comecando no primeiro nucledtido, o segundo
nuclebdtido e assim por diante até 8 nucledtidos de
distancia da extremidade, e terminando em qualquer parte
desde o nucledtido numero 8, 9, 10 e assim por diante para
cada sequéncia, até ao ultimo nucledtido (desde gque a
sequéncia seja Unica, como descrito acima). Serd uUnico
virtualmente qualgquer segmento da regido da SEQ ID NO: 1
comecando no nucledtido i e terminando no nucledtido 1180,
ou SEQ ID NO: 3 comecando no nucledétido 1 e terminando no
nucledtido 1122, ou respetivos complementos, que tenha 20
ou mais nucledtidos de comprimento. Os profissionais estéo
bem versados em métodos de selecdo dessas sequéncias,
tipicamente com base na capacidade do fragmento Unico para
distinguir seletivamente a sequéncia de interesse de outras
sequéncias do genoma humano, do fragmento com aquelas em
bases de dados conhecidas é tipicamente tudo o que &
necesséario, apesar de poder ser realizada anadlise de

hibridizacdo e sequenciacdo de confirmacdo in vitro.

Como mencionado acima, oligonucledétidos antissentido que se
ligam seletivamente a uma molécula de &acido nucleico due
codifica um polipéptido FGE podem ser utilizados para

diminuir a atividade da FGE.

Como usado aqui, o termo "oligonucledtido antissentido" ou

"antissentido" descreve um oligonucledétido que & um
oligorribonucledtido, oligodesoxirribonucledtido,
oligorribonucledtido modificado ou
oligodesoxirribonucledétido modificado que hibridiza, em

condicdes fisioldgicas, com DNA compreendendo um dJene

particular ou com um transcrito de mRNA desse gene e, desse
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modo, inibe a transcricdo desse gene e/ou a traducdo desse
mRNA. As moléculas antissentido sdo concebidas de modo a
interferirem na transcricdo ou traducdo de um gene alvo por
hibridizacéao com o) gene alvo ou transcrito. Os
profissionais reconhecerdo que o comprimento exato do
oligonucledtido antissentido e o) seu grau de
complementaridade com o seu alvo dependerdao do alvo
especifico selecionado, incluindo a sequéncia do alvo e as
bases particulares que compreendem essa sequéncia. E
preferido que o) oligonuclebtido antissentido seja
construido e disposto de modo a ligar-se seletivamente ao
alvo em condicdes fisioldgicas, isto §&, de modo a
hibridizar substancialmente mais com a sequéncia alvo do
que com qualgquer outra sequéncia na célula alvo, em
condicdes fisioldbgicas. Com base na SEQ ID NO: 1 ou em
sequéncias gendmicas e/ou de cDNA alélicas ou homdlogas, o
profissional pode facilmente escolher e sintetizar
quaisquer de algumas moléculas antissentido apropriadas. De
modo a serem suficientemente seletivos e potentes para
inibicéao, esses oligonucledtidos antissentido devem
compreender pelo menos 10 e, mais preferivelmente, pelo
menos 15 bases consecutivas gque sdo complementares ao alvo,
apesar de, em certos casos, oligonucledtidos modificados
tdo pequenos quanto com 7 bases de comprimento tenham sido
usados com éxito como oligonucledétidos antissentido (Wagner
et al., Nat. Med, 1995, 1(11): 1116-1118; Nat. Biotech.,
1996, 14: 840-844) . Muito preferivelmente, os
oligonucledtidos antissentido compreendem uma sequéncia
complementar de 20-30 Dbases. Apesar de poderem ser
escolhidos oligonuclebdtidos que sdo antissentido para
qualquer regido do gene ou transcritos de mRNA, em formas
de realizacdo preferidas os oligonuclebdtidos antissentido

correspondem a sitios N-terminais ou a montante 5', como
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sitios de iniciacdo da traducdo, iniciacdo da transcricédo
ou promotores. Além disso, regides 3' ndo traduzidas podem
ser abordadas seletivamente por oligonucledtidos
antissentido. O direcionamento para sitios de processamento
de mRNA também tem sido utilizado na &rea, mas pode ser
menos preferido se ocorrer processamento alternativo de
mRNA. Adicionalmente, o) antissentido é dirigido,
preferivelmente, para sitios nos quais n&do é esperada uma
estrutura secundadria de mRNA (ver, por exemplo, Sainio et
al., Cell Mol. Neurobiol. 14(5): 439-457, 1994) e aos quais
ndao é esperada ligacdo de proteinas. Por fim, ndo obstante
a SEQ ID NO: 1 divulgar wuma sequéncia de <cDNA, o
profissional pode facilmente derivar o DNA gendmico
correspondente a esta sequéncia. Assim, podem ser
proporcionados oligonucledtidos antissentido que sao
complementares ao DNA gendémico correspondente a SEQ ID NO:
1. De modo semelhante, antissentido para c¢cDNAs de FGE
alélicos ou hombdélogos e DNAs gendmicos séo permitidos sem

experimentacdo desnecesséaria.

Num conjunto de formas de realizacdo, os oligonucledtidos
antissentido podem ser compostos por desoxirribo-
nuclebdtidos, ribonucledétidos "naturais"” ou qualquer
combinacdo destes. Isto §&, a extremidade 5! de um
nucledétido nativo e a extremidade 3' de outro nucledtido
nativo podem ser ligadas de modo covalente, tal como em
sistemas naturais, via uma ligacéo internucleosidica
fosfodiéster. Estes oligonuclebdtidos podem ser preparados
por métodos reconhecidos na area, que podem ser
implementados manualmente ou por intermédio de um
sintetizador automatico. Também podem ser produzidos de

modo recombinante por vetores.
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No entanto, em formas de realizacdo preferidas, 0os
oligonucledtidos antissentido também podem incluir
oligonucledtidos "modificados". Isto &, os oligonucledtidos
podem ser modificados de alguns modos gue ndo evitam a sua
hibridizacdo com o seu alvo, mas dJue aumentam a sua
estabilidade ou direcionamento ou gque entdo aumentam a sua

eficacia terapéutica.

O termo "oligonucledtido modificado", como usado aqui,
descreve um oligonucledtido no qual (1) pelo menos dois dos
seus nucledtidos estdo ligados de modo covalente via uma
ligacdo internucleosidica sintética (isto ¢é, uma ligacéo
diferente de uma ligacdo fosfodiéster entre a extremidade
5' de um nucledtido e a extremidade 3' de outro nucledtido)
e/ou (2) um grupo guimico normalmente ndo associado a
dcidos nucleicos foi 1ligado ao oligonucledtido de modo
covalente. Ligacdes internucleosidicas sintéticas
preferidas sédo fosforotioatos, alquilfosfonatos,
fosforoditioatos, ésteres de fosfato, algquilfosfonotiocatos,
fosforamidatos, carbamatos, carbonatos, triésteres de

fosfato, acetamidatos, ésteres de carboximetilo e péptidos.

O termo "oligonucledétido modificado” também abrange
oligonuclebdétidos com uma base e/ou acucar modificado de
modo covalente. Por exemplo, oligonucledétidos modificados
incluem oligonuclebdtidos possuindo aclcares na cadeia
principal que estdo ligados de modo covalente a grupos
orgadnicos de baixo peso molecular, diferentes de um grupo
hidroxilo na posicdo 3' e diferentes de um grupo fosfato na
posicdo 5'. Assim, oligonuclebdtidos modificados podem
incluir um grupo ribose 2'-0O-alquilado. Adicionalmente,
oligonucledtidos modificados podem incluir acucares como

arabinose em vez de ribose. Assim, sdo contempladas
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preparacdes farmacéuticas contendo moléculas antissentido
modificadas que sdo complementares e estdo aptas a
hibridizar, em condic¢des fisioldgicas, com acidos nucleicos
que codificam polipéptidos FGE, juntamente com
transportadores farmaceuticamente aceitaveis.
Oligonucledbtidos antissentido podem ser administrados como
parte de uma composicdo farmacéutica. Essa composicéo
farmacéutica pode incluir os oligonucledtidos antissentido
em combinacéo com quaisquer transportadores comuns
fisioldgica e/ou farmaceuticamente aceitdveis que sé&o
conhecidos na &rea. As composicdes devem ser esterilizadas
e conter uma quantidade terapeuticamente eficaz dos
oligonucledtidos antissentido numa unidade de peso ou
volume adequada para administracdo a um paciente. O termo
"farmaceuticamente aceitédvel"” significa um material néo
téxico que ndo interfere na eficdcia da atividade bioldgica
dos ingredientes ativos. 0 termo "fisiologicamente
aceitdvel" refere-se a um material ndo téxico que é
compativel com um sistema bioldgico, como uma célula,
cultura de células, tecido ou organismo. As caracteristicas
do transportador dependerdo da via de administracéo.
Transportadores fisioldgica e farmaceuticamente aceitéaveis
incluem diluentes, agentes de enchimento, sais, tampdes,
estabilizadores, solubilizadores e outros materiais que séo

bem conhecidos na &area.

Também s&do proporcionados métodos para aumentar a atividade
geradora de Cyq—formilglicina numa célula. Em formas de
realizacdo 1mportantes, isto ¢é conseguido através da
utilizacdo de vetores ("vetores de expressiao" e/ou "vetores

de direcionamento™).
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"Vetores", como usado aqui, podem ser quaisquer de alguns
dcidos nucleicos nos quais uma sequéncia desejada pode ser
inserida por restricdo e ligacdo, para transporte entre
diferentes ambientes genéticos ou para expressiao numa
célula hospedeiro. Vetores sdo tipicamente compostos por
DNA, apesar de também estarem disponiveis vetores de RNA.
Vetores incluem mas ndo estdo limitados a plasmideos,
fagemideos e genomas de virus. Um vetor de clonagem é tal
que é capaz de se replicar numa célula hospedeiro e que é
adicionalmente caracterizado por um ou mais sitios de
endonucleases de restricdo, nos gquais o vetor pode ser
cortado de um modo determindvel e aos quals pode ser ligada
uma sequéncia de DNA desejada de modo que o novo vetor
recombinante retenha a sua capacidade de se replicar na
célula hospedeiro. No caso de plasmideos, a replicacdo da
sequéncia desejada pode ocorrer muitas vezes, a medida dque
o numero de coédpias do plasmideo aumenta na bactéria
hospedeira, ou apenas uma Unica vez por hospedeiro antes de
0 hospedeiro se reproduzir por mitose. No caso de fagos, a
replicacdo pode ocorrer ativamente durante uma fase de
lise, ou passivamente durante uma fase lisogénica. Um
"vetor de expressao" é um vetor onde pode ser inserida uma
sequéncia de DNA desejada (por exemplo, o cDNA de FGE da
SEQ ID NO: 3) por restricdo e ligacdo, de modo que fica
operativamente ligada a sequéncias reguladoras e pode ser
expressa como um transcrito de RNA. Vetores também podem
conter uma ou mals sequéncias marcadoras adequadas para
utilizacdo na identificacdo de células que foram ou néao
foram transformadas ou transfetadas com o vetor. Marcadores
incluem, por exemplo, genes que codificam proteinas dque
aumentam ou diminuem a resisténcia ou sensibilidade a
antibidéticos ou outros compostos, genes que codificam

enzimas cujas atividades sé&do detetavels por ensaios comuns
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conhecidos na éArea (por exemplo, R-galactosidase ou
fosfatase alcalina) e genes que afetam visivelmente o
fendtipo de células transformadas ou transfetadas,
hospedeiros, coldnias ou placas (por exemplo, proteina

verde fluorescente).

Um "vetor de direcionamento" é tal que tipicamente contém
construcdes/sequéncias de direcionamento gque sdo usadas,
por exemplo, para inserir uma sequéncia reguladora num gene
endbgeno (por exemplo, nas sequéncias de um exdo e/ou
intr&o), nas sequéncias promotoras do gene enddgeno ou a
montante das sequéncias promotoras do gene enddbdgeno. Noutro
exemplo, um vetor de direcionamento pode conter o gene de
interesse (por exemplo, codificado pelo c¢DNA da SEQ ID NO:
1) e outras sequéncias necessarias para dirigir o gene para
uma localizacdo preferida no genoma (por exemplo, uma
localizacdo ativa quanto & transcricédo, por exemplo, a
Jjusante de um  promotor enddgeno de um gene nao
relacionado). A producdo de construcdes e vetores de
direcionamento ¢é descrita em pormenor nas Patentes TU.S.

5,641,670 e 6,270,989.

Podem ser utilizadas virtualmente dquaisquer células,
procaridéticas ou eucaridticas, que possam ser transformadas
com DNA ou RNA heterdlogo e Jgue possam crescer ou ser
mantidas em cultura. Exemplos incluem células bacterianas,
como Escherichia coli, células de inseto e células de
mamifero, como humanas, de ratinho, hamster, porco, cabra,
primata, etc. Podem ser estirpes celulares primarias ou
secundarias (que exibem um numero finito de duplicacdes da
populacdo média em cultura e ndo sdo 1imortalizadas) e
linhas de células imortalizadas (que exibem um tempo de

vida aparentemente ilimitado em cultura). Células primarias
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e secundérias incluem, por exemplo, fibroblastos,
queratinécitos, células epiteliais (por exemplo, células
epiteliais maméarias, células epiteliais intestinais),
células endoteliais, células da glia, células neurais,
elementos formados do sangue (por exemplo, linfécitos,
células da medula 6ssea), células musculares e precursores
destes tipos de células somaticas, incluindo células
estaminais embriondrias. Quando as células forem destinadas
a serem utilizadas em terapia genética, células primérias
sdo preferivelmente obtidas do individuo ao qual séo
administradas as células manipuladas. No entanto, células
primarias podem ser obtidas de um dador (diferente do
recetor) da mesma espécie. Exemplos de linhas de células
humanas imortalizadas gque podem ser wutilizadas com as
construcdes de DNA e métodos descritos aqui incluem, mas
ndo estdo limitadas a c¢élulas HT-1080 (ATCC CCL 121),
células Hela e derivados de células HelLa (ATCC CCL 2, 2.1 e
2.2), células de cancro da mama MCF-7 (ATCC BTH 22),
células de leucemia K-562 (ATCC CCL 243), células de
carcinoma KB (ATCC CCL 17), células de carcinoma do ovario
2780AD (Van der Blick, A. M. et al., Cancer Res, 48: 5927-
5932 (1988), «células Raji (ATCC CCL 86), células de
adenocarcinoma do c¢élon WiDr (ATCC CCL 218), células de
adenocarcinoma do c¢béblon SW620 (ATCC CCL 227), células
Jurkat (ATCC TIB 152), células Namalwa (ATCC CRL 1432),
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 WI-38VAl3 sublinha 2R4 (ATCC CLL 75.1), e células
MOLT-4 (ATCC CRL 1582), células CHO, e células COS, bem
como células de hetero-hibridoma produzidas por fusdo de
células humanas e células de outra espécie. Também podem

ser utilizadas estirpes de fibroblastos secundarios
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humanos, como WI-38 (ATCC CCL 75) e MRC-5 (ATCC CCL 171).
Discussdes adicionais dos tipos de células que podem ser
utilizados s&do descritas nas Patentes U.S. 5,641,670 e
6,270,989, Em vez de células também podem ser utilizados

sistemas de transcricdo sem células.

As células sdo mantidas em condicdes, como é conhecido na
drea, que originam expressdo da proteina FGE, ou respetivos
fragmentos funcionais. Proteinas expressas utilizando os
métodos descritos podem ser purificadas de lisados
celulares ou sobrenadantes celulares. As proteinas
produzidas de acordo com este método podem ser preparadas
na forma de uma formulacdo farmaceuticamente Util e
distribuidas a um humano ou animal n&o humano por vias

farmacéuticas convencionais, como é conhecido na &rea (por

exemplo, oral, intravenosa, intramuscular, intranasal,
intratraqueal ou subcuténea). Como descrito agqui noutro
local, as células recombinantes podem ser células

imortalizadas, primarias ou secundéarias, preferivelmente
humanas. A utilizacdo de células de outra espécie pode ser
desejavel em casos em que as células ndo humanas séo
vantajosas para a finalidade de producdo de proteinas onde

a FGE ndo humana produzida é terapeuticamente util.

Como usado aqui, é afirmado que uma sequéncia codificadora
e sequéncias reguladoras estdo "operativamente" ligadas
quando estdo ligadas de forma covalente de tal modo dque
colocam a expressao ou transcricédo da sequéncia
codificadora sob a influéncia ou controlo das sequéncias
reguladoras. Se for desejado que as sequéncias
codificadoras sejam traduzidas numa proteina funcional, &
afirmado que duas sequéncias de DNA estdo operativamente

ligadas se a 1inducdo de um promotor nas sequéncias
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reguladoras 57 originar a transcricdo da sequéncia
codificadora, e se a natureza da ligacdo entre as duas
sequéncias de DNA ndo (1) originar a introducdo de uma
mutacdo por deslocamento do gquadro de leitura, (2)
interferir na capacidade da regido promotora para dirigir a
transcricdo das sequéncias codificadoras, ou (3) interferir
na capacidade do transcrito de RNA correspondente para ser
traduzido numa proteina. Assim, uma regido promotora estaréa
operativamente ligada a uma sequéncia codificadora se a
regido promotora for capaz de efetuar a transcricédo dessa
sequéncia de DNA de modo que o transcrito resultante possa

ser traduzido na proteina ou polipéptido desejado.

A natureza precisa das sequéncias reguladoras necesséarias
para a expressdo dgenética pode variar entre espécies ou
tipos de células, mas em geral incluiréd, consoante o
necessario, sequéncias 5! ndo transcritas e 57 nao
traduzidas envolvidas na iniciacdo da transcricdo e
traducido, respetivamente, como uma caixa TATA, sequéncia de
capeamento, sequéncia CAAT, e afins. Especialmente, essas
sequéncias reguladoras 5' ndo transcritas incluirdo uma
regido promotora gque inclui uma sequéncia promotora para
controlo da transcricdo do gene operativamente ligado.
Sequéncias reguladoras também podem 1incluir sequéncias
intensificadoras ou sequéncias ativadoras a montante,
conscante o desejado. 0Os vetores podem opcionalmente
incluir sequéncias 5' lider ou de sinal. A escolha e
concecdo de um vetor apropriado pertencem ao éambito e

critério do profissional.

Vetores de expressao contendo todos 0s elementos
necessarios para expressdo estdo disponiveis no mercado e

sdo conhecidos dos ©profissionais. Ver, por exemplo,
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Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual™,
Segunda Edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.
Células sdo geneticamente manipuladas pela introducdo nas
células de DNA (RNA) heterdlogo que codifica o polipéptido
FGE, ou respetivo fragmento ou variante. Esse DNA (RNA)
heterblogo é colocado sob o controlo operdvel de elementos
de transcricdo, para permitir a expressdao do DNA heterdlogo

na célula hospedeiro.

Sistemas preferidos para expressido de mRNA em células de
mamifero sdo aqgqueles como pRc/CMV (disponibilizado pela
Invitrogen, Carlsbad, CA) que contém um marcador
selecionéavel, como um gene que confere resisténcia a G418
(que facilita a selecdo de linhas de células transfetadas
de modo estavel) e as sequéncias intensificadoras-
promotoras do citomegalovirus (CMV) humano. Adicionalmente,
para expressdo em linhas de células de primata ou canino é
adequado o vetor pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), dque
contém uma origem da replicacdo do virus Epstein Barr
(EBV), que facilita a manutencdo do plasmideo como um
elemento extracromossémico de multiplas cédpias. Outro vetor
de expressdo é o plasmideo pEF-BOS, que contém o promotor
do Fator de Alongamento de polipéptido lo, que estimula uma
transcricdo eficiente in vitro. O plasmideo é descrito por
Mishizuma e Nagata (Nuc. Acids Res. 18: 5322, 1990), e a
sua utilizacldo em experiéncias de transfecdo é divulgada,
por exemplo, por Demoulin (Mol. Cell. Biol. 16: 4710-471¢,
1996) . Ainda outro vetor de expressdo preferido & um
adenovirus, descrito por Stratford-Perricaudet, que é
deficiente para as proteinas El1 E3 (J. Clin. Invest. 90:
626-630, 1992). A utilizacdo do adenovirus como  um

Adeno.PlA recombinante é divulgada por Warnier et al., na
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injecdo intradérmica em ratinhos para imunizacdo contra PlA

(Int. J. Cancer, 67: 303-310, 199¢).

Podem ser proporcionados estojos de expressao que permitem
ao técnico preparar um vetor ou vetores de expressao
desejados. Esses estojos de expressdo incluem pelo menos
porcdes separadas de cada uma das sequéncias codificadoras
previamente descritas. Podem ser adicionados outros
componentes, consoante o desejado, desde que estejam
incluidas as sequéncias previamente mencionadas, due sé&o

requeridas.

Também serd reconhecido que os vetores de expressdo acima
descritos contendo a sequéncia de cDNA de FGE podem ser
utilizados para transfetar células hospedeiro e linhas de
células, sejam procaridticas (por exemplo, Escherichia
coli) ou eucaridticas (por exemplo, células CHO, células
C0OS, sistemas de expressdo de levedura e expressao de
baculovirus recombinante em c¢élulas de 1inseto). S&o
especialmente uteis células de mamifero, como humanas, de
ratinho, hamster, porco, cabra, primata, etc. Podem provir
de uma grande variedade de tipos de tecidos, e incluem
células primarias e linhas de células imortalizadas, como
descrito aqui noutro local. Exemplos especificos incluem
células HT-1080, células CHO, células dendriticas, células
U293, leucdcitos do sangue periférico, células estaminais
da medula 6ssea, células estaminais embriondrias e células
de inseto. A construcdo de "knock-outs" do gene FGE em
células e em animais é util para proporcionar materiais

para estudar certos aspetos da atividade da FGE.

Podem ser proporcionados polipéptidos isolados (incluindo

proteinas completas e proteinas parciais) codificados pelos
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4dcidos nucleicos FGE anteriores, e incluem o polipéptido da
SEQ ID NO: 2 e respetivos fragmentos 1Unicos. Esses
polipéptidos s&o Uteis, por exemplo, isolados ou como parte
de proteinas de fusdo para gerar anticorpos, como
componentes de um imunoensaio, etc. Polipéptidos podem ser
isolados de amostras bioldbgicas, incluindo homogenatos
teciduais ou celulares, e também podem ser expressos de
modo recombinante numa variedade de sistemas de expresséo
procaridticos e eucaridticos por construcdo de um vetor de
expressao apropriado para '} sistema de expressao,
introducdo do vetor de expressdo no sistema de expressio e
isolamento da proteina expressa de modo recombinante.
Polipéptidos curtos, incluindo péptidos antigénicos (como
0os apresentados por moléculas MHC na superficie de uma
célula para reconhecimento imunoldégico) também podem ser
sintetizados quimicamente utilizando métodos bem

estabelecidos de sintese de péptidos.

Umn fragmento Unico de um polipéptido FGE, em geral, tem os
aspetos e caracteristicas de <fragmentos Unicos, como
discutido acima relacionado com &acidos nucleicos. Como seré
reconhecido pelos profissionais, a dimensdo do fragmento
unico dependerd de fatores tais como se o fragmento
constituli uma porcédo de um dominio proteico conservado.
Assim, algumas regides da SEQ ID NO: 2 irdo redquerer dJue
segmentos maiores sejam Unicos, ao passo que outras iréo
requerer apenas segmentos pequenos, tipicamente possuindo
entre 5 e 12 aminoédcidos (por exemplo, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
11 e 12 aminoéacidos de comprimento ou mais, incluindo cada
inteiro até ao comprimento completo, 287 aminoadcidos de

comprimento) .
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Fragmentos uUnicos de um polipéptido s&o preferivelmente
aqueles fragmentos que retém uma capacidade funcional
distinta do polipéptido. Capacidades funcionais que podem
ser retidas num fragmento uUnico de um polipéptido incluem
interacdo com anticorpos, interacdo com outros polipéptidos
ou respetivos fragmentos, interacdo com outras moléculas,
etc. Uma atividade importante é a capacidade para atuar
como assinatura para identificar o polipéptido. Os
profissionais s&do bem versados em métodos para selecionar
sequéncias de aminodcidos unicas, tipicamente com base na
capacidade do fragmento Unico para distinguir seletivamente
a sequéncia de interesse de membros nado pertencentes a
familia. Tipicamente, tudo o gque ¢é necessario é uma
comparacdo da sequéncia do fragmento com as de bases de

dados conhecidas.

Sdo0 uteis variantes dos polipéptidos FGE descritos acima.
Como usado aqui, uma "variante" de um polipéptido FGE é um
polipéptido que contém uma ou mals modificacdes na
sequéncia priméria de aminodcidos de um polipéptido FGE.
Modificacdes que criam uma variante de um polipéptido FGE
sdo tipicamente feitas no &cido nucleico que codifica o
polipéptido FGE, e podem incluir delecdes, mutacdes
pontuais, truncamentos, substituicdes de aminoadcidos e
adicéao de aminoéacidos ou de fracdes diferentes de
aminoacidos, com a finalidade de: 1) reduzir ou eliminar
uma atividade de um polipéptido FGE; 2) intensificar uma
propriedade de um polipéptido FGE, como estabilidade
proteica num sistema de expressdo ou a estabilidade da
ligacdo proteina-ligando; 3) dotar um polipéptido FGE de
uma atividade ou propriedade nova, como adicdo de um
epitopo antigénico ou adicdo de uma fracdo detetéavel; ou 4)

proporcionar ligacdo equivalente ou melhor a um recetor de
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um polipéptido FGE ou outra molécula. Alternativamente,
podem ser feitas modificacdes diretamente no polipéptido,
tais como por clivagem, adicdo de uma molécula de ligacéao,
adicdo de uma fracdo detetédvel, como biotina, adicdo de um
acido gordo, e afins. Modificacdes também abrangem
proteinas de fusdo compreendendo a totalidade ou parte da
sequéncia de aminodcidos de FGE. O profissional estaréa
familiarizado com métodos para prever o efeito, na
conformacdo proteica, de uma alteracdo da sequéncia
proteica e, assim, pode "conceber" um polipéptido FGE
variante de acordo com métodos conhecidos. Um exemplo de um
desses métodos é descrito por Dahivyal e Mayo em Science
278: 82-87, 1997, de modo gque proteinas podem ser
concebidas de novo. O método pode ser aplicado a uma
proteina conhecida ©para variar apenas uma porcdo da
sequéncia polipeptidica. Por aplicacéo dos métodos
computacionais de Dahiyal e Mayo, variantes especificas do
polipéptido FGE podem ser propostas e testadas para

determinar se a variante retém uma conformacdo desejada.

Variantes podem incluir polipéptidos FGE que s&o
modificados especificamente para alterar uma caracteristica
do polipéptido que ndo estd relacionada com a sua atividade
fisiolébgica. Por exemplo, residuos cisteina podem ser
substituidos ou deletados, para prevenir ligacdes
dissulfureto indesejadas. De modo semelhante, certos
aminocacidos podem ser alterados para 1intensificar a
expressdo de um polipéptido FGE por eliminacdo de
protedlise efetuada por proteases num sistema de expresséao
(por exemplo, residuos de aminoédcidos dibédsicos em sistemas
de expressdo de levedura onde estd presente atividade de

protease KEX2).
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Mutacdes de um &cido nucleico que codifica um polipéptido
FGE preferivelmente preservam a fase de leitura de
aminocacidos da sequéncia codificadora, e preferivelmente
ndo criam regides no &acido nucleico com probabilidade de
hibridizarem para formar estruturas secundarias, como
grampos ou alcas, dque podem ser prejudicialis para a

expressdo do polipéptido variante.

Podem ser efetuadas mutacdes por selecéao de uma
substituicdo de aminodcidos, ou por mutagénese aleatdria de
um sitio selecionado num &cido nucleico que codifica o
polipéptido. Polipéptidos variantes sédo entdo expressos e
testados quanto a uma ou mais atividades para determinar

qual a mutacdo que dota um polipéptido wvariante das

propriedades desejadas. Podem ser realizadas mutacdes
adicionais em wvariantes (ou em polipéptidos FGE néo
variantes) que sdo silenciosas quanto a sequéncia de

aminocadcidos do polipéptido, mas gue proporcionam coddes
preferidos para traducdo num hospedeiro particular, ou
alteram a estrutura do mRNA, por exemplo, para aumentar a
estabilidade e/ou expressdo. Os coddes preferidos para
traducdo de um &cido nucleico, por exemplo, em Escherichia
coli, células de mamifero, etc., sdo bem conhecidos dos
profissionais. Ainda outras mutacdes podem ser feitas nas
sequéncias ndo codificadoras de um gene FGE ou clone de

cDNA para aumentar a expressédo do polipéptido.

O profissional -estard ciente de que podem ser feitas
substituicdes de aminodcidos conservativas em polipéptidos
FGE para proporcionar variantes funcionalmente equivalentes
dos polipéptidos anteriores, isto é, as variantes retém as
capacidades funcionais dos polipéptidos FGE. Como usado

aqui, uma "substituicdo de aminoacidos conservativa"
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refere-se a uma substituicdo de aminodcidos que ndo altera
significativamente a estrutura tercidria e/ou atividade do
polipéptido. Variantes podem ser preparadas de acordo com
métodos de alteracéao de sequéncias polipeptidicas
conhecidos dos profissionais, e 1incluem aqueles dgue se
encontram em referéncias que compilam esses métodos, por
exemplo, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", J.
Sambrook, et al., editores, Segunda Edicdo, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iordgue,
1989, ou "Current Protocols in Molecular Biology", F.M.
Ausubel, et al., editores, John Wiley & Sons, Inc., Nova
Iorque. Variantes funcionalmente equivalentes
exemplificativas dos polipéptidos FGE incluem substituicdes
de aminoacidos conservativas da SEQ ID NO: 2. Substituicdes
conservativas de aminoadcidos incluem substituicdes feitas
entre aminodcidos pertencentes aos grupos seguintes: (a) M,
I, L, v; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d) A, G; (e) S, T; (L)
Q, N; e (g) E, D.

Assim, sdo contempladas variantes funcionalmente
equivalentes de polipéptidos FGE, isto ¢é, variantes de
polipéptidos FGE que retém a funcdo dos polipéptidos FGE
naturais. Substituicdes de aminodcidos conservativas na
sequéncia de aminodcidos de polipéptidos FGE para produzir
variantes funcionalmente equivalentes de polipéptidos FGE
sdo tipicamente feitas por alteracdo de um &cido nucleico
que codifica polipéptidos FGE (SEQ ID NOs: 1, 3). Essas
substituicdes podem ser feitas por uma variedade de métodos
conhecidos do profissional. Por exemplo, substituicdes de
aminocadcidos podem ser feitas por mutacdo dirigida por PCR,
mutagénese dirigida a sitios de acordo com o método de
Kunkel (Kunkel, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492,

1985), ou por sintese guimica de um gene que codifica um



49

polipéptido FGE. A atividade de fragmentos funcionalmente
equivalentes de polipéptidos FGE pode ser testada por
clonagem do gene dque codifica o polipéptido FGE alterado
num vetor de expressdo bacteriano ou de mamifero,
introducdo do vetor numa célula hospedeiro apropriada,
expressdo do polipéptido FGE alterado e teste gquanto a uma
capacidade funcional dos polipéptidos FGE, como divulgado
aqui (por exemplo, atividade geradora de Cy,—formilglicina,

etc.).

A informacdo proporcionada agqui tem algumas utilizacdes,
algumas das quais s&do descritas aqui noutro 1local. Em
primeiro lugar, permite o isolamento de polipéptidos FGE.
Pode ser utilizada uma variedade de metodologias bem
conhecidas do profissional para se obterem moléculas FGE
isoladas. O polipéptido pode ser purificado a partir de
células que produzem naturalmente o polipéptido por meios
cromatograficos ou reconhecimento imunoldégico.
Alternativamente, um vetor de expressao pode ser
introduzido em células ©para originar a producdo do
polipéptido. Noutro método, transcritos de mRNA podem ser
microinjetados ou introduzidos em células de gualquer outra
forma para causar a producdo do polipéptido codificado.
Também pode ser utilizada traducdo de mRNA de FGE em
extratos sem células, como ©O sSistema de lisados de
reticulédécitos, para produzir polipéptidos FGE. Os
profissionais também podem facilmente seguir métodos
conhecidos para o 1isolamento de polipéptidos FGE. Estes
incluem mas ndo estdo limitados a imunocromatografia, HPLC,
cromatografia de exclusdo por tamanhos, cromatografia de

permuta idénica e cromatografia de imuncafinidade.
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Em certas formas de realizacdo podem ser proporcionados
polipéptidos "dominantes negativos", derivados de
polipéptidos FGE. Um polipéptido dominante negativo é uma
variante inativa de uma proteina que, ao interagir com a
magquinaria celular, desloca uma proteina ativa da sua
interacdo com a maquinaria celular ou compete com a
proteina ativa, desse modo reduzindo o efeito da proteina
ativa. Por exemplo, um recetor dominante negativo que se
liga a um ligando mas que nado transmite um sinal em
resposta a ligacdo do ligando pode reduzir o efeito
bioldégico da expressdo do ligando. De igual modo, uma
quinase dominante negativa cataliticamente 1inativa que
interage normalmente com proteinas alvo mas dgue néao
fosforila as proteinas alvo pode reduzir a fosforilacdo das
proteinas alvo em resposta a um sinal celular. De modo
semelhante, um fator de transcricdo dominante negativo que
se liga a um sitio promotor na regido de controlo de um
gene mas que ndo aumenta a transcricdo do gene pode reduzir
o efeito de um fator de transcricdo normal por ocupacido de

sitios de ligacdo promotores sem aumentar a transcricgdo.

O resultado final da expressdo de um polipéptido dominante
negativo numa célula é uma reducdo da funcdo de proteinas
ativas. O profissional pode avaliar o potencial de uma
variante dominante negativa de uma proteina e utilizar
técnicas comuns de mutagénese para criar um ou mais
polipéptidos variantes dominantes negativos. Ver, por
exemplo, Patente U.S. N° 5,580,723 e Sambrook et al.,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Segunda Edicéo,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. 0O profissional
pode entdo testar a populacdo de polipéptidos que sofreram
mutagénese quanto a diminuicdo de uma atividade selecionada

e/ou quanto a retencdo dessa atividade. Outros métodos
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semelhantes para criar e testar variantes dominantes

negativas de uma proteina serdo claros para o profissional.

O isolamento de c¢DNA de FGE também possibilita ao técnico
diagnosticar uma perturbacéio caracterizada por uma
expressao aberrante de FGE. Estes métodos envolvem
determinar a expressdo do gene FGE e/ou de polipéptidos FGE
dai derivados. Na primeira situacdo, essas determinacdes
podem ser efetuadas wvia qualquer ensaio padrdo de
determinacdo de &cidos nucleicos, incluindo a reacdo em
cadeia de polimerase, ou avaliacéo com sondas de
hibridizacdo etiquetadas, como exemplificado em baixo. Na
Ultima situacdo, essa determinacdo pode ser efetuada via
qualgquer ensaio imunoldégico padrdo utilizando, por exemplo,
anticorpos que se ligam a proteina FGE segregada. Uma
perturbacdo preferida que ©pode ser diagnosticada é

Deficiéncia de Multiplas Sulfatases.

S80 uteis agentes de ligacdo de péptidos isolados que, por
exemplo, podem ser anticorpos ou fragmentos de anticorpos
("polipéptidos de ligacdo") com capacidade para se ligarem
seletivamente a ©polipéptidos FGE. Anticorpos incluem
anticorpos policlonais e monoclonails, preparados de acordo
com metodologia convencional. Em certas formas de
realizacdo estdo excluidos agentes de ligacdo (por exemplo,
anticorpos) que se ligam aos polipéptidos codificados pelos

adcidos nucleicos da SEQ ID NO: 4.

De modo significativo, como é& bem conhecido na area, apenas
uma pedquena porcdo de uma molécula de anticorpo, o
paratopo, estd envolvida na ligacdo do anticorpo ao seu
epitopo (ver, em geral, Clark, W.R. (1986) "The

Experimental Foundations of Modern Immunology”" Wiley &
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sons, Inc., Nova Iorque; Roitt, L (1991) "Essential
Immunology", 7% Edicdo, Blackwell Scientific Publications,
Oxford). As regides pFc' e Fc, por exemplo, sido efetores da
cascata do complemento mas n&do estdo envolvidas na ligacdo
de antigénios. Um anticorpo de onde a regido pFc' foi
clivada de modo enzimadtico, ou que foi produzido sem a
regido pFc', designado fragmento F(ab'),, retém os sitios
de ligacdo de antigénios de um anticorpo intacto. De modo
semelhante, um anticorpo de onde a regido Fc foi clivada de
modo enzimético, ou que foi produzido sem a regido Fc,
designado fragmento Fab, retém um dos sitios de ligacédo de
antigénios de uma molécula de anticorpo intacto.
Prosseguindo, fragmentos Fab consistem numa cadeia leve de
anticorpo ligada de modo covalente e uma porcdo da cadeia
pesada de anticorpo designada Fd. 0Os fragmentos Fd s&o os
determinantes principais da especificidade de anticorpos
(um Unico fragmento Fd pode estar associado a até dez
cadeias leves diferentes sem alterar a especificidade do
anticorpo) e fragmentos Fd retém a capacidade de ligacédo de

epitopos por isolamento.

Na porcdo de ligacdo de antigénios de um anticorpo, como é
bem conhecido na A&rea, hd regides determinantes de
complementaridade (CDRs) gque interagem diretamente com o
epitopo do antigénio, e regides de arcabouco (FRs) que
mantém a estrutura tercidria do paratopo (ver, em geral,
Clark, 1986; Roitt, 1991). No fragmento Fd da cadeia pesada
e na cadeia leve de imunoglobulinas IgG ha& quatro regides
de arcabouco (FR1 até FR4) separadas, respetivamente, por
trés regides determinantes de complementaridade (CDR1 até
CDR3). As CDRs, e em particular as regides CDR3, e mais

particularmente a CDR3 da cadeia pesada, sao
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maioritariamente responséaveis pela especificidade dos

anticorpos.

Estd agora bem estabelecido na area que as regides ndo CDR
de um anticorpo de mamifero podem ser substituidas por
regides semelhantes de anticorpos conspecificos ou
heteroespecificos mas retendo a especificidade epitépica do
anticorpo original. Isto é muito claramente manifestado no
desenvolvimento e utilizacdo de anticorpos "humanizados™,
nos quais CDRs ndo humanas sdo ligadas de modo covalente a
regides FR e/ou Fc¢/pFc' humanas para produzir um anticorpo
funcional. Ver, por exemplo, patentes U.S. 4,816,567,
5,225,539, 5,585,089, 5,693,762 e 5,859,205. Assim, por
exemplo, a Publicacdo Internacional PCT Numero WO 92/04381
ensina a producdo e utilizacdo de anticorpos RSV murinos
humanizados nos quais pelo menos uma porcdo das regides FR
murinas foi substituida por regides FR de origem humana.
Esses anticorpos, incluindo fragmentos de anticorpos
intactos com capacidade de ligacdo de antigénios, séo

muitas vezes chamados de anticorpos "quiméricos™.

Assim, como serd claro para o profissional, podem ser
proporcionados os seguintes: fragmentos F(ab'),, Fab, Fv e
Fd; anticorpos quiméricos nos quais as regides Fc e/ou FR
e/ou CDR1 e/ou CDR2 e/ou CDR3 de cadeia leve foram
substituidas por sequéncias humanas ou n&o humanas
homélogas; anticorpos de fragmentos F(ab'), quiméricos nos
quais as regides FR e/ou CDR1 e/ou CDR2 e/ou CDR3 de cadeia
leve foram substituidas por sequéncias humanas ou néo
humanas homélogas; anticorpos de fragmentos Fab quiméricos
nos dgquais as regides FR e/ou CDR1 e/ou CDR2 e/ou CDR3 de
cadeia leve foram substituidas por sequéncias humanas ou

ndo humanas homdélogas; e anticorpos de fragmentos Fd
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quiméricos nos dquails as regides FR e/ou CDR1 e/ou CDR2
foram substituidas por sequéncias humanas ou ndo humanas
homélogas. Também podem ser proporcionados os denominados

anticorpos de cadeia simples.

Assim, podem ser proporcionados polipéptidos de numerosas
dimensdes e tipos que se ligam especificamente a
polipéptidos FGE, e complexos de polipéptidos FGE e seus
parceiros de ligacdo. Estes polipéptidos também podem ser
derivados de fontes diferentes de tecnologia de anticorpos.
Por exemplo, esses agentes de ligacdo de polipéptidos podem
ser proporcionados por bibliotecas de péptidos degenerados
que podem ser facilmente preparadas em solucgdo, em forma
imobilizada, na forma de bibliotecas de expressido de

péptidos derivados de flagelos bacterianos ou na forma de

bibliotecas de expressdo em fagos. Também podem ser
sintetizadas bibliotecas combinatoriais de péptidos
contendo um ou mails aminoacidos. Também podem ser

sintetizadas bibliotecas de péptidos e fracdes sintéticas

nédo peptidicas.

A expressdo em fagos pode ser particularmente eficaz na
identificacdo de péptidos de 1ligacdo TuUteis. Em resumo,
prepara-se uma biblioteca de fagos (utilizando, por
exemplo, ml3, fd ou o fago lambda) expressando insercdes
com 4 até cerca de 80 residuos de aminoacidos utilizando
procedimentos convencionais. As insercdes podem
representar, por exemplo, uma série completamente
degenerada ou distorcida. Em seguida, é possivel selecionar
fagos contendo insercdes que se ligam ao polipéptido FGE ou
a um complexo de FGE e um parceiro de ligacdo. Este
processo pode ser repetido ao longo de varios ciclos de

nova selecdo de fagos que ligam ao polipéptido ou complexo
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FGE. Rondas repetidas conduzem ao enriquecimento de fagos
contendo sequéncias particulares. Pode ser conduzida
andlise de sequéncias de DNA para identificar as sequéncias
dos polipéptidos expressos. Pode ser determinada a porcdao
linear minima da sequéncia que se liga ao polipéptido ou
complexo FGE. E possivel repetir o procedimento utilizando
uma biblioteca distorcida contendo insercdes gque contém
parte ou a totalidade da porcédo linear minima mais um ou
mais residuos degenerados adicionais a montante ou a
jusante. Também podem ser utilizados métodos de rastreio de
dois hibridos de levedura para identificar polipéptidos que
se ligam aos polipéptidos FGE. Assim, os polipéptidos FGE,
ou respetivo fragmento, ou complexos de FGE e um parceiro
de ligacgédo, podem ser utilizados para rastrear bibliotecas
de péptidos, incluindo bibliotecas de expressdo em fagos,
para identificar e selecionar parceiros de ligacdo de
peptidicos dos polipéptidos FGE. Essas moléculas podem ser
utilizadas, como descrito, para ensaios de rastreio, para
protocolos de purificacdo, para interferir diretamente no
funcionamento de FGE e para outras finalidades que serdao

claras para os profissionais.

Umn polipéptido FGE, ou um respetivo fragmento, também pode
ser utilizado para isolar os seus parceiros de ligacéo
nativos. O 1isolamento de parceiros de ligacdo pode ser
realizado de acordo com métodos bem conhecidos. Por
exemplo, polipéptidos FGE isolados podem ser ligados a um
substrato e depois pode ser aplicada no substrato uma
solucdo suspeita de conter um parceiro de ligacdo FGE. Se o
parceiro de ligacdo de polipéptidos FGE estiver presente na
solucdo, entdo ird ligar-se ao polipéptido FGE ligado ao
substrato. O parceiro de ligacdo pode depois ser isolado.

Outras proteinas que sdo parceiros de ligacdo de FGE podem
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ser 1isoladas por métodos semelhantes sem experimentacéo
desnecessaria. Um parceiro de 1ligacdo preferido é uma

sulfatase.

Podem ser proporcionados métodos de medicdo do nivel de
expressdo de FGE num sujeito. Isto pode ser efetuado
obtendo primeiramente uma amostra de teste do sujeito. A

amostra de teste pode ser tecido ou fluido bioldgico.

Tecidos incluem cérebro, coracéo, soro, mama, codblon,
bexiga, utero, préstata, estdémago, testiculo, ovario,
péncreas, glandula pituitéaria, glandula suprarrenal,

glandula tiroide, glandula salivar, glandula maméaria, rim,
figado, intestino, Dbaco, timo, wvasos sanguineos, medula
bssea, traqueia e pulmdo. Em certas formas de realizacéo,
amostras de teste sdo origindrias de tecidos do coracado e
vasos sanguineos, e fluidos bioldgicos incluem sangue,
saliva e urina. Podem ser utilizadas técnicas invasivas e
ndo invasivas para se obterem essas amostras, e estdo bem
documentadas na 4area. Ao nivel molecular podem ser
utilizadas PCR e coloracdo "Northern" para determinar o
nivel de mRNA de FGE utilizando produtos descritos aqui, e
protocolos bem conhecidos na &rea gue se encontram em
referéncias que compilam tais métodos. Ao nivel proteico, a
expressdo de FGE pode ser determinada utilizando soros
anti-FGE policlonais ou monoclonais em combinacdo com
ensaios 1imunoldgicos comuns. Os métodos preferidos irédo
comparar o nivel medido de expressdo de FGE da amostra de
teste com um controlo. Um controlo pode incluir uma
quantidade conhecida de uma sonda de &cido nucleico, um
epitopo de FGE (como um produto de expressdo de FGE) ou uma
amostra de teste semelhante de um sujeito com um nivel de

controlo ou "normal" de expressao de FGE.
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Polipéptidos FGE sdo preferivelmente produzidos de modo
recombinante, apesar de esses polipéptidos poderem ser
isolados de extratos bioldégicos. Polipéptidos FGE
produzidos de modo recombinante incluem proteinas
quiméricas compreendendo uma fusdo de uma proteina FGE com
outro polipéptido, por exemplo, um polipéptido capaz de
proporcionar ou intensificar a ligacdo proteina-proteina,
ligacdo de &cidos nucleicos especificos para sequéncias
(como GAL4), intensificar a estabilidade do polipéptido FGE
em condicdes de ensalo ou proporcionar uma fracéo
detetdvel, como proteina verde fluorescente. Um polipéptido
fundido a um polipéptido FGE ou fragmento também pode
proporcionar meios para detetar facilmente a proteina de
fusdo, por exemplo, por reconhecimento imunoldégico ou por

etiquetagem fluorescente.

A informacdo proporcionada aqui também é util na geracdo de
animais transgénicos ndo humanos. Como usado aqui, "animais
transgénicos ndo humanos" inclui animais n&o humanos com
uma ou mais moléculas de A4cidos nucleicos exdgenos
incorporadas em células da linha germinativa e/ou células
somdticas. Assim, os animais transgénicos incluem animais
"knockout" possuindo uma fragmentacdo genética homozigdtica
ou heterozigbtica por recombinacdo homdloga, animais
possuindo vetores de expresséao epissomais ou
cromossomicamente incorporados, etc. Animais "knockout"”
podem ser preparados por recombinacdo hombdloga utilizando
células estaminais embriondrias, como é bem conhecido na
drea. A recombinacdo pode ser facilitada utilizando, por
exemplo, ¢ sistema cre/lox ou outros sistemas de
recombinases conhecidos do profissional. Em certas formas
de realizacdo, o proéprio sistema de recombinases é expresso

condicionalmente, por exemplo, em certos tecidos ou tipos
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de células, em certas fases do desenvolvimento embrionédrias
ou pbés-embriondrias, ¢é induzido pela adicdo de um composto
que aumenta ou diminui a expressdo, e afins. Em geral, os
vetores de expressdo condicional utilizados nesses sistemas
empregam uma variedade de promotores que conferem o padréo
de expressdo genética desejado (por exemplo, temporal ou
espacial) . Promotores condicionais também podem  ser
operativamente ligados a moléculas de &acidos nucleicos FGE
para aumentar a expressao de FGE de um modo regulado ou
condicional. Reguladores negativos de atuacdo trans da
atividade ou expressao de FGE também podem ser
operativamente 1ligados a um promotor condicional, como
descrito acima. Esses reguladores de atuacdo trans incluem
moléculas de &cidos nucleicos FGE antissentido, moléculas
de 4cidos nucleicos que codificam moléculas FGE dominantes
negativas, moléculas de ribozimas especificas para &cidos
nucleicos FGE, e afins. Os animais transgénicos n&o humanos
sdo Uteis em experiéncias dirigidas ao teste de efeitos
bioquimicos ou fisioldgicos de diagndsticos ou terapéuticas
para estados caracterizados por expressdo de FGE aumentada
ou decrescida. Outras utilizacdes serdo claras para o

profissional.

Também ¢é contemplada terapia genética. O procedimento de
realizacdo de terapia genética ex vivo é esbocado na
Patente U.S. 5,399,346 e em apresentacdes submetidas no
histérico de arquivo dessa patente, em gque todas sé&o
documentos publicamente disponiveis. Em geral, envolve a
introducdo in vitro de uma cdépia funcional de um gene em
célula(s) de um sujeito que contém(contém) uma cbdpia
defeituosa do gene, e repor no sujeito af(s) célula(s)
geneticamente manipulada(s). A cdpia funcional do gene esté

sob o controlo operadvel de elementos reguladores que
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permitem a expressdo do gene na(s) célula(s) geneticamente
manipulada(s) . Numerosas técnicas de transfecéo e
transducdo, bem como vetores de expressdo apropriados, séo
bem conhecidas dos profissionais, algumas das dquais séo
descritas no requerimento PCT W095/00654. Também &
contemplada terapia genética in vivo utilizando vetores
tais como adenovirus, retrovirus, virus herpes e lipossomas

dirigidos.

Podem ser proporcionados métodos eficientes de
identificacdo de agentes ou compostos guia para agentes
ativos ao nivel de uma funcdo celular dependente de FGE ou
fragmento de FGE. Em particular, essas funcdes incluem
interacdo com outros polipéptidos ou fragmentos. Em geral,
os métodos de rastreio envolvem ensaiar quanto a compostos
que interferem na atividade de FGE (como atividade geradora
de Cy-formilglicina), apesar de compostos dque aumentam a
atividade geradora de C,-formilglicina também poderem ser
avaliados utilizando os métodos de rastreio. Esses métodos
sdo adaptavelis ao rastreio automadtico e de alto rendimento
de compostos. Indicacdes alvo incluem processos celulares
modulados pela FGE, como atividade geradora de Cyu—

formilglicina.

E proporcionada uma grande variedade de ensaios para
agentes candidatos (farmacoldgicos), incluindo ensaios de
ligacdo proteina-ligando in vitro etiquetados, ensaios de
desvio da mobilidade eletroforética, imunoensaios, ensaios
a base de células, como rastreios de dois ou trés hibridos,
ensaios de expressdo, etc. Os acidos nucleicos transfetados
podem codificar, por exemplo, bibliotecas de péptidos
combinatoriais ou bibliotecas de CcDNA. Reagentes

convenientes para esses ensaios, por exemplo, proteinas de
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fusdo com GAL4, sdo conhecidos na 4rea. Um ensaio
exemplificativo a base de células envolve a transfecédo de
uma célula com um 4acido nucleico que codifica um
polipéptido FGE fundido a um dominio de ligacdo de DNA de
GAL4 e um &cido nucleico que codifica um gene repbdrter
operativamente ligado a uma regido reguladora da expressao
genética, como um ou mais sitios de ligacdo de GAL4. Ocorre
ativacdo da transcricdo do gene repdédrter quando o FGE e
polipéptido de fusdo de repdérter se ligam de modo a
permitir a transcricdo do gene repdrter. Agentes due
modulam uma funcdo mediada por um polipéptido FGE sdo entéo
detetados por uma alteracdo da expressdao do gene repdrter.
Métodos de determinacdo de alteracdes da expressdo de um

gene repdrter sdo conhecidos na éarea.

Fragmentos FGE utilizados nos métodos, quando  nao
produzidos por um  acido nucleico transfetado, sao
adicionados a uma mistura de ensaio na forma de um
polipéptido isolado. Preferivelmente, polipéptidos FGE séo
produzidos de modo recombinante, ndo obstante esses
polipéptidos poderem ser isolados de extratos bioldgicos.
Polipéptidos FGE produzidos de modo recombinante incluem
proteinas quiméricas compreendendo uma fusdo de uma
proteina FGE com outro polipéptido, por exemplo, um
polipéptido capaz de proporcionar ou intensificar a ligacéo
proteina-proteina, ligacdo de &acidos nucleicos especificos
para sequéncias (como GAL4), intensificar a estabilidade do
polipéptido FGE em condicdes de ensaio ou proporcionar uma
fracdo detetéavel, como proteina verde fluorescente ou

epitopo Flag.

A mistura de ensaio é compreendida por um alvo de ligacéo

de FGE intracelular natural capaz de interagir com a FGE.
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Apesar de poderem ser utilizados alvos de ligacdo de FGE
naturais, ¢é frequentemente preferido utilizar porcdes (por
exemplo, péptidos - ver, por exemplo, o péptido da SEQ ID
NO: 33 - ou fragmentos de &cidos nucleicos) ou anadlogos
(isto é, agentes que imitam as propriedades de ligacado de
FGE do alvo de ligacdo natural para finalidades do ensaio)
do alvo de ligacdo de FGE, desde que a porcdo ou analogo
proporcione afinidade de ligacdo e avidez para o fragmento

FGE mensuréaveis no ensaio.

A mistura de ensaio também compreende um agente candidato.
Tipicamente, uma pluralidade de misturas de ensaio ¢&
processada em paralelo com diferentes concentracdes do
agente, para se obter uma resposta diferente as varias
concentracdes. Tipicamente, uma destas concentracdes serve
de controlo negativo, 1isto é, a uma concentracdo nula do
agente ou a uma concentracdo do agente inferior aos limites
de detecdo do ensaio. Agentes candidatos abrangem numerosas
classes quimicas, apesar de tipicamente serem compostos
organicos. Preferivelmente, 0s agentes candidatos séao
pegquenos compostos orgénicos, isto é, adqueles que tém um
peso molecular superior a 50 mas inferior a cerca de 2500,
preferivelmente inferior a cerca de 1000 e mais
preferivelmente inferior a cerca de 500. Agentes candidatos
compreendem grupos quimicos funcionais necessarios para
interacdes estruturais com polipéptidos e/ou acidos
nucleicos, e tipicamente incluem pelo menos um grupo amina,
carbonilo, hidroxilo ou carboxilo, preferivelmente pelo
menos dois dos grupos quimicos funcionais e mais
preferivelmente pelo menos trés dos grupos guimicos
funcionais. Os agentes candidatos podem compreender uma
estrutura carbonada ciclica ou heterociclica e/ou

estruturas aromaticas ou poliarométicas substituidas com um
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ou mails dos grupos funcionais acima identificados. Agentes
candidatos também podem ser biomoléculas, como péptidos,
sacadridos, &acidos gordos, esterdis, isoprenoides, purinas,
pirimidinas, derivados ou anadlogos estruturais dos acima,
ou respetivas combinacdes e afins. Quando o agente for um
dcido nucleico, o agente é tipicamente uma molécula de DNA
ou RNA, apesar de também serem contemplados Acidos

nucleicos modificados como definidos aqui.

Agentes candidatos sao obtidos de uma grande variedade de
fontes, incluindo bibliotecas de compostos sintéticos ou
naturais. Por exemplo, estdo disponiveis numerosos meios
para sintese aleatdria e dirigida de uma grande variedade
de compostos orgédnicos e biomoléculas, incluindo expressao
de oligonucledbdtidos aleatdrios, bibliotecas combinatoriais
organicas sintéticas, bibliotecas de expressido em fagos de
péptidos aleatdrios, e afins. Alternativamente, bibliotecas
de compostos naturais na forma de extratos bacterianos,
fungicos, vegetais e animais estdo disponiveis ou séao
facilmente produzidas. Adicionalmente, bibliotecas e
compostos naturais e produzidos de modo sintético podem ser
modificados por meios quimicos, fisicos e biogquimicos
convencionais. Além disso, agentes (farmacoldbgicos)
conhecidos podem ser sujeitos a modificacdes quimicas
dirigidas ou aleatérias, Ccomo acilacéao, alquilacéao,
esterificacdo, amidacéao, etc., ©para produzir anadlogos

estruturais dos agentes.

Uma variedade de outros reagentes também pode ser incluida
na mistura. Estes 1incluem reagentes tais como sais,
tampdes, proteinas neutras (por exemplo, albumina),
detergentes, etc., gque podem ser utilizados para facilitar

uma ligacdo oétima proteina-proteina e/ou proteina-acido
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nucleico. Esse reagente também pode reduzir interacdes
inespecificas ou de fundo dos componentes da reacdo. Também
podem ser utilizados outros reagentes que melhoram a
eficiéncia do ensaio, como protease, inibidores, inibidores

de nucleases, agentes antimicrobianos e afins.

A mistura dos materiais de ensaio anteriores é incubada em
condicdes de modo que, excetuando gquanto a presenca do
agente candidato, o polipéptido FGE se liga especificamente
a um alvo de ligacdo celular, uma respetiva porcdo ou
respetivo anédlogo. A ordem da adicdo dos componentes,
temperatura de incubacdo, tempo de incubacdo e outros
parémetros do ensaio podem ser facilmente determinados.
Essa experimentacdo envolve meramente otimizacdo dos
pardmetros do ensaio, ndo a composicdo fundamental do
ensaio. Temperaturas de incubacdo situam-se tipicamente
entre 4°C e 40°C. Tempos de incubacdo sdo preferivelmente
minimizados para facilitar um rastreio rapido de alto

rendimento, e tipicamente situam-se entre 0,1 e 10 horas.

Apbs a 1incubacdo, a presenca ou auséncia de ligacéo
especifica entre o polipéptido FGE e um ou mais alvos de
ligacéo é detetada por qualquer método conveniente
disponibilizado ao utilizador. Para ensaios do tipo ligacéao
sem células é muitas vezes utilizado um passo de separacéo
para separar componentes ligados dos ndo ligados. O passo
de separacdo pode ser realizado de uma variedade de modos.
Convenientemente, pelo menos um dos componentes é
imobilizado num substrato sélido, de onde podem ser
facilmente separados 0s componentes nao ligados. 0
substrato sb6lido pode ser feito de uma grande variedade de
materiais e ter uma grande variedade de configuracdes, por

exemplo, placa de microtitulo, microesférula, tira
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reagente, particula de resina, etc. O substrato é
preferivelmente escolhido de modo a maximizar razdes sinal-
ruido, principalmente para minimizar a ligacdo de fundo,

bem como por facilidade de separacdo e custo.

A separacdo pode ser efetuada, por exemplo, por remocao de
uma esférula ou tira reagente de um Treservatério,
esvaziamento ou diluicdo de um reservatdrio, como uma
cavidade de uma placa de microtitulo, enxaguamento de uma
esférula, particula, coluna cromatogradfica ou filtro com
uma solucdo de lavagem ou solvente. Preferivelmente, o
passo de separacdo inclui multiplos enxaguamentos ou
lavagens. Por exemplo, gquando o substrato sélido & uma
placa de microtitulo, as cavidades podem ser lavadas varias
vezes com uma solucdo de lavagem, dque tipicamente inclui
aqueles componentes da mistura de incubacdo gue néo
participam em ligacdes -especificas, como sais, tampéo,
detergente, proteina inespecifica, etc. Quando o substrato
s6lido for uma esférula magnética, as esférulas podem ser
lavadas uma ou mais vezes com uma solugdo de lavagem e

isoladas utilizando um magnete.

A detecdo pode ser efetuada de gqualquer modo conveniente
para ensaios a base de células, tais como rastreios de dois
ou trés hibridos. O transcrito resultante de um ensaio de
transcricdo de gene repdrter de polipéptido FGE interagindo
com uma molécula alvo codifica tipicamente um produto
direta ou indiretamente detetével, por exemplo, atividade
de B-galactosidase, atividade de luciferase, e afins. Para
ensaios de ligacdo sem células, um dos componentes
habitualmente compreende, ou estd acoplado a, uma etiqueta
detetdvel. Pode ser utilizada uma grande variedade de

etiquetas, como as que proporcionam detecdo direta (por
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exemplo, radicatividade, luminescéncia, densidade 6tica ou
eletrdénica, etc.) ou detecdo indireta (por exemplo, epitopo
marcador, como o epitopo FLAG, enzima marcadora, CcoOmo
peroxidase de rébano bravo, etc.). A etiqueta pode ser
ligada a um parceiro de 1ligacdo de FGE, ou pode ser

incorporada na estrutura do parceiro de ligacéo.

Pode ser utilizada uma variedade de métodos para detetar a
etiqueta, dependendo da natureza da etiqueta e de outros
componentes do ensaio. Por exemplo, a etiqueta pode ser
detetada enquanto estd 1ligada ao substrato sélido ou
subsequentemente a separacdo do substrato sédélido. Etiquetas
podem ser diretamente detetadas através de densidade o6tica
ou eletrdnica, emissdes radioativas, transferéncias de
energia ndo radiativa, etc., ou indiretamente detetadas com
conjugados de anticorpos, conjugados de estreptavidina-
biotina, etc. Métodos de detecdo das etiquetas sdo bem

conhecidos na &rea.

Podem ser proporcionados agentes de ligacdo especificos
para FGE, métodos de identificacdo e preparacdo desses
agentes, e sua utilizacdo em diagndstico, terapia e
desenvolvimento farmacéutico. Por exemplo, agentes
farmacoldégicos especificos para FGE sdo Uuteis numa
variedade de aplicacdes de diagndéstico e terapéuticas,
especialmente guando a doenca ou progndstico da doenca
estiver associado a caracteristicas alteradas de ligacédo de
FGE, como em Deficiéncia de Multiplas Sulfatases. Novos
agentes de ligacdo especificos para FGE incluem anticorpos
especificos para FGE, recetores da superficie celular, e
outros agentes de 1ligacdo naturais intracelulares ou
extracelulares identificados com ensaios tais como

rastreios de dois hibridos, e agentes de 1ligacdo né&o
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naturais intracelulares e extracelulares identificados em

rastreios de bibliotecas quimicas e afins.

Fm geral, a especificidade da ligacdo de FGE a uma molécula
especifica é determinada por constantes de equilibrio de
ligacdo. Alvos que sdo capazes de se ligarem seletivamente
a um polipéptido FGE tém, preferivelmente, constantes de
equilibrio de ligacdo de pelo menos cerca de 10’ M*', mais
preferivelmente pelo menos cerca de 10° M*' e muito
preferivelmente pelo menos cerca de 10° M*'. Pode ser
utilizada uma grande variedade de ensaios a base de células
e sem células para demonstrar a ligacdo especifica de FGE.
Ensaios a base de células incluem rastreios de um, dois e
trés hibridos, ensaios nos quais a transcricdo mediada pela
FGE ¢é 1inibida ou aumentada, etc. Ensaios sem células
incluem ensaios de ligacdo FGE-proteina, imunoensaios, etc.
Outros ensaios Uteis para o rastreio de agentes dgque se
ligam a polipéptidos FGE incluem transferéncia de energia
de ressondncia de fluorescéncia (FRET) e anadlise de desvio

da mobilidade eletroforética (EMSA).

Pode ser proporcionado um método de identificacdo de um
agente Uutil na modulacdo da atividade geradora de Cu-
formilglicina. O método envolve (a) contactar uma molécula
com atividade geradora de C,—formilglicina com um agente
candidato, (b) medir a atividade geradora de Coa—
formilglicina da molécula, e (c) comparar a atividade
geradora de Cy—formilglicina medida da molécula com um
controlo, para determinar se o agente candidato modula a
atividade geradora de Cy—formilglicina da molécula, em que
a molécula é uma molécula de &acido nucleico FGE como
descrito aqui, ou um respetivo produto de expresséo.

"Contactar" refere-se ao contacto direto e indireto de uma
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molécula com atividade geradora de Cy,—formilglicina com o
agente candidato. Contacto "indireto" significa que o
agente candidato exerce os seus efeitos na atividade
geradora de Cy-formilglicina da molécula via um terceiro
agente (por exemplo, uma molécula mensageira, um recetor,
etc.). Em certas formas de realizacdo, o controlo é a
atividade geradora de Cy-formilglicina da molécula medida
na auséncia do agente candidato. Métodos de ensaio e
agentes candidatos sdo como descritos acima nas formas de

realizacdo anteriores relativamente a FGE.

Pode ser proporcionado um método de diagndéstico de uma
perturbacdo caracterizada por expressdo aberrante de uma
molécula de 4acido nucleico, um respetivo produto de
expressdo, ou um fragmento de um respetivo produto de
expressdao. O método envolve contactar uma amostra bioldgica
isolada de um sujeito com um agente que se liga
especificamente a molécula de &acido nucleico, um respetivo
produto de expressdo, ou um fragmento de um respetivo
produto de expressdo, e determinar a interacdo entre o
agente e a molécula de 4&cido nucleico ou o produto de
expressdao como determinacdo da perturbacdo, em dgque a
molécula de acido nucleico é uma molécula FGE como descrito
aqui. A perturbacdo é Deficiéncia de Multiplas Sulfatases.
Mutacdes no gene FGE dgque causam a expressao aberrante de
moléculas FGE originam as seguintes alteracdes de
aminodcidos na SEQ ID NO: 2: MetlArg; MetlVal; Leu20Phe;
Serl55Pro; Alal77Pro; Cys218Tyr; Arg224Trp; Asn259De;
Pro266Leu; Ala279al; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys;
Ala348Pro; Arg349Gln; Arg349Trp; Arg349Trp; Ser3595top; ou

uma combinacdo destas.
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No caso de a molécula ser uma molécula de &cido nucleico,
essas determinacdes podem ser efetuadas via qualquer ensaio
comum de determinacdo de &cidos nucleicos, incluindo a
reacdo em cadeia de polimerase, ou ensaio com sondas de
hibridizacdo etiquetadas, como exemplificado aqui. No caso
de a molécula ser um produto de expressdo da molécula de
dcido nucleico, ou um fragmento de um produto de expresséao
da molécula de &cido nucleico, essa determinacdo pode ser
efetuada via qualquer ensaio imunoldégico comum utilizando,
por exemplo, anticorpos que se ligam a quaisquer dos

produtos de expressido polipeptidicos.

"Expressdo aberrante" refere-se a expressdo decrescida
(subexpressao) ou expressao aumentada (superexpressao) de
moléculas FGE (dcidos nucleicos e/ou polipéptidos) em
comparacdo com um controlo (isto &, expressdo da mesma
molécula num sujeito saudavel ou "normal"). Um "sujeito
saudavel"”", como usado aqui, refere-se a um sujeito que, de
acordo com padrdes médicos comuns, ndo tem nem estd em
risco de desenvolver Deficiéncia de Multiplas Sulfatases.
Além disso, sujeitos saudéaveis também ndo exibem sintomas
de doenca. Por outras palavras, esses sujeitos, se
examinados por um profissional clinico, seriam
caracterizados como sendo saudaveis e sem sintomas de uma
Deficiéncia de Multiplas Sulfatases. Estes incluem
caracteristicas de leucodistrofia metacromdtica e de uma
mucopolissacaridose, Como quantidades aumentadas de
mucopolissacdridos é&cidos em varios tecidos, "gargoilismo"
ligeiro, rapida deterioracao neurolodgica, presenca
excessiva de mucopolissacaridos e sulfatideos na urina,
proteina do fluido cerebrospinal aumentada e degeneracéao

metacromatica de mielina em nervos periféricos.
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Novos estojos podem ser utilizados para medir os niveis dos
dcidos nucleicos descritos aqui, ou respetivos produtos de

expressao.

Numa forma de realizacéo, um estojo compreende uma
embalagem contendo um agente que se liga seletivamente a
quaisquer dos acidos nucleicos FGE isolados anteriores, ou
respetivos produtos de expressdo, e um controlo para
comparacdo com um valor medido de ligacdo do referido
agente a quaisquer dos é&cidos nucleicos FGE isolados
anteriores, ou respetivos produtos de expressdo. Nalgumas
formas de realizacéo, o controlo consiste num valor
predeterminado para comparacdoc com O valor medido. Em
certas formas de realizacdo, o controlo compreende um
epitopo do produto de expressdo de gquaisquer dos &acidos
nucleicos FGE isolados anteriores. Numa forma de
realizacdo, o estojo também compreende um segundo agente
que se liga seletivamente a um polipéptido selecionado do
grupo dque consiste em Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase,
N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N-Acetilglucosamina 6-
Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-
5 e HSulf-6, ou um respetivo péptido, e um controlo para
comparacdo com um valor medido de ligacdo do referido
segundo agente ao referido polipéptido ou respetivo

péptido.

No caso de detecdo de acidos nucleicos podem ser incluidos
pares de "primers" para amplificacdo de uma molécula de
dcido nucleico. 0Os estojos preferidos incluem controlos
tais como quantidades conhecidas de sondas de acidos

nucleicos, epitopos (como Iduronato 2-Sulfatase,
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Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N-
Acetilglucosamina o6-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e HSulf-6, produtos de
expressdo) ou anticorpos anti-epitopos, bem como instrucdes
ou outro material impresso. Em certas formas de realizacéo,
o material impresso  pode caracterizar o risco de
desenvolvimento de um estado de deficiéncia de sulfatases
com base no resultado do ensaio. 0s reagentes podem ser
embalados em recipientes e/ou podem ser revestidos em
cavidades em quantidades predeterminadas, e o0s estojos
podem incluir materiais comuns, tais como reagentes
imunoldégicos etiquetados (como anticorpos anti-IgG
etiquetados) e afins. Um estojo consiste numa placa de
microtitulo de poliestireno embalada revestida com proteina
FGE e um recipiente contendo anticorpos anti-IgG humana
etiquetados. Uma cavidade da placa ¢é contactada, por
exemplo, com um fluido bioldégico, é lavada e entdo ¢é
contactada com o anticorpo anti-IgG. Em seguida, a etiqueta
é detetada. Um estojo genericamente denominado numero 11
estd ilustrado na Figura 25. 0O estojo 11 é compreendido
pelos seguintes elementos principais: embalagem 15, um
agente como descrito aqui 17, um agente de controlo 19 e
instrucdes 21. A embalagem 15 é uma estrutura do tipo caixa
para conter um frasco (ou alguns frascos) contendo o agente
17, um frasco (ou alguns frascos) contendo um agente de
controlo 19, e instrucdes 21. Os peritos podem facilmente
modificar a embalagem 15 para satisfazer necessidades

individuais.

Podem ser proporcionados métodos de tratamento de

Deficiéncia de Multiplas Sulfatases num sujeito. Um método
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envolve administrar, a um sujeito necessitado desse
tratamento, um agente que modula a atividade geradora de
Co—formilglicina, numa quantidade eficaz para aumentar a
atividade geradora de Cy~formilglicina no sujeito. Nalgumas
formas de realizacédo, o) método também compreende
coadministrar um agente selecionado do grupo dque consiste
numa molécula de &cido nucleico que codifica Iduronato 2-
Sulfatase, Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase,
N-Acetilglucosamina o—-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e HSulf-6, um produto de
expressdo da molécula de &acido nucleico e/ou um fragmento

do produto de expressdo da molécula de acido nucleico.

"Agentes que modulam a expressdo" de um acido nucleico ou
de um polipéptido, como usado aqui, s&o conhecidos na éarea,
e referem-se a 4&acidos nucleicos sentido e antissentido,
dcidos nucleicos dominantes negativos, anticorpos para os
polipéptidos, e afins. Sdo 1uUteis quaisquer agentes due
modulem a expressdo de uma molécula (e, como descrito aqui,
modulem a sua atividade). Em certas formas de realizacdo, o
agente que modula a atividade geradora de Cy—-formilglicina
¢ uma molécula de &cido nucleico isolado (por exemplo, um
adcido nucleico com a SEQ ID NO: 3). Em formas de realizacéo
importantes, o agente que modula a atividade geradora de
Co—formilglicina é um péptido (por exemplo, um péptido com
a SEQ ID NO: 2). Nalgumas formas de realizacdo, o agente
que modula a atividade geradora de Cy—formilglicina & um

adcido nucleico sentido.

Pode ser proporcionado um método para aumentar a atividade

geradora de Cq-formilglicina num sujeito. O método envolve
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administrar a um sujeito uma molécula de acido nucleico FGE
isolada descrita aqui, e/ou um respetivo produto de
expressdao, numa quantidade eficaz para aumentar a atividade

geradora de Cy~formilglicina no sujeito.

Pode ser proporcionado um método para aumentar a atividade
geradora de Cyq-formilglicina numa célula. O método envolve
contactar a célula com uma molécula de &cido nucleico
isolado (por exemplo, um &cido nucleico com a SEQ ID NO:
1), ou um respetivo produto de expressdo (por exemplo, um
péptido com a SEQ ID NO: 2), numa quantidade eficaz para
aumentar a atividade geradora de C,-formilglicina na
célula. Em formas de realizacdo importantes, o método
envolve ativar o gene FGE endbgeno para aumentar a

atividade geradora de Cyq—formilglicina na célula.

Em quaisquer das formas de realizacédo anteriores, o éacido
nucleico pode ser operativamente acoplado a uma sequéncia
de expressdo genética que dirige a expressdo da molécula de
adcido nucleico numa célula eucaridtica, como uma célula HT-
1080. A '"sequéncia de expressdo genética" é qualquer
sequéncia de nuclebdtidos reguladora, como uma sequéncia
promotora ou combinacéo promotor-intensificador, que
facilita a transcricdo e traducdo eficientes do éacido
nucleico ao qual estd operativamente ligada. A sequéncia de
expressdao genética pode ser, por exemplo, um promotor de
mamifero ou viral, como um promotor <constitutivo ou
indutivel. Promotores constitutivos de mamifero incluem mas
ndo estdo limitados aos promotores para oS genes seguintes:
hipoxantina fosforribosil transferase (HFTR), adenosina
desaminase, piruvato quinase, promotor da o-actina e outros
promotores constitutivos. Promotores virais

exemplificativos que funcionam de modo constitutivo em
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células eucaridticas incluem, por exemplo, promotores do
virus simio, virus papiloma, adenovirus, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus do sarcoma de Rous,
citomegalovirus, as repeticdes terminais longas (LTRs) do
virus da leucemia de Moloney e outros retrovirus, e o
promotor de timidina dquinase do virus herpes simplex.
Outros promotores constitutivos s&o conhecidos dos
profissionais. Os promotores UuUteis como sequéncias de
expressdo genética também incluem promotores indutiveis.
Promotores indutiveis sdo ativados na presenca de um agente
indutor. Por exemplo, o promotor da metalotioneina ¢&
ativado para aumentar a transcricdo e traducdo na presenca
de certos ides metédlicos. Outros promotores indutiveis séo

conhecidos dos profissionais.

Em geral, a sequéncia de expressdo genética incluiré,
consoante o necesséario, sequéncias 5' ndo transcritas e 5
ndo traduzidas envolvidas na iniciacdo da transcricdo e
traducido, respetivamente, como uma caixa TATA, sequéncia de
capeamento, sequéncia CAAT, e afins. Especialmente, essas
sequéncias 57 ndo transcritas incluirdo uma regido
promotora gue inclui uma sequéncia promotora para controlo
da transcricdo do &acido nucleico operativamente ligado. As
sequéncias de expressdo genética incluem opcionalmente
sequéncias intensificadoras ou sequéncias ativadoras a

montante, consoante o desejado.

Preferivelmente, qualquer uma das moléculas de acidos
nucleicos FGE descritas aqui estd ligada a uma sequéncia de
expressdo genética que permite a expressdo da molécula de
adcido nucleico numa célula de uma linhagem especifica de
células, por exemplo, um neurdnio. Uma sequéncia que

permite a expressdo da molécula de &acido nucleico numa
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célula como um neurdnio é uma sequéncia que é seletivamente
ativa nesse tipo de célula, desse modo originando expresséao
da molécula de &acido nucleico nestas células. O promotor da
sinapsina-1, por exemplo, pode ser utilizado para expressar
num neurdnio quaisquer das moléculas de &acidos nucleicos
anteriores da invencdo; e o promotor do gene do fator de
von Willebrand, por exemplo, pode ser utilizado para
expressar uma molécula de &acido nucleico numa célula
vascular endotelial. Os profissionais conseguiréao
facilmente identificar promotores alternativos que séao
capazes de expressar uma molécula de &cido nucleico em

quaisquer das células preferidas.

E afirmado que a sequéncia de &cido nucleico e a sequéncia
de expressdo genética estdo "operativamente ligadas" quando
estdo ligadas de modo covalente por forma a colocar a
transcricdo e/ou traducdo da sequéncia codificadora do
dcido nucleico (por exemplo, no caso de FGE, SEQ ID NO: 3)
sob a influéncia ou controlo da sequéncia de expresséao
genética. Se for desejado gque a sequéncia de &acido nucleico
seja traduzida numa proteina funcional, é afirmado que duas
sequéncias de DNA estédo operativamente ligadas se a inducéo
de um promotor na sequéncia de expressdo genética 5' der
origem a transcricdo da sequéncia de &acido nucleico e se a
natureza da ligacdo entre as duas sequéncias de DNA ndo (1)
originar a introducdo de uma mutacdo por deslocamento do
quadro de leitura, (2) interferir na capacidade da regiédo
promotora para dirigir a transcricdo da sequéncia de acido
nucleico, e/ou (3) interferir na capacidade do transcrito
de RNA correspondente para ser traduzido numa proteina.
Assim, uma sequéncia de expressao genética estaréa
operativamente ligada a uma sequéncia de &cido nucleico se

a sequéncia de expressdo genética for capaz de efetuar a
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transcricdo dessa sequéncia de acido nucleico de modo que o
transcrito resultante possa ser traduzido na proteina ou

polipéptido desejado.

As moléculas descritas aqui podem ser distribuidas nos
tipos de células preferidos isoladamente ou associadas a um
vetor (ver também a discussdo anterior sobre vetores). No
seu sentido mais lato (e consistente com a descricdo de
vetores de expressdo e direcionamento aqui noutro 1local),
um "vetor" é qualquer veiculo capaz de facilitar: (1) a
distribuicdo de uma molécula numa célula alvo e/ou (2) a
captacdo da molécula por uma célula alvo. Preferivelmente,
os vetores de distribuicdo transportam a molécula para o
interior da célula alvo com degradacéo reduzida
relativamente a extensdo de degradacdo gue ocorreria na
auséncia do vetor. Opcionalmente, um "ligando de
direcionamento" pode ser ligado ao vetor para distribuir
seletivamente o vetor numa célula gue expressa ha sua
superficie o) recetor cognato para o) ligando de
direcionamento. Deste modo, o vetor (contendo um é&acido
nucleico ou uma proteina) pode ser seletivamente
distribuido num neurdénio. Metodologias de direcionamento
incluem conjugados, como os descritos na Patente TU.S.
5,391,723, atribuida a Priest. Outro exemplo de um veiculo
de direcionamento bem conhecido é um lipossoma. Lipossomas
sdo disponibilizados no mercado pela Gibco BRL. Estéo
publicados numerosos métodos para preparar lipossomas

dirigidos.

Fm geral, vetores uteis incluem mas ndo estdo limitados a
plasmideos, fagemideos, virus, outros veiculos derivados de
fontes virais ou bacterianas que foram manipulados pela

insercdo ou incorporacdo das sequéncias de acidos nucleicos
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descritas aqui, e fragmentos de &cidos nucleicos adicionais
(por exemplo, intensificadores, promotores) que podem ser
ligados as sequéncias de acidos nucleicos. Vetores virais
sdo um tipo preferido de vetor e incluem mas ndo estédo
limitados a sequéncias de 4cidos nucleicos dos virus
seguintes: adenovirus; virus adeno-associados; retrovirus,
tais como o virus da leucemia murina de Moloney; virus do
sarcoma murino de Harvey; virus de tumores mamarios
murinos; virus do sarcoma de Rous; virus do tipo SV40;
virus polioma; virus Epstein-Barr; virus papiloma; virus
herpes; virus vacinia; virus polio; e virus de RNA, como um
retrovirus. E possivel empregar facilmente outros vetores

ndo designados mas conhecidos na &rea.

Um virus particularmente preferido para certas aplicacdes é
o virus adeno-associado, um virus de DNA de filamentacéo
dupla. O virus adeno-associado é capaz de infetar uma gama
larga de tipos de células e espécies e pode ser manipulado
para ser deficiente quanto a replicacdo. Tem outras
vantagens, como estabilidade térmica e em solventes
lipidicos, elevadas frequéncias de transducdo em células de
diversas linhagens, 1incluindo células hematopoiéticas, e
auséncia de inibicdo de superinfecdo, desse modo permitindo
multiplas séries de transducdes. Como relatado, o wvirus
adeno-associado pode ser integrado em DNA celular humano de
um modo especifico para sitios, desse modo minimizando a
possibilidade de mutagénese por insercdo e variabilidade da
expressdo do dJgene inserido. Adicionalmente, infecdes com
virus adeno-associado de tipo selvagem tém sido seguidas em
cultura de tecidos durante mais de 100 passagens na
auséncia de pressdo seletiva, implicando que a integracéo

gendmica do virus adeno-associado é um evento relativamente
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estéavel. O virus adeno-associado também pode funcionar de

um modo extracromossoédmico.

Fm geral, outros vetores virais preferidos baseiam-se em
virus eucaridticos ndo citopédticos nos gquais genes néo
essenciails foram substituidos pelo gene de interesse. Virus
ndo citopaticos incluem retrovirus, cujo ciclo de vida
envolve transcricdo reversa de RNA viral gendmico em DNA,
com subsequente integracdo pré-viral em DNA celular
hospedeiro. Adenovirus e retrovirus tém sido aprovados para
ensaios de terapia genética humana. Em geral, os retrovirus
sdo deficientes quanto & replicacdo (isto é, capazes de
dirigir a sintese das proteinas desejadas, mas incapazes de
produzir uma particula infeciosa). Esses vetores de
expressdo retrovirals geneticamente alterados tém utilidade
geral para a transducdo com elevada eficiéncia de genes in
vivo. Protocolos comuns para a producdo de retrovirus
deficientes quanto a replicacdo (incluindo os passos de
incorporacdo de material genético exdégeno num plasmideo,
transfecdo de uma célula de empacotamento revestida com
plasmideo, producdo de retrovirus recombinantes pela linha
de células de empacotamento, recolha de particulas virais
de meios de cultura de tecidos, e infecdo das células alvo
com particulas virails) s&o proporcionados em Kriegler, M.,
"Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual," W.H.
Freeman C.0., Nova Iorque (1990), e Murry, E.J. Editor
"Methods in Molecular Biology," volume 7, Humana Press,

Inc., Cliffton, Nova Jérsia (1991).

Outro vetor retroviral preferido é o vetor derivado do
virus da leucemia murina de Moloney, como descrito em
Nabel, E.G., et al., Science, 1990, 49: 1285-1288. Foi

relatado que estes vetores foram eficazes para a
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distribuicdo de genes nas trés camadas da parede arterial,
incluindo a média. Outros vetores preferidos sédo divulgados
em Flugelman, et al., Circulation, 1992, 85: 1110-1117.
Vetores adicionais que sdo uUteis para a distribuicdo de
moléculas sdo descritos na Patente U.S. N° 5,674,722 de

Mulligan, et al.

Para além dos vetores anteriores, podem ser utilizados
outros métodos de distribuicdo para distribuir uma molécula
descrita agqui numa célula, como um neurdnio, célula do
figado, fibroblasto e/ou uma célula vascular endotelial, e

desse modo facilitar a captacdo daquela.

Umn tal método de distribuicdo preferido é um sistema de
dispersdo coloidal. Sistemas de dispersdo coloidal incluem
sistemas a base de 1lipidos, incluindo emulsdes Oleo-em-—
adgua, micélios, micélios misturados e lipossomas. Um
sistema coloidal preferido é um lipossoma. Lipossomas sé&o
vasos membranares artificiais que sdo uUteis como vetor de
distribuicdo in vivo ou in vitro. Foi mostrado que vasos
unilamelares grandes (LUV), cuja dimensdo varia entre 0,2 -
4,0 um, podem encapsular grandes macromoléculas. RNA, DNA e
virides intactos podem ser encapsulados no interior aquoso
e podem ser distribuidos em células numa forma
biologicamente ativa (Fraley, et al., Trends Biochem. Sci.,
1981, 6: 77). Para que um lipossoma seja um vetor de
transferéncia genética eficiente devem estar presentes uma
ou mails das seguintes caracteristicas: (1) encapsulacdo do
gene de interesse com elevada eficiéncia, com retencédo da
atividade bioldégica; (2) ligacdo preferencial e substancial
a uma célula alvo em comparacdo com células ndo alvo; (3)

distribuicdo do conteudo aquoso da vesicula no citoplasma
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da célula alvo com elevada eficiéncia; e (4) expresséo

precisa e eficaz da informacdo genética.

Os lipossomas podem ser dirigidos para um tecido
particular, como o miocdrdio ou a parede de células
vasculares, por acoplamento do lipossoma a um ligando
especifico, como um anticorpo monoclonal, acucar,
glicolipido ou proteina. Ligandos gue podem ser uteis para
dirigir um lipossoma para a parede vascular incluem mas ndao
estdo limitados a proteina do envelope viral do virus de
Hemaglutinacdo do Japdo. Adicionalmente, o vetor pode ser
acoplado a um péptido de direcionamento nuclear, gque iréa
dirigir o 4cido nucleico para o nucleo da célula

hospedeiro.

Lipossomas s&o disponibilizados comercialmente pela Gibco
BRI, por exemplo, Como LIPOFECTIN™ e LIPOFECTACE™,
constituidos por lipidos catidénicos tais como cloreto de N-
[1-(2,3 dioleiloxi)-propil]-N,N,N-trimetilaménio (DOTMA) e
brometo de dimetildioctadecilaménio (DDAB). Métodos de
preparacdo de lipossomas sdo bem conhecidos na area e tém
sido descritos em muitas publicacdes. Lipossomas também
foram revistos por Gregoriadis, G., em "Trends in
Biotechnology". Volume 3, péagina 235-241 (1985). Novos
lipossomas para a distribuicéao intracelular de
macromoléculas, incluindo &cidos nucleicos, também séao
descritos no requerimento Internacional PCT n°

PCT/US96/07572 (Publicacdo N° WO 96/40060, intitulado

"Intracellular Delivery of Macromolecules").

Numa forma de realizacdo particular, o veiculo preferido é
uma microparticula ou implante biocompativel que é adequado

para implantacéo no recetor mamifero. Implantes
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biocerodiveis exemplificativos que sdo uUteis de acordo com
este método s&do descritos no requerimento Internacional PCT
n°® PCT/LUS/03307 (Publicacdo N° WO 95/24929, intitulada
"Polymeric Gene Delivery System", que reivindica prioridade
para o requerimento de patente U.S. n°® de série 213,668,
registado em 15 de marco de 1994). O documento PCT/US/0307
descreve uma matriz polimérica biocompativel,
preferivelmente biodegradéavel, para conter um gene exdgeno
sob o controlo de um promotor apropriado. A matriz
polimérica é utilizada para se obter um aumento sustentado
do gene exbdgeno no paciente. Os acidos nucleicos descritos
aqui podem ser encapsulados ou dispersos na matriz
polimérica biocompativel, preferivelmente Dbiodegradavel,
divulgada em PCT/US/03307. A matriz ©polimérica estéa
preferivelmente na forma de uma microparticula, como uma
microesfera (em que um &cido nucleico é disperso numa
matriz polimérica sbdélida) ou uma microcépsula (em dgque um
acido nucleico ¢é armazenado no nucleo de um 1invdlucro
polimérico). Outras formas da matriz polimérica para conter
os é&cidos nucleicos incluem filmes, revestimentos, géis,
implantes e endoprdéteses. A dimensdo e composicdo do
dispositivo de matriz polimérica sdao selecionadas de modo a
originar uma cinética de 1libertacdo favoravel no tecido
onde estéd implantado o dispositivo matricial. A dimensédo do
dispositivo de matriz polimérica é adicionalmente
selecionada de acordo com o método de distribuicdo que se
pretende wutilizar, tipicamente 1injecdo num tecido ou
administracdo de uma suspensdo por aerossol nas areas
nasais e/ou pulmonares. A composicdo da matriz polimérica
pode ser selecionada de modo a exibir taxas de degradacéo
favoraveis e também de modo a ser formada por um material
que é bioadesivo, para aumentar adicionalmente a eficécia

da transferéncia quando o dispositivo é administrado numa
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superficie vascular. A composicdo da matriz também pode ser
selecionada de modo a ndo ocorrer degradacdo mas sim
libertacdo por difusdo durante um periodo de tempo

prolongado.

Matrizes poliméricas n&o biodegradaveis e biodegradéaveis
podem ser utilizadas para distribuir os &cidos nucleicos no
sujeito. S&doc preferidas matrizes Dbiodegradaveis. Esses
polimeros podem ser polimeros naturais ou sintéticos. Séo
preferidos polimeros sintéticos. O polimero é selecionado
com base no periodo de tempo durante o qual é desejada a
libertacdo, geralmente da ordem de algumas horas até um ano
ou mais. Tipicamente, é muito desejdvel libertacdo durante
um periodo de tempo que varia entre algumas horas e trés
até doze meses. O polimero estd opcionalmente na forma de
um hidrogel que pode absorver até 920% do seu peso em agua e
mais, estéd opcionalmente reticulado com ides multivalentes

ou outros polimeros.

Em geral, os &cidos nucleicos descritos aqui podem ser
distribuidos utilizando o implante biocerodivel através de
difusdo ou, mais preferivelmente, por degradacdo da matriz
polimérica. Polimeros sintéticos exemplificativos que podem
ser utilizados para formar o sistema de distribuicéo
biodegradavel incluem: poliamidas, policarbonatos,
polialquilenocs, polialquilenoglicédis, 6xidos de
polialquileno, tereftalatos de polialquileno, adlcoois
polivinilicos, éteres de polivinilo, ésteres de polivinilo,
haletos de polivinilo, polivinilpirrolidona,
poliglicélidos, polissiloxanos, poliuretanos e respetivos
copolimeros, alquilcelulose, hidroxialquilceluloses, éteres
de celulose, ésteres de celulose, nitroceluloses, polimeros

de ésteres acrilicos e metacrilicos, metilcelulose,
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etilcelulose, hidroxipropilcelulose, hidroxipropilmetil-
celulose, hidroxibutilmetilcelulose, acetato de celulose,
propionato de celulose, butirato de acetato de celulose,
ftalato de acetato de celulose, carboxiletilcelulose,
triacetato de celulose, sal de s6dio de sulfato de
celulose, 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,
poli(etilenoglicol), poli (6xido de etileno),
poli(tereftalato de etileno), poli(dlcoois vinilicos),
acetato de polivinilo, cloreto de polivinilo, poliestireno

e polivinilpirrolidona.

Exemplos de polimeros ndo biodegradaveis incluem etileno
acetato de wvinilo, &cido poli(met)acrilico, poliamidas,

copolimeros e misturas destes.

Exemplos de polimeros Dbiodegradaveis incluem polimeros
sintéticos, como polimeros de &cido léactico e éacido
glicdélico, polianidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos,
poli(dcido butico), poli(adcido wvalérico), e poli(léactido-
co-caprolactona), e polimeros naturais, como alginato e
outros polissacaridos incluindo dextrano e celulose,
colagénio, respetivos derivados quimicos (substituicdes,
adicodes de grupos quimicos, por exemplo, alquilo,
alguileno, hidroxilacdes, oxidacdes, e outras modificacdes
rotineiramente feitas pelos profissionais), albumina e
outras proteinas hidrdéfilas, zeina e outras prolaminas e

proteinas hidr6fobas, respetivos copolimeros e misturas. Em
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geral, estes materiais degradam-se por hidrdélise enzimética
ou exposicdo a Aagua in vivo, por erosdo superficial ou em

volume.

Polimeros biocadesivos de 1interesse particular incluem
hidrogéis bioerodiveis descritos por H.S. Sawhney, C.P.
Patak e J.A. Hubel em Macromolecules, 1993, 26, 581-587,
cujos ensinamentos s&do incorporados aqui, 4acidos poli-
hialurénicos, caseina, gelatina, glutina, polianidridos,
dcido poliacrilico, alginato, gquitosano, poli(metacrilatos
de metilo), poli(metacrilatos 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
isopropocrilo), poli(acrilato de isobutilo), e
poli(acrilato de octadecilo). Assim, podem ser

proporcionados os seguintes: uma composicdo das moléculas
descritas acima para utilizacdo como medicamento, métodos
de preparacdo do medicamento e métodos para a libertacéao

prolongada do medicamento in vivo.

Agentes de compactacdo também podem ser utilizados em
combinacdo com um vetor. Um "agente de compactacdo", como
usado aqui, refere-se a um agente, como uma histona, que
neutraliza as cargas negativas do &acido nucleico e, desse
modo, permite a compactacdo do &acido nucleico num grénulo
fino. A compactacdo do &cido nucleico facilita a captacéao
do 4cido nucleico pela célula alvo. O0Os agentes de
compactacdo podem ser utilizados isoladamente, isto é, para
distribuir um &cido nucleico isolado como descrito aqui

numa forma que é mais eficientemente absorvida pela célula
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ou, mais preferivelmente, em combinacdo com um ou mais dos

vetores acima descritos.

Outras composicdes exemplificativas que podem ser
utilizadas para facilitar a captacdo, pela célula alvo, dos
dcidos nucleicos dincluem fosfato de céalcio e outros
mediadores gquimicos do transporte intracelular, composicdes

para microinjecdo e eletroporacéo.

Podem ser proporcionados métodos para aumentar a atividade
de sulfatase numa célula. Esses métodos envolvem contactar
uma célula que expressa uma sulfatase com uma molécula de
dcido nucleico isolado como descrito agqui (por exemplo, uma
molécula de acido nucleico isolado como reivindicado em
qualquer uma das Reivindicacdes 1-8, uma molécula de &acido
nucleico FGE possuindo uma sequéncia selecionada do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55,
57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 e 80-87), ou um
respetivo produto de expressido (por exemplo, um polipéptido
como reivindicado nas Reivindicacdes 11-15, 19, 20, ou um
péptido possuindo uma sequéncia selecionada do grupo due
consiste na SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58,
60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 e 78), numa quantidade
eficaz para aumentar a atividade de sulfatase na célula.
"Aumentar" a atividade de sulfatase, como wusado aqui,
refere-se a afinidade aumentada para, e/ou conversdo de, 0
substrato especifico para a sulfatase, tipicamente o
resultado de um aumento da formacdo de FGly na molécula de
sulfatase. Numa forma de realizacdo, a célula expressa uma
sulfatase em niveis mais elevados do que os de células de
tipo selvagem. "Aumentar a atividade de sulfatase numa
célula" também se refere a aumentar a atividade de uma

sulfatase que ¢é segregada pela célula. A célula pode
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expressar uma sulfatase enddbgena e/ou exdgena. O referido
contacto da molécula FGE também se refere a ativacdo do
gene FGE endbgeno da célula. Em formas de realizacdo
importantes, a sulfatase endbgena ¢é ativada. Em certas
formas de realizacdo, a sulfatase é Iduronato 2-Sulfatase,
Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N-
Acetilglucosamina oc—-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSsulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e/ou HSulf-6. Em certas

formas de realizacdo, a célula é de um mamifero.

Pode ser proporcionada uma composicdo farmacéutica. A
composicdo pode compreender uma sulfatase que é produzida
por uma célula, numa quantidade farmaceuticamente eficaz
para tratar uma deficiéncia de sulfatases, e um
transportador farmaceuticamente aceitavel, em que a
referida célula foil contactada com um agente que compreende
uma molécula de &cido nucleico isolado como descrito aqui
(por exemplo, como reivindicado nas Reivindicag¢des 1-8, ou
um acido nucleico como reivindicado nas Reivindicacdes 1-8,
ou uma molécula de &cido nucleico possuindo uma sequéncia
selecionada do grupo gue consiste na SEQ ID NO: 1, 3, 4,
45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73,
75, 77 e 80-87), ou um respetivo produto de expressdo (por
exemplo, um péptido selecionado do grupo que consiste na
SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64,
o6, ©8, 70, 72, 74, 76 e 78). Em formas de realizacédo
importantes, a sulfatase é expressa em niveis mais elevados

do que em células normais/de controlo.

Também pode ser proporcionada uma célula produtora de

sulfatase; em que a razdo entre sulfatase ativa e sulfatase
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total ©produzida ©pela célula ¢é aumentada. A célula
compreende: (i) uma sulfatase com uma atividade aumentada
em comparacdo com um controlo, e (ii) uma Enzima geradora
de Formilglicina com uma atividade aumentada em comparacédo
com um controlo, em gque a razdo entre sulfatase ativa e
sulfatase total produzida pela célula é aumentada em pelo
menos 5% relativamente a razdo entre sulfatase ativa e
sulfatase total produzida pela célula na auséncia da Enzima
Geradora de Formilglicina. E conhecido na &rea dque a
superexpressdo de sulfatases pode diminuir a atividade de
sulfatases enddégenas (Anson et al., Biochem. J., 1993, 294:
©657-662). Além disso, apenas uma fracdo das sulfatases
recombinantes é ativa. Descobrimos, 1nesperadamente, que
uma expressdo/atividade aumentada de FGE numa célula com
expressdo/atividade aumentada de uma sulfatase leva a
producdo de uma sulfatase que é mais ativa. Uma vez que a
presenca de FGly numa molécula de sulfatase estd associada
a atividade de sulfatase, a "sulfatase ativa" pode ser
quantificada determinando a presenca de FGly no produto
celular de sulfatase utilizando espetrometria de massa
MALDI-TOF, como descrito aqui noutro local. A razdo com

sulfatase total pode entdo ser facilmente determinada.

Podem ser proporcionados métodos para o diagnbdstico e
terapia de deficiéncias de sulfatases. Essas perturbacdes
incluem mas ndo estdo limitadas a Deficiéncia de Multiplas
Sulfatases, Mucopolissacaridose II (MPS 1II; Sindroma de
Hunter), Mucopolissacaridose IIIA (MPS IIIA; Sindroma de
Sanfilippo A), Mucopolissacaridose VIII (MPS VIII),
Mucopolissacaridose IVA (MPS IVA; Sindroma de Morquio A),
Mucoipolissacaridose VI (MPS VI; Sindroma de Maroteaux-
Lamy), Leucodistrofia Metacromdtica (MLD), Condrodosplasia

Punctata Recessiva ligada ao Cromossoma X 1, e Ictiose
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ligada ao Cromossoma X (Deficiéncia de Esteroide

Sulfatase) .

Os métodos sédo Uteis no tratamento agudo e profildtico de
quaisquer dos estados anteriores. Como usado aqui, um
tratamento agudo refere-se ao tratamento de sujeitos com um
estado particular. Tratamento profildtico refere-se ao
tratamento de sujeitos em risco de contrair o estado mas

que presentemente ndo tém nem sentem os sintomas do estado.

No seu sentido mais 1lato, os termos "tratamento" ou
"tratar" referem-se a tratamentos agudos e profilaticos. Se
0 sujeito necessitado de tratamento sentir um estado (ou
sofre ou estéd a sofrer de um estado particular), entdo o
tratamento do estado refere-se a melhorar, reduzir ou
eliminar o estado ou um ou mais sintomas provenientes do
estado. Nalgumas formas de realizacédo preferidas,
tratamento do estado refere-se a melhorar, reduzir ou
eliminar um sintoma especifico ou um subconjunto especifico
de sintomas associados ao estado. Se o sujeito necessitado
de tratamento estiver em risco de sofrer de um estado,
entdo tratar o sujeito refere-se a reduzir o risco do

sujeito contrair o estado.

0O modo de administracdo e dosagem de um agente terapéutico
irdo variar com a fase particular do estado a ser tratado,
a idade e estado fisico do sujeito a ser tratado, a duracéo
do tratamento, a natureza da terapia concorrente (se
existir), a via de administracdo especifica e fatores afins
no ambito do conhecimento e pericia do profissional de

saude.
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Como descrito aqui, agentes terapéuticos podem ser
administrados em quantidades eficazes para tratar quaisquer
das deficiéncias de sulfatases anteriores. Em geral, uma
quantidade eficaz ¢é qualguer gquantidade dgque possa causar
uma alteracdo benéfica num tecido desejado de um sujeito.
Preferivelmente, uma quantidade eficaz é aquela guantidade
suficiente para causar uma alteracdo fenotipica favoréavel
num estado particular, como atenuacdo, alivio ou eliminacéao

de um sintoma ou de todo um estado.

Em geral, uma quantidade eficaz é aquela quantidade de uma
preparacao farmacéutica que isoladamente, ou em conjunto
com outras doses, produz a resposta desejada. Isto pode
envolver somente o abrandamento temporédrio da progressdo do
estado, apesar de, mais preferivelmente, envolver a
interrupcdo permanente da progressédo do estado ou retardar
o surgimento ou evitar a ocorréncia do estado. Isto pode
ser monitorizado por métodos de rotina. Em geral, doses de
compostos ativos serdo desde cerca de 0,01 mg/kg por dia
até 1000 mg/kg por dia. E esperado que sejam adequadas
doses variando entre 50 pg - 500 mg/kg, preferivelmente

pela via oral e numa ou varias administracdes por dia.

Essas quantidades dependerao, obviamente, do estado
particular a ser tratado, da gravidade do estado, dos
pardmetros do paciente individual, incluindo a idade,
condicado fisica, estatura e peso, a duracdo do tratamento,
a natureza de terapia concorrente (se existir), a via de
administracdo especifica e fatores afins no éambito do
conhecimento e pericia do profissional de saude. Certas
formas de administracdo originardo doses mais baixas, como
administracdo intravenosa. No caso de uma resposta num

sujeito ser insuficiente as doses iniciais aplicadas, podem
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empregar-se doses mais elevadas (ou doses efetivamente mais
elevadas por uma via de distribuicdo diferente, mais
localizada) tanto quanto o permitir a toleradncia do
paciente. S&o contempladas multiplas doses por dia para se
obterem niveis sistémicos apropriados de compostos. E
preferido geralmente utilizar uma dose méxima, isto ¢&, a
dose segura mais elevada de acordo com uma avaliacdo médica
fundamentada. No entanto, os profissionais entenderdo que
um paciente pode insistir numa dose mais baixa ou dose
tolerdvel por motivos médicos, motivos psicolbdgicos ou

virtualmente quaisquer outros motivos.

Os agentes descritos aqui podem ser combinados,
opcionalmente, com um transportador farmaceuticamente
aceitédvel para formar uma preparacdo farmacéutica. O termo
"transportador farmaceuticamente aceitdvel", como usado
aqui, significa um ou mais agentes de enchimento, diluentes
ou substancias de encapsulamento sbélidos ou liquidos
compativeis que sdo adequados para administracdo a um
humano. O termo "transportador™ designa um ingrediente
orgédnico ou inorgénico, natural ou sintético, com o qual é
combinado o ingrediente ativo para facilitar a aplicacéo.
Os componentes das composicdes farmacéuticas também podem
ser comisturados com as moléculas descritas aqui, e entre
si, de modo tal a ndo haver nenhuma interacdo que
enfraqueca substancialmente a eficéacia farmacéutica
desejada. Nalguns aspetos, as preparacdes farmacéuticas
compreendem um agente como descrito aqui numa quantidade

eficaz para tratar uma perturbacéao.

As preparacles farmacéuticas podem conter agentes de
tamponamento adequados, incluindo: &cido acético num sal;

dcido citrico num sal; &cido Dbodérico num sal; ou &acido
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fosférico num sal. As composicdes farmacéuticas também
podem conter, opcionalmente, conservantes adequados, tais
como: cloreto de benzalcébnio; clorobutanol; parabenos ou

timerosal.

Estd disponivel uma variedade de vias de administracdo. O
modo particular selecionado dependeréd, obviamente, do
fdrmaco particular selecionado, da gravidade do estado a
ser tratado e a dosagem requerida para se obter eficécia
terapéutica. Os métodos descritos aqui, de maneira geral,
podem ser implementados utilizando qualgquer modo de
administracdo que seja aceitidvel do ponto de vista médico,
significando qualquer modo gque produza niveis eficazes dos
compostos ativos sem causar efeitos adversos clinicamente
inaceitaveis. Esses modos de administracdo incluem as vias
oral, retal, tépica, nasal, intradérmica, transdérmica ou
parentérica. O termo "parentérico" inclui subcutéaneo,
intravenoso, intraomental, intramuscular ou infusdo. A via
intravenosa ou intramuscular ndo é particularmente adequada
para terapia e profilaxia de longa duracdo. Como exemplo,
composicdes farmacéuticas para o tratamento agudo de
sujeitos com uma dor de cabeca devido a enxagueca podem ser
formuladas numa variedade de diferentes modos e para uma
variedade de modos de administracdo, incluindo comprimidos,
capsulas, pds, supositérios, injecdes e pulverizacdes

nasais.

As preparacdes farmacéuticas podem ser convenientemente
apresentadas em forma galénica unitdria e podem ser
preparadas por qualsquer dos métodos bem conhecidos na area
da farmacia. Todos os métodos incluem o passo de associar o
agente ativo a um transportador, que constitui um ou mais

ingredientes acessdérios. Em geral, as composicdes séo
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preparadas por associacdo uniforme e intima do composto
ativo a um transportador liguido, a um transportador sbdlido
finamente dividido, ou ambos, e depois, se necesséario,

configuracao do produto.

Composicdes adequadas para administracdo oral podem ser
apresentadas como unidades discretas, como céapsulas,
comprimidos, rebucados, em que cada uma contém uma
quantidade predeterminada do composto ativo. Outras
composicdes d1incluem suspensdes em ligquidos aquosos ou
ligquidos ndo aquosos, como um xarope, elixir ou uma

emulséo.

Composicdes adequadas para administracéao parentérica
compreendem convenientemente uma preparacao aquosa
esterilizada de um agente descrito aqui, que é
preferivelmente isotdnica com o sangue do recetor. Esta
preparacdo aquosa pode ser formulada de acordo com métodos
conhecidos utilizando agentes dispersantes ou humedecedores
e agentes de suspensdo adequados. A preparacdo injetéavel
esterilizada também pode ser uma solucdo ou Ssuspensao
injetdvel esterilizada num diluente ou solvente ndo téxico
aceitavel do ponto de vista parentérico, por exemplo, na
forma de uma solucdo em 1,3-butanodiol. Entre os veiculos e
solventes aceitdvelis que podem ser empregues contam-se
dgua, solucdo de Ringer e solucdo isotdédnica de cloreto de
sodio. Adicionalmente, 6leos fixos esterilizados sdo
convencionalmente empregues como solvente ou meio de
suspensdo. Para esta finalidade pode ser empregue dqualquer
6leo fixo mole, incluindo mono- ou diglicéridos sintéticos.
Adicionalmente, &cidos gordos, como acido oleico podem ser
utilizados na preparacio de injetéaveis. Formulacdes

adequadas para administracdo oral, subcuténea, intravenosa,
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intramuscular, etc., podem ser encontradas em "Remington's

Pharmaceutical Sciences", Mack Publishing Co., Easton, PA.

Pode ser proporcionado um método para aumentar a atividade
geradora de Cyq-formilglicina numa célula. O método envolve
contactar a célula com uma molécula de &cido nucleico
isolado (por exemplo, um &cido nucleico com a SEQ ID NO:
1), ou um respetivo produto de expressdo (por exemplo, um
péptido com a SEQ ID NO: 2), numa quantidade eficaz para
aumentar a atividade geradora de C,—formilglicina na
célula. Em formas de realizacdo importantes, o método
envolve ativar o gene FGE endbgeno para aumentar a
atividade geradora de Cy,—formilglicina na célula. Nalgumas
formas de realizacdo, o contacto é efetuado em condicdes

que permitem a entrada de uma molécula na célula.

O termo "permitir a entrada” de uma molécula numa célula
tem os significados seguintes, dependendo da natureza da
molécula. Para um acido nucleico isolado, pretende-se due
descreva a entrada do &cido nucleico através da membrana
celular e para o nucleo celular, de modo que o "transgene
de &cido nucleico" pode utilizar a magquinaria celular para
produzir polipéptidos funcionais codificados pelo &cido
nucleico. Por "transgene de &cido nucleico" pretende-se
descrever todos os &acidos nucleicos descritos aqui, com ou
sem os vetores associados. Para um polipéptido, pretende-se
que descreva a entrada do polipéptido através da membrana
celular e para o citoplasma celular e, se necessario,
utilizacdo da maquinaria citoplasmadtica da célula para
modificar funcionalmente o polipéptido (por exemplo, numa

forma ativa).
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Podem ser empregues varias técnicas para introduzir &cidos
nucleicos em células, dependendo de os &cidos nucleicos
serem 1introduzidos in vitro ou in vivo num hospedeiro.
Essas técnicas incluem transfecdo de precipitados &cido
nucleico-CaP0O4, transfecdo de &acidos nucleicos associados a
DEAE, transfecdo com um retrovirus incluindo o &cido
nucleico de interesse, transfecdo mediada por lipossomas, e
afins. Para certas utilizacdes, é preferido dirigir o acido
nucleico para células particulares. Nesses casos, um
veiculo utilizado para distribuir um &cido nucleico numa
célula (por exemplo, um retrovirus, ou outro virus; um
lipossoma) pode estar ligado a uma molécula de
direcionamento. Por exemplo, uma molécula como um anticorpo
especifico para uma proteina membranar de superficie na
célula alvo, ou um ligando para um recetor na célula alvo,
pode ser ligada ou incorporada no veiculo de distribuicéo
do é&cido nucleico. Por exemplo, gquando forem empregues
lipossomas para distribuir os &cidos nucleicos, proteinas
que se ligam a uma proteina membranar de superficie
associada a endocitose podem ser incorporadas na formulacdo
de lipossoma, para dirigir e/ou facilitar a captacdo. Essas
proteinas incluem proteinas <capsidicas ou respetivos
fragmentos trépicos para um tipo particular de células,
anticorpos para proteinas que sofrem interiorizacdo por
ciclizacéo, proteinas que abordam seletivamente uma
localizacdo intracelular e que aumentam a semivida
intracelular, e afins. Sistemas de distribuicdo poliméricos
também tém sido utilizados com éxito para distribuir &acidos
nucleicos em células, como é conhecido dos profissionais.
Esses sistemas permitem mesmo a distribuicdo oral de &cidos

nucleicos.
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Outros sistemas de distribuicdo podem incluir sistemas de
distribuicéao com libertacédo calendarizada, libertacéao
retardada ou libertacdo prolongada. Esses sistemas podem
evitar administracdes repetidas de um agente como descrito
aqui, aumentando a conveniéncia para o sujeito e para o
médico. Muitos tipos de sistemas de distribuicdo com
libertacdo estédo disponiveis e sdo conhecidos dos
profissionais. Incluem sistemas de base polimérica, como
poli(lactido-glicdlido), copolioxalatos, policaprolactonas,
poliésteramidas, poliortoésteres, acido poli-
hidroxibutirico e polianidridos. Microcépsulas dos
polimeros anteriores contendo farmacos sdoc descritos, por
exemplo, na patente U.sS. 5,075,1009. Sistemas de
distribuicdo também incluem sistemas ndo poliméricos que
sdo: lipidos incluindo esterdis, como colesterol, ésteres
de colesterol e &cidos gordos ou gorduras neutras, como
mono-, di- e triglicéridos; sistemas de libertacdo de
hidrogel; sistemas silédsticos; sistemas a base de péptidos;

revestimentos cerosos; comprimidos preparados utilizando

aglutinantes e exclipientes convencionais; implantes
parcialmente fundidos; e afins. Exemplos especificos
incluem mas ndo estdo limitados a: (a) sistemas por eroséao,

nos guais um agente como descrito aqui estd contido numa
forma dentro de uma matriz, como as descritas nas Patentes
U.S. N°s 4,452,775, 4,675,189 e 5,736,152, e (b) sistemas
por difusdo, nos quais um componente ativo é permeado, a
uma velocidade controlada, a partir de um polimero, como
descrito nas Patentes U.S. N°s 3,854,480, 5,133,974 e
5,407,686. Adicionalmente, podem ser utilizados sistemas de
distribuicdo por "hardware" a base de bombas, alguns dos

quais estdo adaptados para implantacéo.
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Pode ser desejadvel a wutilizacdo de um 1implante de
libertacdo prolongada de longa duracdo. Libertacdo de longa
duracdo, como usado aqui, significa que o implante &
construido e disposto para distribuir niveis terapéuticos
do ingrediente ativo durante pelo menos 30 dias, e
preferivelmente 60 dias. Implantes de libertacdo prolongada
de 1longa duracdo sdo bem conhecidos dos profissionais e
incluem alguns dos sistemas de libertacdo descritos acima.
Exemplos especificos incluem mas ndo estdo limitados a
implantes de libertacdo prolongada de longa duracéo
descritos na Patente U.S. N° 4,748,024 e Patente Canadiana

N° 1330939.

A administracdo e, nalgumas formas de realizacéao, a
coadministracdo de agentes podem ser realizadas com agentes
diferentes das moléculas FGE descritas aqui de tal modo
que, quando administrados em quantidades eficazes, podem
atuar de forma cooperativa, aditiva ou sinergética com uma
molécula como descrito aqui para: (i) modular a atividade
geradora de Cyo—formilglicina, e (ii) tratar qualguer um dos
estados onde estd envolvida a atividade geradora de Cu-
formilglicina de uma molécula da invencdo (por exemplo, uma
deficiéncia de sulfatases, incluindo MSD) . Agentes
diferentes das moléculas FGE incluem Iduronato 2-Sulfatase,
Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase, N-
Acetilglucosamina o-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 ou HSulf-6 (4cidos
nucleicos e polipéptidos, e/ou respetivos fragmentos), e/ou

combinacdes destes.
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"Coadministracdo", como usado aqui, refere-se a
administracdo simultédnea de dois ou mais compostos como
descrito aqui (por exemplo, um acido nucleico e/ou
polipéptido FGE, e um agente que é conhecido ser benéfico
no tratamento, por exemplo, de uma deficiéncia de
sulfatases - por exemplo, Iduronato 2-Sulfatase no
tratamento de MPSII), na forma de uma mistura numa Unica
composicdo, ou sequencial, em 1instantes suficientemente
proéximos para gue os compostos possam exercer um efeito

aditivo ou mesmo sinergético.

Podem ser proporcionadas séries de moléculas de éacidos
nucleicos em fase sélida. A série pode consistir
essencialmente num conjunto de moléculas de 4acidos
nucleicos, respetivos produtos de expressdo, ou respetivos
fragmentos (da molécula de acido nucleico ou de
polipéptido), em gue cada molécula de &acido nucleico é
selecionada do dgrupo gque consiste em FGE, Iduronato 2-
Sulfatase, Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase,
N-Acetilglucosamina o6-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase F, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e HSulf-6, fixa num
substrato sélido. Nalgumas formas de realizacdo, a série em
fase sb6lida também compreende pelo menos uma molécula de
adcido nucleico de controlo. Em certas formas de realizacéo,
o conjunto de moléculas de acidos nucleicos compreende pelo
menos uma, pelo menos duas, pelo menos trés, pelo menos
quatro ou mesmo pelo menos cinco moléculas de &acidos
nucleicos, cada uma selecionada do grupo gue consiste em
FGE, Iduronato 2-Sulfatase, Sulfamidase, N-
Acetilgalactosamina c-Sulfatase, N-Acetilglucosamina 6-

Sulfatase, Arilsulfatase A, Arilsulfatase B, Arilsulfatase
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C, Arilsulfatase D, Arilsulfatase E, Arilsulfatase F,
Arilsulfatase G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-
5 e HSulf-6. Em formas de realizacdo preferidas, o conjunto
de moléculas de &cidos nucleicos compreende um numero
maximo de 100 moléculas de &acidos nucleicos diferentes. Em
formas de realizacdo importantes, o conjunto de moléculas
de &cidos nucleicos compreende um nuUmero maximo de 10

moléculas de acidos nucleicos diferentes.

A técnica de  hibridizacdo ©padrdo da tecnologia de
microsséries pode ser utilizada para avaliar padrdes de
expressdo de acidos nucleicos e identificar a expressdo de
dcidos nucleicos. A tecnologia de microsséries - gue também
é conhecida por outros nomes, incluindo: tecnologia de
"chips™ de DNA, tecnologia de "chips™” genéticos e
tecnologia de séries de acidos nucleicos em fase sbélida - é
bem conhecida dos profissionais e baseia-se, sem assim
ficar limitada, na obtencdo de uma série de sondas de
dcidos nucleicos identificados (por exemplo, moléculas
descritas aqui noutro 1local, tais como FGE, Iduronato 2-
Sulfatase, Sulfamidase, N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase,
N-Acetilglucosamina o6-Sulfatase, Arilsulfatase A,
Arilsulfatase B, Arilsulfatase c, Arilsulfatase D,
Arilsulfatase E, Arilsulfatase P, Arilsulfatase G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 e/ou HSulf-6) num
substrato fixo, etiquetagem de moléculas alvo com moléculas
reporter (por exemplo, marcadores radioativos,
quimioluminescentes ou fluorescentes, como fluoresceina,
Cye3-dLTTP ou Cyeb-dUTP), hibridizacdo de &cidos nucleicos
alvo com as sondas e avaliacdo da hibridizacdo alvo-sonda.
Uma sonda com uma sequéncia de 4acido nucleico que
corresponde perfeitamente a sequéncia alvo originaréa, em

geral, detecdo de um sinal mais forte da molécula repdrter
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do gue sondas com correspondéncias menos perfeitas. Muitos
componentes e técnicas utilizados na tecnologia de
microsséries de &acidos nucleicos s&o apresentados em "The
Chipping Forecast", Nature Genetics, Volume 21, janeiro de

1999.

Substratos para microsséries podem incluir mas ndo estéo
limitados a vidro, silica, aluminossilicatos,
borossilicatos, 6xidos metédlicos, como alumina e 6xido de
niquel, véarias argilas, nitrocelulose ou nylon. Em todas as
formas de realizacdo é preferido um substrato de vidro.
Sondas podem ser selecionadas do grupo de &cidos nucleicos
incluindo mas ndo se limitando aos seguintes: DNA, DNA
gendmico, cDNA e oligonucledtidos; e podem ser naturais ou
sintéticas. Sondas oligonucleotidicas consistem
preferivelmente em oligonucledétidos 20 até 25-meros, e
sondas de DNA/cDNA tém preferivelmente 500 até 5000 bases
de comprimento, apesar de poderem ser utilizados outros
comprimentos. O comprimento apropriado de sondas pode ser
determinado pelo profissional seguindo procedimentos
conhecidos na é&rea. Numa forma de realizacdo, sondas
preferidas consistem em conjuntos de duas ou mais das
moléculas de acidos nucleicos apresentadas como SEQ ID NOs:
1, 3, 4, 6, 8, 10 e/ou 12. As sondas podem ser purificadas,
para remover contaminantes, utilizando métodos comuns
conhecidos dos profissionais, como filtracdo em gel ou

precipitacéo.

Numa forma de realizacdo, o substrato da microssérie pode
ser revestido com um composto para aumentar a sintese da
sonda no substrato. Esses compostos incluem mas ndo estéo
limitados a oligoetilenoglicdis. Noutra forma de

realizacdo, agentes ou grupos de acoplamento presentes no
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substrato podem ser utilizados para ligar de modo covalente
0 primeiro nucledtido ou oligonuclebdtido ao substrato.
Estes agentes ou grupos podem incluir mas ndo estédo
limitados aos seguintes: grupos amino, hidroxi, bromo e
carboxi. Estes grupos reativos sdo preferivelmente ligados
ao substrato através de um radical hidrocarbilo, como um
radical divalente algquileno ou fenileno, com uma posicdo da
valéncia ocupada pela ligacdo da cadeia e o restante ligado
aos grupos reativos. Estes grupos hidrocarbilo podem conter
até cerca de dez &tomos de carbono, preferivelmente até
cerca de seis Atomos de carbono. S&do habitualmente
preferidos radicais algquileno contendo dois até quatro
adtomos de carbono na cadeia principal. Estes e pormenores
adicionais do processo sé&do divulgados, por exemplo, na

Patente U.S. 4,458,0066.

Numa forma de realizacéo, sondas sdo sintetizadas
diretamente no substrato, num padréao de grelha
predeterminado, utilizando métodos tais como sintese
quimica dirigida por 1luz, desprotecdo fotoquimica ou

distribuicdo de precursores nucleotidicos no substrato e

subsequente producdo de sondas.

Noutra forma de realizacdo, o substrato pode ser revestido
com um composto para aumentar a ligacdo da sonda ao
substrato. Esses compostos incluem mas ndo estdo limitados
aos seguintes: polilisina, aminossilanos, silanos reativos
com amino ("Chipping Forecast", 1999) ou crémio (Gwyne e
Page, 2000). Nesta forma de realizacéo, sondas pré-
sintetizadas sé&o aplicadas no substrato num volume e padréo
de grelha ©precisos e predeterminados, utilizando um
autémato controlado por computador para aplicar a sonda no

substrato de um modo de impressdo por contacto ou de um
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modo sem contacto, como distribuicdo por jato de tinta ou
piezoelétrica. Sondas podem ser ligadas ao substrato de
modo covalente com métodos que incluem mas ndo estéo
limitados a irradiacdo de UV. Noutra forma de realizacédo,

sondas sdo ligadas ao substrato por acdo de calor.

Alvos sdo acidos nucleicos selecionados do grupo que inclui
mas ndo estd limitado aos seguintes: DNA, DNA gendmico,
cDNA, RNA, mRNA, e podem ser naturais ou sintéticos. Em
todas as formas de realizacdo sdo preferidas moléculas de
dcidos nucleicos de sujeitos suspeitos de desenvolverem ou
de sofrerem de uma deficiéncia de sulfatases. Em certas
formas de realizacdo, uma ou mais moléculas de &cidos
nucleicos de controlo podem ser ligadas ao substrato.
Preferivelmente, moléculas de &cidos nucleicos de controlo
permitem a determinacdo de fatores incluindo mas né&o se
limitando aos seguintes: qualidade e caracteristicas de
ligacdo de acidos nucleicos; qualidade e eficacia de
reagentes; sucesso da hibridizacdo, e limites e sucesso da
anadlise. Acidos nucleicos de controlo podem incluir mas néo
estdo limitados a produtos de expressdo de genes, como

genes domésticos, ou respetivos fragmentos.

Para selecionar um conjunto de marcadores de doenca de
deficiéncia de sulfatases, os dados de expressdo gerados,
por exemplo, por analise de microsséries da expressao
genética sdo preferivelmente analisados para determinar
quais os genes em diferentes categorias de pacientes (em
que cada categoria de pacientes consiste numa perturbacéo
diferente de deficiéncia de sulfatases) que sdo
significativamente expressos de modo diferencial. A
significéncia da expressdo dgenética pode ser determinada

utilizando "software" computacional Permax, apesar de poder
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ser utilizado qualquer pacote estatistico comum que consiga
distinguir diferencas significativas da expressido. Permax
realiza testes t de 2 amostras de permutacdo em grandes
séries de dados. Para vetores de observacdes de
dimensionalidade mais elevada, o "software" Permax calcula
estatistica t para cada atributo e avalia a significéncia
utilizando a distribuicdo de permutacdo dos atributos
globais maximo e minimo. A utilizacdo principal consiste em
determinar os atributos (genes) mais diferentes entre dois
grupos (por exemplo, sujeito saudéavel de controlo e um
sujeito com uma deficiéncia de sulfatase particular),
medindo os "mais diferentes" utilizando o valor da

estatistica t, e seus niveis de significéancia.

A expressdo de moléculas de acidos nucleicos relacionadas
com doenca de deficiéncia de sulfatases também pode ser
determinada utilizando métodos de medicdes de proteinas
para determinar a expressdo da SEQ ID NO: 2, por exemplo,
determinando a expressdo de polipéptidos codificados pelas
SEQ ID NOs: 1 e/ou 3. Métodos preferidos para medir
proteinas especifica e quantitativamente incluem mas néo
estédo limitados aos seguintes: métodos a base de
espetroscopia de massa, como desorcdo ionizacdo por laser
realcado de superficie (SELDI; por exemplo, Ciphergen
ProteinChip System), métodos ndo baseados em espetroscopia
de massa e métodos a base de 1imuno-histoquimica, como

eletroforese em gel 2-dimensional.

A metodologia SELDI pode ser utilizada, através de
procedimentos conhecidos dos profissionais, para vaporizar
quantidades microscépicas de proteina e para criar uma
"impressdo digital"™ de proteinas individuais, desse modo

permitindo a medicdo simultdnea da abundancia de muitas
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proteinas numa Unica amostra. Preferivelmente, ensaios a
base de SELDI podem ser utilizados para caracterizar
deficiéncia de multiplas sulfatases, bem como fases desses
estados. Preferivelmente, esses ensaios incluem mas ndo
estdo limitados aos seguintes exemplos. Produtos genéticos
descobertos por microsséries de RNA podem ser seletivamente
medidos por captura especifica (mediada por anticorpos)
para o disco de proteinas SELDI (por exemplo, SELDI
seletiva). Produtos genéticos descobertos por rastreio de
proteinas (por exemplo, com géis 2-D) podem ser resolvidos
por "SELDI ©proteica total" otimizada ©para visualizar
aqueles marcadores de interesse particulares de entre as
SEQ ID NOs: 1, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26
e/ou 28. Modelos de previsdo de uma deficiéncia de
sulfatases &especifica a partir da medicdo SELDI de
multiplos marcadores de entre as SEQ ID NOs: 1, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 e/ou 28 podem ser utilizados

para as estratégias de SELDI.

A utilizacdo de quaisquer dos métodos de microsséries
anteriores para determinar a expressdo de acidos nucleicos
relacionados com uma doenca de deficiéncia de sulfatases
pode ser feita com métodos de rotina conhecidos dos
profissionais, e a expressdo pode ser determinada por
métodos de medicdo de proteinas, pode ser correlacionada
com nivels predeterminados de um marcador utilizados como
método de prognéstico para selecionar estratégias de
tratamento para pacientes com doenca de deficiéncia de

sulfatases.

Pode ser proporcionada uma célula produtora de sulfatase,
em que a razado entre sulfatase ativa e sulfatase total

produzida (isto é, a atividade especifica) pela célula é
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aumentada. A célula compreende: (i) uma sulfatase com uma
expressdo aumentada, e (1i) uma Enzima Geradora de
Formilglicina com uma expressdo aumentada, em que a razao
entre sulfatase ativa e sulfatase total produzida pela
célula é aumentada em pelo menos 5% relativamente a razéo
entre sulfatase ativa e sulfatase total produzida pela

célula na auséncia da Enzima Geradora de Formilglicina.

Uma "sulfatase com uma expressao aumentada", como usado
aqui, refere-se tipicamente a expressdoc aumentada de uma
sulfatase e/ou do seu polipéptido codificado em comparacdo
com um controlo. Expressao aumentada refere-se ao aumento
(isto é, numa extenséao detetavel) da replicacéo,
transcricdo e/ou traducdo de gquaisquer dos acidos nucleicos
de sulfatases (&cidos nucleicos de sulfatases como descrito
aqui noutro local), uma vez que a regulacdo positiva de
quaisquer destes processos origina um aumento da
concentracdo/quantidade do polipéptido codificado pelo gene
(A&cido nucleico). Isto pode ser conseguido utilizando
alguns métodos conhecidos na &rea, também descritos aqui
noutro local, como transfecdo de uma célula com o cDNA da
sulfatase e/ou DNA gendémico abrangendo o locus da
sulfatase, ativacdo do gene de sulfatase enddbgeno por
colocacdo, por exemplo, de um elemento promotor forte a
montante do locus gendémico do gene de sulfatase enddgeno
utilizando recombinacdo hombéloga (ver, por exemplo, a
tecnologia de ativacdo genética descrita em pormenor nas
Patentes U.S. N°s 5,733,761, 6,270,989 e 6,565,844), etc.
Um controlo tipico consistird numa célula idéntica
transfetada com plasmideo (s) vetorial (vetoriais).
Intensificar (ou aumentar) a atividade de sulfatase também
se refere a prevenir ou inibir a degradacdo (por exemplo,

via ubiquitinacédo), regulacédo negativa, etc. de sulfatases,
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originando, por exemplo, um t¥ (semivida) da molécula de
sulfatase aumentado ou estdvel em comparacdo com um
controlo. Regulacdo negativa ou expressdo decrescida
refere-se a expressdo decrescida de um gene e/ou do seu
polipéptido codificado. A regulacdo positiva ou regulacéo
negativa da expressdo genética pode ser determinada
diretamente detetando um aumento ou decréscimo,
respetivamente, do nivel de mRNA para o gene (por exemplo,
uma sulfatase), ou o nivel de expressdo proteica do
polipéptido codificado pelo gene, utilizando quaisquer
meios adequados conhecidos na &rea, como métodos de
hibridizacdo de &cidos nucleicos ou de detecdo com
anticorpos, respetivamente, e em comparacdo com controlos.
A regulacdo positiva ou regulacdo negativa da expressdo de
genes de sulfatases também pode ser determinada
indiretamente por detecdo de uma alteracdo da atividade de

sulfatase.

De modo semelhante, uma "Enzima Geradora de Formilglicina
com expressao aumentada', como usado aqui, refere-se
tipicamente a expressdo aumentada de um acido nucleico FGE
e/ou do seu polipéptido codificado em comparacdo com um
controlo. Expressdo aumentada refere-se ao aumento (isto §&,
numa extensdo detetével) da replicacdo, transcricdo e/ou
traducdo de quaisquer dos &acidos nucleicos FGE (descrito
aqui noutro local), uma vez que a regulacdo positiva de
quailsquer destes processos origina um aumento da
concentracdo/quantidade do polipéptido codificado pelo gene
(Adcido nucleico). Isto pode ser conseguido utilizando os
métodos descritos acima (para as sulfatases), e aqui noutro

local.



105

Em certas formas de realizacdo, a razdo entre sulfatase
ativa e sulfatase total produzida pela célula é aumentada
em pelo menos 10%, 15%, 20%, 50%, 100%, 200%, 500%, 1000%,
relativamente a razdo entre sulfatase ativa e sulfatase
total produzida pela célula na auséncia da Enzima geradora

de Formilglicina.

Pode ser proporcionado um método aperfeicoado para tratar
uma deficiéncia de sulfatases num sujeito. O método envolve
administrar, a um sujeito necessitado desse tratamento, uma
sulfatase numa quantidade eficaz para tratar a deficiéncia
de sulfatases no sujeito, em que a sulfatase é contactada
com uma Enzima Geradora de Formilglicina numa gquantidade
eficaz para aumentar a atividade especifica da sulfatase.
Como descrito aqui noutro 1local, "atividade especifica"”
refere-se a razdo produzida entre sulfatase ativa e
sulfatase total. "Contactado", como usado aqui, refere-se a
modificacdo pds-traducdo com FGE da sulfatase como descrito
aquil noutro local. Serd claro para o profissional que uma
FGE pode contactar uma sulfatase e modificd-la se acidos
nucleicos que codificam FGE e uma sulfatase forem
coexpressos numa célula, ou mesmo se um polipéptido FGE
isolado contactar um polipéptido sulfatase isolado in vivo
ou in vitro. Mesmo apesar de um polipéptido FGE isolado
poder ser coadministrado com um polipéptido sulfatase
isolado a um sujeito para tratar uma deficiéncia de
sulfatases no sujeito, é preferido que o contacto entre FGE
e a sulfatase ocorra in vitro antes da administracdo da
sulfatase ao sujeito. Este método de tratamento
aperfeicoado é benéfico para um sujeito, pois é necessério
administrar quantidades menores da sulfatase e/ou com menos
frequéncia, uma vez que a sulfatase tem maior atividade

especifica.
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A invencdo serd mals completamente compreendida por
referéncia aos exemplos seguintes. No entanto, pretende-se
meramente gque estes exemplos ilustrem as formas de
realizacdo da 1invencdo e dque nado sejam considerados

limitadores do ambito da invencéo.

Exemelos

Exemplo 1:
A Deficiéncia de Multiplas Sulfatases ¢é causada por
mutagdes no gene que codifica a enzima geradora de Cu-

formilglicina (FGE) humana

Procedimentos Experimentais

Materiais e Métodos

Ensaio in vitro para FGE

Para monitorizar a atividade da FGE, o péptido de 23-meros
N-acetilado e C-amidado P23 (MTDFYVEYSLCTPERAALLTGRS) (SEQ ID
NO: 33) foi utilizado como substrato. A conversdo do
residuo Cisteina na posicdo 11 em FGly fol monitorizada por
espetrometria de massa MALDI-TOP. Preparou-se uma solucédo-
mide ©6 pPM de P23 em 30% acetonitrilo e 0,1% A4cido
trifluorcacético (TFA). Em condicdes padrédo, incubaram-se 6
pmol de P23 a 37°C com até 10 puL de enzima num volume final
de 30 pL 50 mM Tris/HCl, pH 9,0, contendo 67 mM NaCl, 15 uM
CaCl,, 2 mM DTT e 0,33 mg/mL de albumina do soro bovino.
Para parar a reacdo enzimadtica adicionaram-se 1,5 uL de 10%
TFA. Em seguida, P23 foi ligado a ZipTip Cl18 (Millipore),
foi lavado com 0,1% TFA e eluiu em 3 uL de 50%
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acetonitrilo, 0,1% TFA. Misturaram-se 0,5 pL do eluato com
0,5 pL de solucdo matricial (5 mg/mL de &cido o-ciano-4-
hidroxicindmico (Bruker Daltonics, Billerica, MA) em 50%
acetonitrilo, 0,1% TFA) num alvo de aco inoxidavel.
Realizou-se espetrometria de massa MALDI-TOF com um Reflex
ITITI (Bruker Daltonics) wutilizando o modo de refletrdo e
energia laser imediatamente acima do limite de desorcdo/
ionizacdo. Todos o0s espetros consistiram em médias de 200-
300 disparos de varias manchas no alvo. 0O eixo da massa foi
calibrado utilizando ©péptidos de massas moleculares
variando desde 1000 até 3000 Da como padrdes externos. O
MH+ monoisotépico do P23 é 2526,28 e o do produto contendo
FGly é 2508,29. A atividade (pmol de produto / h) foi
calculada com base na altura do pico do produto dividida

pela soma das alturas dos picos de P23 e do produto.

Purificagdo de FGE de testiculo bovino

Obtiveram-se testiculos de bovino do matadouro local, tendo
sido armazenados em gelo durante um periodo até 20 horas. O
parénquima foi libertado do tecido conjuntivo e
homogeneizado num misturador Waring e por trés rondas no
recipiente de motor. A preparacdo de microssomas grosseiros
(RM) por fracionamento celular do homogenato obtido foi
realizada como descrito (Meyer et al., J. Biol. Chemn.,
2000, 275: 14550-14557) com as seguintes modificacdes.
Realizaram-se trés passos de centrifugacdo diferencial, 20
minutos cada a 4°C, a 500 g (rotor JA10), 3000 g (JAlO) e
10000 g (JA20). Do ultimo sobrenadante, as membranas de RM
foram sedimentadas (125000 g, rotor Ti45, 45 minutos, 4°C),
homogeneizadas no recipiente de motor e dispostas em
camadas numa almofada de sucrose (50 mM Hepes, pH 7,6, 50

mM KAc, 6 mM MgAc, 1 mM EDTA, 1,3 M sucrose, 5 mM f-
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mercaptoetanol). Os RMs foram recuperados do gréanulo apds
rotacdo durante 210 minutos a 45000 rpm num rotor Tid5 a
4°C. Habitualmente obtiveram-se 100000-150000 equivalentes
de RM, como definido por Walter e Blobel (Methods Enzymol.,
1983, 96: 84-93), a partir de 1 kg de tecido de testiculo.
O reticuloplasma, isto é, o conteuido luminal do RM, foi
obtido por extracdo diferencial a baixas concentracdes de
desoxi Big Chap, como descrito (Fey et al., J. Biol. Chem.,
2001, 276: 47021-47028). Para a purificacdao de FGE, 95 mL
de reticuloplasma foram dialisados durante 20 horas a 4 °C
contra 20 mM Tris/HCl, pH 8,0, 2,5 mM DTT, e foram
clarificados por centrifugacdo a 125000 g durante 1 hora.
Aligquotas de 32 mL do reticuloplasma clarificado foram
carregadas numa coluna MonoQ HR10/10 (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) a temperatura ambiente, foram lavadas e
eluiram a 2 mL/minuto com um gradiente linear de 0 até 0,75
M NaCl em 80 mL do tampdo Tris. As fracdes contendo
atividade de FGE, eluindo a 50-165 mM NaCl, de trés rondas
foram reunidas (42  mL) e misturadas com 2 mL de
Concanavalina A-Sefarose (Amersham Biosciences) que tinham
sido lavados com 50 mM tamp&do Hepes, pH 7,4, contendo 0,5 M
KCl, 1 mM MgCly,, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl, e 2,5 mM DTT. Apds
incubacdo durante 16 horas a 4 °C, a Concanavalina A-
Sefarose foi recolhida numa coluna e lavada com 6 mL do
mesmo tampdo Hepes. O material ligado eluiu por incubacéo
da coluna durante 1 hora a temperatura ambiente com 6 mL de
0,5 M a-metilmanésido em 50 mM Hepes, pH 7,4, 2,5 mM DTT. A
eluicdo foil repetida com 4 mL do mesmo eluente. Os eluatos
combinados (10 mL) de Concanavalina A-Sefarose foram
ajustados para pH 8,0 com 0,5 M Tris/HCl, pH 9,0, e foram
misturados com 2 mL de Affigel 10 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) dque tinham sido derivatizados com 10 mg do

péptido misturado (FYSLPTREDSALITGR) (SEQ ID NO: 34) e
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lavados com tampdao A (50 mM Hepes, pH 8,0, contendo 0,15 M
acetato de potéssio, 0,125 M sucrose, 1 mM MgCl, e 2,5 mM
DTT). Apds incubacdo durante 3 horas a 4 °C recolheu-se a
matriz de afinidade numa coluna. O fluxo e uma fracdo de
lavagem com 4 mL de tampdo A foram recolhidos, combinados e
misturados com 2 mL de Affigel 10 que tinha sido
substituido com 10 mg do péptido Ser69 (PYVELETRERAALLIER)
(SEQ ID NO: 35) e lavado com tampdo A. Apds incubacéao
durante a noite a 4°C, a matriz de afinidade foi recolhida
numa coluna, foi lavada 3 vezes com 6 mL de tampdo B
(tampdo A contendo 2 M NaCl e uma mistura dos 20
aminoacidos proteinogénicos, cada um a 50 mg/mL). O
material ligado eluiu da matriz de afinidade por incubacéo
do Affigel duas vezes, durante 90 minutos cada, com 6 mL de
tampdo B contendo 25 mM péptido Ser69. Uma aliquota do
eluato foili substituida com 1 mg/mL de albumina do soro
bovino, foi dialisada contra tampdo A e analisada quanto a
afinidade. A parte remanescente da atividade (11,8 mL) foi
concentrada num concentrador Vivaspin 500 (Vivascience AG,
Handéver, Alemanha), e solubilizada a 95 °C em tampdo de
amostra Laemmli SDS. A composicdo polipeptidica do material
de partida e preparacdes obtidas apbds 0s passos
cromatograficos foi monitorizada por SDSPAGE (15%
acrilamida, 0,16% bisacrilamida) e coloracdo com SYPRO Ruby

(Bio-Rad Laboratories).

Identificagcdo de FGE por espetrometria de massa

Para anédlise das impressdes digitais de massa peptidicas,
os polipéptidos purificados foram digeridos in gel com
tripsina (Shevchenko et al., Anal. Chem., 1996, 68: 850-
855), dessalinizados em Cl8 ZipTip e analisados por

espetrometria de massa MALDI-TOF, utilizando como matriz
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dcido di-hidrobenzoico e como padrdes 1internos dois
péptidos autoliticos de tripsina (m/z 842,51 e 2211,10).
Para a andlise de espetrometria de massa em série, o0s
péptidos selecionados foram analisados por espetrometria de
massa com decaimento pdbds-fonte MALDI-TOF. Os seus ides
correspondentes duplamente carregados foram isolados e
fragmentados por espetrometria de massa com armadilha de
ides nano-ESI em diferido (EsquireLC, Bruker Daltonics). Os
dados espetrométricos de massa foram utilizados ©pelo
algoritmo de pesquisa Mascot para a identificacdo de
proteinas na base de dados de proteinas NCBInr e na base de

dados de nucledtidos NCBI EST.

Bioinformatica

Péptidos de sinal e sitios de clivagem foram descritos com
o método de von Heijne (von Heijne, Nucleic Acids Res.,
1986, 14: 4683-90) implementado em EMBOSS (Rice et al.,
Trends 1in Genetics, 2000, 16: 276-277). Sitios de N-
glicosilacdo foram previstos utilizando o algoritmo de

Brunak (Gupta e Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-

22). Detetaram-se dominios funcionais por busca em PFAM-
Hidden-Markov-Models (versao 7.8) (Sonnhammer et al.,
Nucleic Acids Res., 1998, 26: 320-322). Para pesquisar

homélogos de FGE, fizeram-se buscas nas bases de dados do
National Center for Biotechnology Information (Wheeler et
al., Nucleic Acids Res., 2002, 20: 13-16) com BLAST
(Altschul et al., Nucleic Acids Res., 1997, 25: 3389-3402).
Calcularam-se semelhancas de sequéncias utilizando
ferramentas comuns de EMBOSS. A organizacdo e sintenia de
loci gendémicos foram determinadas utilizando os recursos
dos genomas humano e de ratinho do NCBI e o Mapa de

Homologia Humano-Ratinho também do NCBI, Bethesda, MD).
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Clonagem de cDNA de FGE humana

RNA total, preparado a partir de fibroblastos humanos
utilizando o estojo RNEASY™ Mini (Qiagen, Inc., Valencia,
CA) foil transcrito de forma reversa utilizando o estojo

OMNISCRIPT RT™ (Qiagen, Inc., Valencia, CA) e um "primer"

oligo (dT) ou o "primer" especifico para FGE 1199nc
(CCAATRTAGGTCAGACALE)  (SEQ ID NO: 36). O primeiro filamento

de cDNA foi amplificado por PCR utilizando o '"primer"
direto 1c (ATATRECTOOGOGEEEAD) (SEQ ID NO: 37) e, Como
"primer" reverso, 1199nc ou 1182nc (CGACTGROTOUTIGGASTRG) (SEQ
ID NO: 38). 0Os produtos de PCR foram clonados diretamente
no vetor pCR4-TOPO™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).
Por sequenciacdo de multiplos dos produtos de PCR clonados,
que haviam sido obtidos de varios individuos e de reacdes

de RT e PCR independentes, determinou-se a sequéncia

codificadora do c¢cDNA da FGE (SEQ ID NOs: 1 e 3).

Detegdo de mutagdes, sequenciagdo gendmica, mutagénese

dirigida a sitios e andlise de coloragdo "Northern"

Os protocolos padrdo utilizados neste estudo foram
essencialmente como descritos em Libke et al. (Nat. Gen.,
2001, 28: 73-76) e Hansske et al. (J. Clin. Invest., 2002,
109: 725-733). As coloracdes "Northern" foram hibridizadas
com uma sonda de cDNA abrangendo a regido codificadora
completa e uma sonda de cDNA de R-actina como controlo da

carga de RNA.

Linhas de células e cultura de células

Os fibroblastos dos pacientes com MSD 1-6 foram obtidos de

E. Christenson (Rigshospitalet Copenhaga), M. Beck
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(Universitatskinderklinik Mainz), A. Kohlschitter
(Universitatskrankenhaus Eppendorf, Hamburgo), E. Zammarchi
(Hospital Meyer, Universidade de Florenca), K. Harzer
(Institut fiir Hirnforschung, Universitat Tibingen), e A.
Fensom (Guy's Hospital, Londres), respetivamente.
Fibroblastos de pele humana, células HT-1080, BHK21 e CHO
foram mantidos a 37°C sob 5% CO, em meio de Eagle

modificado de Dulbecco contendo 10% soro fetal de vitelo.

Transfegdo, imunofluorescéncia indireta, analise de

coloragcdo "Western" e detegdo da atividade de FGE

O cDNA da FGE foi equipado com um sitio 5' EcoRI e uma
sequéncia marcadora 3' HA, c-Myc ou RGS-Hisg, seguida de um
coddo de terminacdo e um sitio HindIII, por PCR "add-on"
utilizando Pfu polimerase (Stratagene, La Jolla, CA) e os
"primers" seguintes: GGAATTCOGGARAACATEROTGOE (EcoRI) (SEQ ID
NO: 39), COCCARGECTTATGE
STABTCAGGUACATOATADGGATAGTCOATGOTERECAGECRAY (SEQ  ID  NO: 40),
QUCARECTTACAGGTOTT- CTTCAGASATCAGETTITGTITCGTCOATGRTRGECA: RE oy (-
Myc) (SEQ ID NO: 41y, CODARECTTAGTRATGRT-
CATRGTGATECGATE CYCTETOCATEGTGERUAGLT RGS- sy (SEQ ID NO:42). Os
produtos de PCR resultantes foram clonados, na forma de
fragmentos EcoRI/HindIII, em pMPSVEH (Artelt et al., Gene,
1988, 68: 213-219). Os plasmideos obtidos foram
transfetados de modo transitdério em células HT-1080, BHK21
e CHO, cresceram em lamelas de cobertura utilizando
EFFECTENE™ (Qiagen) como reagente de transfecdo. Quarenta e
oito horas apds a transfecdo, as células foram analisadas
por imunofluorescéncia indireta como descrito previamente
(Libke et al., Nat. Gen., 2001, 28: 73-76; Hansske et al.,
J. Clin. Invest., 2002, 109: 725-733), utilizando

anticorpos monoclonais IgGl contra HA (Berkeley Antibody
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Company, Richmond, CA), c¢-Myc (Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA) ou RGS-His (Qiagen) como anticorpos
primédrios. A proteina marcadora do reticulo endoplasmatico
proteina dissulfureto isomerase (PDI) foi detetada com um
anticorpo monoclonal de subtipo diferente (IgG2A, Stressgen
Biotech., Victoria BC, Canada). Os anticorpos primarios
foram detetados com anticorpos secundarios de cabra
especificos para o 1isotipo acoplados a CY2 ou CY3,
respetivamente (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) .
Obtiveram-se imagens de imunofluorescéncia num microscodpio
de varrimento laser Leica TCS Sp2 AOBS. Para a anélise de
coloracdo "Western" utilizaram-se os mesmos anticorpos
monoclonais e uma IgG anti-ratinho conjugada a HRP como
anticorpo secundario. Para determinacdo da atividade de
FGE, as células submetidas a tripsinacdo foram lavadas com
solucdo salina tamponada com fosfato contendo uma mistura
de inibidores de proteinases (208 uM cloridrato de fluoreto
de 4-(2-aminocetil)benzenossulfonilo, 0,16 pM aprotinina,
4,2 M leupeptina, 7,2 1M bestatina, 3 UM pepstatina A, 2,8
M E-64), solubilizados em 10 mM Tris, pH 8,0, contendo 2,5
mM DTT, os inibidores de proteinases e 1% Triton X-100, e
foram clarificadas por centrifugacdo a 125 000 g durante 1
hora. O sobrenadante foi sujeito a cromatografia numa
coluna MonoQ PC 1.6/5 usando as condicdes descritas acima.
As fracdes que eluiram a 50-200 mM NaCl foram reunidas,
liofilizadas e reconstituidas num décimo do volume original
da reunido antes da determinacdo da atividade da FGE com o

péptido P23.

Transdugdo retroviral

Os cDNAs de 1interesse foram clonados no vetor a base do

virus da leucemia murina de Moloney pLPCX e pLNCX2 (BD
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Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). A transfecdo de
células FNX-Eco ecotrdépicas (ATCC, Manassas, VA) e a
transducdo de células RETROPACK™ PT67 anfotrépicas (BD
Biosciences Clontech) e de fibroblastos humanos foram
realizadas como descrito (Liubke et al., Nat. Gen., 2001,
28: 73-76; Thiel et al., Biochem. J., 2002, 376, 195-201).
Para algumas experiéncias, células PT67 transduzidas com
pLPCX foram selecionadas com  puromicina antes da

determinacdo das atividades de sulfatases.

Ensaios de sulfatases

A atividade de ASA, STS e GalNAc6S foi determinada como
descrito em Rommerskirch e von Figura, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 1992, 89: 2561-2565; Glo6ssl e Kresse, Clin.
Chim. Acta, 1978, 88: 111-1109.

Resultados

Um ensaio rdpido a base de péptidos para atividade de FGE

Desenvolvemos um ensaio para determinar a atividade da FGE
em extratos de microssomas utilizando como substrato
fragmentos [*°S] ASA sintetizados in vitro. Os fragmentos
foram adicionados a mistura de ensaio na forma de complexos
de cadeia nascente associados a ribossomas. A quantificacéao
do produto incluiu digestdo triptica, separacdo dos
péptidos por RP-HPLC e identificacdo e quantificacdo do
péptido triptico contendo FGly etiquetado com [°°S] por uma
combinacéao de derivatizacéo quimica em hidrazonas,
separacdo por RP-HPLC e contagem de cintilacdes liquidas
(Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-47028). Para

monitorizar a atividade enzimédtica durante a purificacéo
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foi necessario modificar este procedimento pesado. Um
péptido sintético de 16-meros correspondente aos residuos
©65-80 de ASA e contendo o motivo de sequéncia requerido
para a formacdo de FGly inibiu a atividade da FGE no ensaio
in vitro. Isto sugeriu gque péptidos tais como ASA65-80
podem servir de substratos para a FGE. Sintetizédmos o
péptido de 23-meros P23 (SEQ ID NO: 33), que corresponde
aos residuos 60-80 de ASA com uma metionina N-acetilada
adicional e um residuo serina C-amidado para proteger o
terminal N e C, respetivamente. A cisteina e as formas
contendo FGly de P23 puderam ser identificadas e
quantificadas por espetrometria de massa tempo de voo de
desorcdo/ionizacdo com laser assistido por matriz (MALDI-
TOF). A presenca do residuo FGIly na posicdo 11 do P23 foi
verificada por espetrometria de massa com decaimento pbds-
fonte MALDI-TOF (ver Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:
80-86). A incubacdo de P23 com extratos de microssomas de
pancreas bovino ou testiculo bovino converteu até 95% do
péptido num derivado contendo FGly (Fig. 1). Em condicdes
padrédo, a reacdo fol proporcional a quantidade de enzima e
tempo de incubacdo, desde dque menos de 50% do substrato
tivesse sido consumido e o periodo de incubacdo néo
excedesse 24 horas. A kn para o P23 foi 13 nM. Os efeitos
de glutationa reduzida e oxidada, ca? e pH foram
comparaveis aos observados no ensaio utilizando como
substrato complexos de cadeia nascente associados a
ribossomas (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-
47028) .

Purificagao de FGE

Para a purificacéo da FGE, a fracéo soluvel

(reticuloplasma) de microssomas de testiculo bovino serviu
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de material de partida. A atividade especifica da FGE foi
10-20 wvezes mails elevada do gque no reticuloplasma de
microssomas de pancreas bovino (Fey et al., J. Biol. Chem.,
2001, 276: 47021-47028). A FGE foi purificada por uma
combinacdo de quatro passos cromatogradficos. Os primeiros
dois passos consistiram em cromatografia num permutador
aniénico MonoQ e em Concanavalina A-Sefarose. A pH 8, a
atividade de FGE ligou-se a MonoQ e foi eluida a 50-165 mM
NaCl com recuperacdo de 60-90%. Quando esta fracdo foi
misturada com Concanavalina A-Sefarose, a FGE foi ligada.
Foi possivel eluir 30-40% da atividade de partida com 0,5 M
a-metilmandésido. Os dois passos de purificacdo finais
consistiram em cromatografia em matrizes de afinidade
derivatizadas com péptidos de 1l6-meros. A primeira matriz
de afinidade consistiu em Affigel 10 substituido com uma
variante do péptido ASA65-80, na qual os residuos Cys69,
Pro71 e Arg73, criticos para a formacdo de FGly, foram
misturados (péptido misturado FVBLETRSCAMLTGR - SEQ ID NO:
34). Este péptido ndo inibiu a atividade da FGE guando
adicionado ao ensaio in vitro a uma concentracdo de 10 mM
e, quando imobilizado em Affigel 10, ndo reteve a atividade
de FGE. Cromatografia realizada na matriz de afinidade do
péptido misturado removeu proteinas de ligacdo ao péptido,
incluindo  "chaperones" do reticulo endoplasmatico. A
segunda matriz de afinidade <consistiu em Affigel 10
substituido com uma variante do péptido ASA65-80, na qual o

Cys69 foi substituido por uma serina (péptido Ser69

5

WELSTRERANMATGR - SEQ ID NO: 35). A matriz de afinidade do
péptido Ser69 ligou FGE de modo eficiente. Foi possivel
eluir a atividade de FGE com 2 M KSCN ou 25 mM péptido
Ser69 com recuperacdo de 20-40%. Antes da determinacdo da
atividade foi necessédrio remover por didlise o KSCN ou

péptido Ser69. A substituicdo de Cys69 por serina foi
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crucial para a eluicdo de FGE ativa. Affigel 10 substituido
com o péptido ASA65-80 de tipo selvagem ligou FGE de modo
eficiente. No entanto, ndo foi possivel recuperar atividade
quase nenhuma em eluatos com sals caotrépicos (KSCN,
MgCl,), péptidos (péptido ASA65-80 ou Ser69) ou tampdes com
pH baixo ou alto. Na Fig. 2 apresenta-se o padréo
polipeptidico do material de partida e das fracdes ativas
obtidas apds os quatro passos cromatograficos de uma
purificacédo tipica. Na fracdo final recuperaram-se 5% da
atividade de FGE de partida e 0,0006% da proteina de

partida (purificacdo de 8333 vezes).

Os polipéptidos purificados de 39,5 e 41,5 kDa sdo

codificados por um uUnico gene

Os polipéptidos de 39,5 e 41,5 kDa presentes na preparacédo
de FGE purificada foram sujeitos a andlise de impressdes
digitais de massa peptidicas. Os espetros de massa dos
péptidos tripticos dos dois polipéptidos obtidos por
espetrometria de massa MALDI-TOF apresentaram dgrande
sobreposicéao, sugerindo que as duas proteinas s&o
originadrias do mesmo gene. Entre os péptidos tripticos dos
dois polipéptidos encontraram-se dois péptidos abundantes
MH" 1580, 73, SONTRPDSSASNLGFR (SEQ ID NO: 43), e MH' 2049,91,
WYRIPAGYFTMGTDORGI. - SEQ ID NO: 44 mais duas oxidacdes de
metionina), que corresponderam a proteina codificada por um
cDNA com o Numero de Acesso da GenBank AK075459 (SEQ ID NO:
4). A sequéncia de aminodcidos dos dois péptidos foi
confirmada por espetros com decaimento pds-fonte MALDI-TOF
e por analise MS/MS utilizando espetrometria de massa com
armadilha de ides com ionizacdo por nanoeletropulverizacéo
(ESI) em diferido. Uma sequéncia EST do ortdlogo bovino do

cDNA humano abrangendo a parte C-terminal da FGE e
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correspondendo as sequéncias de ambos os péptidos
proporcionou informacdo de sequéncia adicional para a FGE

bovina.

Conservagdo evolutiva e estrutura de dominios da FGE

O gene da FGE humana é codificado pelo c¢DNA da (SEQ ID NOs:
1 e/ou 3) e estd localizado no cromossoma 3p26. Abrange
~105 kb e a sequéncia codificadora estd distribuida por 9
exdes. Encontram-se trés ortdélogos do gene FGE humano em
ratinho (87% de identidade), Drosophila melanogaster (48%
de identidade) e Anopheles gambiae (47% de identidade).
Encontram-se sequéncias EST ortdlogas para mais 8 espécies,
incluindo vaca, porco, Xenopus laevis, Silurana tropicalis,
peixe =zebra, salmdo e outras espécies de peixe (quanto a
pormenores ver o Exemplo 2). A estrutura exdo-intrdo entre
0 gene humano e o de ratinho estd conservada e o0 gene de
ratinho no cromossoma 6E2 estd localizado numa regido
sinténica com o cromossoma humano 3p26. Os genomas de S.
cerevisiae e (. elegans ndo tém homélogos de FGE. Em
procariotas encontraram-se 12 hombélogos da FGE humana.
Prevé-se que o cDNA da FGE humana codifique uma proteina
com 374 residuos (Fig. 3 e SEQ ID NO: 2). A proteina contém
uma sequéncia de sinal apta a ser clivada com 33 residuos,
o gque indica translocacdo da FGE ©para o reticulo
endoplasmadtico, e contém um Unico sitio de N-glicosilacéo
em Asnld4l. A ligacdo da FGE a concanavalina A sugere due
este sitio de N-glicosilacdo é utilizado. Os residuos 87-
367 da FGE estdo listados na base de dados de motivos
proteicos PFAM na forma de um dominio de funcéo
desconhecida (PFAM: DUF323). A anadlise de comparacdo de

sequéncias da FGE humana e seus ortdlogos eucaridticos
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identificados em bases de dados indica que este dominio é

composto por trés subdominios distintos.

O subdominio N-terminal (residuos 91-154 da FGE humana) tem
uma identidade de sequéncias de 46% e uma semelhanca de 79%
nos quatro ortdélogos de FGE eucaridticos conhecidos. Na FGE
humana, este dominio contém o sitio de N-glicosilacdo em
Asn 141, que estéd conservado nos outros ortdélogos. A parte
do meio da FGE (residuos 179-308 da FGE humana) ¢é
representada por um subdominio rico em triptofano (12
triptofanos por 129 residuos). A identidade dos ortdélogos
eucaridéticos neste subdominio é 57%, a semelhanca é 82%. O
subdominio C-terminal (residuos 327-366 da FGE humana) ¢é a
sequéncia mais altamente conservada na familia FGE. A
identidade de sequéncias do subdominio C-terminal humano
com os ortdlogos eucaridticos (3 sequéncias completas e 8
ESTs) é 85%, a semelhanca é 97%. Nos 40 residuos do
subdominio 3, quatro residuos cisteina estdo completamente
conservados. Trés das cisteinas também estdo conservadas
nos ortdélogos de FGE ©procaridticos. Os 12 membros
procaridéticos da familia FGE (quanto a pormenores ver o
Exemplo 2) partilham a estrutura de subdominios com FGEs
eucaridticas. As fronteiras entre os trés subdominios séao
mais evidentes na familia de FGE procaridética devido a
sequéncias nao conservadas de comprimento variavel que
separam os subdominios entre si. O genoma humano e o de
ratinho codificam dois hombdélogos intimamente relacionados
da FGE (SEQ ID NOs: 43 e 44, Numero de Acesso da GenBank
NM 015411, no homem, e SEQ ID NOs: 45 e 46, Numero de
Acesso da GenBank AK076022, no ratinho). 0Os dois paralogos
sdo 86% idénticos. O0Os seus dgenes estdo localizados em
regides cromossdmicas sinténicas (7gll em humano, 5Gl em

ratinho). 0Os dois paradlogos partilham a estrutura de
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subdominios com os ortdlogos da FGE e sdo 35% idénticos e
47% semelhantes a FGE humana. No terceiro subdominio, que é
100% idéntico em ambos os homdélogos, falta a sequéncia de

undecdmero contendo cisteina do subdominio 3.

Expressdo, localizagdo subcelular e formas moleculares

Um Unico transcrito de 2,1 kb é detetédvel por anédlise de
coloracédo "Northern" de RNA total de fibroblastos da pele e
RNA poli A" de coracdo, cérebro, placenta, pulmido, figado,
musculoesquelético, rim e pancreas. Relativamente a RNA de
B-actina, a abundéncia varia em uma ordem de magnitude e é
mais elevada em péncreas e rim e menor em cérebro.
Avaliaram-se véarias linhas de c¢élulas -eucaridticas que
expressam, de forma estavel ou transitdéria, o cDNA da FGE
humana ou derivados da FGE estendidos de forma C-terminal
por um marcador HA, Myc ou Hisg, quanto a atividade de FGE
e localizacdo subcelular de FGE. A expressdo transitdédria de
FGE marcada e ndo marcada aumentou a atividade de FGE em
1,6 - 3,9 vezes. A expressao estavel de FGE em células PT67
aumentou a atividade de FGE em cerca de 100 vezes. A
detecdo da forma marcada de FGE por imunofluorescéncia
indireta em células BHK 21, CHO e HT1080 revelou uma
colocalizacdo das formas de FGE marcadas de modo variado
com proteina dissulfureto isomerase, uma proteina luminal
do reticulo endoplasmatico. A anadlise por coloracao
"Western" de extratos de células BHK21 transfetadas de modo
transitdério com c¢DNA que codifica formas marcadas da FGE
revelou uma uUnica banda imunorreativa com uma dimenséao

aparente entre 42 e 44 kDa.

O gene FGE contém mutagdes em MSD
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A MSD é causada por uma deficiéncia na geracdo de residuos
FGly em sulfatases (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82:
271-278). Em consequéncia, o gene FGE é um gene candidato
para MSD. Amplificéamos e sequencidmos o cDNA que codifica a
FGE de sete pacientes com MSD e descobrimos dez mutacdes
diferentes que foram confirmadas por sequenciacdo do DNA

genémico (Tabela 1).

Tabela 1: Mutagdes em pacientes com MSD

Mutagédo | Efeito na Proteina Observacgodes Paciente
1076C>A | S359X Truncamento dos 16 residuos 1*
C-terminais
IVS3+5- | Delecdo dos residuos | Delecdo na estrutura do exdo 1, 2
8 del 149-173 3
979C>T R327X Perda do subdominio 3 2
1045C>T | R349W Substituicdo de um residuo 3, 7
conservado no subdominio 3
1046G>A | R349Q Substituicdo de um residuo 4
conservado no subdominio 3
1006T>C [ C336R Substituicdo de um residuo 4
conservado no subdominio 3
836C>T A2779V Substituicdo de um residuo 5
conservado no subdominio 2
243delC | deslocamento do Perda dos trés subdominios 5
quadro de leitura e
truncamento
661delG | deslocamento do Perda da terca parte C- o**
gquadro de leitura e terminal da FGE incluindo o
truncamento subdominio 3
IVS6- Delecdo dos residuos | Delecdo na estrutura do exdo 5
1G>A 281-318 7
*O paciente 1 é o paciente com MSD Mo. em Schmidt, B., et al., Cell,

1995, 82: 271-278 e Rommerskirch e von Figura, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 1992, 89: 2561-2565.

**0 paciente 6 é o paciente com MSD relatado por Burk et al., J.
Pediatr., 1984, 104: 574-578.

Os outros pacientes representam casos ndo publicados.

0 primeiro paciente era heterozigdbtico para uma
substituicdo 1076C>A que converte o coddo para serina 359
num coddo de terminacdo (S359X) e uma mutacdo que causa a
delecdao dos 25 residuos 149-173 que sao codificados pelo

exdo 3 e procedem ao espacamento do primeiro e segundo
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dominios da proteina. A sequenciacdo gendmica revelou uma
delecdo dos nucledtidos +5-8 do terceiro intrdo (IVS3+5-8
del), desse modo destruindo o sitio dador de processamento
do intrdo 3. O segundo paciente era heterozigético para a
mutacdo que causa a perda do exao 3 (IVS3+5-8 del) e uma
substituicdo 979C>T que converte o coddo para arginina 327
num coddo de terminacdo (R327X). A FGE truncada codificada
pelo alelo 979C>T estd desprovida da maior parte do
subdominio 3. O terceiro paciente era homozigbdtico para uma
substituicéao 1045C>T que substitui a arginina 349
conservada no subdominio 3 por triptofano (R349W). O quarto
paciente era heterozigdtico para duas mutacdes de sequéncia
trocada que substituem residuos conservados no dominio da
FGE: uma substituicédo 1046>T que substitui arginina 349 por
glutamina (R349Q) e uma substituicdo 1006T>C que substitui
cisteina 336 por arginina (C336R). O quinto paciente era
heterozigdbtico para uma substituicdo 836 C>T que substitui
a alanina 279 conservada por valina (A279V). A segunda
mutacdo é& uma delecdo de um Unico nucledtido (243delC) que
altera a sequéncia apds prolina 81 e causa uma paragem da
traducdo apdés o residuo 139. O sexto paciente era
heterozigético para a delecdo de um Unico nucledtido
(661delG) que altera a sequéncia de aminocdcidos apds o
residuo 220 e 1introduz um coddo de terminacdo apds o
residuo 266. A segunda mutacdo é uma mutacdo do sitio
aceitador de processamento do intrdo 6 (IVS6-1G>A) gue
causa uma delecdo na estrutura dos residuos 281-318
codificadores do exdo 7. No sétimo paciente encontrou-se a
mesma substituicéao 1045C>T do terceiro paciente.
Adicionalmente, detetdmos dois polimorfismos na regido
codificadora de 18 alelos da FGE de controlos e pacientes

com MSD. Vinte e dois por cento continham uma substituicédo
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188G>A, que substitui serina 63 por asparagina (S63N), e

28% tinham uma substituicdo 1116C>T silenciosa.

Transdugdo de fibroblastos MSD com cDNA de FGE de tipo

selvagem e mutante

Para confirmar a deficiéncia de FGE como causa da
inatividade de sulfatases sintetizadas em MSD, expressamos
o cDNA de FGE em fibroblastos MSD utilizando transferéncia
genética retroviral. Como controlo procedemos a transducdo
do vetor retroviral sem insercdo de cDNA. Para monitorizar
a complementacdo do defeito metabdlico na atividade de ASA
medimos esteroide sulfatase (STS) e N-acetilgalactosamina
6-sulfatase (GalNAc6S) nos fibroblastos transduzidos antes
ou apds a selecdo. A transducdo da FGE de tipo selvagem
restabeleceu parcialmente a atividade catalitica das trés
sulfatases em duas linhas de células MSD (Tabela 2) e para
a STS numa terceira linha de células MSD. Deve notar-se
que, para ASA e GalNAc6S, o restabelecimento foi apenas
parcial apds a selecdo dos fibroblastos, atingindo 20 até
50% da atividade normal. Para STS verificou-se que a
atividade foil restabelecida para a de fibroblastos de
controlo apds a selecdo. A selecdo aumentou a atividade da
ASA e STS em 50 até 80%, o que ¢é compativel com a
observacdo anterior de que 15 até 50% dos fibroblastos séo
transduzidos (Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28: 73-76). As
atividades de sulfatase nos fibroblastos MSD transduzidos
com o vetor retroviral isoladamente (Tabela 2) foram
comparavelis as de fibroblastos MSD nédo transduzidos (ndo
mostrado). A transducdo de cDNA de FGE contendo a mutacéo
IVS3+5-8del ndo conseguiu restabelecer as atividades de

sulfatase (Tabela 2).
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Tabela 2: Complementagdao de fibroblastos MSD por transducgao
de cDNA de FGE de tipo selvagem ou mutante

Fibroblastos Insercédo de FGE Sulfatase
aAsa! sTs! GalNAc6S’
MSD 3° - 1,9 £ 0,2 < 3 56,7 t
32
FGE" 7,9 13,5 n. d.
FGE™ 12,2 + 75,2 283 + 42
0,2
FGE-IVS3+5-8del” | 1,8 < 3 n. d.
FGE-IVS3+5- 2,1 < 3 98,5
8del™"
MSD 4° - 1,1 £ 0,3 |[<3 n. d.
FGE* 4,7 17,0 n. d.
Fibroblastos de 58 + 11 66 * 828 +
controlo 31 426

1 0s valores apresentam a razdo entre ASA (mU/mg de proteina celular),

STS (uU/mg de proteina celular), GalNAc6S (pU/mg de proteina celular)
e de P-hexosaminidase (U/mg de proteina celular). Para fibroblastos
de controlo apresenta-se a média e a variacdo de 6-11 linhas de
células. Quando indicado, a gama de duas culturas transduzidas em
paralelo é apresentada para fibroblastos MSD.

O numero de fibroblastos MSD refere-se ao do paciente na Tabela 1.
+ Determinacdo da atividade antes da selecdo.
++ Determinacdo da atividade apds a selecgdo.
n.d.: ndo determinado

Discussao

FGE é uma glicoproteina altamente conservada do reticulo

endoplasmatico

A purificacdo de FGE de testiculo bovino deu origem a dois
polipéptidos de 39,5 e 41,5 kDa origindrios do mesmo gene.
A expressdao de trés versbdes de FGE marcadas de modo
diferente em trés linhas de células eucaridticas diferentes
numa Unica forma sugere que uma das duas formas observadas
na preparacdo de FGE purificada de testiculo bovino pode
ter sido gerada por ©protedlise limitada durante a
purificacdo. A substituicdo de Cys69 no péptido ASA65-80
por serina foi c¢critica para a purificacdo de FGE por
cromatografia de afinidade. A FGE tem uma sequéncia de

sinal apta a ser clivada que medeia a translocacdo através
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da membrana do reticulo endoplasmdtico. A maior parte da
proteina madura (275 residuos de 340) define um dominio
unico que provavelmente é composto por trés subdominios
(ver Exemplo 2), pois ndo existe nenhum dos homdélogos dos
trés subdominios em proteinas com funcdo conhecida. O
reconhecimento do motivo de modificacdo FGly linear em
polipéptidos sulfatase sintetizados de novo (Dierks et al.,
EMBO J., 1999, 18: 2084-2091) pode ser a funcdo de um
subdominio da FGE. O dominio catalitico pode catalisar a
formacdo de FGly de varios modos. Fol proposto que a FGE
abstrai eletrdes do grupo tiol da cisteina e transfere-os
para um aceitador. O ticaldeido resultante sofreré
hidrélise espontédnea em FGIly e H,S (Schmidt, B., et al.,
Cell, 1995, 82: 271-278). Alternativamente, a FGE pode
atuar como uma oxigenase (mono-oxigenase) de funcdo mista,
introduzindo um &atomo de 0, na cisteina e o outro em H,0
com o auxilio de um dador de eletrdes, como FADH,. O
derivado tioaldeido hidratado resultante de <cisteina
reagird espontaneamente formando FGly e HyS. Experiéncias
preliminares com uma preparacdo de FGE parcialmente
purificada revelaram uma dependéncia critica da formacdo de
FGly do oxigénio molecular. Isto sugere que a FGE atua como
uma oxigenase de funcdo mista. A elevada conservacao
particular do subdominio 3 e a presenca ai de trés residuos
cisteina completamente conservados tornam este subdominio
num candidato provavel para o sitio catalitico. Sera
interessante ver se o0os elementos estruturais que medeiam o
reconhecimento do motivo FGly e a ligacdo de um aceitador
de eletrdes ou dador de eletrdes estdo correlacionados com

a estrutura de dominios da FGE.

A FGE recombinante esta localizada no reticulo

endoplasmatico, o que é compativel com o sitio proposto da
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sua acao. Residuos FGly séao gerados em sulfatases
sintetizadas de novo durante ou pouco tempo apds a sua
translocacédo para o reticulo endoplasmético (Dierks et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1997, 94: 11963-11968;
Dierks et al., FEBS Lett., 1998, 423: 61-65). A proépria FGE
ndo contém um sinal de retencdo no ER do tipo KDEL. Em
consequéncia, a sua retencdo no reticulo endoplasméatico
pode ser mediada pela interacdo com outras proteinas ER.
Componentes da maquinaria de translocacdo/N-glicosilacéo

sdo candidatos atrativos para esses parceiros de interacéo.

Mutacdes na FGE causam MSD

Mostradmos gque mutacdes no gene codificador de FGE causam
MSD. A FGE também pode interagir com outros componentes, e
defeitos em genes que codificam os Ultimos podem igualmente
bem causar MSD. Em sete pacientes com MSD descobrimos, de
facto, dez mutacdes diferentes no gene FGE. Todas as
mutacdes tém efeitos graves na proteina FGE, substituindo
residuos altamente conservados no subdominio 3 (trés
mutacdes) ou subdominio 2 (uma mutacdo) ou truncamentos C-
terminais de varios comprimentos (quatro mutacdes) ou
grandes delecdes na estrutura (duas mutacdes). Para duas
linhas de células MSD e uma das mutacdes MSD verificou-se
que a transducdo do cDNA de FGE de tipo selvagem, mas néao
do mutante, restabelece parcialmente as atividades de
sulfatase. Isto identifica claramente o gene FGE como o
sitio de mutacdo e a natureza causadora de doenca da
mutacdo. A MSD é clinica e bioguimicamente heterogénea.
Foram diferenciadas uma forma neonatal rara, gue se
apresenta na altura do nascimento e desenvolve um
hidrocéfalo, uma forma comum, que se assemelha inicialmente

a uma leucodistrofia metacromédtica infantil e
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subsequentemente desenvolve caracteristicas do tipo ictiose
e mucopolissacaridose, e uma forma ligeira menos frequente,
na qual prevalecem as caracteristicas clinicas de uma
mucopolissacaridose. Biogquimicamente, é caracteristico dque
possa ser detetada uma atividade residual de sulfatases, a
qual, para a maior parte dos casos em fibroblastos da pele
cultivados, é inferior a 10% dos controlos (Burch et al.,
Clin. Genet., 1986, 30: 409-15; Basner et al., Pediatr.
Res., 1979, 13: 1316-1318). No entanto, nalgumas linhas de
células MSD, a atividade de sulfatases selecionadas pode
atingir a gama normal (Yutaka et al., Clin. Genet., 1981,
20: 296-303). Além disso, foi relatado que a atividade
residual estd sujeita a variacdes, dependendo das condicdes
de cultura de <células e de fatores desconhecidos.
Bioguimicamente, a MSD foil classificada em dois grupos. No
grupo I, a atividade residual de sulfatases ¢é inferior a
15%, incluindo a de ASB. No grupo II, a atividade residual
de sulfatases é mais elevada, e particularmente a da ASB
pode atingir valores até 50-100% do controlo. Todos os
pacientes relatados aqui caiem no grupo I excetuando o
paciente 5, que cai no grupo II (atividade de ASB na gama
do controlo) do fendtipo biogquimico. Com base em critérios
clinicos, os pacientes 1 e 6 sdo casos neonatais, ao passo
que os pacientes 2-4 e 7 tém a forma comum e o paciente 5

tem a forma do tipo mucopolissacaridose de MSD.

A heterogeneidade fenotipica sugere que as diferentes
mutacdes em pacientes com MSD estdo associadas a diferentes
atividades residuais da FGE. Dados preliminares em células
PT67 que expressam de modo estavel FGE IV3+5-8del indicam
que a delecdo na estrutura do exao 3 abole completamente a
atividade de FGE. A caracterizacdo das mutacdes em MSD, das

propriedades bioquimicas da FGE mutante e do teor residual
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de FGly em sulfatases, utilizando um método espetrométrico
de massa altamente sensivel recentemente desenvolvido (Peng
et al., J. Mass Spec., 2003, 38: 80-86), proporcionara uma

melhor compreensdo da correlacdo gendtipo-fendtipo em MSD.

Exemplo 2:

O gene FGE humano define uma nova familia de genes que
modificam sulfatases que estd conservada desde procariotas

até eucariotas

Bioinformatica

Péptidos de sinal e sitios de clivagem foram descritos com
o método de von Heijne (Nucleic Acids Res., 1986, 14: 4683)
implementado em EMBOSS (Rice et al., Trends in Genetics,
2000, 16: 276-277), e o método de Nielsen et al. (Protein
Engineering, 1997, 10: 1-6). Sitios de N-glicosilacdo foram
previstos utilizando o algoritmo de Brunak (Gupta e Brunak,

Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22).

Dominios funcionais foram detetados por pesquisa em PFAM-
Hidden-Markov-Models (versao 7.8) (Sonnhammer et al.,
Nucleic Acids Res., 1998, 26: 320-322). Sequéncias da
semente PFAM DUF323 foram obtidas da TrEMBL (Bairoch, A. e
Apweiler, R., Nucleic Acids Res., 2000, 28: 45-48) .
Alinhamentos multiplos e construcdes de arvores
filogenéticas foram efetuados com Clustal W (Thompson, J.,
et al., Nucleic Acids Res., 1994, 22: 4673-4680). Para o
cdlculo de éarvores filogenéticas, posicdes de intervalos
foram excluidas e maltiplas substituicdes foram corrigidas.
Realizou-se "bootstraping"” de 4&arvores para se obterem

resultados significativos. As Aarvores foram visualizadas



129

utilizando Njplot (Perriere, G. e Gouy, M., Biochimie,
1996, 78: 364-369). Os alinhamentos foram representados
graficamente utilizando o comendo "pret-typlot" de EMBOSS.

Para procurar homélogos da FGE, as bases de dados NR, NT e
EST do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Wheeler et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20: 13-16) foram
pesquisadas com BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids Res.,
1997, 25: 3389-3402). Para sequéncias proteicas, a pesquisa
foi efetuada utilizando Psi-Blast de convergéncia iterativa
contra a versdo corrente da base de dados NR utilizando um
limite do valor de expetacdo de 10*°, e parametros por
defeito. Obteve-se convergéncia apbds 5 iteracdes. Para
sequéncias de nucledtidos, a pesquisa fol efetuada com Psi-
TBlastn: utilizando NR e a sequéncia proteica da FGE humana
como entrada, construiu-se uma matriz de pontuacdo para a
hFGE com Psi-Blast de convergéncia iterativa. Esta matriz
foi usada como entrada para blastall, para pesguisar as
bases de dados de nucledtidos NT e EST. Para ambos o0s

passos utilizou-se um limite do valor de expetacdo de 1072°.

A previsdo da estrutura proteica secundaria foi efetuada
utilizando Psipred (Jones, D., J Mol Biol., 1999, 292:
1950-202; McGuffin, L., et al., Bioinformatics, 2000, 16:
404-405) .

Calcularam-se pontuacdes de semelhanca dos subdominios a
partir de alinhamentos wutilizando o algoritmo cons da
EMBOSS com parametros por defeito. Os meta-alinhamentos
foram gerados por alinhamento de sequéncias de consenso dos
subgrupos da familia FGE. A organizacdo e sintenia de loci
gendmicos foram determinadas utilizando os recursos dos

genomas humano e de ratinho do NCBI em NCBI (Bethesda, MD)
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e Human-Mouse-Rat Synteny da Softberry (Mount Kisco, NY).
Sequéncias gendmicas bacterianas foram descarregadas do
servidor NCBI-FTP. A anotacdo genémica microbiana do NCBI
foi utilizada para se obter uma visdo global dos loci

gendmicos de genes FGE bacterianos.

Resultados e Discussao

Caracteristicas e motivos basicos da FGE humana e proteinas

relacionadas

O gene FGE humano (SEQ ID NOs: 1, 3) codifica a proteina
FGE (SEQ ID NO: 2) que se prevé ter 374 residuos. Um sinal
de clivagem entre os residuos 22-33 (Pontuacdo de Heijne de
15,29) e uma pontuacdo de hidropatia (Kyte, J. e Doolittle,
R., J Mol Biol., 1982, 157: 105-132) dos residuos 17-29
entre 1,7 e 3,3 indicam que os 33 residuos N-terminais sé&o
removidos por clivagem apds translocacdo para o ER. No
entanto, com o algoritmo de Nielsen et al. (Protein
Engineering, 1997, 10: 1-6), a clivagem da sequéncia de
sinal é prevista apds o residuo 34. A proteina tem um Unico

sitio de N-glicosilacdo potencial em Asn 141.

Uma pesquisa com a sequéncia proteica FGE contra a base de
dados de motivos de proteinas PFAM (Sonnhammer et al.,
Nucleic Acids Res., 1998, 26: 320-322) revelou que o0s
residuos 87-367 da FGE humana podem ser classificados como
dominio proteico DUF323 ("dominio de funcdo desconhecida",
PF03781) com um valor de expetacdo altamente significativo
de 7:9.10**. A semente de PFAM que define DUF323 consiste
em 25 sequéncias proteicas, das quais a maioria consiste em
proteinas hipotéticas derivadas de dados de sequenciacéo.

Para analisar a relacdo entre a FGE humana e DUF323
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efetuou-se um multiplo alinhamento de FGE com as sequéncias
da semente DUF323. Com base nisto construiu-se uma arvore
filogenética que foil sujeita a "bootstrap". Quatro das
sequéncias hipotéticas (TrEMBL-IDs QO9CK12, Q9I761, 094632 e
Q9Y405) apresentaram uma divergéncia tao forte dos outros
membros da semente que impediram um "bootstrap" bem-
sucedido e tiveram de ser removidas do conjunto. A Figura 2
mostra a &rvore sujeita a "bootstrap" exibindo a relacéo
entre a FGE humana e as restantes 21 proteinas da semente
DUF323. A arvore pode ser utilizada para subdividir os
membros da semente em duas categorias: homélogos
intimamente relacionados com a FGE humana e o0s genes

restantes menos relacionados.

As 7 proteinas do topo tém uma disténcia filogenética entre
0,41 e 0,73 para a FGE humana. Contém apenas um unico
dominio, DUF323. A homologia neste grupo estende-se ao
longo de toda a sequéncia de aminoécidos, cuja maior parte
consiste no dominio DUF323. O dominio DUF323 esta
fortemente conservado neste grupo de hombélogos, ao passo
que as outras 15 proteinas da semente estdo menos
relacionadas com a FGE humana (disténcia filogenética entre
1,14 e 1,93). Os seus dominios DUF323 divergem
consideravelmente do dominio DUF323 altamente conservado do

primeiro grupo (ver seccdo "Subdominios de FGE e mutacdes

no gene FGE"). A maior parte destas 15 proteinas ¢é
hipotética, seis das quais foram adicionalmente
investigadas. Uma delas, uma serina/treonina guinase

(TrEMBL: 084147) de C. trachomatis, contém outros dominios
para além do DUF323: um dominio de ligacdo de ATP e um
dominio de guinase. As sequéncias de R. sphaeroides
(TrEMBL: Q9ALV8S) e Pseudomonas sp. (TrEMBL: 052577)

codificam a proteina NirV, um gene cotranscrito com a



132

nitrito redutase contendo cobre nirK (Jain, R. e Shapleigh,
J., Microbiology, 2001, 147: 2505-2515). CarC (TrEMBL:
Q9XB56) ¢é uma oxigenase envolvida na sintese de um
antibidético B-lactama de E. carotovora (McGowan, S., et
al., Mol Microbiol., 1996, 22: 415-426; Khaleeli N, T. C.,
e Busby RW, Biochemistry, 2000, 39: 8666-8673). XylR
(TrEMBL: 031397) e BH0O900 (TrEMBL: QO9KEF2) s&o proteinas de
ligacao intensificadoras envolvidas na regulacdo da
utilizacdo de pentose (Rodionov, D., et al., FEMS Microbiol
Lett., 2001, 205: 305-314) em bacillaceae e clostridiaceae.
A comparacdo de FGE e DUF323 conduziu ao estabelecimento de
um limite de homologia que diferencia a familia FGE de
hombélogos distantes contendo DUF323 com diferentes funcdes.
Os uUltimos incluem uma serina/treonina gquinase e XylR, um
intensificador da transcricdo bem como FGE, uma enzima
geradora de FGly e CarC, uma oxigenase. Como discutido aqui
noutro local, a FGE também poderd exercer a sua funcéo
modificadora de cisteina na forma de uma oxigenase,
sugerindo que a FGE e membros da semente DUF323 diferentes

de FGE podem partilhar uma funcdo de oxigenase.

Homdélogos da FGE

A presenca de homblogos intimamente relacionados da FGE
humana na semente DUF323 dirigiu-nos para a pesquisa de
homélogos da FGE humana na base de dados NR do NCBI
(Wheeler et al., Nucleic Acid Res., 2002, 20: 13-16). O
limite da pesquisa foi escolhido de modo tal que fossem
obtidos os 6 homélogos presentes na semente DUF323 e outros
homélogos intimamente relacionados sem encontrar os outros
membros da semente. Esta pesquisa conduziu a identificacéo
de trés ortdlogos da FGE em eucariotas, 12 ortdlogos em

procariotas e dois paradlogos no homem e ratinho (Tabela 3).
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Tabela 3: A familia de genes FGE em eucariotas e

procariotas

SEQ ID NOs: NA, ESPECIE COMPRIMENTO SUBGRUPO

AA [GI] [AA]

1/3,2 Homo sapiens 374 El

49,50 Mus musculus 372f El

[22122361]

51,52 Drosophila melanogaster 336 El

[20130397]

53,54 Anopheles gambiae 290 El

[21289310]

47, 48 Mus musculus 308 E2

[26344956]

45, 46 Homo sapiens 301 E2

[24308053]

55,56 Streptomyces coelicolor 314 Pl
A3(2)

[21225812]

57,58 Corynebacterium efficiens 334 Pl
YS-314

[25028125]

59,60 Novosphingobium 338 P2
aromaticivorans

[23108562]

61, 62 Mesorhizobium loti 372 P2

[13474559]

63,064 Burkholderia fungorum 416 P2

[22988809]

65, 66 Sinorhizobium meliloti 303 P2

[16264068]

67,68 Microscilla sp. 354 P2

[14518334]

69,70 Pseudomonas putida KT2440 291 P2

[26990068]

71, 72 Ralstonia metallidurans 259 P2

[22975289]

73,74 Prochlorococcus marinus 291 P2

[23132010]

75, 76 Caulobacter crescentus CB1l5 | 338 P2

[16125425]

77, 78 Mycobacterium tuberculosis 299 P2
Ht37Rv

[15607852]

GI- Identificador de proteinas da GenBank

NA- &cido nucleico AA - aminoacidos,

El - ortdlogos eucaridticos E2 - paradlogos eucaridticos

Pl - ortdlogos procaridticos intimamente relacionados P2 - outros
ortbélogos procaridticos

f- sequéncia proteica mal prevista na GenBank

De notar que a Genbank prevé que a sequéncia de ratinho GI
22122361 codifique uma proteina de 284 aminoacidos, apesar

de a sequéncia de cDNA NM 145937 codificar uma proteina de
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372 residuos. Esta previsdo errada baseia-se na omissédo do
primeiro exdo do gene FGE murino. Todas as sequéncias
encontradas na base de dados NR provém de eucariotas
superiores ou procariotas. N&do foram detetados hombélogos da
FGE em archaebacteriae ou plantas. Pesquisas efetuadas
mesmo com limites menores nos genomas totalmente
sequenciados de C. elegans e S. cerevisiae e nas bases de
dados de ORF relacionadas nao revelaram quaisquer
homélogos. Uma pesquisa nas sequéncias eucaridticas das
bases de dados de nuclebtidos NT e EST conduziram a
identificacdo de 8 ESTs de ortdlogos de FGE adicionais com
fragmentos da sequéncia de c¢cDNA 3'-terminais exibindo um
elevado grau de conservacdo ao nivel proteico que ndo estéo
listados na base de dados NR. Estas sequéncias ndo abrangem
a parte codificadora completa dos mRNAs e todas provém de

eucariotas superiores (Tabela 4).

Tabela 4: Fragmentos ESTs de ortdélogos da FGE em eucariotas

SEQ ID NOs: NA [GB] ESPECIE

80 Oncorhynchus mykiss
[CA379852]

81 Danio rerio
[AT721440]

82 Oryzias latipes
[BJ505402]

83 Xenopus laevis
[BJ054666]

84 Silurana tropicalis
[ALB892419]

85 Salmo salar
[CA064079]

86 Sus scrofa
[BF189614]

87 Bos taurus
[AV609121]

GB- N° de Acesso da GenBank; NA- &cido nucleico

Multiplos alinhamentos e a construcdo de uma A&rvore
filogenética (utilizando ClustalwW) das sequéncias

codificadoras da base de dados NR permitiram a definicédo de
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quatro subgrupos de homdélogos: ortdlogos eucaridticos (FGE
humana, de ratinho, mosquito e mosca da fruta), parédlogos
eucaridéticos (pardlogos da FGE humana e de ratinho),

ortdélogos procaridticos intimamente relacionados com a FGE

(Streptomyces e Corynebacterium) e outros ortdlogos
procaridticos (Caulobacter, Pseudomonas, Mycobacterium,
Prochlorococcus, Mesorhizobium, Sinorhizobium,

Novosphingobium, Ralstonia, Burkholderia e Microscilla). Os
ortdélogos eucaridticos exibem uma identidade global com a
FGE humana de 87% (ratinho), 48% (mosca da fruta) e 47%
(anopheles). Apesar de se encontrarem ortdlogos da FGE em
procariotas e eucariotas superiores, estdo ausentes dos
genomas completamente sequenciados de eucariotas inferiores
filogeneticamente situados entre 8. cerevisiae e D.
melanogaster. Adicionalmente, homélogos da FGE estédo
ausentes dos genomas completamente sequenciados de E. colil

e do peixe-baléo.

Como discutido aqui noutro local, os parédlogos da FGE
encontrados em humanos e ratinho podem ter uma atividade
geradora de FGly muito pequena e contribuir para as
atividades residuais de sulfatases presentes em pacientes

com MSD.

Subdominios da FGE

Os membros da familia de genes FGE tém trés partes/dominios
altamente conservados (como descrito aqui noutro local).
Para além das duas sequéncias ndo conservadas dJue separam
0s primeiros, tém extensdes ndo conservadas no terminal N e
C. Considera-se que as trés partes conservadas representam
subdominios do dominio DUF323 porque estdo espacadas por

partes nao conservadas de comprimento variavel. 0
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comprimento da parte de espacamento dos subdominios 1 e 2
varia entre 22 e 29 residuos, e o da parte de espacamento
dos subdominios 2 e 3 varia entre 7 e 38 aminoacidos. As
partes ndo conservadas N e C-terminais exibem uma variacéo
de comprimento ainda mais forte (N-terminal: 0-90
aminocadcidos, C-terminal: 0-28 aminoacidos). A sequéncia do
gene FGE de Ralstonia metallidurans estad provavelmente

incompleta, pois ndo tem o primeiro subdominio.

Para verificar a plausibilidade de definir subdominios de
DUF323, efetudmos uma previsdo da estrutura secundaria da
proteina FGE humana utilizando Psipred. Prevé-se gque O
sinal de ER hidrofébico (residuos 1-33) contenha estruturas
em hélice confirmando a previsdo de sinal do algoritmo de
von-Heijne. A regido ndo conservada N-terminal (aminoacidos
34-89) e a regido de espacamento entre os subdominios 2 e 3
(aminocécidos 308-327) contém seccdes enroladas. A regido de
espacamento dos subdominios 1 e 2 contém um enrolamento. A
hélice o nos aminodcidos 65/66 tem baixa confianca de
previsdo e é provavelmente um artefacto da previsdo. As
fronteiras dos subdominios estdo situadas em enrolamentos e
ndo interrompem hélices o nem filamentos . O primeiro
subdominio é constituido por varios filamentos R e uma
hélice o, o segundo subdominio contém dois filamentos B e
quatro hélices o. O terceiro subdominio tem uma regido em
hélice o flanqueada por uma folha no inicio e no final do
subdominio. Em resumo, a estrutura secundaria estad de
acordo com a estrutura de subdominios proposta, pois as
fronteiras dos subdominios estdo situadas em enrolamentos e
0s subdominios contém elementos estruturais hélices o e

filamentos ().
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Deve ser notado que nenhum dos subdominios existe como um
médulo isolado em sequéncias listadas em bases de dados. Em
cada um dos quatro subgrupos da familia FGE, os subdominios
estdo altamente conservados, com © terceiro subdominio
exibindo a homologia mais elevada (Tabela 5). Este
subdominio também exibe a homologia mais forte através dos

subgrupos.

Tabela 5: Homologia (% semelhanca) dos subdominios da

familia FGE

Subfamilia Membros Subdominio
1 2 3
El 4 79 82 100
E2 2 90 94 100
Pl 2 70 79 95
P2 10 59 79 80
El - ortdélogos eucaridticos; E2 - pardlogos eucaridticos
Pl - ortdélogos procaridticos intimamente relacionados; P2 - outros

ortdélogos procaridticos

O primeiro subdominio da familia FGE exibe a homologia mais
fraca através dos subgrupos. Nos ortdlogos eucaridticos
contém o sitio de N-glicosilacdo: no residuo Asn 141 em
humanos, em Asn 139 no ratinho e Asn 120 na mosca da fruta.
Em anopheles ndo se encontra asparagina no residuo 130
hombélogo a Asn 120 de D. melanogaster. No entanto, uma
alteracdo de doils nucledtidos criaria um sitio de N-
glicosilacdo Asn 130 em anopheles. Assim, ¢é necesséario
sequenciar novamente a sequéncia que abrange o residuo 130.
0 segundo subdominio é rico em triptofanos, com 12 Trp em
129 residuos da FGE humana. Dez destes triptofanos estéao

conservados na familia FGE.

Conservacdo elevada do subdominio 3: os subdominios 3 entre
ortdlogos eucaridticos sao 100% semelhantes e 90%
idénticos. A importéncia do terceiro subdominio para a

funcdo da proteina é sublinhada pela observacdo de que este
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subdominio é um ponto quente para mutacdes causadoras de
doenca em pacientes com MSD. Sete de nove mutacdes
identificadas em seis pacientes com MSD descritos no
Exemplo 1 estédo localizadas em sequéncias que codificam os
40 residuos do subdominio 3. 0Os residuos contém quatro
cisteinas, trés das quais estdo conservadas entre os
ortdlogos procaridticos e eucaridticos. 0Os dois parédlogos
eucaridticos exibem a homologia mais baixa com os outros
membros da familia FGE, por exemplo, ndo tém duas das trés
cisteinas conservadas do subdominio 3. Caracteristicas
conservadas entre sequéncias do subdominio 3 de ortdlogos e
pardlogos sdo o motivo RVERGHEAN inicial (SEQ ID NO: 79), um
heptdmero contendo trés argininas (residuos 19-25 da
sequéncia de consenso do subdominio) e o motivo GFR
terminal. Uma comparacdo com o dominio DUF323 das 15
sequéncias de semente gue ndo sdo hombdélogos proéximos da FGE
mostra diferencas de sequéncias acentuadas: as 15
sequéncias de semente tém um primeiro e segundo subdominios
menos conservados, apesar de a estrutura global de
subdominios também ser wvisivel. O subdominio 3, que esté
fortemente conservado na familia FGE, é mais pequeno e tem
uma homologia significativamente mais fraca com  ©
subdominio 3 eucaridtico (semelhanca de cerca de 20%) em
comparacdo com o0s membros procaridéticos da familia FGE
(semelhanca de cerca de 60%). Assim, estdo desprovidos de
todos os residuos cisteina conservados do subdominio 3. As
Unicas caracteristicas conservadas sdo o motivo F¥XXGGEAS

inicial (SEQ ID NO: 79) e o motivo GFR terminal.

Organizagdo genémica do gene FGE humano e murino

O gene FGE humano estd localizado no cromossoma 3p26.

Abrange 105 kb e 9 exdes para a sequéncia traduzida. O gene
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FGE murino tem um comprimento de 80 kb e estd localizado no
cromossoma 6E2. Os 9 exdes do gene FGE murino tém gquase o
mesmo tamanho dos exdes humanos (Figura 3). As grandes
diferencas entre o gene humano e o de ratinho sdo a menor
conservacgdo da 3'-UTR no exdo 9 e o comprimento do exédo 9,
que é mais longo em 461 bp no gene murino. O segmento 6E2
do cromossoma de ratinho 6 é altamente sinténico com o
segmento do cromossoma humano 3p26. Na direcdo do teldmero,
0s loci FGE humano e murino sdo flangqueados pelos genes que
codificam LMCD1l, KIAA0212, ITPR1, AXCAM e IL5SRA. Na direcéo
centromérica, ambos os loci FGE sdo flanqueados pelos loci

de CAV3 e OXTR.

Organizagdo genémica dos genes FGE procaridticos

Em procariotas, as sulfatases <sdo classificadas como
sulfatases do tipo cisteina ou serina, dependendo do
residuo que ¢é convertido em FGly no seu centro ativo
(Miech, C., et al., J Biol Chem., 1998, 273: 4835-4837;
Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273: 25560-25564).
Fm Klebsiella pneumoniae, E. coli e Yersinia pestis, as
sulfatases do tipo serina fazem parte de um operdo com
AtsB, que codifica uma proteina citosdlica contendo motivos
agregados de ferro-enxofre e é critica para a geracdo de
FGly a partir de residuos serina (Marquordt, C., et al., J
Biol Chem., 2003, 278: 2212-2218; Szameit, C., et al., J
Biol Chem., 1999, 274: 15375-15381).

Em consequéncia, foi 1interessante examinar se genes FGE
procaridticos estéo localizados na proximidade de
sulfatases do tipo cisteina que sdo os substratos da FGE.
Entre os genes FGE procaridéticos apresentados na Tabela 3,

sete tém genomas totalmente sequenciados, permitindo uma
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anadlise da vizinhanca dos loci de FGE. De facto, em quatro
dos 7 genomas (C. efficiens: PID 25028125, P. putida: PID
26990068, C. crescentus: PID 16125425 and M. tuberculosis:
PID 15607852) uma sulfatase do tipo cisteina encontra-se na
vizinhanca direta de FGE, compativel com uma cotranscricdo
de FGE e da sulfatase. Em dois deles (C. efficiens e P.
putida), FGE e a sulfatase tém mesmo ORFs sobrepostas,
apontando fortemente para a sua coexpressdo. Além disso, a
vizinhanca genémica de genes FGE e sulfatase em quatro
procariotas proporciona evidéncias adicionais para a
presuncdo de que as FGEs bacterianas sdo ortdélogos

funcionais.

Os trés organismos restantes contém sulfatases do tipo
cisteina (5. coelicolor: PID 24413927, M. loti: PID
13476324, S. meliloti: PIDs 16262963, 16263377, 15964702);
no entanto, os genes vizinhos da FGE nestes organismos néao
contém uma assinatura de sulfatase candénica (Dierks, T., et
al., J Biol Chem., 1998, 273: 25560-25564) nem um dominio
que indique a sua funcdo. Em consequéncia, é provavel dque,
nestes organismos, a expressdo de FGE e sulfatases do tipo

cisteina seja regulada in trans.

Conclusdes

A identificacdo de FGE humana, cuja deficiéncia causa a
doenca de armazenamento lisossémico transmitida de forma
autossdémica-regressiva Deficiéncia de Multiplas Sulfatases,
permite a definicdo de uma nova familia de genes que
compreende ortdlogos da FGE de procariotas e eucariotas,
bem como um pardlogo da FGE no ratinho e no homem. A FGE
ndo se encontra nos dJgenomas completamente sequenciados de

E. coli, S. cerevisiae, C. elegans e Fugu rubripes.
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Adicionalmente, h& um hiato filogenético entre procariotas
e eucariotas superiores, com auséncia de FGE em qualquer
espécie situada filogeneticamente entre procariotas e D.
melanogaster. No entanto, alguns destes eucariotas
inferiores, por exemplo, C. elegans, tém genes sulfatase do
tipo cisteina. Isto aponta para a existéncia de um segundo
sistema gerador de FGIly que atua em sulfatases do tipo
cisteina. Esta presuncido é suportada pela observacdo de que
E. coli, que ndo tem FGE, pode gerar FGly em sulfatases do
tipo cisteina (Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273:
25560-25564) .

Exemplo 3:

A expressdo de FGE origina aumentos significativos da
atividade de sulfatase em linhas de células que

superexpressam uma sulfatase

Quisemos examinar os efeitos da FGE em células due
expressam/superexpressamn uma sulfatase. Para esta
finalidade, células HT-1080 que expressam as sulfatases
humanas Iduronato 2-Sulfatase (I2S) ou N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase (GALNS) foram transfetadas
em duplicado com uma construcdo de expressdo de FGE,
PXMG.1.3 (Tabela 7 e Fig. 4), ou um plasmideo de controlo,
PXMG.1.2 (FGE em orientacdo antissentido 1incapaz de
produzir FGE funcional, Tabela 7). Recolheram-se amostras
de meio as 24, 48 e 72 horas apds uma mudanca do meio pds-—
eletroporacdo as 24 horas. As amostras de meio foram
testadas quanto a atividade de sulfatase respetiva por
ensaio da atividade, e o nivel proteico de sulfatase total
foi estimado por ELISA especifica para Iduronato 2-

Sulfatase ou N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase.
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Tabela 6. Linhas de Células Transfetadas que Expressam

Sulfatases Utilizadas como Substrato para Transfecgdo

Estirpe de Células Plasmideo Sulfatase Expressa
36F XFM4A. 1 N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase
30C6 pXI2S6 Iduronato 2-Sulfatase

Tabela 7. FGE e Plasmideos de Controlo Utilizados para a
Transfegdo de Células HT-1080 que Expressam Iduronato 2-

Sulfatase e N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase

Plasmideo Configuracdo de Elementos Principais da Sequéncia
de DNA'
PXMG.1.3 > intensificador/promotor do CMV de 1,6 kb > cDNA
(expressdao de FGE de 1,1 kb > sequéncia ndo traduzida hGH3' <
de FGE) amp < cassete DHFR < cassete Cdneo (neomicina
fosfotransferase)

PXMG.1.2 > intensificador/promotor do CMV de 1,6 kb > cDNA
(controlo, de FGE de 1,1 kb < sequéncia ndo traduzida hGH3' <
orientacdo amp < cassete DHFR < cassete Cdneo (neomicina
reversa de FGE) fosfotransferase)

* > designa orientacdo 5' para 3'

Procedimentos Experimentais

Materiais e Métodos

Transfegdo de células HT-1080 produtoras de Iduronato 2-

Sulfatase e N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase

Recolheram-se células HT-1080 para se obterem 9-12 x 10°
células para cada eletroporacdo. Dois plasmideos foram
transfetados em duplicado: um a ser testado (FGE) e um
controlo; neste caso, o plasmideo de controlo continha o
cDNA de FGE clonado na orientacdo reversa relativamente ao
promotor do CMV. As células foram centrifugadas
aproximadamente a 1000 RPM durante 5 minutos. As células
foram suspensas em 1X PBS a 16x10° células/mL. A base da
cuvete de eletroporacdo adicionaram-se 100 ug de DNA
plasmidico, a solucédo de DNA presente na cuvete

adicionaram-se 750 uL de suspensdo de células (12x10°
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células). As células e DNA foram misturados suavemente com
uma pipeta de transferéncia de pléastico, tendo o cuidado de
nao criar bolhas. As células foram submetidas a
eletroporacdo a 450 VvV, 250 upF (BioRad Gene Pulser).

Registou-se a constante temporal.

As células sujeitas a eletroporacéao assentaram sem
perturbacdes durante 10-30 minutos. Depois adicionaram-se a
cada cuvete 1,25 mL de DMEM/10% soro de vitelo, o sistema
foli misturado e todas as células foram transferidas para um
baldo T75 fresco contendo 20 mL de DMEM/10. Passadas 24
horas, o baldo fol novamente nutrido com 20 mL de DMEM/10,
para remover células mortas. Quarenta e oito - setenta e
duas horas apds a transfecldo recolheram-se amostras de meio

e as células foram recolhidas de baldes T75 em duplicado.

Preparagdao do Meio

Um litro de DMEM/10 (contém: 23 mL de 2 mM L Glutamina, 115

mL de soro de vitelo).

As células foram transfetadas em meio sem metotrexato
(MTX) . Vinte e quatro horas mais tarde, as células foram
novamente nutridas com meio contendo as quantidades
apropriadas de MTX (36F = 1,0 pM MTX, 30C6 = 0,1 M MTX). O
meio fol recolhido e as células foram recolhidas as 24, 48

e 72 horas apds a nova nutricéao.

Ensaios de Atividade

Iduronato 2-Sulfatase (I2S). Colunas de dessalinizacdo NAPS5

(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia) foram

equilibradas com Tampdo de Didlise (5 mM acetato de soédio,
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5mM tris, pH 7,0). A amostra contendo I2S foi aplicada na
coluna e deixada entrar no leito. A amostra eluiu em 1 mL
de Tampdo de Diédlise. Amostras dessalinizadas foram
adicionalmente diluidas para aproximadamente 100 ng/mL de
I2S em Tamp&o Reacional (5 mM acetato de sdédio, 0,5 mg/L de
BSA, 0,1 % Triton X-100, pH 4,5). Adicionaram-se 10 uL de
cada amostra de I2S a linha de cima de uma Placa
Fluorométrica de 96 cavidades (Perkin Elmer, Norwalk, CT) e
0 sistema foil pré-incubado durante 15 minutos a 37°C.
Preparou-se substrato por dissolucdo de sulfato de 4-metil-
umbeliferilo (Fluka, Buchs, Suica) em Tampdo de Substrato
(5 mM acetato de sbédio, 0,5 mg/mL de BSA, pH 4,5) a uma
concentracdo final de 1,5 mg/mL. Adicionaram-se 100 pL de
Substrato a cada cavidade contendo amostra de I2S e a placa
foi incubada durante 1 hora a 37°C no escuro. Apds a
incubacdo adicionaram-se 190 uL de Tampdo de Terminacéo
(332,55 mM glicina, 207,5 mM carbonato de sédio, pH 10,7) a
cada cavidade contendo amostra. Preparou-se um lote de 4-
metilumbeliferona (4-MUF, Sigma, St. Louis, MO) como padréo
de produto em &gua com qgualidade reagente para uma
concentracdo final de 1 pM. Adicionaram-se 150 uL de Lote 1
M 4-MUF e 150 plL de Tampdo de Terminacdo a uma cavidade da
linha de cima da placa. Adicionaram-se 150 pL de Tampédo de
Terminacdo a cada cavidade restante da placa de 96
cavidades. Fizeram-se diluicdes em série de duas vezes
desde a linha de cima de cada coluna até a ultima linha da
placa. A placa foi 1lida num Analisador de Microplacas
Fusion Universal (Packard, Meriden, CT) com um comprimento
de onda de filtracdo de excitacdo de 330 nm e um
comprimento de onda de filtracdo de emissdo de 440 nm.
Gerou-se uma curva padrdo de umoles do lote de 4-MUF versus
fluorescéncia, e a partir desta curva extrapolou-se a

fluorescéncia de amostras desconhecidas. Os resultados
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estdo relatados em Unidades/mL, em gque uma Unidade de
atividade iguala 1 pmole de 4-MUF produzida por minuto a

37°C.

N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase (GALNS). O ensaio de

atividade de GALNS emprega o substrato fluorescente 4-
metilumbeliferil-pB-D-galactopirandésido-6-sulfato (Toronto
Research Chemicals 1Inc., Numero do Catdlogo M33448). O
ensaio consistia em dois passos. No primeiro passo, 75 uL
do substrato 1,3 mM, preparado em tampdo reacional (0,1 M
acetato de sbédio, 0,1 M cloreto de sédio, pH 4,3), foram
incubados durante 4 horas a 37°C com 10 pL de meio/amostra
proteica ou suas diluicdes correspondentes. A reacdo foi
terminada pela adicdo de 5 ulL de 2 M fosfato de sédio
monobasico, para inibir a atividade de GALNS. Apds a adicéo
de aproximadamente 500 U de B-galactosidase de Aspergillus
oryzae (Sigma, Numero do Catdlogo G5160), a mistura
reacional foi incubada a 37°C durante uma hora adicional,
para libertar a fracdo fluorescente do substrato. A segunda
reacdo foi terminada pela adicdo de 910 uL de solucdo de
terminacdo (1% glicina, 1% carbonato de sédio, pH 10,7).
Mediu-se a fluorescéncia da mistura resultante utilizando
um comprimento de onda de medicdo de 359 nm e um
comprimento de onda de referéncia de 445 nm, com 4-
metilumbeliferona (sal de sbébdio da Sigma, Numero do
Catdlogo M1508) servindo de padrdo de referéncia. Uma
unidade da atividade corresponde a nmoles de 4-

metilumbeliferona libertada por hora.

Imunoensaios (ELISA)

ITduronato 2-Sulfatase (I2S). Uma placa de fundo plano de 96

cavidades foil revestida com um anticorpo monoclonal anti-
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I2S de ratinho diluido para 10 pg/mL em 50 nM bicarbonato
de sbébdio pH 9,6 durante 1 hora a 37°C. O anticorpo
monoclonal anti-I2S de ratinho foi desenvolvido, sob
contrato com a Maine Biotechnology  Services, Inc.
(Portland, ME), num polipéptido I2S humano purificado,
produzido de modo recombinante e completo, wutilizando
tecnologia comum de producdo de hibridomas. A placa foi
lavada trés vezes com 1X PBS contendo 0,1% Tween-20 e foi
bloqueada durante 1 hora com 2% BSA em tampdo de lavagem a
37°C. Utilizou-se tampdo de lavagem com 2% BSA para diluir
amostras e padrdes. O padrdo de I2S foi diluido e utilizado
desde 100 ng/mL até 1,56 ng/mL. Apds remocdo do tampdo de
blogqueio, amostras e padrdes foram aplicados na placa e
incubados durante 1 hora a 37°C. O anticorpo de detecéo,
anticorpo anti-I2S de ratinho conjugado com peroxidase de
rdbano bravo, foi diluido para 0,15 pg/mL em tampdo de
lavagem com 2% BSA. A placa foi lavada trés vezes, o
anticorpo de detecdo foi adicionado a placa e o sistema foi
incubado durante 30 minutos a 37°C. Para desenvolver a
placa preparou-se substrato TMB (Bio-Rad, Hercules, CA). A
placa foil lavada 3 vezes, adicionaram-se a cada cavidade
100 nL de substrato e o sistema foi incubado durante 15
minutos a 37°C. A reacdo foi terminada com 2 N &cido
sulfarico (100 pL/cavidade) e a placa foi lida num leitor
de placas de microtitulo a 450 nm, utilizando 655 nm como

comprimento de onda de referéncia. N-Acetilgalactosamina 6-

Sulfatase (GALNS). Dois anticorpos monoclonais anti-GALNS

de ratinho proporcionaram a base para ELISA de GALNS. Os
anticorpos monoclonais anti-GALNS de ratinho também foram
desenvolvidos, sob contrato com a Maine Biotechnology
Services, Inc. (Portland, ME), num polipéptido GALNS humano
purificado, produzido de modo recombinante e completo,

utilizando tecnologia comum de producdo de hibridomas. O
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primeiro anticorpo, para captura de GALNS, foi utilizado
para revestir uma Placa F96 MaxiSorp Nunc-Immuno (Nalge
Nunc, Numero do Catadlogo 442404) num tampdo de revestimento
(50 mM Dbicarbonato de sbédio, pH 9,6). Apds incubacéao
durante uma hora a 37°C e lavagem com um tampdo de lavagem,
a placa foli bloqueada com tampdo de blogqueio (PBS, 0,05%
Tween-20, 2% BSA) durante uma hora a 37°C. Em seguida,
amostras experimentais e de controlo juntamente com padrdes
de GALNS foram carregados na placa e o sistema foi
adicionalmente incubado durante uma hora a 37°C. Apdbs
lavagem com um tampdo de lavagem, o segundo anticorpo, de
detecdo, conjugado com HRP foi aplicado em tampdo de
bloqueio, seguido de 30 minutos de incubacdo a 37°C. Apbs
nova lavagem da placa adicionou-se o reagente de substrato
TMB da Bio-Rad e o sistema foi incubado durante 15 minutos.
Depols adicionou-se 2 N &cido sulfurico, para terminar a
reacao, e oS resultados foram pontuados de forma
espetrofotométrica utilizando um leitor de placas Molecular

Device a um comprimento de onda de 450 nm.

Discussao

Efeito da FGE na Atividade de Sulfatase

GALNS. Observou-se um aumento de aproximadamente 50 vezes
da atividade de GALNS total relativamente aos niveis de
controlo (Figura 5). Este nivel de atividade aumentada foi
observado nos trés instantes de amostragem do meio. Além
disso, a atividade da GALNS foi-se acumulando linearmente
ao longo do tempo, com um aumento de quatro vezes entre as
24 e as 48 horas e um aumento de duas vezes entre os

instantes as 48 horas e 72 horas.
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I2S. Apesar da menor magnitude absoluta, observou-se um
efeito semelhante para a atividade de I2S total, tendo-se
observado um aumento de aproximadamente 5 vezes da
atividade de I2S total relativamente aos niveis de
controlo. Este nivel de atividade aumentada manteve-se
durante toda a experiéncia. A atividade da 1I2S foi-se
acumulando linearmente no meio ao longo do tempo,
semelhante aos resultados observados com a GALNS (2,3 vezes
entre as 24 e as 48 horas e 1,8 vezes entre as 48 e as 72

horas) .

Efeito da FGE na Atividade Especifica de Sulfatase

GALNS. A expressdao de FGE em células 36F aumentou a

atividade especifica aparente da GALNS (razdo entre
atividade enzimética e enzima total estimada por ELISA) em
40-60 vezes relativamente aos niveis de controlo (Figura
6). O aumento da atividade especifica manteve-se ao longo
dos trés instantes do estudo e aparentou aumentar ao longo

dos trés dias de acumulacédo pds-transfecéo.

I2S. Observou-se um efeito semelhante com a I2S, tendo sido
observado um aumento de 6-7 vezes da atividade especifica
(3-5 U/mg) relativamente aos valores de controlo (0,5 - 0,7

U/mg) .

Os valores de ELISA para a GALNS (Figura 7) e I2S ndo foram
significativamente afetados pela transfecdo da FGE. Isto
indica que a expressdo de FGE ndo enfraquece as vias de

traducdo e secrecdo envolvidas na producdo de sulfatases.

Em resumo, todos estes resultados para ambas as sulfatases

indicam que a expressdao de FGE aumenta dramaticamente a
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atividade especifica de sulfatase em linhas de células due

superexpressam a GALNS e I2S5.

Coexpressdo de FGE (SUMFl) e outros genes de sulfatases

Para testar o efeito da FGE (SUMFl) em atividades de
sulfatases adicionais em células normais, suUuperexpressamos
cDNAs de ARSA (SEQ ID NO: 14), ARSC (SEQ ID NO: 18) e ARSE
(SEQ ID NO: 22) em varias 1linhas de células com e sem
cotransfecdo do cDNA de FGE (SUMF1l), e medimos atividades
de sulfatases. A superexpressao de cDNAs de sulfatases em
células Cos-7 originou um aumento moderado da atividade de
sulfatase, ao passo que se observou um acentuado aumento
sinergético (20 até 50 wvezes) quando foram coexpressos um
gene de sulfatase e o gene FGE (SUMF1l). Observou-se um
efeito semelhante, se bem gue menor, em trés linhas de
células adicionais, HepG2, LE293 e U20S. A superexpressao
simultdnea de c¢cDNAs de multiplas sulfatases originou um
aumento menor de cada atividade de sulfatase especifica em
comparacdo com a superexpressdo de uma unica sulfatase,
indicando a presenca de competicéao das diferentes

sulfatases para a maquinaria de modificacéo.

Para testar a conservacdo funcional do gene FGE (SUMF1)
durante a evolucdo, superexpressamos cDNAs de ARSA, ARSC e
ARSE em varias linhas de células com e sem cotransfecdo do
cDNA de MSD, e medimos atividades de sulfatases. Ambos os
genes FGE (SUMF1) murino e de Drosophila foram ativos nas
trés sulfatases humanas, com FGE (SUMFl) de Drosophila
sendo menos eficiente. Estes dados demonstram um elevado
grau de conservacdo funcional de FGE (SUMF1l) durante a
evolucao, implicando uma importancia biolbégica

significativa para a funcdo e sobrevivéncia celulares.
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Observou-se um efeito semelhante e consistente, se bem que
muito mais fraco, utilizando o gene FGE2 (SUMF2), sugerindo
que a proteina codificada ©por este gene também tem
atividade modificadora de sulfatase. Estes dados demonstram
que a quantidade da proteina codificada por FGE (SUMF1l) é
um fator limitador das atividades de sulfatases, uma
descoberta com implicacdes importantes para a producdo em
larga escala de sulfatases ativas a serem utilizadas em

terapia de substituicdo enzimética.

ExemElo 4:

Identificacdo do gene mutado em MSD através de
complementacdo funcional utilizando transferéncia

cromossomica mediada por microcélulas.

Numa experiéncia separada utilizando transferéncia
cromossdmica mediada por microcélulas através de
complementacdo funcional, confirmdmos que o gene mutado em
MSD é FGE. As nossas descobertas proporcionam uma
compreensdo mais profunda de um novo mecanismo bioldgico
que afeta toda uma familia de proteinas em organismos
remotamente relacionados. Para além de identificar a base
molecular de uma doenca genética rara, os nossos dados
confirmam adicionalmente um efeito intensificador poderoso
do produto do gene FGE na atividade de sulfatases. A ultima
descoberta tem implicacdes clinicas diretas para a terapia
de pelo menos oito doencas humanas causadas por

deficiéncias de sulfatases.

O gene para MSD é mapeado no cromossoma 3p26
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Para identificar a localizacdo cromossdmica do gene mutado
em MSD tentédmos resgatar as enzimas sulfatase deficientes
por complementacdo funcional via transferéncia cromossdédmica
mediada por microcélulas. Um painel de linhas de células
hibridas humanas/ratinho, contendo cromossomas humanos
normais 1individuais marcados com o marcador selecionéavel
dominante HyTK, foi utilizado como fonte de cromossomas
humanos dadores e foi fundido a uma linha de células
imortalizadas de um paciente com MSD. Todos os 22
autossomas humanos foram transferidos, um por um, para a
linha de células do paciente e selecionaram-se hibridos em
higromicina. Foram escolhidas aproximadamente 25 coldnias
sobreviventes em cada uma das 22 experiéncias de
transferéncia. Estas cresceram separadamente e foram
recolhidas para testes enzimaticos subsequentes. As
atividades da Arilsulfatase A (ARSA) (SEQ ID NO: 15),
Arilsulfatase B (ARSB) (SEQ ID NO: 17) e Arilsulfatase C
(ARSC) (SEQ ID NO: 19) foram testadas para cada um dos
aproximadamente 440 clones (20 x 22). Esta andlise indicou
claramente que atividades de sulfatases de varios clones
derivados da transferéncia do Cromossoma 3 foram
significativamente mais elevadas em comparacdo com as de
todos o0s outros <clones. Observou-se uma variabilidade
acentuada gquando se analisaram as atividades de cada clone
individual da transferéncia do cromossoma 3. Para verificar
se cada clone tinha um cromossoma 3 humano intacto da linha
de células dadoras, utilizémos um painel de 23 marcadores
genéticos polimérficos para o cromossoma 3, distribuidos
uniformemente por todo o comprimento do cromossoma e
previamente selecionados com base no facto de  Thaver
diferentes alelos entre as linhas de células dadoras e do
paciente. Isto permitiu-nos examinar a ©presenca do

cromossoma dador e identificar possivels perdas de regides
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especificas devido a gquebra cromossémica acidental. Cada
clone possuindo elevada atividade enzimética reteve a
totalidade do cromossoma 3 da linha de células dadoras, ao
passo que clones com baixas atividades aparentaram ter
perdido todo o cromossoma com base na auséncia de alelos do
cromossoma 3 da linha de células dadoras. Os ultimos clones
provavelmente retiveram uma pequena regido do cromossoma
dador contendo o gene marcador selecionavel que lhes
permitiu sobreviver em meio contendo higromicina. Estes
dados indicam que um cromossoma 3 humano normal conseguiu
complementar o defeito observado na linha de células do

paciente com MSD.

Para determinar a regido cromossémica especifica contendo o
gene responsavel pela atividade de complementacao
utilizémos hibridos do cromossoma 3 marcados com Neo gue se
verificou terem perdido véarias porcdes do cromossoma.
Adicionalmente, efetuémos transferéncia cromossdmica
mediada por microcélulas irradiadas de cromossomas 3
humanos marcados com HyTK. Cento e quinze hibridos
irradiados do cromossoma 3 foram testados gquanto a
atividades de sulfatase e foram submetidos a genotipagem
utilizando um painel de 31 marcadores microssatélite
polimérficos abrangendo todo o cromossoma. Todos os clones
exibindo elevadas atividades enzimadticas aparentaram ter
retido o cromossoma 3p26. Uma andlise de maior resolucédo
utilizando marcadores adicionais desta regido mapeou a
localizacdo putativa do gene de complementacdo entre os

marcadores D353630 e D3S52397.

Identificagdo do gene mutado em MSD
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Investigédmos genes da regido gendmica 3p26 gquanto a
mutacdes em pacientes com MSD. Cada exdo, incluindo juncdes
de processamento, foi amplificado por PCR e analisado por
sequenciacédo direta. Efetuou-se andlise de mutacdes em doze
individuos afetados ndo relacionados; cinco pacientes com
MSD previamente descritos e sete casos nao publicados.
Identificaram-se varias mutacdes a partir do nosso coorte
de MSD no marcador de sequéncias expressas (EST) AK075459
(SEQ ID NOs: 4, 5), correspondendo a um gene de funcao
desconhecida, sugerindo fortemente gque este era o gene
envolvido em MSD. Verificou-se gque cada mutacdo estava
ausente em 100 individuos de controlo, desse modo excluindo
a presenca de um polimorfismo de sequéncias. Efetuou-se
anadlise de mutacdes para confirmacdo adicional em RNAs de
pacientes transcritos de forma reversa, particularmente
naqueles casos onde a analise de DNA gendmico revelou a
presenca de uma mutacdo num sitio de processamento ou
proximo deste, possivelmente afetando o processamento.
Também foram identificadas mutacdes por deslocamento do
quadro de leitura, sem sentido, de processamento e de
sentido trocado, sugerindo que a doenca € causada por uma
perda do mecanismo funcional, como antecipado para uma
perturbacdo recessiva. Isto também ¢é consistente com a
observacdo de que dquase todas as mutacdes de sentido
trocado afetam aminodcidos que estdo altamente conservados

ao longo da evolucdo (ver em baixo).
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Caso referéncia fendétipo exdo alteracgdo de alteracdo
nucledtidos de amino-acidos
1. Conary et moderado 463T>C S 155P
BA426 al, 1988
463T>C S155P
2. Burch et neonatal 66ldelG deslocamento do
BA428 al, 1986 grave quadro de leitura
3. Zenger et moderado 2T>G MIR
BA431 al, 1989
276delC deslocamento do
quadro de leitura
4. Burk et al, ligeiro- 463T>C S155P
BA799 1981 moderado
463T>C S155P
5. nao neonatal 1045T>C R349W
BA8O6 publicado grave
6. Schmidt et desconhecido c¢519+4delGTAA omissdo ex 3
BABO7 al, 1995
1076C>A $359X
7. Couchot et ligeiro- 1A>G M1V
BA809 al, 1974 moderado
1042G>C A348P
8. ndo grave 1006T>C C336R
BA810 publicado
1046G>A R3490
9. ndo neonatal c519+4delGTAA omissdo ex 3
BAS11 publicado grave
979C>T R327X
10. nao moderado c.603-6delC omissdao ex 6
BA815 publicado
836C>T A279V
11. nao ligeiro- 1033C>T R345C
BAS19 publicado moderado
1033C>T R345C
12. nao moderado 653G>A c218Y
BAS20 publicado
1033C>T R345C
Foram identificadas mutacdes em cada paciente com MSD
testado, desse modo excluindo heterogeneidade de locus. N&o

foi observada nenhuma correlacdo 6bvia entre os tipos de
mutacdes identificados e a gravidade do fendtipo relatado

nos pacientes, sugerindo que a variabilidade clinica nédo é

causada por heterogeneidade alélica. Em trés casos,

verificou-se que diferentes pacientes (caso 1 e 4, caso © e

9, e caso 11 e 12 na Tabela 6) continham a mesma mutacéo.

Dois destes pacientes (caso 11 e 12) eram originarios da

mesma cidade da Sicilia, sugerindo a presenca de um efeito

fundador que foili realmente confirmado por andlise de

haplbétipos. Surpreendentemente, verificou-se que a maior
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parte dos pacientes era heterozigbdtico composto, contendo
diferentes mutacdes alélicas, ao passo dgue apenas alguns
eram homozigbticos. Apesar de ser consistente com a
auséncia de consanguinidade relatada pelos pais, esta
descoberta foi um pouco inesperada para uma perturbacéo

recessiva muito rara como a MSD.

O gene e proteina FGE

A sequéncia de c¢DNA de consenso do c¢DNA da FGE humana
(também usado aqui de forma intermutédvel com SUMF1l) (SEQ ID
NO: 1) foi reunida a partir de varios clones de marcadores
de sequéncias expressas (EST) e parcialmente da sequéncia
gendmica correspondente. O gene contém nove exdes e abrange
aproximadamente 105 kb (ver Exemplo 1). A comparacdo de
sequéncias também identificou a presenca de um parédlogo do
gene FGE localizado no cromossoma 7 humano, que designamos
FGE2 (também usado aqui de forma intermutdvel com SUMF2)

(SEQ ID NOs: 45, 4¢6).

Complementagdo funcional de deficiéncias de sulfatases

Fibroblastos de dois pacientes (caso 1 e 12 na Tabela 8)
com MSD onde identificémos mutacdes do gene FGE (SUMF1)
(linhas de células BA426 e BA920) foram infetados com virus
HSV contendo a forma de tipo selvagem e duas formas mutadas
do c¢DNA de FGE (SUMF1l) (R327X e Aex3). Testaram-se as
atividades de ARSA, ARSB e ARSC 72 horas apbds a infecdo. A
expressdo do cDNA de FGE (SUMF1l) de tipo selvagem originou
complementacdo funcional das trés atividades, ao passo que
cDNAs de FGE (SUMFl) mutantes ndo o fizeram (Tabela 9).
Estes dados proporcionam evidéncias conclusivas da

identidade de FGE (SUMFl) como sendo o gene de MSD e provam
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a relevancia funcional das mutacdes encontradas em
pacientes. As mutacdes associadas a doenca originam
deficiéncia de sulfatase, desse modo demonstrando que a FGE

(SUMF1) é um fator essencial para a atividade de sulfatase.

Tabela 9: Complementagdo funcional de deficiéncias de

sulfatases
Linha de células construcédo ARSAM) ARSB® ARsc
MSD de recetores
BA426 Produto de 24,0 22,5 0,15
amplificagdo do HSV
SUMF1-Aex3 42,0 23,8 0,29
SUMF1-R327X 33,6 24,2 0,16
SUMF1 119,5 37,8 0,62
(4,9 x) (1,7 x) (4,1 x)
BAS20 Produto de 16,6 11,3 0,15
amplificacdo do HS3V
SUMF1-Aex3 17,2 14,4 0,07
SUMF1-R327X 36,0 13,5 0,13
SUMF1 66,5 (4,0 | 21,6 0,42
) (1,9 x) (2,8 x)
Gama de controlo 123, 7- 50, 6- 1,80~
394,6 60,7 1,58

" Todas as atividades enzimidticas estdo expressas em nmoles de 4-

metilumbeliferona libertadas mg proteina'. 3 horas. As linhas de
células MSD BA426 e BA920 foram infetadas com o produto de
amplificacdo do HSV isoladamente, e com construcdes contendo cDNAs de
SUMF1 mutantes ou de tipo selvagem. O aumento de atividades de
arilsulfatases isoladas em fibroblastos infetados com o gene SUMfl de
tipo selvagem, em comparacdo com as de células infetadas com o vetor
isoladamente, estd indicado entre parénteses. Estdo indicadas
atividades medidas em fibroblastos de controlo ndo infetados.

Base molecular da MSD

Com base na hipdtese de que o gene da doenca deve ser capaz
de complementar a deficiéncia enzimdtica numa linha de
células de um paciente, realizamos transferéncia
cromossdmica mediada por microcélulas para uma linha de
células imortalizada de um paciente com MSD. Esta técnica
tem sido utilizada com éxito para a identificacdo de genes

cuja funcdo prevista pode ser avaliada em linhas de células
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(por exemplo, medindo a atividade enzimética ou detetando
caracteristicas morfoldgicas). Para abordar o problema da
variabilidade estocédstica da atividade enzimadtica medimos
as atividades de trés sulfatases diferentes (ARSA, ARSB e
ARSC) no ensaio de complementacéo. Os resultados da
transferéncia cromossémica indicaram claramente o
mapeamento do gene de complementacdo no cromossoma 3.
Obteve-se mapeamento sub-regional gerando um painel de
hibridos de radiacdo para o cromossoma 3. Clones hibridos
individuais foram caracterizados ao nivel gendbmico, por
tipagem de 31 marcadores microssatélite exibindo alelos
diferentes entre linhas de células dadoras e recetoras, e
ao nivel funcional, testando atividades de sulfatases. A
andlise de 130 desses hibridos levou ao mapeamento da

regido de complementacdo no cromossoma 3p26.

Depois de definida a regido genbdmica critica, o gene FGE
(SUMF1) também foi identificado por anédlise de mutacdes em
DNA de pacientes. Encontraram-se mutacdes em todos o0s
pacientes testados, provando dque um Unico gene esté
envolvido em MSD. As mutacdes encontradas foram de tipos
diferentes, a maioria (por exemplo, sitio de processamento,
sitio de 1inicio, sem sentido, deslocamento do quadro de
leitura) resultando putativamente numa funcdo perdida da
proteina codificada, como esperado para uma doenca
recessiva. A maior parte das mutacdes de sentido trocado
afeta coddes correspondentes a aminoadcidos que tém estado
altamente conservados durante a evolucdo, sugerindo gue
também estas mutacdes causam uma perda de funcdo. Nido foi
possivel extrair correlacdes entre o tipo de mutacdo e a
gravidade do fendétipo, 1indicando que o UuUltimo se deve a
fatores nédo relacionados. Inesperadamente para uma doenca

genética rara, verificou-se que muitos pacientes eram
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heterozigdticos compostos, contendo duas mutacdes
diferentes. No entanto, foi identificado um efeito fundador
para uma mutacdo origindria de uma pequena cidade da

Sicilia.

Fungdo do gene FGE (SUMF1)

A identidade do gene FGE (SUMF1) Como "fator de
complementacdo" foil demonstrada de modo definitivo por
resgate da deficiéncia enzimética de quatro sulfatases
diferentes por expressdo de cDNA de FGE (SUMF1l) exdbgeno,
inserido num vetor viral, em duas linhas de células de
pacientes diferentes. Em cada caso observou-se um
restabelecimento consistente, se bem que parcial, de todas
as atividades de sulfatases testadas, em comparacdo com
linhas de células de pacientes de controlo transfetadas com
vetores vazios. Em média, o aumento das atividades
enzimadticas variou entre 1,7 e 4,9 vezes e atingiu
aproximadamente metade dos niveis observados em linhas de
células normais. A atividade enzimdtica estéd correlacionada
com o numero de particulas de virus utilizado em cada
experiéncia e com a eficiéncia da infecdo, testada por
analise de proteina marcadora (GFP) . Nas mesmas
experiéncias utilizaram-se vetores contendo cDNAs de FGE
(SUMF1) contendo duas das mutacdes encontradas nos
pacientes, R327X e Aex3, ndo tendo sido observado nenhum
aumento significativo da atividade enzimédtica, desse modo

demonstrando a relevancia funcional destas mutacdes.

Como mencionado aqui noutro local, Schmidt et al.
descobriram primeiramente que sulfatases sofrem uma
modificacédo pds-traducéo de uma cisteina altamente

conservada, dque se encontra no sitio ativo da maior parte
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das sulfatases, em Cyq—formilglicina. Também mostraram dJue
esta modificacdo era defeituosa em MSD (Schmidt, B., et
al., Cell, 1995, 82: 271-278). Os nossos dados mutacionais
e funcionais proporcionam evidéncias fortes de que o FGE

(SUMF1l) é responséavel por esta modificacéo.

O gene FGE (SUMF1l) exibe um grau extremamente elevado de
conservacdo de sequéncia ao longo de todas as espécies
remotamente relacionadas analisadas, desde bactérias até ao
homem. Proporcionamos evidéncias de que o homdélogo de
Drosophila do gene FGE (SUMF1l) humano é capaz de ativar
sulfatases humanas superexpressas, provando que o elevado
nivel observado de semelhanca de sequéncias dos genes FGE
(SUMF1) de espécies remotamente relacionadas estéa
correlacionado com uma acentuada conservacdo funcional. Uma
excecdo notdvel é levedura, dgue aparenta estar desprovida
do gene FGE (SUMF1) bem como de quaisquer genes
codificadores de sulfatases, 1indicando que a funcdo de
sulfatase ndo é requerida por este organismo e sugerindo a
presenca de uma influéncia reciproca na evolucdo de genes

FGE (SUMF1l) e de sulfatases.

E interessante notar que h& dois genes homdélogos, FGE
(SUMF1l) e FGE2 (SUMF2), nos genomas de todos os vertebrados
analisados, incluindo humanos. Como é evidente da &rvore
filogenética, o© gene FGE2 (SUMF2) aparenta ter evoluido
independentemente do gene FGE (SUMFl). Nos nossos ensaios,
0 gene FGE2 (SUMF2) também é capaz de ativar sulfatases,
mas fa-lo de um modo muito menos eficiente em comparacéo
com o gene FGE (SUMF1l). Isto pode ser responsavel pela
atividade de sulfatase residual encontrada em pacientes com
MSD e sugere que uma deficiéncia completa de sulfatases

seria letal. Neste momento nao podemos excluir a
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possibilidade de o gene FGE2 (SUMF2) ter wuma funcéo

adicional, se bem que ainda desconhecida.

Impacto na terapia de doengas devidas a deficiéncia de

sulfatases

Observou-se um forte aumento, até 50 vezes, de atividades
de sulfatases em células que superexpressam cDNA de FGE
(SUMF1l) em conjunto com c¢cDNAs de ARSA, ARSC ou ARSE, em
comparacédo com células que superexpressam sulfatases Unicas
isoladas. Em todas as linhas de células encontrou-se um
efeito sinergético significativo, indicando que o FGE
(SUMF1l) é um fator limitador da atividade de sulfatase. No
entanto, observou-se variabilidade entre diferentes
sulfatases, possivelmente devido a diferente afinidade da
proteina codificada por FGE (SUMF1) para as VAarias
sulfatases. Também foli observada variabilidade entre
diferentes 1linhas de células que podem ter niveis
diferentes de enzima geradora de formilglicina endbdgena. De
modo consistente com estas observacdes, verificémos que a
expressdo do gene MSD varia entre diferentes tecidos, com
niveis significativamente elevados no rim e figado. Isto
pode ter implicacdes importantes, pois tecidos com niveis
baixos de expressdo do gene FGE (SUMF1l) podem ser menos
capazes de modificar efetivamente proteinas sulfatases
distribuidas de modo exdgeno (ver em baixo). Em conjunto,
estes dados sugerem dque a funcdo do gene FGE (SUMF1)
evoluiu até atingir um sistema regulador dual, em que cada
sulfatase ¢é controlada por um mecanismo individual,
responsavel pelos niveis de mRNA de cada gene sulfatase
estrutural, e um mecanismo comum partilhado por todas as
sulfatases. Adicionalmente, o FGE2 (SUMF2) proporciona

redundancia parcial para a modificacdo de sulfatases.
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Estes dados tém implicacdes profundas na producdo em massa
de sulfatases ativas a serem utilizadas em terapia de
substituicdo enzimédtica. Tém sido relatados estudos de
substituicdo enzimdtica em modelos animais de deficiéncias
de sulfatases, como um modelo felino de mucopolissacaridose
VI, e tém demonstrado ser eficazes na prevencdo e cura de
varios sintomas. Estdo presentemente a ser conduzidos
ensaios terapéuticos em humanos para duas perturbacdes
congénitas devidas a deficiéncia de sulfatases, MPSII
(sindroma de Hunter) e MPSVI (sindroma de Maroteaux-Lamy),
e Dbrevemente serdo estendidos a um numero maior de

pacientes.

Exemelo 5:

Terapia de Substituig¢do Enzimdtica com GALNS ativada por

FGE para Doenca de Morquio MPS IVA

A causa primaria da patologia esquelética em pacientes com
Morquio ¢ a acumulacdo de sulfato de queratano (KS) em
condrécitos do disco (placa de crescimento) epifiséario
devido a deficiéncia da sulfatase 1lisossédmica, GALNS. O
objetivo principal de estudos de investigacdo in vivo foi
determinar se GALNS ativada por FGE administrada
intravenosamente (IV) era capaz de penetrar em condrécitos
da placa de crescimento, bem como noutros tipos de células
apropriados, em ratinhos normais. Nao obstante uma auséncia
geral de anormalidades esqueléticas, um modelo de ratinho
deficiente em GALNS (Morquio Knock-In -MKI, S. Tomatsu, St.
Louis University, MO) também foi utilizado para demonstrar
atividade Dbiogquimica in vivo de GALNS ativada por FGE
administrada repetidamente. A auséncia de patologia

esquelética em modelos de ratinho reflete o facto de o KS
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esquelético estar grandemente reduzido ou ausente em
roedores (Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228: 443-
450). No entanto, estes ratinhos demonstraram acumulacédo
detetdvel de GAG e outras anormalidades celulares em varios
6rgdos e tecidos. Em consequéncia, o objetivo global dos
estudos foi demonstrar que GALNS ativada por FGE penetra na
placa de crescimento (estudo de biodistribuicdo) e exibe
atividade enzimdtica de GALNS funcional dirigida para a
remocdo de GAG acumulado em tecidos afetados (estudo

farmacodindmico) .

Os resultados destes estudos demonstraram gque GALNS ativada
por FGE injetada IV foili interiorizada por condrdécitos da
placa de crescimento, apesar de a niveis relativamente
baixos em comparacdo com outros tecidos. Adicionalmente, a
injecdo de GALNS ativada por FGE ao longo de 16 semanas em
ratinhos MKI eliminou efetivamente GAG acumulado e reduziu
a coloracdo de Dbiomarcadores 1lisossdmicos em todos os
tecidos moles examinados. FEm resumo, as experiéncias
demonstraram com sucesso a distribuicdo de GALNS em
condrécitos da placa de crescimento e demonstraram
atividade bioquimica em termos de eliminacdo de GAG em

miltiplos tecidos.

Estudo de Biodistribuigéao

Ratinhos ICR (normais) de quatro semanas de idade receberam
uma Unica injecdo IV de 5 mg/kg de GALNS ativada por FGE.
Recolheram-se o figado, fémur (osso), coracdo, rim e baco
duas horas apds a injecédo, tendo sido preparados para exame
histoldégico. Utilizou-se um anticorpo monoclonal anti-GALNS
humana para detetar a presenca de GALNS injetada nos varios

tecidos. A  GALNS foi detetada em todos os tecidos
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examinados em comparacdo com controlos de veiculo. Além
disso, a GALNS foi facilmente observada em todos os tecidos
examinados utilizando um sistema repdrter de peroxidase de
rdbano bravo, com a excecdo de osso. A demonstracdo da
captacdo de GALNS na placa de crescimento requereu a
utilizacdo de um sistema repdérter de isotiocianato de
fluoresceina (FTTC) mais sensivel e indica que, apesar de a
GALNS ©penetrar na placa de crescimento, estd menos
rapidamente disponivel para condrécitos da placa de
crescimento do que para células de tecidos moles. N&o
obstante o requisito de um método de detecdo fluorescente
mais sensivel, a distribuicdo de GALNS em condrdédcitos da
placa de crescimento do osso foil observada em todas as
seccbdes da placa de crescimento examinadas, em comparacéo

com o0s controlos de veiculo.

Estudo Farmacodindmico em Ratinhos MKI

Ratinhos MKI ou de tipo selvagem de quatro semanas de idade
receberam semanalmente injecdes IV (n=8 por grupo) até as
20 semanas de idade. Cada injecdo semanal consistiu em 2
mg/kg de GALNS ativada por FGE ou controlo de veiculo
(nenhuma injecdo para ratinhos de tipo selvagem). Todos o0s
ratinhos foram sacrificados, para exame histoldédgico, as 20
semanas de idade e foram corados empregando os métodos
seguintes: hematoxilina e eosina para morfologia celular,

azul de alcian para detecdo de GAGs.

A eliminacdo de GAGs acumulados foi demonstrada por
coloracdo reduzida ou ausente com azul de alcian em todos
os tecidos moles examinados (figado, coracdo, rim e baco).
Isto foi observado apenas nos ratinhos injetados com GALNS.

Apesar de a placa de crescimento nos ratinhos MKI ter
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funcionado normalmente, evidenciado por morfologia
esquelética normal, observaram-se anormalidades celulares
mais subtis (incluindo vacuolizacdo de condrécitos sem
efeito patoldgico aparente). 0Os condrbédcitos vacuolizados
das zonas hipertréficas e de proliferacdo da placa de
crescimento ndo foram afetados pela administracdo de GALNS.
Isto contrastou com os condrdécitos da zona de calcificacéao
da placa de crescimento, onde se observou uma reducdo da
vacuolizacdo em ratinhos injetados com GALNS. A
vacuolizacéo de condrocitos e acumulacao de GAGs
presumivelmente ndo KS na placa de crescimento em ratinhos
MKI foi, em geral, surpreendente e inesperada, devido a
auséncia conhecida de KS na placa de crescimento de
ratinhos. Estas observacdes particulares refletem
provavelmente o facto de que, nos ratinhos "knock-in",
estdo presentes niveis elevados de GALNS mutante (em
oposicdo a ratinhos "knock-out", onde ndo had GALNS mutante
residual, nenhuma vacuclizacdo de condrécitos da placa de
crescimento e nenhuma acumulacdo de GAG - Tomatsu S. et
al., Human Molecular Genetics, 2003, 12: 3349-3358). O
fenbmeno de vacuolizacdo na placa de crescimento pode ser
indicador de um efeito secunddrio num subconjunto de
células gue expressam GALNS mutante. Ainda assim, a injecdo
de enzima ao longo de 16 semanas demonstrou evidéncias
fortes de distribuicdo de GALNS ativada por FGE em

mialtiplos tecidos e atividade enzimédtica in vivo.

Descricdo Pormenorizada das Figuras

Fig. 1: Espetros de massa MALDI-TOF de P23 apéds incubacgédo
na auséncia (A) ou presenga (B) de um extrato solivel de
microssomas de testiculo bovino. Incubaram-se 6 pmol de

P23, em condicdes padrdo, durante 10 minutos a 37°C na
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auséncia ou presenca de 1 pL de extrato microssémico. As
amostras foram preparadas para espetrometria de massa
MALDI-TOF como descrito em Procedimentos Experimentais.
Estdao indicadas as massas monoisotépicas MH' do P23

(2526,28) e seu derivado FGly (2508,29).

Fig. 2: Arvore filogenética derivada de um alinhamento de
FGE humana e 21 proteinas da semente PFAM-DUF323. Os
nimeros nos ramos indicam a distédncia filogenética. As
proteinas s&do designadas pelo seu numero TrEMBL ID e o nome
da espécie. hFGE - FGE humana. Em cima & direita: escala
das distancias filogenéticas. Um asterisco indica que o
gene foil adicionalmente investigado. Os sete genes de cima

fazem parte da familia de genes FGE.

Fig. 3: Organizagdo do locus do gene FGE humano e murino.
Os exbOes estdo mostrados a escala na forma de reténgulos
pretos (locus humano) e retadngulos claros (locus murino). A
barra no canto inferior direito mostra a escala. As linhas
entre os exbes mostram os intrdes (ndo a escala). Os
numeros acima das linhas de intrdes indicam a dimensdo dos

intrdes em quilobases.

Fig. 4: Diagrama que mostra um mapa do Plasmideo de

Expressdo de FGE pXMG.1l.3.

Fig. 5: Grafico de barras que ilustra a Atividade da N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células 36F Transfetadas
de Modo Transitério com o Plasmideo de Expressdo de FGE.
Células foram transfetadas com um plasmideo de controlo,
PXMG.1.2, com o cDNA de FGE na orientacdo reversa, ou um
plasmideo de expressdo de FGE, pXMG.1.3 em meio sem

metotrexato (MTX). Vinte e quatro horas mais tarde, as
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células foram novamente nutridas com meio contendo 1,0 pM
MTX. O meio fol recolhido e as células foram recolhidas as
24, 48 e 72 horas apds a nova nutricdo. A atividade de N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase foi determinada por ensaio
de atividade. Cada wvalor mostrado ¢é a média de duas
transfecdes separadas, com desvios padrdo 1indicados por

barras de erro.

Fig. 6: Grafico de barras que ilustra a Atividade
Especifica da N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células
36F Transfetadas de Modo Transitério com o Plasmideo de
Expressdo de FGE. Células foram transfetadas com um
plasmideo de controlo, pXMG.1.2, com o cDNA de FGE na
orientacdo reversa, ou um plasmideo de expressdo de FGE,
PXMG.1.3 em meio sem metotrexato (MTX). Vinte e quatro
horas mais tarde, as células foram novamente nutridas com
meio contendo 1,0 pM MTX. O meio foi recolhido e as células
foram recolhidas as 24, 48 e 72 horas apds a nova nutricéao.
A atividade especifica de N-Acetilgalactosamina 6-Sulfatase
foi determinada por ensaio de atividade e ELISA e esta
representada como uma razao de atividade de N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase por mg de N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase reativa em ELISA. Cada

valor mostrado é a média de duas transfecdes separadas.

Fig. 7: Grafico de barras que ilustra a Produgdo da N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase em Células 36F Transfetadas
de Modo Transitdério com o Plasmideo de Expressdo de FGE.
Células foram transfetadas com um plasmideo de controlo,
pPXMG.1.2, com o cDNA de FGE na orientacdo reversa, ou um
plasmideo de expressdao de FGE, pXMG.1.3 em meio sem
metotrexato (MTX). Vinte e quatro horas mais tarde, as

células foram novamente nutridas com meio contendo 1,0 pM
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MTX. O meio foi recolhido e as células foram recolhidas as
24, 48 e 72 horas apbds a nova nutricdo. A proteina total N-
Acetilgalactosamina 6-Sulfatase foi determinada por ELISA.
Cada valor mostrado ¢é a média de duas transfecodes

separadas, com desvios padrdo indicados por barras de erro.

Fig. 8: Grafico de barras que ilustra a Atividade da
Iduronato 2-Sulfatase em Células 30C6 Transfetadas de Modo
Transitério com o Plasmideo de Expressdo de FGE. Células
foram transfetadas com um plasmideo de controlo, pXMG.1.2,
com o cDNA de FGE na orientacdo reversa, ou um plasmideo de
expressdo de FGE, pXMG.1.3 em meio sem metotrexato (MTX).
Vinte e quatro horas mais tarde, as células foram novamente
nutridas com meio contendo 0,1 pM MTX. O meio foi recolhido
e as células foram recolhidas as 24, 48 e 72 horas apdbds a
nova nutricdo. A atividade da Iduronato 2-Sulfatase foi
determinada por ensaio de atividade. Cada valor mostrado é

a média de duas transfecdes separadas.

Fig. 9: Ilustra um estojo que implementa caracteristicas da

presente invencéao.

Todas as referéncias divulgadas aqui sdo incorporadas por
referéncia na sua totalidade. O que é reivindicado estéa
apresentado em baixo e ¢é seguido de uma Listagem de

Sequéncias.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Transkaryotic Therapies, Inc.
von Figura, Kurt
Schmidt, Bernhard

Dierks, Thomas
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aatagacttt
tggcagggey
gttgatgcct
tggacttcag
cccecttetg
tgttacaggt

ctgggattee

<210> 4
<211> 2130
<212> DNA

<213>

<400> 4

Homo sapiens

ccgeactagg
tgctctcget
ggtecccttge
cggcagcegc
ggcaactcge
atgatcctca
cttacatgga
gctatttgac
agcaagtgaa
aaggcgctaa
atccagtict
ggctgeccac
tccecctgggg
agtttcecggt
tcceteccaa
actggtggac
ggaaagaccg
atcgctgtge

gctgtgeage

Homo sapiens

gctggtgtgt
gctgtgtgga
gggttcttge
tcaccgatac
gcactcaaag
gataaagcag
tgcctatgaa
agaggctgag
gaccaatatt
ctggagacac
ccatgtgtce
ggaagctgag
caacaaactg
gaccaacack
tggttatggce
tgttecateat
agtgaagaaa
tgcteggage

cgaccgectyg

ggacgttgcec
gcggcaggga
ggctgeggea
tcgcgggagg
atggtcccca
gatggggaag
gtcagtaata
aagtttggcg
caacaggcag
ccagaagggc
tggaatgatg
tgggaataca
cagcccaaag
ggtgaggatg
ttatacaaca
tctgttgaag
ggtggatcct
cagaacacac

cccaccatgg

ctgagctggg
gccaggagge
cgececcageyg
ctaacgctce
tccctgetgg
cacctgcgag
ctgaatttga
actcecctttgt
ttgcagetge
ctgactctac
cggttgecta
gctgtegagg
gccagecatta
gcttccaagg
tagtggggaa
aaacgecttaa
acatgtgcca
ctgatagetc

ac

tctegtecte
cgggacecggt
gcctggegee
gggeccegta
agtatttaca
gagagttact
gaagtttgtg
ctttgaaggc
tccctggtgyg
tattctgeac
ctgcacttgg
aggectgeat
tgeccaacatt
aactgcgect
cgcatgggaa
cceaaaaggt
taggtettat

tgecttcgaat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
990
960

1020
1080

1122

173



acatggcccg
tgagctgggt
¢ccaggaggee
geccccagegy
taacgetccg
cectgctgga
acctgegagg
tgaatttgag
ctectttgte
tgecagetgct
tgactctact
ggttgectac

ctgtegagga

ccagcattat
cttccaagga
agtggggaac
aacgcttaac
catgtgcecat
tgatagctct
ctgacaacca
ctttceotcag
acctgcccaa
atgtgcttta
tttaaagagyg
cgcaggcict
gktgcectcecce
accagttcta
tttttageta
tctettatgt
ttgtttttec
gtgatggtat
tgtgectttat
tecceceectete
taattctaga
ggtattttgt

catgcactgt

<210> 5

cgggacaaca
ctcgtectet
gggaccggtg
cectyggogeee
ggecccgtac
gtatttacaa
agagttacta
aagtttgtga
tttgaaggca
cectggtggt
attctgcaca
tgcacttyggg

ggcctgeata

gccaacattct
actgcgcchg
gcatgggaat
ccaaaaggtc
aggtcttatt
gcttegaatce
agggtagtct
aactttgaac
tggccaaagg
tggtgtggtg
aaggggagtg
gccacadggyg
ctatcaaatg
aaaagggtat
ttttttecat
attatgttcg
aaggaaatca
gctgaagtte
cttttaacat
cccaaagcct
tatagggaaa
aatagggaat

gttgaataaa

tggetgcgee
tgctgetget
cgggcgeggy
aktggcagtte
ccggagagcg
tgggcacaga
ttgatgcect
actcaactgyg
tgttgagtga
tacctgtgaa
ggccggatca
cagggaagcg

atagactttt

ggcagggega
ctgatgectt
ggacttcaga
ccecetbicgy
gttacaggta
tgggattccg
teccceagtec
gatcccatge
aaccgeeottg
catctttgga
gagggaaccc
ttagacccca
aaggaatgga
cagattctat
gtgtgaacct
gaagaggggt
gtgtctttta
agcecgttgaa
taagtgcctt
tcagecgaacyg
aaggaacgag
aggaaacctkt

cgtatctgcet

cgcactaggg
getctecgetg
gtcecttgeg
ggcagcecgcek
gcaactcgecyg
tgatcckcag
ttacatggat
ctatttgaca
gcaagtgaag
aggcgctaac
teccagttete
gctgcccacy

cecectgggge

ttttceggtg
ccckcccaat
cktggtggact
gaaagaccga
tcgotgtget
ctgtgeagec
aaggagcagt
aaagaattece
tgagaccaaa
gatcatcacce
tgagctaggc
ggtccgacge
cagcatgace
tgtgacttca
tgagtgatac
gtggtgactc
cgttgttatg
cacataggaa
tggttcagag
tgaaatgtge
gaccttgaat

gttggctgtg

ctggtgtgty
ctgtgtggag
ggttecttgeg
caccgatact
cactcaaaga
ataaagcagg
gectatgaag
gaggctgaga
accaatkattc
tggagacacc
catgtgtect
gaagctgagt

aacaaactgce

accaacactg
ggttatggcet
gttcatcatt
gtgaagaaag
gocteggagece
gaccgectyge
cgtgtcrgac
caccctgagyg
ttgctgacct
atattttact
ttcaggaggc
ttgaccttec
tctgggtgtce
tagaatttat
taatcatgta
ctttatatte
atgaatccca
tgtctgtggyg
gggcagtcat
gctaaacggy
gagctatatt

gaatatccga

gacgttgecco
cggcagggag
gctgeggeac
cgcgggaggc
tggtcceccat
atggggaagc
tcagtaatac
agtttggega
aacaggcagt
cagaagggecc
ggaatgatgce
gggaatacag

agcccaaagg

gtgaggatgg
tatacaacat
ctgttgaaga
gtggatccta
agaacacacc
ccaccatgga
ctacattggy
tgggttacat
gggtcagtge
tttgagagtce
ccgeakccta
tgggcctcaa
tctccaacte
gatagattat
aagtaagagt
gtactgcact
catggggccyg
gtgactctac
aagectctgtt
gaaacctgtt
cagggtatcc

tgctttgaat

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

B840

500

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1880
2040
2100
2130

174



<211>
<212>
<213>

<400>

374
PRT

Homo sapiens

175



Met

Gly

Gly

Sex

Ala

65

Pro

ala

Leu

Ser

Cys

30

Ala

Gly

Ala

val

Gln

35

Gly

Ala

Glu

Pro

Leu

20

Glu

Cys

His

Arg

Ala

Leu

Ala

Gly

Arg

Gln
BS

Leu

Leu

Gly

Thx

Tyr
70

Leu

Gly Leu

Leu Leu

Thr Gly
40

Pro Gln
55

Ser Arg

Ala His

val

Leu

235

Ala

Arg

Glu

Ser

Cys

10

Ser

Gly

Pro

Ala

Lys
20

Gly

Leu

Ala

Gly

Asn

75

Met

Arg Cys

Leu Cys

Gly Ser
45

Ala His
60

Ala Pro

val Pro

Gly

3o

Leu

Gly

Gly

Ile

Glu
15

Ala
Ala
Ser

Pro

Pro
55

Leu

ala

Gly

Ser

val

80

Ala

176



Gly

Glu

Met

Ala

Gly

Val

Leu
225

ASp

Trp
305
Pro

His

Thr

<210> 6
<211> 2297

val

Ala

Glu

130

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

210

Pro

Arg

Ala

Gly

Gly

250

Trp

Pro

Arg

Pro

Leu
370

Phe

Pro

115

val

Thr

Ser

Trp

Asp

185

Trp

Thr

Leu

ASn

Phe

275

Leu

Ser

Ser

Asp

355

Pro

Thr

100

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

180

Ser

Glu

Phe

Ile

260

Gln

Val

Gly

w
S
o

Ser

Thr

et

Arg

Ala

Gln

165

Leu

Thr

Asp

ala

Pro
245

TP

Gly

Asn

His

Lys

328

Cys

Sex

Het

Gly

Arg

Thx

Glu

150

val

Pro

Ile

Ala

Glu
230

Trp

Gln

Thr

Ile

His

3190

Asp

Tyr

Ala

Asp

Thr

val

Glu

135

Lys

Lys

val

Leu

Val
215

Trp

Gly

Gly

Ala

val

295

Ser

Axg

Arg

Ser

Asp

120

Phe

Phe

Thr

Lys

His

200

Ala

Glu

Asn

Asp

Pro

280

Gly

val

val

Tyr

Asn
360

Asp

105

Ile

Glu

Gly

Asn

Gly

185

Axg

TYE

Tyr

Lys

Phe

265

val

Asn

Glu

Lys

Arg

345

Leu

Pro

AsSp

Lys

Asp

Ile

170

Ala

Pro

Cys

Ser

Leu

250

Pro

Asp

Ala

Glu

Lys

330

cys

Gly

Gln
Ala
Phe
Ser
155
Gln
Asn
Asp
Thr
Cys
235
Gln
val

Ala

Trp

315

Gly

Ala

Phe

Ile

Leu

val

140

Phe

Gln

Trp

His

Arg

Pro

Thr

Fhe

Glu

300

Leu

Gly

Ala

Arg

Lys

125

Asn

val

Ala

Pro
205

rp Ala

Gly

Lys

Asn

Pro
285

Trp

Ser

Arg

Cys
365

Gln

1iG

Met

Ser

Phe

val

His

1390

Val

Gly

Gly

Gly

Thr

270

Pro

Thr

Pro

Ser
350

Ala

Asp

AsSp

Thr

Glu

Ala

175

Pro

Leu

Lys

Leu

Gln

255

Gly

Asn

Ser

Lys

Met

335

Gln

Ala

Gly
Ala
Giy
Gly
160
Ala
Glu
His
Arg
His
240
His

Glu

Gly

Asp-

Gly
320

cys

Asn

Asp

177



<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

cggetgtgte
tgctaackygc
cgaaatgceg
cgtctgegte
tcttctcate
gaggtcecca
gcagcaagca
cacccgoctg
ceccccagtac
tgggatatct
tcckteoeten
tgccaacctyg
acagagcact
cttcctggeo
gaagttgtat
acccecigtg
aaacatcagt
ctactttgce
cgatcttcag
aggtgaacat
gatattctat
tracctcgac
ccttgtggaa
acctecgeotge
gaagcatttt
actgattgece
gecgagttta
tactagtgtgy
aggggaactg
ccaaggtgga
atgtgatgtg
acccataata
cctgagaata
aattggacca
aataaataca
taacaaccaa
attktcaaaaa
tataatttaa

tccatgttte

gegeagtett
gccacetgcet
ccaceecgga
gecctoggat
atcgrggatg
aatattgacc
gtgtgcgceo
tacgacrttca
ttcaaggaga
tectaaccata
gagaagtatg
ctttgecety
gagcaagcca
gttgggtatc
cccttggaga
gcctacaace
gtgccgtatg
tctgtgtcat
ctggccaaca
ggagaatggg
gttcctggasa
ccttttgatt
cttgtgtete
cccgtteott
cgattcocegtg
tatagccagt
aaagatataa
gttggettea
tattttgtgyg
gatcttttcec
ctegetteoea
ttggaagcag
tgtaacagee
gtettttett
aagcaaacaa
dacataacatt
gtaatcatat
taatatatct

tttttecc

catgggttcc
gcagcctgtc
ceggecgagg
ccgaaacgea
acctgegece
aactggcate
cgagccgegt
actectaceg
atggctatgt
ccgatgatte
aaaacactaa
tggatgtgct
tacagttgtt
ataagccaca
acatcaccct
cctggatgga
gt¢caatiee
atttggatac
gcaccatcat
ccaaatacag
ggacggebtc
ccgectocaca
ttttteccac
catttcacgt
acttggaaga
atcecceggee
agatcatggyg
atcctgatga
attctgacce
agttgttgat
gctggtgaga
cctgaggget
aaacctttte
taatttccet
actcaagtta
atacacaaag
atcaaactag

tatgagccct

cgacgaggag
cccgecgeto
cctteretgg
ggccaacteg
ckcccotggge
cgacagccte
ttecttteecto
gagggtgcac
gaccatgteg
tccgtatage
gacatgtcga
ggatgttcce
ggaaaagatyg
catceoeeotte
ggcccccgat
catcaggcaa
tgtggacttt
acaggkcggce
tgcatktacc

caattttgat

acttccggag’

gttgatggag
gctggoctgga
tgagctgtge
ggatecgtac
ttcagacatec
ctattccata
atttctaget
attgcaggat
gecktgagtt
ggaggagtta
agttaatcca
gtttagtett
ctttttaaaa
rgtecatacet
aatactttea
gcaccacact

atatattcaa

gtcteegtgy
tgaagcggec
ctgggtctgy
accacagatg
tgtratgggg
ctcttccaga
actggcagga
gcrggaaact
gﬁgggaaaag
tggtctttte
gggccagatg
gagggcacct
aaaacgtcayg
agatacccca
ceecgaggecc
cgggaagacg
cagcggaaaa
cgcecctcktga
tcggatcatg
gttgctaccc
geaggcgaga
ccaggcaggc
cttgecaggac
agagaaggeca
ctccctggta
coctcagtgga
cgcaccakag
aacttttetg
cacaatatgt
ttgccaacca
gagctggteg
aacatgcate
tattaaaatt
cagttacggce
ttggatacga
tratttgrgg
aagrctcckga

aatattatgt

ctgcggegge
gcgtcgaage
teectgagete
ctctgaacgt
ataagectggt
acgccttrge
gacctgacac
teteocaccat
tctttcacee
caccttatca
gagaactcca
tgcctgacaa
ccagtccttt
aggaatttca
ctgatggcect
cecaagectkt
tccgecagag
gtgctttgga
ggtgggctct
atgttccect
agctbittcco
aatccakgga
tgcaggttce
agaaccttet
atcccogtga
attctgacaa
actataggta
acatccatge
ataatgattce
tggatggcaa
ttbtgtgatt
aacaatkttgg
tataattggt
ttatttactg
agaccataca
aatttagtge
tratreeget

taacatgtaa

&0
120
180
240
300
360
420

480

6CO

660

720

780

840

900

2960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1929
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2297

178
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<210> 7
<211> 550
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7



Met

Leu

Thr

Pro

Asp

65

Gln

Pro

Ala

val

His

145

Ser

Glu

Glu

Leu

Bro

Ser

Ser

50

Gln

Ala

Asp

Gly

Thr

130

Thr

Ser

Leu

Gly

Glu

210

Tyr His

Tyr

Gly

Glu

Pro

Ser

Asp

3S

Leu

Leu

val

Thr

Asn

115

Met

Asp

Glu

His

Thr

195

Lys

Lys

Pro

Leu

AsSp
275

Pro
val
20

Ala
Gly
ala
Cys
Thr
100
Phe
sSer
Asp
Lys
Ala
180
Leu
Met
Pro
Leu
Pro

260

val

Cys

Leu

Cys

Ser

Ala

85

arg

Ser

val

Ser

Asn

Pro

Lys

His

Glu

2495

Pro

Gln

Thr

Val

Asn

Tyx

His

70

Pro

Leu

Thr

Gly

Pro

150

Glu

Leu

Asp

Thr

Ile

230

Asn

Val

Ala

Gly

Ala

val

Gly

55

Ser

Ser

Ile

Lys

135

Asn

Leu

Lys

Ser

215

Pro

Ile

Ala

Leu

Arg

Leu

Leu

40

Asp

Leu

Arg

Asp

Pro

120

val

Ser

cys

Gln

200

Ala

Phe

Thr

Tyr

Asn
280

Gly
Gly
25"

Leu
Lys
Leu
Val
Phe
105
Gln
Phe
Trp
Lys
Pro
185
Ser
ser
Arg
Leu
Asn

265

Ile

Leu

10

Sex

Ile

Leu

Phe

Ser

S0

Asn

TYx

His

ser

Thr

170

val

Thr

Pre

Tyr

Ala

250

Pro

Ser

Leu
Glu
Ile
val
Gln
75

Phe
Ser
FPhe
Pro
Fhe
155
Cys
Asp
Glu
Phe
Pro
235
Pro

Trp

val

Thr

val

Axrg

60

Asn

Leu

Tyr

Lys

Gly

140

Pro

Arg

Val

Gln

Fhe

220

Lys

Asp

Met

Pro

Leu

Gln

AsSp

45

Ser

Ala

Thr

Trp

Glu

125

Ile

Pro

Gly

Ley

Ala

205

Leu

Glu

Pro

Asp

TyT

N
o+
w

Gly

Ala

30

Asp

Pro

Phe

Gly

Arg

110

Asn

Ser

Pro

Asp

190

Ile

Ala

Phe

Glu

Ile

270

Gly

Leu

15

Asn

Leu

Asn

Ala

Arg

95

val

Gly

Ser

His

Asp

175

val

Gln

val

Gln

val

255

Arg

Pro

Val

Sex

Arg

Ile

Gln

80

Arg

His

Asn

Pro

1&€0

Gly

Pro

Leu

Gly

Lys

240

Pro

Gln

Ile

180



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

<400>

Pro
Ser

308

Leu

Trp

Val

Ser

Asp

385

val

Gln

Glu
Gln

465

Ser

AsSn

Pro

Phe
545

2657
DNA

Homo

Val

280

Gln

Ala

Ala

Leu

370

Ser

Glu

val

Glu

Asp

450

Leu

Phe

Leu
530

Gln

Asp

Leu

Leu

Leu

Thr

355

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

435

Pro

Pro

Lys

Tyr

Ser

515

Gln

Leu

Phe

Asp

Ala

Gly

340

His

Glu

Sex

val

Pro

420

Lys

Tyr

Arg

Asp

Thr

500

Asp

Asp

Leu

sapiens

Gln

Asn
325
Glu
Val
Ala
Gln
Ser
405
Arg
Asn
Leu
Pro
Ile
485
Val
Ile
His

Met

Arg

Gln

310

Ser

His

Pro

Gly

Leu

3390

Leu

Leu

Pro

ser

470

Lys

TP

His

Asn

Pro
550

Lys

295

val

Thr

Gly

Leu

Glu

37%

Met

Fhe

Ley

Gly

455

Asp

Ile

val

Ala

Met
535

Ile

Gly

Ile

Glu

Ile

360

Lys

Glu

Pro

val

Lys

440

Asn

Ile

Met

Gly

Gly
520

Arg

Arg

Ile

Trp

345

Phe

Leu

Pro

Thr

Pro

425

His

Pro

Pro

Gly

Fhe

505

Glu

Asn

Gln

Leu

Ala

330

Ala

Phe

Gly

Leu
410

Phe

Gln

Leu

Asp

Ser

Leu

315

Phe

Lys

val

Pro

Arg

395

Ala

Phe

Glu

(-3
-~
(3]

Pro

Ser

Pro

His

Phe

Leu

460

Ile

ASp

fhe

Gln
540

Phe

Ala

Ser

Ser

Gly

365

Leu

Ser

Leu

Val

Arg

445

Ile

Sex

Arg

Glu

val

525

Gly

Ala

Leu

Asp

Asn

350

Arg

Asp

Met

Ala

Glu

430

AsSp

Ala

Asp

Thr

Phe

510

Asp

Gly

Sex

Asp

His

335

Phe

Pro

Asp

Gly

415

Leu

Lys

Ile

495

Leu

Ser

Asp

val

Asp

320

Gly

Asp

Ala

Phe

Leu

400

Leu

Cys

Glu

Sexr

Pro

480

Asp

Ala

Asp

Leu

181



gaattccggg

ctctgoecggg
agtggegegt
agcctegtet
ctcectecackg
cacttcaact
cgcacaggea
gegtacacgg
ctgctecgece
ttecacgace
tttggcaacg
ccactggacg
geegctcagt
ctgcgtgacg
ccckteecea
tcateceegg
gacctcacgc
ggctegaaga
ctctgggeca
cgctococgtge
cccatcgace
gctggtcage
gagctctacg
tttgcteage
gacceetggg
ccectoccaca
cagacacatc
ttcegtecac
gcetagaggg
gcactgoegt
gaattctaga
ettgttbtet
ttggeageca
gtgggcagta
gegketggee
Egceccatggt
gagtgatgag
cgaagatgaa
gcattgetrgg

ttgctgggtg

ccatgagctg

cgcghoeoceyg
acaacaacag
ttcgcaatgc
gcctgcccca
ccttcgacaa
tcatcgggaa
aggagaatgg
ggaaattect
cccacegekyg
gagagagcgg
tgectggtgoe
acaccaccgt
ccgatgtect
gcggcaggac
agcacccaaa
ccaccatctt
ccakccacect
cecgtetttgg
agcaccggca
aggacttcta
ccacgggekbyg
accggageey
ttctggagat
tgtgcgeece
atgageegey
ccacacgtgk
actccecatce
ggaccagagc
catggcaggg
catacgtggt
ggcttggttt
cagatacttc
cgcaggteccc
tagaggaagc
caagtccctg
cktgaaccty
ggcatggcega
gtggtgatgc

gcaatgcecg

ccccgtgece goctgetgeg

gaacgecactyg
cgccétcgcc
cttcacctey
gcatcagaat
ggtgcggage
gaagcacgtg
ctcecgtccte
geagacteag
tgggcactcc
catgggtcgt
ttacttcgte
cggcegcatg
gaacgacaca
caacctgtac
acgctgggge
ggattggttc
cactggecgg
cagccagagc
cttccgecte
cgtctecacce
gtacaaggac
ggacccoccac
gcttegggac
cgacggcgee
accatceeag
ccgtgtggece
aaggagggtt
atgtgaccag
gacacagttg
ctgcggacag
ggggacctgce
tgaaccctte
accgacacktc
ckttgagega
ttccccaggc
tggtgtttct
kgceecgtect
ccgtecterg

teectetggel

ctgctbecteyg
ageceegeacce
gtcagcagct
gggatgtacg
ctgcecgetge
gggccggaga
caggtggggc
gakgaccgge
cagccecagt
atcccagact
cccaacacee
gagcaaggag
ctggtgatct
tggecgggca
caagtcagcg
tcgatccocgt
tecetecetge
caccacgagg
gtgcacaacc
acctteoccagg
ctcegteoatt
gagacccaga
cagctggeca
ctggaggaga
gaggertgtyg
ggccagccty
cttecttece
agcatgtgce
tcocektgtgte
ggcagecgeoe
aaatgggagg
acagagagca
acctgggage
cctttgggca
aggtttcage
gggcagaagce
ctggcttggg
gcttgggtta

tgggttaakt

cgctgetget

cggatgacgg
tggacgectt
gctcbececag
ggctgcacca
tgctcageca
ccgtgtacee
ggaacatcac
ctttettcect
acggaacctt
ggacccccea
cggcagcceyg
ttggactggt
tcacgtccga
ctgctgaace
aggcctacgt
accccagcta
cggegctgga
tcaccatgtc
tcaacttcaa
acctcctgaa
actactaccg
acctggccac
agtggcagtg
agctctcotee
cacacakcce
gggagtagtg
gtggggtcac
cageccecctee
tgaaccatgt
ccagcccatg
cctgaggece
ggcagggget
acggegectg
ggtttetget
tgattggcag
ttatcttttt
ttaattette
attettcggt

cttecggtgac

agtcctgggg

aggcetetgag
ggcecgecgce
cegegecagcoc
ggacgtgcac
agctggtgtg
gtttgacttt
tagaattaag
ctacgtcgec
ctgtgagaag
ggcctacgac
agccecgaccty
gctccaggag
caacgggatc
cttactggtg
gagccteocta
cgccatcttt
ggcegagoece
ctacccecatg
gatgcoctktbt
ccgcaccaca
ggegegergy
cgacccgoygc
ggagacccac
ccagtgccag
aggcatgtce
gcaacagecce
tcttgeecatt
accaccaggg
cceagcacgg
acaagggagt
tcktcagget
tcggtgeege
gctcttacca
tcttctgttt
caggctccet
tgagagtgtc
ggtgacactg
gacactggcg

actggcgttg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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ctgggtggey atgecegted

ggagaatgtg ccgtteetgc

cacccctegg cctggacace

cttgecectte cetecctate

tattgtaaaa getttte

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

<400>

9
502
PRT

Homo sapiens

tctggettgg gttaattett ggatgacgte ggogttgetg
cctgocteoca cccacctcgg gagcagaage ccggcectgga
cctegaagga gagggegett ccttgagtag gtgggcotccce

actccatact ggggtgggct ggaggaggcc acaggcocage

2460
2520
2580
2640
2657
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Met

Leu

Gly

His

Leu

His

Gln

Glu

val

145

Lys

Phe

Phe

Asp

Phe
225

Ser

Cys

Gly

Leu

50

Ser

Pro

Phe

Ala

Thr

130

Leu

Phe

His

Cys

Trp

210

Val

Cys

Arg

Phe

a5

Asp

val

Gln

Asn

Gly

115

Val

Gln

Leu

Asp

Glu

195

Thr

Pro

Pro

Ala

20

Glu

Ala

Ser

His

Ser

100

Val

Val

Gln

Pro

180

Lys

Pro

Asn

val

Arg

Ser

Leu

Ser

Gln

85

FPhe

Arg

Pro

Gly

Thr

165

His

Phe

Gln

Thx

Pro

Pro

Gly

Ala

Cys

70

Asn

AsSp

Thr

Phe

Arg

150

Gln

Arg

Gly

Ala

Pro
230

Ala

Arg

Ala

Arg

55

Ser

Gly

Lys

Gly

Asp

135

Asn

Asp

cys

Asn

o
.
wn

Ala

cys

Asn

Arg

Pro

Met

Val

Ile

120

Phe

Ile

Asp

Gly

Gly

200

Ala

Cys

Ala

25

Asn

Ser

Ser

Arg

105

Ile

Ala

Thr

His

185

Glu

Pro

Arg

Ala

10

Leu

Asn

Leu

Arg

Gly

90

Ser

Gly

Arg

Pro

170

Ser

Ser

Leu

Ala

Leu

Leu

Ser

Leu

Ala

75

Leu

Leu

Lys

Thx

Ile

155

Phe

Gln

Gly

Asp

Asp
235

Leu

Leu

Ala

Phe

60

Ser

His

Pro

Lys

Glu

140

Lys

Phe

Pro

Met

val

220

Leu

Leu

Leu

Ile

45

Arg

Leu

Gln

Leu

His

125

Glu

Leu

Leu

Gln

Gly

208

Leu

Val

Ala

EL]

Ala

Asn

Leu

Asp

Leu

110

val

Asn

Leu

Tyr

Tyr

190

Arg

val

Ala

Leu
15

Asp

Ala

Thr

val

95

Leu

Gly

Gly

val

val

175

Gly

Ile

Pro

Gln

Gly

Asp

Pro

Phe

Gly

80

His

Ser

Pro

Ser

Arg

160

Ala

Thr

Pro

Tyr
240
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr

Leu

Asp

Gly

Trp

305

Thr

Gly

Glu

Glu

Arg

385

Ala

Gln

Aryg
465

Cys

Pro

10
1014
DNA

Homo

10

Arg

Asn

Thr

290

Gly

Ile

Ser

Ala

val

370

Leu

Phe

Gly

Ala

Asn

450

Asp

Ala

Leu

Val
Asp
Gly
275
Ala
Gln
Leu
Lys
Glu
}55
Thr
Vval
Tyr
Gla
Arg
435
Leu
Gln

Pro

His

Gly

Ala

260

Ile

Glu

Val

Asp

Thr

340

Pro

Met

His

Vval

Pro

420

Trp

Ala

Leu

Asp

Asn
500

sapiens

Arg

245

Gly

Pro

Pro

Ser

Leu

Ser

Asn

Ser

405

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

485

Glu

Met

Val

Phe

Leu

Glu
310

rp Phe

His

Trp

Leu

390

Pro

Gly

Leu

Asp

Lys

470

val

Leu

Asp

Leu

Pro

Leu

295

Ala

Ser

Leu

Ala

Pro

375

Asn

Thr

TP

Pro
455

Trp

Leu

Gln

Asn

Ser

280

val

Ile

Thr

Thr

360

Met

Phe

Phe

Tyx

Asp

440

Arg

Gln

Glu

Gly

Asp

265

Gly

Ser

Val

Pro

Gly

345

val

Axg

Lys

Gln

Lys

425

Axg

Phe

Txp

Glu

Val

250

Thr

Arg

Ser

Ser

Tyxr

330

Arg

Phe

Ser

Met

ASp

410

Asp

Ser

Ala

Glu

Lys
490

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

315

Pro

Sar

Gly

val

Pro

395

Leu

Leu

Arg

Gln

475

Leu

Leu

val

Asn

Glu

300

Leu

Ser

Leu

Ser

Gln

380

Fhe

Leu

Arg

Asp

Leu

460

His

Ser

val

Ile

Leu

285

His

Asp

Leu

Gln

365

His

Pro

Asn

His

Pro

445

Leu

Asp

Pro

Leu

Phe
270

TyT

Pro

Leu

Ala

Pro

350

Ser

Arg

Ile

Arg

TYT

430

His

Glu

Pxo

Gln

Gln
255

Thr

Trp

Lys

Thx

Ile

335

Ala

His

His

Asp

Thrx
415

Tyr

Glu

Met

Txp

Ccys
495

Glu

Ser

Pro

Arg

Pro

320

Fhe

Leu

His

Phe

Gln

400

Thr

T™vr

Thx

Leu

val

480

Gln
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cgtgcctgta

<cggaaggca

gagtgagact
cttgaataac
ctgtgaaaag
gtceccactag
tgcctggagy
acagcacctg
gtgtgcttgy
cacggcgect
agaccagtct
cctgacaaca
acacaagatc
attgagtctg
tataagcgtt
tccacaagga

agctatgtta

<210> 11
<211> 522
<212> PRT
<213>

<400> 11

atcccagcag

gaggttgcag

gtctcagaac
tgcatgttct
ttagggaagt
caccktgcgea
aaggatgget
cagacgcagg
cectectect
cagacctcag
cagtttattt
ggtgecccgag
agtatgtgta
gcecagtgaa
tgtetcaggg
atttecctgg

tttagaaata

Homo sapiens

ctactcactc aggaggctga

tgagccaaga tcgegecact

agcaacaaca
ttttctecaat
gtctgacace
gactcaggce
ctggccotegg
gggactgcac
cgeecacgge
gaccctgecy
tgeccaaggtt
gtggctgagg
tggcgtacat
teccgeattee
gagccecaga
gcgctaatta

aaacgggagyg

e

aaatgcecege
tttcatttece
tccagaatce
aggcctagaa
tecteceeca
aattccacect
gcctcagatt
tctcacgeet
aaggatgcac
atacagtttg
tggttcagte
tatgtaaaca
gggaktgactt
tgagggaggc
caggtttgce

ggcaggagaa

gaacktccage

tgctgctggy
cagaactgoy
attcccaaga
tctocagttg
acectgecca
gcccaggace
tcaggaccct
ttgtgaacecc
ctgtgacage
cctttataca
agectteocac
gtaagggaac
ccagttecgk
gtgtagette

taattcccag

tctcttgaac

ctgggtgaca

tccagaagag
caccteceggg
agtgectctg
gccctgcaag

agccagacag

.kgaecctgge

cctcctogee
caaatatectg
ctcaggagygt
tcttagggag
tgaatacacg
ggggcaatca
ctgtcectttg
ttatecattgt

gttg

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1014
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Met

Leu

Ile

Glu

65

Pro

Phe

Ile

Lys

His
145

Ala

Ser

Leu

Gly

S0

Gly

Ser

val

Lys
130

Axg

Ala

Ala

Leu

35

Glu

Leu

Arg

Thr

Gly

115

Ala

Pro

val

Ala

20

Leu

Pro

Leu

Ala

Thr

100

Gly

Gly

Gln

val

Gly

Leu

Ser

Phe

Ala

85

Asn

Ile

Phe

Ala

Met

Met

Axg

Pro

70

Leu

Ala

Pro

Val

His
150

Ala

Gly

Asp

Glu

55

Asn

Leu

His

Asp

Ser

135

Pro

Thr

Ala

Asp

40

Thr

Phe

Thr

Ala

Ser

120

Lys

Leu

Arg

Ser

25

Met

Pro

Gly

Arg

105

Glu

Ile

Lys

Trp

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Arg

%50

Asn

Gln

val

His

Trp

Ala

Trp

Leu

Ala

75

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly
158

Gln

Pro

Gly

Asp

60

Asn

Pro

Leu

Lys
140

Phe

Leu

Gln

Asp

45

Arg

Pro

Ile

Thr

Pro

125

Asp

Leu

Pro

3c

Leu

Met

Leu

Arg

Pro

110

Glu

Glu

Leu

15

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

95

Gln

Leu

Leu

Trp

val

Asn

val

Ala

Ser

80

Gly

Glu

Leu

Gly

Phe
160
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Gly

Glu

Pro

225

Ala

Ala

Gln

Asn

Pro

305

Pro

His

Ala

Leu

Tyx

3185

His

Asp

Glu

Gly

Leu
465

Ser

Ile

Phe

Leu

210

Phe

Ser

Val

‘Asp

Gly

290

FPhe

Ala

Gln

Gly

Pro

370

Arg

Phe

Phe

Asp

Glu

450

Sex

Pro

Pro

Pro

1985

Gln

Phe

Lys

Arg

Leu

275

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

355

Thr

Gly

Trp

Cysg

His

435

Axg

Arg

Asn

val

180

Ile

Glu

Leu

Pro

Glu

260

His

Ala

Cys

Ala

Gly

340

Thr

Leu

Asp

Thr

Pro

420

Thr

Phe

Ile

cys

165

Asn

Ala

Phe

245

ile

val

Leu

Gly

Trp

325

Ser

Pro

Leu

Thr

TR

405

Gly

Lys

Pro

Thx

His

Arg

Leu

Leu

Trp

230

Leu

Asp

Ala

Ile

Lys

310

Trp

Ile

Pro

Gln

Leu

380

Thr

Gln

Leu

Leu

Ser
470

Fhe

Asp

Lys

AsSp

215

Ala

Gly

Asp

Asp

Ser

295

Gln

Pro

et

Sex

Gly

375

Met

Asn

Asn

Pro

Ser

455

Val

Gly

Thr

200

Phe

Val

Thx

Ser

Asn

280

Ala

Thr

Gly

Asp

Asp

360

Arg

Ala

Ser

Val

Leu

440

Phe

Val

Pro

Glu

18s

Gly

Ile

Asp

Ser

Ile

265

Pro

Thr

His

Leu

345

Arg

Leu

Ala

Trp

Ser

425

Ile

Ala

Gln

Tyx Asp

Met

Glu

Lys

Ala

Gln

250

Gly

Phe

Glu

Phe

Val

330

Phe

Ala

Met

Thr

Glu

410

Gly

Phe

Ser

Gln

Val

Ala

Arg

Thr

235

Arg

Lys

val

Gln

Glu

315

Thr

Ile

Asp

Leu

395

Asn

Val

His

Ala

Hig
475

Asn

Gly

Asn

Gln

220

His

Gly

Ile

Phe

Gly

300

Gly

Ala

Thr

Asp

Arg

380

Gly

Phe

Thr

Leu

Glu

460

Gln

Lys

Ala

Arg Tyr

Leu

208

Ala

Ala

Arg

Leu

Fhe

285

Gly

Gly

Gly

Sexr

Gly

365

Pra

Gln

Arg

Thr

Gly

445

Tyx

Glu

Thr

Arg

Pro

Glu

270

Ser

Met

Gln

Leu

350

Leu

Ile

His

Gln

His

43¢0

Arg

Gln

Ala

Arg

175

Gln

His

val

Gly

258

Leu

Ser

Asn

Arg

Val

335

Ala

Asn

Phe

Lys

Gly

415

Asn

Asp

Glu

Leu

Pro

Glu

Ile

His

Tyr

240

Asp

Leu

Asp

Gly

Glu

320

Ser

Leu

Leu

Tyr

Ala

400

Ile

Leu

Pro

Ala

val
480
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Pro Ala Gln Pro Gln Leu Asn Val Cys Asn Trp Ala val Met Asn Trp
485 490 495

Ala Pro Pro Gly Cys Glu Lys Leu Gly Lys Cys Leu Thr Pro Pro Glu
500 505 510

Ser Ile Pro Lys Lys Cys Leu Trp Ser His

515 520

12
2379
DNA

Homo sapiens

12
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ggaattccgg
Ecggggtcac
cggcggggea
ggcggctgee
ctcctecacgg
getcteatcg
Egceccagca
aacactctgg
ttcecagcaa
aatgagtacg
tggtatgcct
gecacggaage
tcettggact
ccagegecte
Ettgcaccaa
caagccaaga
aggtggcaaa
ttcactgggg
ggacagttte
ctgttggtte
attgacttgg
gatgggatgt
gtcctggtgg
agtcctggeg
tatgecetgtyg
caggaggtgt
gctaaaacca
Ecctgttcty

ceeegtctca

tcggectcte
ccecggagcect
gecccegeca
tggggétctt
acgaccagga
gagagatggg
gagccagtat
aggggaactg
ttctcagate
gagcceccaga
tggaaaagaa
atggtgaaaa
ttctggacta
attegecttg
gaaacaagaa
ctccaatgac
ctoteckcetke
agctcaacaa
cecttgeoccaat
gaggacctgg
gtcctactat
coktattgee
aataccaagg
tatctcaatg
tgaggacaat
ttgtagaagt
tagacccaga
ggccaacctyg

tgttcagcaa

gcccticage
gkcegetatg
cctgecctec
cggggtgget
cgaagtgcte
gatgactttt
cctgacagga
cagtagtaag
aatgtgtggt
tgcaggtgga
ttctaagtat
ctatagtgtyg
caagtccaac
gacagctgéa
cttcaacatc
taattcttca
agttgatgac
cacttacatc
agacaagaga
gatcaaacca
tttggacatt
cattttgaga
agaaggecgt
ctteccagac
gteageattg
ctataatcetg
gcttttagga
tcgcactceca

tcgoggeagt

tacctgtgeg
cggectectkge
tgecagecoceag
gcgggaacce
ggcggcatga
tccagtgctt
aagtacccac
tcetggeaga
tatcagacct
ctagaacacyg
tataattaca
gactacctga
tttgageccect
cctcagtacce
catggaacyga
atacagtttt
cttgtggaga
ttctatacct
cagctgtatg
aatcagacaa
gctggctacg
ggtgeccagta
aacgteactyg
tgtgtatgtg
tggaatttge
actgcagacc
aagatgaact
ggggtttttg

gtcaggacte

tccectecgtee
ctctagcecee
cgetgetact
ggaggcccaa
caccactaaa
atgtgccaag
ataatcatca
agatecaaga
tttttacagg
ttcctctggag
ccctgtotat
cagatgtttt
tcttcatgat
agaaggctet
acaagcactg
tagataatgc
aactggtcaa
cagacaatgg
agtttgatat
gcaagatgct
acctaaataa
acttgacctg
acccaacatg
aagatgctta
agtattgega
cagaccagat
atcggttaat
acccceggata

gaagatttte

ccgtceccgtce
aggtcggetce
gctggtgetyg
cgtagtgctg
gaaadaccaaa
tgctctoctge
cgttgtgaac
accaaatact
gaaatattta
ttggagttac
caatgggaag
ggcraatgte
gatcgcecact
ccagaacgte
gttaattagg
atttaggaaa
gaggctggag
ctatcacaca
caaagtteca
ggttgccaac
gacacagatg
gcgatcagat
ceccticcetyg
taacaatace
gtttgatgac
cactaacatt
gatgttacag
caggtttgac

caaacatctt

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

102¢
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
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ctgtagocgac
gattgtagta
gctttaagtc
actgtgaact
aggacactce
gattattcct
tttaggacac
aaggacctgt
gcttgaagag
gataagtaga

aacatgtcac

13
552

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

<400> 13

ctcacacagc
ggtgtctgta
ctgtttgaaa
ctgcccatgt
tgaggtcttt
cttgtggtta
acacaaacac
gtagecatttc
taaccatcag
gatacatcttt

ccaagctctg

Homo sapiens

ctctgcagat
gctagtctitc
aagcaaccca
gtcaggagtg
gttctecactg
aagactgaat
acagatacac
agattgagca
agctgaatca
ttatgatgtt

ttcatgtttt

ggatcectge
aagaccacac
gtcagctgac
getgectetg
tatttteotet
ttgtaaacce
cttttgatat
cttecactatc
tccaagtaag
catcacagty

tgtgaatte

acgcctettt
ctggaagagt
ttectecgtge
gtctcttect
atecectgggge
attcagataa
gtaagcttga
aaaaatacta
aacaagtacc

tggtaaggtt

ctgatgaagt
ttctgggetg
aatgtgttaa
ttagctgaca
cacagttectt
atggecagtac
cctaaagtca
acatcacatg
attgttgatt

gcaaattcaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2379

191



Met

Gly

val

Thr

65

Phe

Ser

Thr

Pro

Phe

145

Gly

Lys

Arg

His

Cys

Val

50

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

130

Phe

Leu

Asn

Leu

Leu

Leu

35

Leu

Leu

Ser

Leu

Glu

115

Thr

Ala

Glu

Ser

Leu

Pro

20

Gly

Leu

Lys

Ala

Thr

100

Gly

Phe

Gly

His

Lys
180

Sexr

val

Leu

Lys

Tyr

85

Gly

Asn

Pro

Lys

val
165

Leu

Cys

Phe

Thr

Thr

70

val

Lys

Cys

Ala

Tyr

150

Pro

Tyxr

Ala

Sex

Gly

ASp

55

Lys

Pro

Ser

Ile

135

Leu

Leu

Asn

Pro

Pro

val

40

Asp

Ala

Ser

Pro

Ser

120

Leu

Asn

Gly

Gly Arg Leu Arg Arg Gly
10

Ala

25

Ala

Glan

Leu

His
105

Lys

Glu

Trp

Thr
185

Leu Leu Len

Ala Gly Thr

Asp Glu Vval
60

Ile Gly Glu
75

Leu Cys Cys
S0

Asn His His

Ser Trp Gln

Ser Met Cys

Tyr Gly Ala
155

Ser Tyr Trp
170

Leu Ser Ile

Leu
Arg
45

Leu
Melb
Pro
val
Lys
125
Gly
Pro

TYyT

Asn

val

30

Arg

Gly

Gly

Ser

val

110

Ile

Tyr

Asp

Ala

Gly
190

Ser Pxo
15

Leu Gly

Pxo Asn

Gly Met

Met Thr
80

Arg Ala
95

Asn Asn

Gln Glu

Gln Thr

Ala Gly
160

Leu Glu
175

Lys Ala
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Phe

225

Ala

Lys

Ala

Phe

Lys

305

Ile

Pro

Leu

Val

Asp

385

Gln

Pro

Asn

Gln

465

Leu

Pro

Lys

Asn

210

Phe

Pro

Asn

Lys

Arg

230

Leu

Phe

Ile

val

Ala

370

Leu

Gly

Gly

Gly

Asn

450

Thr

Glu

His

195

val

Met

Gln

Phe

Thr

275

Lys

Val

Asp

Axrg

355

Asn

Asn

Ala

Glu

val

435

Thr

Cys

Ala

Leu

Gly

Ser

Met

Asn
260

Pro

Lys

Thr

Lys

340

Gly

Ile

Lys

Ser

Gly

420

Ser

Glu

Asp

Leu
500

Glu

Ley

Ile

Gln

245

Ile

Met

Trp

Arg

Ser

325

Arg

Pro

Asp

Thr

Asn

405

Arg

Gln

Ala

Fhe

Pro

485

Gly

Asn

Asp

Ala

230

Lys

His

Thr

Gln

Leu

310

Asp

Gln

Gly

Leu

Gln

390

Leu

Asn

Cys

Cys

Asp

470

Asp

Lys

Phe

215

Thr

Ala

Gly

Asn

Thr

295

Glu

Asn

Leu

Ile

Gly

375

Met

Thr

val

Phe

val

455

Asp

Gln

Met

Ser

200

Leu

Pro

Phe

Thr

Ser

280

Leu

Phe

Gly

Tyr

Lys

360

Pro

Asp

Trp

Thr

Pro

440

Arg

Gln

Ile

Asn

val

Asp

Ala

Gln

Asn

265

Ser

Leu

Thr

Glu
345

Prao

Gly

Aryg

Asp

425

Asp

Thr

Glu

W
o
w

Asp

Pro

Asn

250

Lys

Ile

Ser

Gly

His

330

Phe

Asn

Ile

Met

Ser

410

Pro

Cys

Het

val

Asn
480

Lys

His

235

Val

His

Gln

val

Glu

315

Thr

Asp

Gln

Leu

Sex

395

Asp

Thr

val

Ser

Phe

475

Ile

Leu

Leu
Ser
220

Ser

Phe

Phe
Asp
300
Leu

Gly

Ile

Asp
380
Leu
val
Cys
Cys
Ala
460
Val

Ala

Met

Thr
205

Asn

Asp

Phe

Val

Glu

Pro Trp Thr

Ala

Leu

Leu

285

Asp

Asn

Gln

Lys

Ser

365

Ile

Leu

Leu

Pro

Glu

445

Leu

Glu

Lys

Met

Pra

Ile

270

Asp

Leu

Asn

Phe

val

iso

Lys

Ala

Pro

val

Ser

430

Asp

Trp

val

Thr

Leu
510

Arg

255

Arg

Asn

val

Thr

Ser

335

Pro

Met

cly

Ile

Glu

415

Leu

Ala

Asn

Ile
485

Gln

Leu

Pro

Ala

240

Asn

Gln

Ala

Glu

Tyr

320

Leu

Leu

Leu

Leu
400

Tyr

Ser

Leu

Asn

480

Asp

Ser
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Cys Ser Gly Pro Thr Cys Arg Thr Pro Gly Val Phe Asp Pro Gly Tyr
518 520 $25

Arg Phe Asp Pro Arg Leu Met Phe Ser Asn Arg Gly Ser Val Arg Thr
530 535 540

Arg Arg Phe Ser Lys His Leu Leu
545 550

<210> 14
<211> 2022
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14
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ccggltacegy
agcgccaagt
tcteccgeteg
tcteceggta
gagtatttgy
gcctgctgga
gggggcaccg
caacategty
ccccagetet
cttctacgtg
ccoggttogy
cctggaggag
cggcaagtgg
ccatcgattt
cttcecegeeg
gttggccaac
catggecttte
gtactatgce
ttcaggecge
gatgacagcec
caatggacct
aaagggaacg
tatcgetcec
agecctgget
gctgetggge
cgaggtcegt
gggctctgece
tgctcatgag

gctggggggt

gctcaaggce
ggacceegee
ttgececcagat
ctgggageet

acaccagtgg
<210> 15
<211> 507
<212> PRT

<213>

ctectectgy
gacttacgee
agaatctgaa
ctgectegeee
gtceggggtc
gccaagtage
cggtcectee
ctgatetttg
accactceca
cctgtgtete
atgggcatgt
gtgaccgtgg
caccttgogg
ctaggcatecc
gcecactectt
ctgtecegtygy
gcoccatgace
tcteaccaca
gggccakttg
ataggggacc
gagaccatgc
acctacgagg
ggcgtgaccc
ggggccccac
acaggcaaga
ggggtttttg
cacagtgata
cccecgotge

gtggcecgggyg

cagttagacg
ctgcagatct
ccceatgeet

gtgggggagyg

agacttgcac

Homo sapiens

gcectecectceta
ceccgaccectg
ggtgcecctgg
cggocctckg
tcagggaagg
cetecetete
tecckggecct
ccgacgacct
acctggacca
tgtgcacace
accctggegt
cegaagtoet
tggggectga
cgtacteeca
gcgacggtag
aggegcagee
tcatggecga
cecactacec
gggackccct
tggggetgcet
gtatgtcecg
gcggtgtecg
acgagctggc
tgcccaatgt
gceccteggea
ctgtgecggac
ccactgcaga
tctatgacek

cgcacccecaga

cagctgtgac
gctgtecatee
gagggecect
ctcaggtgte

atctgaaaaa

gcgecttece
agcccggace
tcctggagga
gagcttcagg
geggegectg
ttgggacaga
ggctgetgge
cggctatggg
gctggeggey
ctetagggee
cctggtgceco
ggctgecccga
gggggcctte
cgaccagggc
ctgtgaccag
cocctggetg
cgcccagege
tcagttcagt
gatggagctg
tgaagagacg
aggeggcetge
agagectgcee
cagetecctg
caccttggat
gkctctette
tggaaagtac
ccetgocotge
gtecaaggac

ggtgctgcaa

Cctteggecece
tggctgeace
cggctggcct

tggagggggt

Aaaaaaaaaa

cceggeccega
gctaggcgayg
gttecegteoee
aggcggecgt
ggtctgcggt
cceeteoggte
ctggeegttyg
gacctgggcet
ggagggeckge
geecteckga
agctcceggg
ggctacctca
ctgceccece

ccctgecaga

ceeggactag
caggatcgee
gggcagagcet
gatgcagety
ctggtcatcet
tecggtetet
ttggccttct
gacctgctge
ggckttbkgace
ttctacccgt
aaggctcact
cacgectcca
cckggtgaga

gcectgaaac

agecaggtgg
ccecegeecag
gggcatgtga
ttgtgcetga

aa

crgeetggte
gaggatcaga
agceoctgegg
cagggtcggg
atcggaaaga
ccatgtceat
ccecgteecgee
gctatgggca
ggttcacaga
cecggeegget
ggggectgee
caggaatggce
atcagggett
acctgacctyg
ccatcecact
aggececgetka
cettettect
ttgcagagey
tggggaceckt
tcactgcaga
tgcggtgtag
ggccaggtca
ctaccctgge
tcagcecect
cctaeccaga
tettcacceca
gctctctgac
actacaacct

agctteaget

cccggggcga
cttgetgeea
tggctectea

taacgtaata

60
120
180
240
300
360
420

1800
1860
1920
1980
2022
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<400> 15

Met

val

Tyr

Leu

Pro

65

Leu

Gly

Leu

145

val

Trp

Met

Ser
225

Gly

Ala

Gly

Asp

50

val

Pro

Gly

Arg

Pro

130

Gly

Phe

Pro

Leu

ala

2190

His

Ala

Arg

Asp

35

Gln

Ser

Val

Gly

Gly

115

Glu

Ile

Pro

Ile

Pro

195

Asp

His

Pro

Pro

20

Leu

Leu

Leu

Arg

Leu

100

Gly

Pro

Pra

Pro

180

Gly

Ala

Thr

Pro

Gly

Cys

Met

85

Prxo

Leu

Ala

Ala

165

Leu

Leu

Gln

Ser

Asn

Cys

Ala

Thr

70

Gly

Leu

Thr

Phe

Ser

150

Thr

Leu

Glu

Arg

His Tyr

Leu

Ile

Gly

55

Pro

Met

Glu

Gly

Leu

135

His

Pro

Ala

Ala

Gln

215

Pxo

Leu

val

Gly

40

Gly

ser

Glu

Met

120

Pro

Asp

Cys

Asn

Arg

200

Asp

Gln

Leu

Leu

25

His

Leu

Arg

Pro

val

105

Ala

Pro

Gln

Asp

Leu
185

Phe

Ala
10

Ile

Pro

Ala

Gly

90

Thr

Gly

His

Gly

Gly

170

Ser

Met

BFro

Ser

Leu

Phe

Ser

Ala

Ala

Ser

Ala

Asp

Phe Thr Asp

Ala

75

Val

val

Lys

Gln

Pro

155

Gly

val

Ala

Phe

Gly
235

60

Leu

Leu

Ala

Trp

Gly

140

Cys

Cys

Glu

Phe

Phe

220

Gln

Leu

Val

Glu

His

125

Phe

Gln

Asp

Ala

Ala

205

Leu

ser

Gly

Asp

30

FPhe

Thr

Pro

Val

110

Leu

His

Asn

Gln

Gln

190

His

Phe

Leu
15

Leu

Pro

Gly

Ser

25

Leu

Gly

Arg

Leu

Gly

175

Pro

Asp

Ala

Ala

Gly

Asn

val

Axg

80

Ser

Ala

val

Phe

Thr

160

Leu

Pro

Leu

ala

Glu
240
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Glu

Met

Thr

305

His

Leu

Leu

Pro

Gly

385

Gln

Ser

Lys

Thr

Gln

465

Glu

Pro

16
2228
DNA

Ser

Val

Thx

Ser
250

Tyr

Ile

Pro

Asp

Gly

Gly

Leu

275

Arg

Glu

Ala

Thr

Gly

© 358

Arg

370

val

Gly

Ser

Pro

450

Leu

Asp

Ala

Gln

Phe

Ser

Ser

Pro

435

Glu

Asp

Pro

Cys

Arg

260

val

Gly

Gly

Pro

Leu

340

Phe

Ser

Ala

Ala

Leu

420

Gly

Val

Ala

Ala

Cys
500

Homo sapiens

16

Gly

245

Leu

Ile

Gly

Gly

Gly

325

Ala

Asp

Leu

Val

His

405

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

485

His

Pro

Met

Phe

Cys

Val

310

Val

Ala

Leu

Phe

Arg

is0

Ser

Ala

Asn

Gln

val

470

Gln

Cys

Phe

Thr

Thr

Ser

295

Arg

Thr

Leu

ser

Fhe

375

Thr

Asp

His

Tyr

Ala

455

Thr

Ile

Pro

Gly

Ala

Ala

280

Gly

Glu

His

Ala

Pro

360

Tyr

Gly

Thr’

Glu

Asn

440

Leu

Phe

Cys

Asp

Asp

Ile

265

Asp

Leu

Pro

Glu

Gly

345

Leu

Pro

Lys

Thr

Pro

425

Leu

Lys

Gly

Cys

Pro
50%

Ser

250

Gly

Asn

Leu

Ala

Leu

330

Ala

Leu

Ser

TYr

Ala

410

Pro

Leu

Gln

Pro

His

490

His

Leu

Asp

Gly

Arg

Leu

315

Ala

Pro

Leu

Lys

395

Asp

Leu

Gly

Leu

Ser

475

Pro

Ala

Met

Leu

Pro

Cys

300

Ala

Ser

Leu

Gly

Pro

380

Ala

Pro

Leu

Gly

Gln

460

Gln

Gly

Glu

Gly

Glu

285

Gly

Phe

Ser

Pro

Thr

365

Asp

His

Ala

val
4485
Leu

val

Cys

Leu

Leu

270

Lys

Trp

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Phe

Cys

AsSp

430

Ala

Leu

Ala

Thr

AsSp

255

Leu

Met

Gly

Pro

Asp

335

val

Lys

val

Phe

His

415

Leu

Gly

Lys

Arg

Pro
195

Ala

Glu

Arg

Thr

Gly

320

Leu

Thr

Ser

Arg

Thr

400

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

480

Arg
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gccggggeca
gacgtegget
ggggtgctee
ctcactggce
cccagctgtg
actacccata
cgccgaggat
gaacgctgta
ggcgaagaag
gctatagecc
cagtctgtgce
caagacaaga
aatgtcactg
acagataacy
tggagecctgt
cagaagggeg
aagctggcea
accatcagtyg
ttcgtggact
cttccagaat
aaattcctea
gtttctgaga
cgggacectg
ctgteccgece
cocceygetgey
gctagaaaac
tttgttatcc
tctaatttea
ggctggagea
ggacagetgg
gctggctett
attggagtga
ttggccaagg
cctetbbggtt
tcaggtcaac

ttttatcg

<210> 17
<211> 533

gccggoecgec
tccacggete
tggacaacta
gctaccagat
ttectctgga
tggtecggaaa
ttgataccta
cattaattga
ttgcaacagg
tcataactaa
atgagcccct
acaggcatca
cagctttaaa
gagyggcagac
gggaaggagg
tgaagaaccg
ggggacacac
aaggaagecc
cttcaccgtg
attcageett
cgggctacce
taccctceatce
aagaaagaca
tacagttcta
atcccaaggce
ctttcaattg
caaccfgggt
accectaatg
tgtgtctaga
gaacttaact
ttagactcac
atcacatttc
cttcteockg
caccccttac

agcaaaatgg

ccacctggte
ccgeatcege
ctacacgcag
ccgtacaggt
tgaaaaactc
atggcacctg
ctttggatat
cgetetgaat
atataaaaat
ccatccacea
tcaggtcect
ctatgcagga
aagcagtggg
tttggcaggg
cgtccgaggg
ggagctcatc
caatggcaca
atcececaga
tcccaggaac
taacacatct
aggctgtggt
agacccacca
tgacctgtec
ccataaacac
cactggggtg
gaagttggac
tcacttggee
catttaagaa
ggtggggaoty
tgaaatagga
aagtcagacg
ttacgcaaat
tcggtgaagg
tcacttatct

cctgcaccat

ttcttgcé;;
acgecegcace
cegetgtgea
ttacagcacc
ctgececcage
ggaatgtacc
cteetgggta
gtcacacgat
atgtattcaa
gagaagecte
gaggaatact
atggtgtccco
ckctggaaca
ggtaataact
gtgggettig
cacatctctyg
aageetectay
attgagetge
agcatggctce
gtccatgetg
tactggttce
accaagaccc
agagaatatc
tcagtcececg
tggggceekt
ctcaggeccett
cttetetege
gctgataaaa
gctgggtbtta
agttctcact
ttegattece
gaagggagca
atcatgttca
catcacagag

gactgtgact

cagacgacct
tggacgecget
cgcegtegeg
aaataatctg
tcctaaaaga
ggaaagaakg
gtgaagatta
gtgctcttga
caaacatatt
tgtttctcta
tgaagccata
ttatggatga
acacggtgtt
ggcecccttey
tggcaagcco
actggetgee
atggcttcga
tgcataatat
cagcaaagga
caattagaca
cteccacegte
tctggetett
ctcacategt
tgtacttcce
ggatgtagga
ttctcacgac
tcttaaacca
tctgcaacac
tceccecttte
gaatcctgga
ctctgecaat
gacagtgatt
ggecactcecaa
cataaggcec

tttaaaataa

aggctggaac
ggcggccgge
gagccagctg
geccctgtecag
agecaggttat
ccttccaacc
ttattcccat
ttttegagat
caccaaaagg
ccttgctcte
tgactttatc
agcagtagga
catctttitet
aggaagaaaa
cttgctgaag
aacactegtg
cgtgtggaaa
tgacccaaac
tgactctict
tggaaattygg
tcaatacaat
tgatattgat
cacaaagctce
tgcacaggac
tttcagggag
tcttgtcteca
caccgaggtg
tectgetgtt
ctaagccttyg
ggctggaaca
agecagtttt
aatggttectg
gtgaaccace
attttgttgt

agaaatgtgt

180
240
300
360
420
480
540
6§00
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2228

199



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

17

Met Gly Pro
1

Ala

Phe

Ser

65

Leu

Gln

Ile

Leu

Lys

145

Gly

Ser

ala

Met

Asn

225

val

Phe

Met

Leu

Leu

Pro

Leu

50

Arg

Leu

Leu

Ile

Pro
130

Trp

Phe

His

Leu

Tyx

210

His

His

Ile

Asp

Leu

Pro

a5

Leu

Ile

AsSp

Leu

Trp

115

Gln

His

asp

Glu

Asp

195

Ser

Pro

Glu

Gln

Glu
275

rp Asn

Arg

Leu

2¢

Gly

Ala

Arg

Gly
5

Pro
Ser
Asp

Thr

Asn Tyx

Thr

100

Pro

Leu

Leun

Thr

Arg

180

Phe

Thr

Pro

Pro

Asp

260

Ala

Asn

Leu

Gly

Tyr

165

Cys

Arg

Asn

Glu

Leu

245

Lys

Val

Thr

Ala

vVal

Gly

Asp

Pro

70

Arg

Gln

Lys

Met

150

Phe

Thr

Asp

Ile

Lys

230

Gln

Asn

Gly

Val

Ala

Vval

Ala

Leu

55

His

Thr

Tvyr

Pro

Glu
135

Tyr

Gly

Leu

Gly

Phe

215

Pro

val

Axg

Asn

Phe
255

Ser

Leu

Gly

40

Gly

Leu

Gln

Gln

Ser

120

Ala

Axg

TyT

Ile

Glu

200

Thr

Leu

His

val
280

Ile

Leu

Pro

25

Ala

Trp

Asp

Pro

Ile

108

Cys

Gly

Lys

Leu

Asp

185

Glu

Lys

Phe

Glu

His

265

Thr

Phe

Pro

10

Leu

Ser

Asn

Ala

Leu

g0

Arg

val

Glu

Leu

170

Ala

val

Arg

Leu

Glu

250

Ala

Ser

Arg

Leu

Arg

Asp

Leu
75

cys

Thr

Pro

Cys

155

Cly

Leu

Ala

Ala

Tyxr

235

Tyxr

Ala

Ala

Gly

Leu

Pro

val

60

Ala

Thr

Gly

Leu

Thr

140

Leu

Ser

Asn

Thr

Ile

220

Leu

Leu

Gly

Leu

AsSp
300

Pro

Leu

Pro

45

Gly

Ala

Pro

Leu

Asp

125

His

Pro

Glu

val

Gly

205

Ala

Ala

Lys

Met

Lys

285

Asn

Gly

Leu

30

His

Phe

Gly

Ser

Gln

110

Glu

Met

Thr

Asp

190

Leu

Leu

Pro

15

Leu

Leu

His

Gly

Arg

95

His

Lys

Val

Arg

Arg

Lys

Ile

Gln

Pro Tyr

val
27¢

Ser

Gly

Ser

Ser

Gly

Arg

Leu

val

Gly

Val

80

Ser

Gln

Leu

Gly

Arg

160

Cys

Asn

Thr

Ser

240

Asp

Leu

Gly

Gln
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Thr

305

Leu

Leu

Trp

Lys

Pro

385

Ser

Ile

Ser
465

Pro

Lys

Txp

Leu

Trp

Lys

Leu

Pro

370

Ser

Ser

Ser

Arg

Asp

Glu

Leu

Phe

Gly
530

<210> 18
<211> 2401

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 18

aAla Gly

Glu Gly

Gln Lys
340

Pro Thr
355

Leu Asp

Pro Arg

S5er Pro

Leu Pro

420

His Gly
435

rp Phe Pro

Pro Pro

Glu Arg

Leu Ser
500

Pro Ala
915

Pro Trp

Gly

Gly

325

Gly

Leu

Gly

Ile

Cys

405

Glu

Asn

Pro

Thx

His

485

Arg

Gln

Met

Asn

310

val

val

val

Phe

Glu

390

Pro

Trp

Pro

Lys

470

Asp

Leu

Asp

Asn

Arg

Lys

Lys

AsSp

378

Leu

Arg

Sexr

Lys

Ser

455

Thxr

Leu

Gln

Pro

Trp

Gly

Asn

Leu

360

Val

Leu

Asn

Ala

Leu

440

Gln

Leu

Ser

Phe

Arg
520

Pro

val

Arg

345

Ala

TP

His

Ser

Phe

425

Leu

Tre

Arg

Cys

Leu

Gly

330

Glu

Arg

Lys

Asn

Met

410

Asn

Thr

Asn

Leu

Glu

450

His

Asp

‘tad

Axg

315

Phe

Leu

Gly

Thr

Ile

395

Ala

Gly

val

Phe

475

Lys

Pro

Gly

Val

Ile

His

Ile

80

Asp

Pro

Ser

TYTr

Ser

460

Asp

Pro

His

Lys

Arg

Ala

His

Thr

385

Ser

Pro

Ala

val

Pro

445

Glu

Ile

His

Ser

Ala
525

Lys

Sexr

Ile

350

Asn

Glu

Asn

Lys

His

430

Gly

Ile

Asp

Ile

val

510

Thr

Trp

Pro

i35

Ser

Gly

Gly

Phe

Asp

415

Ala

Cys

Pro

Axrg

val

495

Pro

Gly

Ser

320

Leu

Asp

Thr

Ser

Val

400

Ala

Gly

Ser

Asp

480

Thr

val

Val

201



gcctecagea getgacggga
ctgcttcaaa gcagaggttt
accatgaaca gaggatgaac
aacaacagga tcacaagety
tgttetetet grgggaagec

tggetgacga ccteggeatt

cccagetgta
ctcatgggaa
aagtgaagtt
gagatgectt
gagagccacyg

ggagatcctg

gtgaggttgce
tatgcttatt
gcaatctcct
taaggaagat
cagcatcaag

ggtgctatgg

agtgattgag
aaactcccac
¢catcacage
gaagatcect
gccgaacate

gaacaaaact

taggattgge
tggtgcagaa
tcagttcccg
ttectectac
atcetggtga

atcaggactc

60
120
180
240
300
360
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

ccaatatcga
cgetgtgeac
tggcatcttg
ccgatgagat
ggaaatggea
atcacggctt
gagagggcag
tcggggtcac
taggcgktet
tccttcatta
agcccatgte
agcggaacac
tgttctacag
aggaaatgga
atgataccct
aaggagaaat
aaggaggtat
agattgatga
ctcecettgee
aaagccaacg
tgegetggea
tcaaccccgt
atgtcacecca
acccactaac
ctgcggacay
ttetttggaa
atagagaaaa
atgkggcaaa
aactecatct
cagagctcaa
aggaagatgg
aatagagggyg
aatcttaaaa
Caacagtata

a

19
583
PRT

ccggttggec
accaagcagg
gtececgeact
tacctttget
ccttgggatg
caattatttc
tgtcttcace
cctecttace
tttcagcett
ctteceggeee
ctatgacaat
tgagactceg
caaagacttt
ctggagtgtg
catctactte
tcatggcgga
ccgggttcca
gcccactage
tgaggacagg
ctccgatcat
cccteagaac
gggttccaac
tcacgaccca
tcecageatce
acacacccag
gcecotggett
acaggataag
gcteaccate
acaccttgga
cagctactca
taggtttatg
cattcacaag
cagaaaggtg

agttaccatt

Homo sapiens

19

agtgggggag
gcagecttea
ggagttttee
aagettctga
agctgtcaca
tatgggatet
acgggcttca
cttgectgcac
ctctteotag
ctgaactgct
ctcacccaga
ttcctgettg
gctggcaaaa
gggcagatcect
acatcggacc
agtaatggga
ggcatcettce
aacatggaca
atcattgatg
gagtttctct
agcacatcca
ggatgcttty
cctttactct
gagececggt
accctgecag
cagetatget
agactgagcec
ttcactacaa
tttggactga
actggagggg
cctEictgtgg
gcacaccagt
caggaggtac

tactctataa

[y
tgaaactcac

tgactogccyg
tcttcacage
aggatcaagg
gcaagactga
ctttgaccaa
agaggctggt
tcaattgtct
cagecctaat
tcatgatgag
ggctaacggt
tcttgtecta
gtcaacacgg
tgaaccttect
agggagcaca
tctataaagg
gttggcccag
tatttectac
gacgtgatct
tccattactyg
tctggaagge
ccacacacgt
ttgatattte
tttatgaaat
aggtgcecga
gtccttccac
gctagcagecg
acacgcctga
ttcteccattt
tgagggggat
ccagagtctt
geaagcagat
cttaactcac

tctgecagtga

tcagcacctg
gtaccctgte
ctcbteggga
ttattcaaca
cttctgtcac
tctgagagac
cttcetecee
ggggctactc
cctgacectt
gaactacgag
ggaggcggcc
ccteccacgtyg
agtctacgaqg
ggatgagctg
tgtagaggag
aggaaaagca
ggktgatacag
agtagccaag
gakgcccctg
caacgeetac
ctLtrectee
gtgcttetgt
caaagatcecc
cctcaaagtc
tcagttttca
cggcectgtct
cctggggacc
gagtggcact
tatcacctga
aaggtcetgta
ggactcatyg
gacaaaaagg
ccctecageaa

t.gcaataacc

gcagcatcac
cgatcaggaa
ggactkccca
gcactgatag
caccctttac
tgcaageccg
ctgcagateg
cacgtgecte
ttettggget
atcattcagc
cagttcatac
cacacagccce
gatgctgttg
agattggecta
gtgtcticca
aacaactggg
gckggcraga
ctggctggag
cttgaaggaa
ttaaatgctg
acccccaact
ttcgggagte
agagagagaa
atgcaggaag
tggaacaact
tgccagtgtg
agacagacgc
ggggaaacat
aggcttggge
gtatacagac
daatagaatg
tgcagaaggc
atacctatgt

agcataataa

420

480

540

600

660

720

780

840

909

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2401
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Met

Trp

Met

Thr

Leu

65

Ala

serx

Thr

Thr

143

Gly

val

val

Leu

Leu

225

Asn

Gln

Val

His
305

Pro

Glu

Ala

Ile

50

Thx

Fhe

Arg

Asp

ala

130

Asp

Ile

Fhe

Gly

His

210

Ile

Cys

Asp

Axrg

His

290

Gly

Leu

Ala

Asp

i5

Arg

Gln

Met

Thr

Glu

115

Leu

Fhe

Ser

Thr

val

195

Val

Leu

Phe

Asn

Asn

275

Thr

val

Arg

Glu
20

Asp

Thr-

His

Thr

Gly

100

Ile

Ile

cys

Leu

180

Thx

Pro

Thr

Met

Leu

260

Thr

Ala

Lys

Ser

Leu

Pro

Leu

Gly

85

Val

Thr

Gly

His

Thx

165

Gly

Leu

Leu

Leu

Met

245

Thx

Glu

Leu

Gly

Het

His

Gly

Asn

Ala

70

Arg

Phe

Phe

Lys

His

130

Asn

Fhe

Lau

Gly

Phe

230

Arg

Gln

Thr

Phe

Asp
310

Lys

Ala

Ile

Ile

55

Ala

TyY

Leu

Ala

Trp

135

Pro

Leu

Lys

val

215

Leu

Asn

Arg

Pro

Ser

255

ala

Ile

Ala

Gly

40

Asp

Ser

Pro

Phe

Lvs

120

His

Leu

Axg

Arg

Leu

200

Phe

Gly

Leun

FPhe

280

Ser

val

Pro

Ser

25

Asp

Arg

Pro

val

Thr

105

Leu

Leu

His

Asp

Leu

185

Ala

Phe

Phe

Glu

Thr

265

Leu

Lys

Glu

Fhe

10

Arg

Pro

Leu

Leu

Arg

80

Ala

Leu

Gly

His

Cys

170

val

Ala

Ser

Leu

Ile

250

val

Leu

Asp

Glu

Leu

Pro

Gly

Cys

75

Ser

Ser

Lys

Met

Gly

155

Lys

Phe

Leu

Leu

His

235

Ile

Glu

val

Fhe

Met
315

Leu

Asn

Cys

Ser

60

Thx

Gly

Ser

Asp

Ser

140

Phe

Pro

Leu

Asn

Leu

220

Gln

Ala

Leu

Ala

300

Asp

Leu

Ile

Tyr

45

Gly

Pro

Met

Gly

Gln
125

Cys

Asn

Gly

Pro

Cys

205

Phe

Phe

Gln

Ala

Ser

288

Gly

Trp

Fhe

Ile

30

Gly

Gly

Ser

Ala

Gly

110

Gly

His

Tyr

Gclu

Leu

190

Leu

Leu

Arg

Pro

Gln

270

Tyxr

Lys

Serxr

Phe

15

Leu

Asn

wval

Arg

Ser

95

Leu

Ser

Phe

Gly

175

Gln

Gly

Ala

Pro

Met

255

Phe

Leu

Ser

val

Leu

vVal

Lys

Lys

Ala

30

Trp

Pro

Serxr

Lys

Tyr

160

Ser

Ile

Lau

Ala

Len

240

Ser

Ile

His

Gln

Gly
320
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

Ile

Lys

Ala

Pro

385

Met

Glu

Lys

Tyr

Lys

465

Cys

His

Asn

val

Pro

545

Leu

Gln

20
1945
DNA

Homo

20

Ile

Gly

Asn

370

Arg

Asp

Asp

Serx

Leu

450

Ala

Phe

Asp

Pro

Met

530

Asp

Cys

Asp

Leu

Phe

Glu

355

Asn

val

Ile

Arg

Gln

435

Asn

Phe

Ala

Pro

Leu

§15

Gln

Gln

Cys

Lys

Asn

Thr

340

Ile

Trp

Ile

Phe

Ile

420

Arg

Ala

Phe

Thr

Pro

500

Thr

Glu

Phe

Pro

Arg
580

sapiens

Leu

325

Ser

His

Glu

Gln

Pro

408

Ile

Ser

val

Phe

His

485

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

565

Leu

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

3%0

Thr

Asp

Asp

Arg

Thr

470

val

Leu

Ala

Ala

Trp
550

Ser

Asp

Gln

Gly

Gly

375

Gly

val

Gly

His

Trp

455

Pro

Cys

Phe

Ser

Asp

535

Asn

Gly

Arg

Glu

Gly

Ser

360

Ile

Gln

Ala

Arg

Glu

440

His

Asn

Phe

Asp

Glu

520

Arg

Asn

Leu

Leu

Ala

345

Asn

Lys

Lys

Asp

425

Phe

Pro

Phe

Cys

Ile

505

Pro

His

Phe

Ser

Arg

330

His

Gly

Val

Ile

Leu

410

Leu

Leu

Gln

Asn

Phe

490

Ser

Arg

Thr

Leu

Cys
570

Leu

Val

Ile

Pro

Asp

395

Ala

Met

Phe

Asn

Pro

475

Gly

Lys

Phe

Gln

555

Gln

Glu

Gly

380

Glu

Gly

Pro

His

Ser

460

val

Ser

Asp

Tyr

Thr

540

Lys

Cys

Asn

Glu

Lys

385

Ile

Pro

Ala

Leu

Tyr

445

Thr

Gly

Pro

Glu

525

Leu

Pro

Asp

Asp

val

350

Gly

Leu

Thr

Pro

Leu

430

Cys

Ser

Ser

vVal

Arg

510

Ile

Pro

Trp

Arg

Thx

335

Ser

Gly

Arg

Ser

Leu

418

Glu

Asn

Ile

Asn

Thx

495

Glu

Leu

Glu

Leu

Glu
575

Leu

Ser

LyS

Trp

Asn

400

Pro

Gly

Ala

Trp

Gly

480

His

Arg

Lys

val

Gln

560

Lys
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dggaagccttg gcactagegyg cgcecoegggeg cggagtgege

gggecagege
ggactectttg
tgcaaatgece
tecteggtege
aggtgtgagg
attccteaca
ccttcagtgy
cttgcagcag
tgcatccege
catgcectte
cctgagggcg
tgccggecag
cgtgggetge
ctgtatcctg
gagtcttaty
cctckteett
gaaaagteag
ggttcttaat
tgaccatgga
aatttacaaa
cttccactgg
ggacgktgtte
tgatggccac
cctgttteat
aagcgtetgy
aacggccgag
gctectttgac
cctgtaccae
gagtcctgtg
gtgetgegga
gecaggacty
gcttggttee
<210> 21
<211> 593
<212> PRT
<213>

<400> 21

tcggecatge
ccggtgetac
cttaaaccaa
tacgggaaca
ctcactcage
gggagacatt
aacgcaggct
catggctatg
ggggatcact
acg<tcacaa
cagctetggg
acctgecggttc
ctgtttttca
atgagaaacc
ctaaaggaag
tctttgetge
catggettat
gccatecgaag
ggacatttag
ggtgggaagg
ccgggggtge
cctactgtgg
agcctggtac
tactgtgggc
aaggttcatt
gegtctgecee
ctctccaggg
gccgtgatag
cccecageagt
catttcecegt
tgagagagga

atcttcagte

Homo sapiens

gatccgceege
tgtttttatg
atatcctact
atacactgag
acctggegge
ccttcagatce
caggtggact
caaccggect
gccacecacee
acgactygtga
gttacaccca
tctteckctgt
tctettggta
atgacgtcac
ctgtttccﬁa
atgtgcacat
atggtgataa
acaatggtktt
aggcaagaga
gcatgggagg
tcceggecgg
tccagectggt
ccttgctgea
agcatctteca
acacgaccce
atgctgaatg
acccctccga
caagggtagg
tttccatgag
tcegttcatg
tccaggagag

cggaa

gcggagggga
cttgcttctg
gatcatggeg
aacgccgaat
cgceecgete
aggcatggac
ccctgagaac
cataggaaaa
cctgaaccac
cccaggceagq
gttecktggeg
ctcegegaga
cteeteette
ggagecaacce
tattgaaaga
tcecettgty
tgtggaggag
aaagaactca
tggacacagc
atgggaaggt
ccgagtgatt
gggtggcgag
gggagctgag
cgcagecacgc
gcagttccac
gggaggegtyg
ggcacggece
tgecgeggty
caacatecceg
ccacgaggat

cctgactgeg

agggcaaggt cctgcgctct

cgcgeegege
aagacgtgtg
gatgatctag
attgaccagce
tgcaccccaa
gccagcaatg
gaaaccactt
tggcaccagg
ggatttgact
ccccoccgaag
ctggggatte
gcagtcacey
gggtttgtge
atggttctgg
cacaagecaty
accacgagtyg
atggactggc
acattcacgt
cagttagggg
gggatccgag
ggagagcecea
gtgccccagg
gcacgctegg
tggcaccaga
cecgaggage
acccatcaca
ctgaccecceg
tcggageatce
tggaagcecgt
ggggatggeca

ttgcaaacaa

ccgcegecag
aacctaaaac
gcactgggga
ttgcagagga
gccgagetge
gataccggge
ttgcaagaat
gtgtgaattyg
atttctacgg
tggacgecge
tcacectgge
gcatggeegg
gacgctggaa
agaaaacagc
ggccatttet
cattcctygg
tcataggtaa
atttcaccec
gatggaacgy
tgcccgggat
cgagecctgat
acagggtgat
cacatgagtt
aggacagtgg
ggggeetget
gacccecttet
actccgagec
ggcagacecct
ggctgcagee
ccecctgaat

aattctccaa

120
180
2490
300
60
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1945
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Met Arg Ser Ala Ala Arg Arg Gly Arg Ala Ala Pro Ala Ala Arg Asp
1 3 10 15

Ser Leu Pro Val Leu Leu Phe Leu Cys Leu Leu Leu Lys Thr Cys Glu
20 25 30



Pro

Arg
65

Gln

Leu

Glu

Leu

145

His

Pro

Asp

Leu

val

225

Phe

Ile

Lys

His

Ile

308

Leu

Lys

Asp

50

Thr

His

Thx
130

Ile

Cys

Phe

Ala

Gly

210

Ser

Ile

Leu

Thx

Lys

290

Pro

Thr

a5

Leu

Pro

Leu

Gly

Ala

115

Thr

Gly

His

Thr

Ala

195

Ile

Ala

Ser

Met

Ala

275

His

Leu

Gly

ala

Gly

Asn

Ala

Axrg

100

Leu

Phe

Lys

His

Leu

180

Leu

Leu

Arg

Trp

Arg

260

Ser

Gly

val

Asp

Asn

Thr

Ile

Ala

85

His

Gln

Ala

Trp

Pro

165

Thr

Arg

Thx

Ala

Tyr

245

Asn

Leu

Pro

Thr

Asn
325

Ala

Gly

Asp

70

Ala

Ser

Trp

Arg

His

150

Leu

Asn

Ala

Leuy

val

230

Ser

His

Met

Phe

Thr

310

val

Phe

Asp

55

Gln

Pro

Phe

Asn

Ile

135

Gln

Asn

Asp

Gln

Rla

215

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

295

Ser

Glu

Lys

40

Leu

Leu

Leu

Axrg

Ala

120

Leu

Gly

His

Cys

Leu

200

Ala

Gly

Phe

Val

Lys

280

Leu

Ala

Glu

Pro

Gly

Ala

Ser

105

Gly

Gln

val

Gly

Asp

185

Trp

Gly

Met

Gly

Thr

265

Glu

Phe

Phe

Met

Asn

Cys

Glu

Thr

90

Gly

Ser

Gln

Asn

Phe

170

Pxo

Gly

Gln

Ala

Phe

250

Glu

Ala

Leu

Leu

ASp
330

Ile

Glu

75

Pro

Mat

Gly

His

Cys

155

Asp

Gly

Thr

Gly

235

Val

Gln

Val

Ser

Gly

315

Trp

Leu

Gly

60

Gly

Ser

Asp

Gly

Gly

140

Ala

Arg

Thx

Cys

220

Val

Arg

Fro

Ser

Leu

300

Lys

Leu

Leu

45

Asn

val

Arg

Ala

Leu

125

Tyr

Ser

Fhe

Pro

Gln

205

Gly

Gly

Arg

Met

TYxX

285

Leu

Ser

Ile

Ile

Asn

Arg

Ala

Ser

110

Pro

Ala

Arg

Pro

190

Phe

Fhe

Cys

Trp

val

270

ile

His

Gln

Gly

Met
Thr
Leu
Ala
95

Asn
Glu
Thr
Gly
Gly
175
Glu
Leu
Phe
Leu
Asn
255
Leu
Glu
val
His

Lys
335

Ala

Leu

Thr

80

Phe

Gly

Asn

Gly

Asp

160

Met

val

Ala

Ser

Phe

240

Cys

Glu

Axg

His

Gly

320

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

<400>

22
18

Leu
Phe
Cln
Gly
38S

val

val

Ala
His
465
His
Ala
Pro
Leu
Gly
545

Gln

Pro

58

DNA

Asn

Leu

370

Trp

Leu

Phe

val

Arg

450

Ala

Glu

Pro

Thr

530

Ala

Phe

Gly

Ala

Ser

355

Gly

Glu

Pro

Pro

Ile

435

Ser

Ala

Ala

Leu

515

Pro

Ala

Ser

His

Ile

340

Asp

Gly

Gly

Ala

Thr

420

Asp

Ala

Thr

Ser

500

Leu

Asp

val

Met

Phe
SBO

Homo sapiens

22

Glu

His

Trp

Gly

Gly

405

val

Gly

His

Trp

Pro

485

Ala

Fhe

Ser

Ser

Ser

565

Pro

Asp

Gly

Asn

Ile

390

Arg

val

Glu

His

470

Gln

His

Glu

Glu

550

Asn

Phe

Asn

Gly

Gly

375

Arg

Val

Gln

Ser

Phe

455

Gln

Phe

Ala

Leu

Pro

335

His

Ile

Cys

Gly

His

360

Ile

val

Ile

Leu

Leu

440

Leu

Lys

His

Glu

Ser

520

Leu

Arg

Leu

Ser

Leu
345

Leu

Pxo

Gly

val

425

val

Phe

Asp

Pro

Trp

505

Arg

Gln

Trp

Cys
585

Lys

Glu

Lys

Gly

Glu

410

Gly

Pro

His

Ser

Glu

490

Gly

AsSp

The

Lys
570

His

Asn

Ala

Gly

Ile

395

Pro

Gly

Leu

Gly

475

Glu

Gly

Pro

Ala

Leu

558

Pro

Glu

Ser

Arg

Gly

380

Phe

Thr

Glu

Leu

Cys

460

Ser

Arg

val

Ser

val

540

Ser

Trp

Asp

Thr

Asp

365

Lys

Hig

Serxr

val

Gln

445

Gly

val

Gly

Thr

Glu

525

Ile

Pro

Leu

Gly

Phe

350

Gly

Gly

Trp

Leu

Pro

430

Gly

Gln

Trp

Leu

His

510

ala

Ala

val

Gln

Asp
590

Thr

His

Met

Pro

Met

415

Gln

Ala

His

Lys

Leu

495

His

Arg

Arg

Pro

Pro

575

Gly

Tyr

Ser

Gly

Gly

400

Asp

Asp

Glu

Leu

Val

480

Thr

Pro

val

Gln
560

Cys

Thr

209



ccttcctett ¢ttgatcggg

agacaacatg ttacatetge

gctcgetgta
gaacatcctt
caacaccatg
acacatcket
cecctgtgcga
atctggaggt
tgccactgga
ttgccacéac
gggtgattgc
cttecctette
cctgatacee
cgcaagctee
cracaccatc
ggttgcgtec
acacgttecac
gtatggggac
cgtggagggt
agagaatcaa
gggcatggga
gctecccggee
ggtccggety
geeettygcte
gaggtttety
ctttgtgacg
cecgegettt
agacecttct
ggaacgagtc
gctggacagy

ccteotgetgyg

23
589

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

<400> 23

ctgctaagtt
cttctgatgg
aggactccga
gcegeatcett
tcagggatgg
cttccaacaa
ctcattggaa
cctectecate
gcecgetggg
caagktcctgg
gtctcogtgga
tactttgtgg
acggagcagce
tttctcaaaa
atcectetea
aacgtagagg
ttgagcaaca
cttggaaaca
ggatgggaag
ggccgagtga
gcygggcggcg
ctggggacag
cacgcagcca
cctgtgttee
ggggaaaaag
gagacccaca
cagcaggcgg
ctgggcaaca

tgecttaggg

Homo sapiens

gattcaggaa

accatktcttg

tggcaccate
cggacgacct
atattgaceg
tgtgcaccce
tttccageat
atgagacaac
aatggcatct
atggctttga
aactctcaga
ccttggttac
tgceggtcat
gtgctctgat
ccatgtgctt
ggaataagca
tcactatgga
agatggactg
gracccteat
cccagtatgg
gtgggatceoy
ttggcgagee
aggtgceccca
cgccaacactc
ggtggcatca
agcoagaggy
tagtccacca
tectcacacc
tgtgggaaca
tetggagace

aagatgaccc

ggagcccagg

tttgtgttte

agcttcecage
tggcattagy
ccttgcagag
aagcagagce
tggttaccgt
ttttgcaaaa
gggtctcaac
gcatttctac
gaagegtgte
cctcacactg
ctggtcagece
tgtcecatgec
ccaaagaacg
tgégcctttc
gaacttccee
gatggtagga
ttattttacg
tggctggaat
cgtgecegag
cacgagtctg
ggacagagtyg
agaccacgag
acgggacaga
agcegatgee
cgatccacet
agecteagay
ccagcggaca
gtagctgcag

acaataaatg

agcagaggaa gtagagagag

aggagctgge tgccagegat

gacatttccg
gacattgget
gacggegtga
gecttectca
gttckbtcagt
atactgaaag
tgtgagtcag
ggaatgectt
aacctggaac
gtagcaggga
ctttcggecg
gattgetttc
acacccctta
ctectctttg
gggaagagtc
cggatccttg
tcggatcacg
ggaatttata
atcttececget
atggacgtgt
attgacggcce
ttectgatge
ggaacaatgt
Egctatggaa
ttgetctttyg
cecgtgttet
ctcagcccag
cecctgetgtg

tctgeagtga

cctcecgace
gctatggcaa
agctgaccca
cgggcagata
ggaccggage
agaaaggcta
ccagtgatca
tctectbgat
aaaaactcaa
agctcacaca
tecteceteet
tgatgagaaa
ttctgcagga
tttecttict
tccacygggct
acactttgga
geggticect
aaggtgggaa
ggcccyggyggt
tccccaccgt
aagacettct
attattgtga
ggaaagtcca
gaaaggtctg
acctcoctcaag
atcaggtgat
Ltcctetgea
gcecegtteee

aaagctgyg

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
509
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13890
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1858
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Met Leu His Leu His His Ser Cys Leu Cys Phe Arg Ser Trp Leu Pro
1 5 10 15

Ala Met Leu Ala Val Leu Leu Ser Leu Ala Pro Ser Ala Ser Ser Asp
20 25 30

Ile ser Ala Ser Arg Pro Asn Ile Leu Leu Leu Met Ala Asp Asp Leu
i5 40 45

211



Gly

Asn

65

Ser

Leu

Phe

Lys

145

His

Leu

Leu

Leu

Met

225

Ser

Pro

Gly

Ile

305

Asp

Leu

Asp

Ile

50

Ile

Ala

Tyr

Gln

Ala
130

Trp

Pro

Met

Glu

Thr

210

Pro

Tyr

Asn

Leu

Proc

290

Asn

Asp

His

Gly

Asp

Ala

Pro

Trp

115

Lys

His

Leu

Gly

Gln

195

Leu

Val

Phe

His

Ile

275

Phe

Metr

val

val

Gly
355

Asp

Arg

Ser

val

190

Thr

Ile

Leu

Hig

Asp

180

Lys

Val

Ile

Val

Thr

260

Leu

Leu

Glu

Glu

Glu

340

Gly

Ile

Leu

Leu

85

Arg

Gly

Leu

Gly

His

165

Cys

Leu

Ala

Trp

Gly

245

Ile

Gln

Leu

Asn

Glu

3a2s

Gly

Ser

Gly

Ala

70

Cys

Ser

Ala

Lys

Leu

150

Gly

Ala

Asn

Gly

Ser

230

Ala

Thr

Glu

Fhe

Fhe

319

Met

Leu

Leu

Cys

55

Glu

Thr

Gly

Sex

Glu

135

Asn

Phe

Arg

Phe

Lys

215

Ala

Leu

Glu

Val

val

295

Leu

Asp

Ser

Glu

Tyr

Asp

Pro

Met

Gly

120

Lys

Cys

Glu

Trp

Leu

200

Leu

Leu

Ile

Gln

Ala

280

Ser

Gly

TP

Asn

Asn
g0

Gly

Gly

Ser

Val

105

Gly

Gly

Glu

His

Glu

i8%

Fhe

Thr

Ser

Val

Fro

265

Ser

Phe

Lys

Met

Ser

345

Gln

Asn

val

Arg

90

Ser

Leu

Ser

Fhe

170

Leu

Gln

His

His

250

Met

Phe

Leu

ser

val

330

Thr

Leu

Asn

Lys

75

Ala

Ser

Pro

Ala

Thr

60

Leu

Ala

Ile

Thr

- 140

Ala

155

Ser

val

Leu

val

235

Ala

Cys

Leu

His

Leu

315

Gly

Leu

Gly

Ser

Gly

Glu

Leu

Ile

220

Leu

Asp

Phe

Lys

val

300

His

Arg

Ile

Asn

Met

Thr

Fhe

Gly

Asn

125

Gly

Asp

Met

Lys

Ala

245

Pro

Leu

Cys

Gln

Axg

285

His

Gly

Ile

Thr
365

Arg

Gln

Leu

[
—
o

Leu

His

Fro

Arg

1590

Leu

Val

Leu

Phe

Arg

270

Asn

Ile

Leu

Leu

Phe

350

Gln

hr

His

Tle

Cys

Phe

175

val

Val

Ser

Ala

Leu

255

Thr

Lys

Pro

Asp
335

Thr

Pro

Ile

80

Gly

val

Thr

Gly

His

160

Ser

Asn

Ala

Trp

Ser

240

Met

Thr

His

Leu

Gly

320

Thr

Ser

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

<400>

Gly
Gly
385

Ala

Thr

Arg

465

Thr

Val

Leu

Ala

Val

545

Phe

24
1996
DNA

Homo sapiens

24

Trp

370

Gly

Gly

val

Gly

His

450

Trp

Pro

Cys

Phe

Ser

530

Trp

Leu

Pro

Asn

Ile

Arg

Val

Gln

435

Glu

His

val

Pro

Asp

515

Glu

Glu

Gly

Leu

Gly

Arg

val

Arg

420

Asp

Phe

Gln

FPhe

Cys

500

Leu

Pro

His

Asn

Cys
580

Ile

val

Ile

405

Leu

Leu

Leu

Arg

Gln

485

Phe

Ser

val

Gln

Ile

565

Trp

Pro

390

Gly

Ala

Leu

Met

Asp

470

Pro

Gly

Arg

Phe

Arg

550

Trp

Cys

Lys

375

Gly

Glu

Gly

Pro

His

a55

Arg

Glu

Glu

Asp

Leu

Gly

Ile

Pro

Gly

Leu

440

Gly

Gly

Lys

Pro

520

Gln

Leu

Pro

Arg

Gly

Phe

Thr

Glu

425

Leu

Cys

Thr

Ala

val

505

Ser

val

Ser

Trp

Glu
585

Lys

Arg

Ser

410

Val

Leu

Glu

Met

Gly

4580

val

Glu

Met

Pro

Leu

570

Asp

Gly

Trp

Leu

Pro

Gly

Arg

Trp

475

Ala

Hisg

Thr

Glu

val

555

Gln

Asp

Met

380

Pro

Met

Gln

Thr

Phe

480

Lys

Cys

His

His

Arg

540

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

Asp

Asp

Ala

445

Leu

val

Asp

Ile

525

Val

Leu

Cys

Gln

Gly

val

val

Arg

430

Gln

His

His

Gly

Pro

510

Leu

Gln

Gln

Cys

TP

Leu

Phe

413

val

His

Ala

Phe

Axg

495

Pro

Thr

Gln

Leu

Gly
57%

Glu

Pro

400

Pro

Ile

Ser

Ala

val

480

Lys

Leu

Pro

Ala

Asp

560

Pro

213



gggttctgct
aagctgcaca
gaacacatgg
ggttgatgac
tcacategac
cctctgcage

ggtttctagt

taatgagaca
caaatggcac
ttatgggktet
ccectetegt
tgccattgee
gcteoctgatc
ccacacgtcg
geecatgaag
aaggcacagt
ccccaceacyg
agagatggac
caacaccctt
tgcecaactt
aggtggaatc
gattaaggaa
aagtctccecet
cgtcaggcac
gcggtggate
attccageca
acaggttacc
cacacccctg
cgecctgaag
tcagggcagg
ggaagaggaa
ccagaggaag
cactaacttt

accattccag

<210> 25
<211> 591
<212> PRT

<213>

cctagacatt
atgaggccea
ccagggcaca
ctgggtattyg
cgecttgeca
ccaagccggt

ggtaatagac

acacttgcag
caaggcttga
gactactact
aacacggaat
atcctcacce
ttctccatga
cectttatact
gctgaacgag
aaggaaactt
gacgatttea
tccatggtgg
gtctacttta
ggtggatgga
cgcgtcecag
cctacaagtt
caggacaggg
tcggageatg
cccaaggacg
ccagcttctyg
taccacaacc
acacctgcca
gaacaccagg
acgtggctga
gteteteage
cctttggtce
ggtgctttca

attatt

Homo sapiens

agagagataa
ggagaccgtt
cagggtgcat
gagatctggg
gggaaggegt
cegegtteott

gtgtcatcca

ccttgctaaa
actgcgacte
atggcatgce
cagcctttga
taacctttgg
ttectgtttat
gggactgcct
ctggatccat
tccttetctt
ctggcaccag
gcaagattct
catcagatca
atggaatata
gaattgtccg
taatggatat
tcattgacgy
aatttetttt
acagtgggte
gtggctgcta
ccectetget
cagagccccet
aaaccatcegt
agccttgctg
ctcggggtec
taacgagaag

agttggcaag

tacggectgat
ggtcttcatyg
gacgacaagg
ctgctacgge
gcgactgact
gacgggaaga

aaaktcttgea

gaagcaagga
ccgaagtgac
gttcactcte
gagtcagcte
gaagctgagc
tttcctettg
cctecatgegg
tatggtgaag
tttetecettt
caagcatggc
tgatgctate
cggagggcat
caaaggtgga
atggecctgga
tttaccaact
ccgagaccte
ccactactgt
agtttggaag
tgtcacctca
cttegatcte
ctatgatttt
gectgtgacc
tggggtgttc
taacgagaag
agataattac

gagtgcattt

agacaacaag
tctttggtgt
cctaatattg
aatgacacca
cagcacatct
taccccatce

gtcecccgeag

ctacagcacgg
cagtgccacc
gttgacagct
tggctetaotg
ggctgggtct
ggctatgcktt
gggcacgaga
gaagcgattt
cttcacgtgce
ttgtatgggg
gatgattttg
ttggaagcta
aaaggcatgg
aaggtaccag
gtcgcatcag
atgcccttge
ggctectacce
gctcactatg
ttatgcagat
tccagggacc
gtgattaaaa
taccaactct
ccattttgte
agataattac
aatcaggcta

aatagtcaat

aaggtattcc
gtgcactctt
tcctaatcat
tgaggacgcece
ctgececgectce
gatcaggtat

gcctecctet

ggcttatagyg
atccatataa
gcrggecgga
tgcagctagt
ctgttcectg
ggttctccag
tcacggagca
cctttttaga
acacacctet
ataatgtgga
gcectaaggaa
ggcgagggca
ggggctggga
ctggacggtt
tgtcaggagg
tgcagggcaa
tgcacgcegt
tgaccceggt
gtttcggaga
cctcagagtc
aggtggccaa
cagaactgaa
tgtgtgacaa
aatcaggcta
ccaaaggaay

aaattcatct

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

1860

1920

1980

1956

214



215

<400> 25

Maet Arg Pro Arg Arg Pro Leu Val Phe Met Ser Leu Val Cys Ala Leu
1 S 10 15

Leu Asn Thr Trp Pro Gly His Thr Gly Cys Met Thr Thr Arg Pro Asn
20 25 30

Ile val Leu Ile Met Val Asp Asp Leu Gly Ile Gly Asp Leu Gly Cys
is 40 45

Tyr Gly Asn Asp Thr Met Arg Thr Pro His Ile Asp Arg Leu Ala Arg
50 55 60



Glu

63

Pro

Met

Ala

G1ln

Cys

145

Asp

Cys

Leu

Leu

225

Pro

Gln

Ile

Sar

Gly

a0s

Ser

Asn

Ala

Gly

Gly

Ser

Val

Gly

Gly

130

Asp

Tyx

Pro

Val

Ser

210

Ehe

Leu

Pro

Ser

Phe

290

Thr

Met

Asn

Arg

Gly
170

Val

Arg

Ser

Leu

115

Tyr

Ser

Ser

Gln

1395

cly

Ile

Tyr

Met

Dhe

275

Leu

Sexr

val

Thr

Arg

335

Lys

Arg

Ser

Ser

100

Pro

Ser

Arg

Arg
180

Leu

Trp

Phe

Trp

Lys

260

Leu

His

Lys

Gly

Leu

340

Gly

Gly

Leu

Ala

85

Gly

Thr

Ser

Gly

165

Asn

val

val

Leu

Asp

245

Ala

Glu

val

His

Lys

325

val

His

Met

Thr

70

Phe

AsSn

Asn

Gly

Asp

150

Met

Thr

Ala

ser

Leu

230

Cys

Glu

Arg

His

Gly

310

Ile

Tyr

Ala

Gly

Gln

Leu

Arg

Glu

Leu

135

Gln

Pro

Glu

Ile

Val

215

Gly

Leu

Arg

His

Thr

295

Leu

Leu

Phe

Gln

Gly
375

His

Arg

Thr

120

Ile

Cys

Phe

Leu

Ala

200

Pro

Leu

Ala

Ser

280

Pro

Tyx

Asp

Thr

Leu
360

Trp

Ile

Gly

val

105

Thr

Gly

His

Thr

Ala

ias

Ile

Trp

Ala

Met

Gly

265

Lys

Leu

Gly

Ala

Ser

345

Gly

Glu

Ser

Arg

90

Ile

Leu

Lys

His

Leu

170

Phe

Leu

Leu

Trp

Arg

250

Ser

Glu

Pro

Asp

Ile

330

ASD

Gly

Gly

ala
75

Tyx

Gln

Ala

Trp

Pro

155

Val

Glu

Thr

Leu

Fhe

235

Gly

Ile

Thr

Thr

Asn

315

Asp

His

Trp

Gly

Ala

Pro

Asn

Ala

His

140

Tyr

Asp

Ser

Leu

Ile

220

Ser

His

Met

Fhe

Thy

300

Vval

Asp

Gly

Asn

Ile
380

Ser

Ile

Leu

Leu

125

Gln

Asn

Ser

Gln

Thy

205

Phe

Ser

Glu

Val

Leu

285

Asp

Glu

Fhe

Gly

Gly

365

Arg

Leu

Ala
110

Leu

Gly

Cys

Leu

190

Phe

Ser

His

Ile

Lys

270

Leu

ASp

Glu

Gly

His

ise

Ile

val

Cys

Ser

95

val

Lys

Leu

Gly

Trp

175

Trp

Gly

Met

Thr

Thr

255

Glu

Phe

Phe

Met

Leu

335

Leuy

Pro

Ser

8O

Gly

Pro

Lys

Asn

Fhe

160

Pro

Len

Lys

Ile

Ser

240

Glu

Ala

Phe

Thr

ASp

320

Arg

Glu

Lys

Gly

216



Ile Val
385

Pro Thr

Gly Ser

Leu Leu

Tyr Cys
450

ser Gly
465

Glu Gln

Asp Pro

Asp Phe
530

Thr Ile
545

Thr Trp

Lys Glu

<210> 26
<211> 1578
<212> DNA

Ser

Leu

Gln

435

Gly

Ser

val

Ser

515

Val

Val

Leu

Glu

Trp

Leu

Pro

420

Gly

Ser

val

[]
[
&

Thr

500

Glu

Ile

Pro

Lys

Glu
580

Pro Gly
380

Met Asp

405

Gln Asp

Asn Val

Tyr Leu

Trp Lys
470

Gly Cys T

485

Tyr His

Ser Thr

Lys Lys

Val Thx
550

Pro Cys
365

val Ser

<213> Homo sapiens

<400> 26

Lys

Ile

Arg

Arg

His

455

Ala

Asn

Pro

Vval

535

Cys

Gln

val

Leu

val

His

440

Ala

Pro

Leu

520

Ala

Gln

Gly

Pro

Pro

Pro

Ile

425

Ser

Val

Tyr

Pro

505

Thr

Asn

Leu

val

Arg
585

Ala

Thr

410

Asp

Glu

Arg

val

Ser 1

4350

Leu

Pro

Ala

Ser

Phe

570

Gly

Gly

39s

val

Gly

His

TP

Thr

475

Leu

Ala

Leu

Glu

555

Pro

Pro

Arg

Ala

Arg

Glu

Ile

460

Pro

Cys

Phe

Thr

Lys

540

Leu

Phe

Asn

Leu

Ser

Asp

Phe

445

Pro

val

Arg

Asp

Glu

525

Glu

AsSn

Ccys

Glu

Ile

val

Leu

430

Leu

Lys

Phe

Cys

Leu

510

Pro

His

Gln

Leu

Lys
550

Lys

Ser

415

Met

Phe

Asp

Gln

Fhe

495

Ser

Leu

Gln

Gly

Cys

575

Arg

Glu

400

Gly

Pro

His

Asp

Glu

Arg
560

Asp

217



atgggctgge
cctettgtag
akttttggceg
actgccaace
gcctecacct
ggagtcacac
ttggecagagg
ggacaccacyg

tatagccatg

tgtccacagg
ctcectettt
cagaagtatg
tecctgete
gcagcgecac
ggccagaktca
ggagacaatg
ggattttgge
caccgggtee
gecttgttaa
cctcaaggac
cctgggcaca
cagactgtco
gatgggagca
gataccgcag
gaggtcagaa
gcagattaca
cgctgtcaag
<210> 27
<211> 525
<212> PRT
<213>

<400> 27

tttctctaaa
atttttgeat
atgacatggg
ttgataagat
gctecacccte
gcaactttge
tgctgcageca
gctcttatea

atatgggcetg

gtgatbggacc
atgaaaacct
ctgagaaagc
atgtggetet
ggggcagaag
aggacaaagt
gcoegtgggce
aaactcgtca
cagcactgge
gegtgectgga
ggcgottega
gggtgaetgtt
gcctgﬁagég
cggggectga
aagctgktgcec
aggttcttge
ctcaggacce

ccgeataa

Homo sapiens

ggttttgkty
cagtgggaaa
gtggggtgac
ggcttcggag
ccgggettce
agtcactteb
ggcgggttac
ceegaactbe

tactgatact

atcaaggaac
caacattgtg
aacccagttc
ggcccacatg
cctgtatggt
tgaccacaca
tcagaagtgt
agggggaagt
ttactggcct
catttttcca
tggtgtggac
ccaccccaac
ttacaaggcc
gctgcageat
cctagaaaga
agacgtccte

ttcagtaact

gecgggagtga
acaagaggac
ctgggagcaa
ggaatgaggt
ttgctcaceg
gtgggaggece
gtcactggga
cgtggttttg

ccaggctaca

cttcaaagag
gagcagccgg
atccagegtyg
cacgtgeect
gcagggctct
gtgaaggaaa
gagctagcgg
ccagccaagc
ggcagagtte
actgtggtag
agtctccgagyg
agecggggcag
ttctacatta
aagtttcctce
ggtggtgcag
caagacattyg

cectgetgta

gtttctecagyg
agaagccaaa
actgggcaga
ttgtggattt
gcecggettgg
tteecgetcaa
taataggcaa
attactactt

accaccctec

actgttacac
tgaacttgag
caagcaccag
tacctgtgac
gggagatgga
acacattcct
gcagtgtggg
agacgacckg
cagttaatgt
cectggcecea
tgctctttgg
ctggagagtt
ccggtggage
tgattttcaa
agtaccagge
ccaacgacaa

atccctacca

attectttat
ccttgtgatt
aacaaaggac
ccatgcaget
ccttcgcaat
cgagaccace
atggcatctt
tggaatceca

ttgtccagcg

tgacgtggec
cagcecttgee
cgggaggecoe
tcagctacca
cagtctggtg
ctggtttaca
tcecetteact
ggaaggaggg
caccageact
ggccagetta
ccggtcacag
tggagccectg
cagggcgtgt
cctggaagac
tgtgctgece
catckccage

aattgectge

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
7840
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500
1560
1578
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Met

Gly

Gly

Gly

Asp

65

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Phe

Gln

Asp

SO

Lys

Ser

Leu

Leu

Tyr
130

Trp

Leu

Lys

35

Leu

Met

Thr

Arg

Pro

115

val

Leu

Pro

Gly

Ala

Cys

Asn

100

Leu

Thr

Phe
5
Pra
Asn
Ala
Ser
Ser
85
Gly

Asn

Gly

Leu

Lé&u

Phe

Asn

Glu

70

Pro

val

Glu

Ile

Lys

val

val

Trp

55

Gly

Ser

Thr

Thr

Ile
135

val

Asp

Ile

40

Ala

Met

Arg

Arg

120

Gly

Leu

FPhe

25

Ile

Glu

Arg

Ala

Asn

105

Leu

Lys

Leu
10

Cys

Leu

Thr

Phe

Ser

20

Phe

Ala

Ile

Ala

Lys

val

75

Leu

Ala

Glu

His

Gly

Ser

Asp

Asp

60

Asp

Lieu

val

val

Leu
140

Val

Gly

Asp

45

Thr

Phe

Thr

Thr

Leu
125

Ser

Lys

30

Met

ala

His

Gly

Ser

110

Gln

His

Phe

15

Thr

Gly

Asn

Ala

Arg

95

val

Gln

His

Ser

Arg

Trp

Leu

Ala

80

Leu

Gly

Gly
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Ser
145

Tyr

Pro

Ile
Glu

225

Phe

Leu

His

Pro

305

Gly

Trp

val

Phe

Arg

385

Pro

FPhe

Ile

Ser

Cys

Asp

val

210

Lys

Leu

Gln

Trp

Thr
290

Trp

Phe

Glu

Pro

Pro

370

FPhe

Gly

Gly

Thr

His

His

Pro

Cys

185

Glu

Ala

Leu

Leu

Glu

275s

vVal

Ala

Gly

val

355

Thr

Asp

His

Ala

Gly
435

Asp

Ala

180

Gln

Thr

Tyr

Pro

260

Met

Lys

Gln

Gln

Gly

340

AsSn

val

Gly

Arg

Leu

420

Gly

Asn

Met
165

Cys

Thr

Pro

Gln

val

245

Ala

Asp

Glu

Lys

Thr

325

His

val

val

val

val

405

Gln

Ala

Phe

150

Gly

Pro

Asp

val

Phe

230

Ala

Ala

Ser

Asn

Cys

310

Arg

Arg

Thr

Ala

Asp

390

Leu

Thr

Arg

Axg

Cys

Gln

val

Asn

215

Ile

Leu

Pro

Leu

295

Glu

Gln

val

Ser

Leu

375

val

Fhe

val

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala

200

Leu

Gln

Ala

Arg

val

2B0

Phe

Leu

Gly

Pro

Thr

360

Ala

Ser

His

Cys
440

Phe
Asp
Asp
185
Leu
Ser
Arg
His
Gly
265
Gly
Leu
Ala
Gly
Ala
343
Ala
Gln
Glu
Pro
Leu

425

Asp

Asp

Thr

170

Gly

Pro

Ser

Ala

Met

250

Arg

Gln

Trp

Gly

Ser

330

Leu

Leu

Ala

val

Asn

410

Glu

Gly

ey
w
wn

Pro

Leu

Ser

235

Ser

Ile

Phe

Ser

315

Pro

Ala

Leu

Ser

Leu

385

Ser

Axrg

Ser

Gly

Ser

Ala

220

Thr

val

Leu

Lys

Thr

300

val

Ala

Tyr

Ser

Leu

a0

Phe

Gly

Thr

Phe

Arg

Glu

205

Gln

Ser

Pro

YT

Asp

285

Gly

Gly

Lys

Trp

val

365

Pro

Gly

ala

Lys

Gly
445

Gly

Asn

190

Asn

Lys

Gly

Leu

Gly

270

Lys

Asp

Pro

Gln

Pro

350

Leu

Gln

Ala

Ala
430

Pro

Ile

His

175

Leu

Leu

Tyr

Pro

255

Ala

val

Asn

Phe

Thr

335

Gly

AsSp

Gly

Ser

Gly

415

Phe

Glu

Pro
160

Pro

Gln

Ala

Pro

240

val

Gly

Asp

Gly

Thr

320

Thr

Arg

Ile

Arg

Gln

400

Glu

Tyr

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

<400>

Gln His Lys Phe Pro
450

Ala Val Pro Leu Glu
465

Glu Val Arg Lys Val
485

Asn Ile Ser Ser Ala
500

Cys Asn Pro Tyr Gln
515

28
4669
DNA

Homo sapiens

28

Leu Ile Phe Asn Leu Glu Asp Asp
455 460

Arg Gly Gly Ala Glu Tyr Gln Ala
470 475

Leu Ala Asp Val Leu Gln Asp Ile
490

Asp Tyxr Thr Gln Asp Pro Ser Val
505

Ile Ala Cys Arg Cys Gln Ala Ala
520 525

Thr Ala

val Leu

Ala Aasn
485

Thr Pro
510

Glu

Pro

480

Asp

Cys

221



cgcagaccgt
ctaggaaacc
tceceggetge
ggaggaggaa
cagagctﬁtt
tcatctaaag
agaaaatctt
attattcaac
tcagttttge
tgtcctggge
aggacggata
tgatcaagat
acatgggggg
gtcctecatg
ctgctecttee
caacactggc
catececceect
cactgtttgt
cacagactta
ccataggece
cccacagttt
tgcaccaaat
catggaattt
ttctgtggag
catttacacc

catgecatat

cgctaatgaa
ccaggcgcag
cggegetect
ggaagtcceg
tctetagaga
aagataaact
cagdaggaccc
caggatacct
aacattggac
acagaattgc
cagcaggaac
gtggagctgg
gccaccttca
ctcaccggga
ccctogtgge
tacagaacag
gagtggcgag
cgcaatggca
atcactaacg
gttatgatgg
tctaaactgt
atggataaac
acaaacattc
aggctgtata
gcecgaccatyg

gactttgaca

tettggggee
aggccaggag
cggaggtcag
ctgccacctt
agattttgaa
tggcaaatga
tatctgcagé
aattcaagaa
caaatacaat
tgggaagect
gaaaaaacat
ggtecctgca
tcaatgcctt
agtatgtgca
aggccatgeca
cctttttegg
aatggettgg
tcaaagaaaa
agagcattaa
tgatcagcea
acccecaatge
actggattat
tacagcgcaa
acatgcecgt
gttaccatat

tcegtgtgee

ggtgtcgggc
cgagggcage
ggcagatgag
atcktctgctc
ggcggcekitt
catgeaggtt
tgttctgaat
cteccagaaat
gaagtattct
ctgttcgact
cegacccaac
agtcatgaac
tgtgactaca
caatcacaat
tgagcctegg
aaaataccte
attaatcaag
gecatggattt
ttacttcaaa
cgctgeogececce
ttcccaacac
gcagtacaca
aaggctccag
ggagacygygsy
tgggcagttt

tceceecttact

cggggcggct
gaggatcaga
gaacatgact
ctetgectece
gtgctgacgg
cttcaagyca
acctctgaga
caggagacgyg
tgctgtgctc
gtcagatccc
attattcttg
aaaacgagaa
cecatgtget
gtctacacca
acttttgetyg
aatgaatata
aattctecget
gattatgcaa
atgtctaaga
cacggccecyg
ataactccta
ggaccaatge
actttgatkgt
gagctggaga
ggactggtca

cgtggtccaa

tgatcggcaa
ggccaggect
ctceceecette
tcectgtteco
ccacgcacca
gaataattgce
atagagattg
agacatttty
tggttttggce
cgaggttcag
tgcttaccega
agattatgga
gcocegtcacg
acaacgagaa
tatatcttaa
atggcagcta
tctataatta
aggactactt
gaatgtatce
aggactcagc
gttataacta
tgcecatcca
cagtggatga
atacttacat
aggggaaatc

gtgtagaacc

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

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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aggatcaata
tgckgggete
agaaaagcca
cctagtggaa
gtcaaatcac
gacagcctgt
ccgaattcac
cctectacgot
cegtygcecage
aaagtacaag
aggcgaaata
aaacattget
tggtggcaac
tgtccgagtg
actgtaccaa
agctctgcaa
gcctgaggaa
graagagaaa
caaactgcaa
acggeagagg
caaccactgg
taacaataac
tgagtttgct
aaatacagtg
gctcagaagce
aaataaagat
ttaatcagec
tgaatgaaaa
attacttgaa
aaacaaataa
ctgtgtcaat
agacacctca
taagtecaga
ctgaacactg
cegatttcag
ccakttcacag
aagatcaact
tggccaccge

agaagaatca

gtcccacaga
gacacacctc
ggtaacaggt
agaggcaaat
ttgcecaaat
gaacaaccgg
aagtgtaaag
cgeggettee
agaagccaaa
cccagatttg
tatgacataa
aagcgteatg
aggggcagga
acacacaagt
tcggeccagag
gataaaatta
tgtagctgca
ttaaagagcc
cteerecaagg
aagggggaag
cagacagecc
acctactggt
actggetttt
cacacggtag
tgtcaaggat
ggaggaagct
cegtcetecact
¢atcktatgag
ggatttagat
gactcaaact
ggagatggec
tttgaccttg
gagtaaactt
gagaaaaacc
tggcgaktggc
gcacccgaaad
atatcttect
agaacaccga

cgaaaaggad

tcgttctcaa
ctgatgtgga
ttcgaacaaa
ttctacgtaa
atgaacgggt
ggcagaagtg
gacccagtga
atgacaaaga
gaaagagteca
tccatacteg
atctggaaga
atgaaggcca
tgctggcaga
gttttattct
cgtggaagga
agaatttaag
gtaaacaaag
atcttcaccc
agaacaaccg
agtgecagect
cgttctggaa
gtttgegtace
tggagtattt
aacgaggcat
ataagcagtg
atgacctaca
gcagacatca
tacagacaaa
agagtatttg
gctcaaagtg
tctgetgact
¢ccagetgacce
gaatggaata
gaaaaatgga
atgacagage
gaacttcecc
gtgcattcecg
agtaattcca

aagtcacage

cattgacttg
cggcaagtct,
caagaaggec
gaaggaagaa
caaagaacta
gcaatgcatt
cctgctcaca
caaagagtge
acggcaatte
goagacacgt
agaagaagaa
caaggggcca
tagcagcaac
teccaatgac
ccataaggca
agaagtgaga
ctattacaat
attcaaggag
taggaggaag
geetggeete
cckgggatce
agttaatgag
tgatatgaat
tttgaatcag
caacccaaga
cagaggacag
actggcaagg
actacagact
cactgctgaa
acgggtickt
cagatgaaga
ttcaaacecet
acgacattce
cggggcatga
tagagctcegg
agtatggtgg
atggaatttc
gcatagcggg

acctagaagqg

gceeoceacga
gtcctcaaac
aaaatttggc
tecagcaaga
tgccagecagyg
gaggatacat
gtccggeaga
agttgtaggg
ttgagaaace
tcettgteog
ttgcaagtgt
agagatctcc
gccgtgagec
tetateccatt
tacattgaca
ggacatctyga
aaagagaaag
gecbgetcagg
aaggagagga
acttgcttea
ttctgtgekt
acgcataatt
acagatcctt
ctacacgtac
cctaagaatc
ttatgggatg
cctagaggag
tagtctggtg
gagtcactat
ggttgtctet
cccaaggeat
gcatttgaac
agaagttaat
agagactaat
gcccagecee
tcctggaaag
agttcatcag
gaagatgttg

cagecacctec

tcctggatat
ttctggaccc
gtgatacatt
atatccaaca
ccaggtacca
ctggcaagct
gcacgcggaa
agtctggtta
aggggactcce
tcgaatttga
tgcaaccaag
aggcttccag
cacctaccac
gtgagagaga
aagagattga
agagaaggaa
gtgtaaaaaa
aagtagatag
aggagaagag
cgeatgacaa
gcacgagttc
ttettbttceg
atcagetcac
aactaatgga
ttgatgttgy
gatgggaagg
ctacacagtg
gactggacta

gagcaaaata

gctgagcacyg -

aaggttggga
cgacceaacat
catttgaatt
catctggaaa
aggctgcage
gacatttttg
atgrtcacca
accaaggtag

tcttroactet

1620
1680
1740
1800
1850
1920
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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cctctgatta
atttgtaaac
tgtgcagtag
taatttacta
tgattttetg
ggacataagt
ctaaaacttg
tttgattcat
gcactttgag
cttatcagtc
acacagtatg
tttacctcga

aaaktaaataa

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

<400>

29
871
PRT

gatgaaactg
caataaaggt
aagctagtga
tctgecaaga
cttatttgtt
atatacatgt
acacccctgg
ttttaaccac
attaaaatge
tcactgttgg
gatcacatat
cttgctaaaa

ataagtaaat

Homo sapiens

29

ttaccttace
aatcacagcc
gcatgtgage
gtagaaagaa
tgttttgtac
tatccaatca
taaatctttc
tggaattett
catgtctact
ctgtcattgt
tgtttgacat
tcgattageca

gaaaaaaaaa

Ctaaacacag
dccaacattc
aagecggtgtg
aggctgggga
taaaacagta
agatggctag
aacacactte
caatgecgte
tgattagtct
gacaaagtca
taagcttttg
gaaaggcatg

adaaaaaaaa

catctetttk
caagctaccc
cacacggaga
tatttgggtt
ttatctettg
aatggtgcect
cactgectgce
attttcagtt
tattttttta
aataaaccce
ccagasaatyg
gctaataatg

dadaagaaa

taactttttt
tgggtacctt
etecategtta
ggcttggtet
aatatcgtag
ttctgagtgt
gtaatgaagt
agatgatttt
tttttacagg
caaggacgac
ttgcatgtgt

ttggtggtga

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
42380
4440
4500
4560
4620
4669
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Met

Leu

Leu

Lys

65

Phe

Gly

Ser

Asn
145

Gly

Lys

Leu

Ile

Thr

S0

Thr

val

Lys

Ser

Leu

130

Glu

Leu

Gly

Gln

Asp

Arg

Thr

TYT

PFro

115

Asn

Ile

gSer Cys
5

Ser Leu
20

GIn Glu
ASp Gln
Lys Ile
Thr Pro

85
val His
100
Ser Trp
Asn Thr

Asn Gly

LYS Asn
165

Cys

Cys

Arg

Asp

Met

70

Met

Asn

Gln

Ala

Ser

Lys

val

55

Glu

Cys

Hisg

Ala

Gly Tyr

Ser
150

Ser

Arg

Leu

Thr

Asn

40

Glu

His

Cys

Met

120

Arg

Ile

Phe

Val

val

28

Ile

Leu

Gly

Pro

val

105

His

Thr

Pro

Tyr

Leu

10

Arg

Arg

Gly

Gly

Ser

90

Glu

Ala

Pro

Asn
170

Ala

Ser

Pro

Ser

Ala

75

Arg

Thr

Pro

Phe

Gly

155

Tyr

Val

Pro

Asn

Leu

60

Thy

Ser

Asn

Arg

Phe

140

Trp

Thx

Leu

Arg

Ile

Gln

Phe

Ser

Asn

Thr

125

Gly

Arg

val

Gly

fhe

30

Ile

val

Ile

Met

Glu

110

Phe

Lys

Glu

Cys

Thr

18

Arg

Leu

Met

Asn

Leu

35

Asn

Ala

TIp

Arg
175

Glu

Gly

val

Asn

Ala

80

Thr

Cys

val

Leu

Leu

160

Asn
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Gly

Met

His

225

Ala

Lys

Glu

val

Glu

305

Ile

Asp

Ser

Leu

val

385

Asn

Lys

Asn

Glu
465

Ile

Leu

Tvyr

210

Gly

Ser

His

Phe

Asp

250

Leu

Gly

Ile

Ile

Asp

370

Leu

Lys

Phe

His

450

Asp

Leu

Lys

Ile

195

Pro

Pro

Gln

Trp

Thr

275

Asp

Glu

Gln

Arg

Val

355

Ile

Lys

Lys

Leu

Leu

435

Gln

Thr

Leu

Glu

180

Thr

His

Glu

His

ile

260

Asr

Sar

Asn

Fhe

val

340

Pro

Ala

Leu

Ala

Arg

420

Pro

Thr

Ser

Thr

Lys

Arg

Asp

Ile

245

Met

Ile

val

Thr

Gly

325

Pro

Gln

Gly

Leu

Lys

405

Lys

Lys

Ala

Gly

Val
485

His

Glu

Pro

Ser

230

Gln

Leu

Glu

TYY

310

Len

Phe

Ile

Leu

Asp

380

Ile

Lys

TyY

Cys

Lys

470

Arg

Gly

Ser

val

215

Ala

Pro

Gln

Arg

298

Ile

val

Fhe

Val

Asp

378

Pro

Trp

Glu

Glu

Glu

455

Leu

Gln

Phe

Ile

200

Met

Pro

Sexr

Thr

Arg

280

Lau

Ile

Lys

Ile

Leu

160

™hr

Glu

Glu

Arg

440

Gln

Arg

Ser

ASp

185

Asn

Met

Gln

Gly
265

Lys

Gly

Arg

345

Asn

Pro

Lys

Asp

Ser

428

Val

Pro

Ile

Thzx

Tvr

val

Phe

Asn

250

Pro

Axg

Asn

Thr

Lys

330

Gly

Ile

Pro

Pro

410

Ser

Lys

Gly

His

Arg
490

Ala

Phe

Ile

Ser

235

Met

Leu

Met

Ala

315

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

385

Phe

Lys

Glu

Gln

Lys

47s

Asn

Lys

Lys

Ser

220

Lys

Ala

Leu

Gln

Lau

3oo

Asp

Met

Ser

Leu

val

380

Asn

Leu

Asn

Leu

Lys

460

Cys

Leu

Asp Tyx

Met

205

Leu

Pro

Pro

Thr

2BS

Vval

His

Pro

Val

Ala

365

Asp

vVal

Ile

Cys

445

Txp

Lys

Ser

Ala

Asn

Ile

270

Leu

Glu

Gly

Tyr

Glu

350

Pro

Gly

Phe

Glu

Gln

430

Gln

Gln

Gly

Ala

Phe

Lys

Ala

Pro

Met

255

His

Met

Thr

Asp

335

Pro

Thr

Lys

Arg

Arg

415

Gln

Gln

Cys

Pro

Arg
495

Thr

Pro

Asn

240

Asp

Met

Ser

Gly

His

320

Phe

Gly

Ile

Ser

400

Gly

Ser

Ala

Ile

Ser

480

Gly
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Phe

Gly

Ser

545

Glu

His

Gly

Pro

Ser

625

Ile

Glu

val

Ala

705

Glu

His

Thr

785

His

Ser

Thr

530

Leu

Glu

Asp

Asn

Thr

610

Ile

His

Lys

Glu

Lys

690

Ala

Axg

Glu

Trp

Ser

770

Hig

Arg

515

Pro

Ser

Glu

Glu

Arg

595

Thr

His

Asn

Cys

675

Lys

Gln

Arg

Cys

Gln

7558

Ser

Asn

Lys

500

Ser

Lys

val

Glu

Gly

580

Gly

Val

Cys

Ala

Leu

660

Ser

Gln

Glu

Lys

Ser

740

Asn

Phe

ASP

Gln

Glu

Leu

565

His

Arg

Arg

Glu

Tyr

645

Arg

Cys

Glu

Val

Lys

725

Leu

Ala

Asn

Leu

Lys

Arg

Lys

Phe

550

Gin

Lys

Met

val

Arg

630

Ile

Glu

Ser

Lys

Asp

710

Glu

Pro

Pro

Asn

pPhe
790

Glu

Lys

Pro

535

Glu

val

Gly

Leu

Thr

615

Glu

val

Lys

Leu

695

Ser

Axg

Gly

Phe

Thr

775

Cys

Cys

Ser

520

Arg

Gly

Leu

Pro

Ala

600

His

Leu

Arg

Gln

680

Lys

Lys

Lys

Leu

TIp

Tyr

Glu

Ser

505

Gln

Phe

Glu

Gln

Arg

585

ASp

Lys

Glu

Gly

665

Ser

Ser

Leu

Glu

Thx

745

Asn

Trp

Phe

Cys

Arg

Val

Ile

Pro

570

Asp

Ser

Cys

Gln

Ile

650

His

His

Gln

Lys

730

Cys

Leu

Cys

Ala

Arg

Gln

His

w
un
(4

Leu

Ser

Phe

Ser

635

Glu

Leu

Leu

Leu

715

Arg

Phe

Gly

Leu

Thr
795

Glu

Phe

Thr

540

Asn

Gln

Asn

Ile

820

Ala

Ala

Lys

'Asn

His

700

Phe

Arg

Thr

Ser

Axg

780

Gly

Ser Gly Tyr

Leu

525

Arg

Ile

Ile

Ala

Ala

605

Leu

Arg

Leu

Arg

Lys

685

Pro

Lys

Gln

His

Phe

765

Thr

Phe

510

Arg

Gln

Asn

Ala

Ser

550

val

Pro

Ala

Gln

Arg

670

Glu

Phe

Glu

Arg

Asp

750

Cys

val

Leu

Asn

Thr

Leu

Lys

575

Ser

Gly

Asn

Trp

Lys

Lys

Asn

Lys

733

Asn

Ala

Asn

Glu

Axrg

Gln

Arg

Glu

560

Arg

Gly

Pro

Asp

Lys

640

Pro

Gly

Glu

Asn

720

Gly

Cys

Glu

Tyr
800

227



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

<400>

Phe

val

Leu
865

30
4279
DNA

Homo sapiens

30

AsSPp Met Asn

Glu Arg Gly
820

Thr Asp Pre Tyr Gln

Ile Leu Asn Gln Leu

825

Ser Cys Gln Gly Tyr Lys Gln Cys

835

val Gly Asn
850

Trp Asp Gly

Trp Glu Gly

840

Lys Asp Gly Gly Ser
g§55

Leu Thr Asn Thr Val
810

His val Gln Leu Met
830

Asn Pro Arg Pro Lys
845

Tyr Asp Leu His Arg
860

His

B1S

Glu

Asn

Gly

Thr

Leu

Leu

Gln

228



gggccatttc
ttctecgggeg
cgceecggecte
ggcagtcgag
attaacgtgt
ttggctecect
cgttteccage
attagcgatg
cgctteocte
gagggcgagc
aacaaagcca
aaaaagaaga
ctgetgggtg
gaccgcagga
ctgggttecea
ttcatcaacg
ggcaagtacg
tggcaggcac
acagctttet
aaggagtggg
ggagtgaaayg
aatgacagcy
atggtcatca
ctctteccaa
aaacactgga

atgctecage

tggacaacag
cgcacaggca
tccaatggea
tgtttgcaga
cattacgagyg
ccagctecta
caagtggace
cocectggtt
cctegtitee
aggagcgaga
cagacgcaac
tgggcecece
gaagctegge
acatcegcece
tgcaggtgat
cctkecgtgac
tccacaaccea
agcacgagag
tcgggaagta
tcggactcct
agaagcacgg
tgagckttett
geccatgcage
acgcatctca
tcatgcgeta

ggaagcgcett

ctgctatttt
gctcggtttg
aatgktgtgtg
ccggggcgag
ggagcgceecyg
gagaggagaa
tgatcgatgy
tgtgtgttac
agctectggyg
gtgtgtcgaa
ttgagactec
gagcctegtyg
cttcectgteg
caacatcate
gaacaagace
cacacccatg
caacacctac
ccgcaccttt
tcttaatgaa
taaaaactee
ctccgactac
ccgcacgtoce
cccccacggc
gcacatcacg
cacggggece

gcagacccte

cacttgagee
cectgegatt
gctggaggeg
tecctgtgaaa
gceggggctyg
gaagaaagcg
ccetectgaa
gcacacacac
cgaatcccac
tctgcgagtg
cgcatcecaa
ctgtgcttgc
caccacecgece
ctggtgetga
cggcgcatca
tgectgeecet
accaacaatg
gecgtgtace
tacaacggct
cgecttttata
tccaaggatt
aagaagatgt
cetgaggatt
ccgagctaca
atgaagcccea

atgteggtag

caagttaatt
gagctgcggg
agcgcgagge
gcagataaaa
tcgeactece
gaaaagaggc
tttatcacga
gtgcacacaa
atctgtbttca
aagagggacyg
aagaagcacc
tgtcecgeaac
tgaaaggcag
cggacgacca
tggagcaggy
cacgctcctc
agaactgctc
tcaatagcac
cctacgtgee
actacacgct
acctcacaga
accegeacag
cagccccaca
actacgcgece
tccacatgga

acgactceat

tctcggggag
tegeggacegg
tttcggcaaa
gaaaacattt
cgcggaacat
agattcacgt
tatttgattt
ggctetgget
actetcegee
agggaaaaga
agatcagcaa
tgtgttetee
gtttcagagy
ggatgtggag
cggggcgcac
catcctcacce
ctegecetee
tggctaccgg
aceccggektgg
gtgtcggaac
cctcatcace
gcrcagtecte
atattcacgc
caacccggac
attcaccaac

ggagacgath

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
84Q
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
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tacaacatge
cacggttacc
gacatcaggg
cacatcgtcce
cctgcggata
cggtttcact
aagctgekac
aagtaccage
ctgggacaga
aagggcoccea
gggcagggca
cgceggaaaa
cgckcagtgg
cageccogaa
gatggtggayg
aaagtgacac
tacaagtccc
ctgcagaaca
gaagaatgtg
agaggcteca
ttgcgggage
gacacgtgca
gegecttoct
tggtgecatga
ttectagage
ctggacaggyg
ggttacaagc
agctatgagce
tccaaatcac
ctacaaaaac
tccagcagac
acatgacaga
tgeecectget
caaaaagtca
agagagattkt
gg9ggaaaagc
taagaagecag
gagtcagtag

gaaacktgeet

tggttgagac
acatcggcecea
tccegtteta
tcaacattga
tggacgggaa
tgaaaaagaa
acaagagaga
gtgtgaagga
agtggeagtg
tgeggetygeg
gcgaggectg
aactcttcaa
ccatcgaggt
acctcaccaa
actteagtgg
atcggtgcta
tgcaggectg
aaattaagaa
acktgtcacaa
gtctacatec
agaagcgcaa
gcatgccagg
ggacactggg
ggaccatcaa
actttgatet
atgtcctcaa
agtgtaacce
aatacaggca
tgggacaact
atagaggcat
ctgtgetatt
ttctggagga
tttgctitgy
ccactaacec
ccttggaaat
agtcctgtte
gacagaggea
cacaaaagag

tcattgtata

gggcgagectyg
gtttggectg
cgtgagggge
cctggcceecce
akccatcckc
gatgagggtc
caatgacaag
cctgtgtcag
tgtggaggac
cggeagcaga
cacctgtgac
gaagaagtac
ggacggcagg
gecggcactgg
cactggaggc
catcctagag
gaaagaccac
cctgagggaa
aatcagctac
tttcaggaag
gaagaaactc
ccteacgtge
gectttotgt
tgagactcac
caacacagac
ccagectacac
coggactega
gtttcagegt
gtgggaagge
cacctgactg
ggccaggagyg
taaccagcag
attatacctc
tcceecagaa
ttctcccaag
taaatectcet
acgtggagag
atgacattta

tatgtgacta

gacaacacgt
gtgaaaggga
cccaacgtgg
accatcctgg
aagctgetgg
tggegggact
gtggacgcece
cgtgctgagt
gccacgggga
geceotcoteca
agecggggact
aaggccagct
gtgtaccacg
ccagaggece
ctteccegact
aacgacacag
aagctgcaca
gtcegaggte
cacaccecage
ggcectgcaag
cgcaagctge
ttcacccacg
gectgeoacea
aatttectcet
cectaccage
gtacagctca
aacatggace
cgaaagtggce
tgggaaggtt
cacaggcaat
cctgagaaag
gagcagagat
accagctgca
gctoacaaag
ggegaaagte
tattettteyg
gctgaaaaca
cctagcatat

tctacatgta

acatcgtata
aatccatgce
aagecggeteg
acattgoagg
acacggagcyg
cctteottggt
aggaggagaa
accagacgge
agctgaagcet
acctegtgece
acaagctcag
atgtecgeag
taggectggyg
ctgaggacca
actcageccge
tccagtgtga
tcgaccacga
acctgaagaa
acaaaggecy
agaaggacaa
ktcaagcegect
acaaccagca
gegecaacaa
tctgtgaatt
tgatgaatge
tggagectgag
ktgggacttaa
cagaaatgaa
aagaaacaac
gaaaaaccat
caagcacgca
aactteagga
caaaaktgcat
gaaaacggag
attggaattt
gtttgtcaca
gtgocagagac
aaaccetggt

atcaacatag

caccgecgac
atatgagttt
tctgaatcece
cctggacata
gcecggtgaat
ggagagagge
ctttctgeece
gtgtgageag
gcataagtgce
caagtactac
cctggcegga
tcgetccate
tgatgcecgee
agatgacaag
caacccceatt
cctggacctg
gattgaaacc
aaagcggcca
cctcaagcac
ggtgtggctg
gcagaacaac
ctggcagacg
taacacgtac
tgcaactggce
agtgaacaca
gagctgcaag
agatggagga
gagaccttct
agaggtggac
gtagggtgatt
ctctcagtca
agrecatett
tttttegtat
agagcgagceg
ttaaatcata
aagaaggaac
gtbtgacaat
tgectetgaa

gaacttttag

1620
1680
1740
1800
1860
15320
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
io0s0
3120
3180
3240
3300
3360
3429
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
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gggaacctaa
cagtgtaaaa
ctectagtat
aaatgaagtt
agtttaagta
gaaccktttga

adaaaaaaaa

<210> 31

<211> 870
<212> PRT
<213>

<400> 31

taagaaatcc
gaaaaaaaaa
ttctetgtta
gatgtatgte
ttgtcataca
cattttgtaa

ddadadaaa

Homo sapiens

caattttcag
aaaaattgtg
tgtceocagaa
ccaagttttg
gtgttcaaaa

aaggccattt

gagtggtggt
gacatttetbg
ctgatgtttt
atgaaactgt
ccceagecaa

cttggggaaa

gtcaataaac
ttcetgteca
ctetttaagg
atttgtaaaa
tgaccagcag

daaaaazaaaa

gctctgtgge
gataccattt
tactgaaaag
aaaattttot
ttggtatgaa

aaaaadaaaaa

3360
4020
4080
4149
4200
4260

4279
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Met

Ser

Gly

val

Asn

65

Ala

Thr

Cys

val

Leu

145

val

Asn

Thr

Lys

Gly

Leu

Leu

50

Lys

Phe

Gly

Ser

Tyr

130

Asn

Gly

Gly

ASp

Met
210

Pro

Leu

Pha

35

Thr

Thr

val

Lys

ser

115

Leu

Glu

_LEU.

val

Leu

195

Tyr

Pro

Gly

20

Gln

Asp

Thr

Tyr

100

Pro

Asn

Tyr

Leu

Lys

180

Ile

Pro

Ser

Gly

Ary

Asp

Thx

85

Val

Ser

Ser

Asn

Lys

165

Glu

Thr

His

Leu

Ser

Asp

Gln

Ile

70

Pro

His

Trp

Thr

Gly

150

Asn

Lys

Asn

Arg

val

Ser

Arg

Asp

55

Met

Met

Asn

Gin

Gly

133

Ser

Ser

His

Asp

Pro
215

Leu

Ala

Arg

40

Val

Glu

Cys

His

Ala
120

Tyr

Arg

Gly

ser

200

val

Cys

FPhe

25

Asn

Glu

Gln

Cys

Asn

105

Gln

Arg

val

Phe

Ser

185

val

Leu

Leu

10

Leu

Ile

Leu

Gly

Pro

20

Thr

His

Thr

Pro

Tvyr

170

Asp

Ser

Met

Leu

Ser

Arg

Gly

Gly

15

Ser

Glu

Ala

Pro

155

Asn

Phe

val

Ser

His

Pro

Ser

60

Ala

Arg

Thr

Ser

Phe

140

Gly

Ser

Phe

Ile
220

Ala

His

Asn

45

Met

His

Ser

Asn

Arg

125

Phe

Trp

Thr

Lys

Arg

205

Ser

Thr

Arg

30

Ile

Gln

Fhe

Serxr

Asn

110

Thr

Gly

Lys

Leu

Asp

190

Thr

His

val

15

Leu

Ile

Val

Ile

Ile

95

Glu

Phe

Lys

Glu

Cys

175

Ser

Ala

Phe

Lys

Leu

Met

Asn

‘80

Leu

Asn

Ala

Arg

Len

Lys

Ala
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Pro

225

Asn

Asp

Met

Ser

Gly

- 305

His

Phe

Gly

Ile

Ser

385

Leu

Gly

Glu

Val
465

Met

Ley

His

Ala

Lys

Glu

val

+290

Glu

Ile

Asp

cys

Leu

370

Ile

Lys

Lys

Asn

Glu

450

Glu

Arg

Gly

Ser

Ser
530

Gly

Ser

His

Phe

275

Asp

Leu

Gly

Ile

Leu

355

Asp

Leu

Lys

Leu

Phe
435

Tyr

Asp

Leu

Gln

Leu
515

Fro

Gln

Trp

260

Thr

Asp

Gln

Arg

340

Asn

Ile

Lys

Lys

Leu

420

Len

Gln

Ala

Gly

Gly

500

Ala

val

Glu

His

245

Ile

Asn

Ser

Asn

Phe

323

Val

Bro

Ala

Leu

Met

405

His

Pro

Thr

Thx

Gly

485

Sexr

Gly

Arg

Asp

230

Ile

Met

Met

Met

Thr

310

Gly

Pro

His

Gly

Leu

350

Arg

Lys

Lys

Ala

Gly

470

Ser

Glu

Arg

ser

Ser

Thr

Aryg

Leu

Glu

2895

Leu

FPhe

Ile

Leu

375

Asp

val

Arg

TyYr

Cys

455

Lys

Arg

Ala

hArg

Arg
538

Ala

Pro

Gln

280

Thr

Ile

val

val

360

Asp

Thx

Trp

Asp

Gln

440

Glu

Leu

ala

cys

Lys

520

Ser

Pro

Ser

Thr

265

Axg

Ile

val

Lys

Val

345

Leu

Ile

Glu

Asn

425

Arg

Gln

Lys

Leu

Thr

505

Lys

Ile

Gln

TYX

250

Gly

Lys

Tyxr

Gly

330

Arg

Asn

Pro

Arg

Asp

410

Asp

val

Leu

Leu

Ser

450

Cys

Leu

Arg

Pro

Asn
Thr
315
Lys
Gly
Ile
Ala
Pro
k31
Ser
Lys
Lys
Gly
His
475
Asn
Asp

Phe

Ser

Ser

Met

Leu

Met

300

Ala

Sex

Pro

Asp

Asp

a0

Val

Ehe

val

Asp

Gln

460

Lys

Leu

Ser

Lys

val
540

Arg

Lys

Gln

285

Leu

Asp

Met

Asn

Leu

365

Mekt

Asn

Leu

Asp

Leu

445

Lys

Cys

val

Gly

Lys

52%

Ala

Leu

Pro

Fro

274

Thr

val

His

Pro

val

350

Ala

Asp

Arg

val

Ala

430

Cys

Trp

Lys

Pro

Asp

510

Lys

Ile

Phe

Asn

255

Ile

Leu

Glu

Gly

Glu

Pxo

Gly

Phe

Glu

415

Gln

Gln

Gln

Gly

Lys
495

Glu

Pra

240

Pro

His

Met

Thr

w
nN
<

Glu

Lys

His

400

Arg

Glu

Arg

Cys

Pro

480

Lys

Lys

Val
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AsSp

545

Asn

Lys

Ala

Lys

625

Lys

Ero

Gly

Leu

Lys

705

Ser

Thr

Asn

Phe

Asn

785

Asp

Lys

Leu

Gly

Leu

Asp

Ala

Thr

610

Asp

Ile

Glu

Arg

Gln

690

Lys

Met

Ala

Asn

Leu

770

Thr

val

Gly

Lys

Arg

Thr

Gly

Asn

595

val

His

Lys

Glu

Leu

675

Glu

Leu

Pro

Pro

Asn

755

Phe

Asp

Leu

TyX

Asp
835

val

Lys

Gly

580

Pro

Gln

Lys

Asn

Cys

660

Lys

Lys

Arg

Gly

Phe

740

Thr

Cys

Pro

Asn

Lys

820

Gly

Tyr

Arg

565

ASp

Ile

cys

Leu

Leu

645

Asp

His

Asp

Lys

Leu
725

Trp

Glu

Gln
805

Gln

Gly

His

550

His

Fhe

Lys

Asp

His

630

Arg

Cys

Arg

Lys

Leu

710

Thr

Trp

Fhe

Gln

790

Leu

Cys

Ser

Val

Trp

Ser

val

Leu

615

Ile

Glu

Hig

Gly

Val

695

Leu

Cys

Leu

Cys

Ala

775

Leu

His

Asn

Gly
Pro
Gly
Thr
600
Asp
Asp
val
Lys
Ser
680
Trp
Lys
Phe
Gly
Met
760
Thr
Met
val

Pro

Glu
B840

Leu

Gly

Thr

585

His

Leu

His

Arg

Ile

665

Ser

Leu

Arg

Thr

Pro

745

Arg

Gly

Asn

Gln

Arg

825

Gln

Gly

Ala

570

Gly

Arg

Tyr

Glu

Gly

650

Ser

Leu

Leu

Leu

His

730

Phe

Thr

Phe

Ala

Leu

810

Thr

AsSp
555

Pro

Gly

Cys

Lys

Ile

635

His

His

Arg

Gln

715

Asp

Cys

Ile

Leu

val

795

Met

Arg

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

Lau

Thr

Lys

Thr

Phe

685

Gln

Asn

Gln

Cys

Glu

765

Thr

Leu

Met

Phe
845

Gln

Gln

Asp

590

Leu

Gln

Leu

Lys

Gln

6§70

Arg

Lys

Asp

His

Thx

750

Thr

Phe

Leu

Arg

Asp

830

Gln

Pro

Asp

575

Tyr

Glu

Ala

Gln

Lys

655

His

Lys

Arg

Thr

Trp

735

Ser

His

Asp

Asp

Ser

81s

Leu

Arg

Arg

560

Asp

Ser

Asn

Trp

Asn

640

Arg

Lys

Gly

Lys

Cys

720

Gln

Ala

Asn

Leu

Arg

800

Cys

Gly

Arg
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Lys Trp Pro Glu Met Lys Arg Pro Ser Ser Lys Ser Leu Gly Gln Leu
850 860

Trp Glu Gly Trp Glu Gly

865 870
<210> 32
<211> o
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> VARIANTE
<222> (1) ..(1)
<223> Leu OU Val
<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1) ..(3)
<223> Xaa pode ser qualquer aminoadcido de ocorréncia
natural
<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> Cys OU Ser
<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)
<223> Qualquer Aminoéacido
<400> 32

Xaa Xaa Xaa Pro Ser Arg
1 5

235



236

<210> 33

<211> 23

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia derivada da Arilsulfatase A humana

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(23)
<223> substrato de formacdo de FGly sintética; sequéncia

primaria da Arilsulfatase A humana
<400> 33

Met Thr Asp Phe Tyr Val Pro Val Ser Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ala
1 5 10 15

Ala Leu Leu Thr Gly Arg Ser
20

<210> 34

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> uma variante do péptido ASA65-80, na qual os residuos
Cys69, Pro71 e Arg73, criticos para a formacdo de FGly,

foram misturados

<220>
<221> CARACTERiSTICA;MISTURADA



<222>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

237

(1)..(1le)
oligopéptido misturado
34
Pro val Ser Leu Pro Thr Arg Ser Cys Ala Ala Leu Leu Thr Gly Arg
1 5 10 15
35
16
PRT
Artificial
uma variante do péptido ASA65-80, em que Cys69 foi

substituido por uma Serina

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

CARACTERiSTICA;MISTURADA
(1)..(1o)
oligopéptido Ser69

35

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

36
19
DNA

Artificial

"primer" de PCR especifico para FGE humana



238

<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1)..(19)

<223> "primer" de PCR especifico para FGE humana 1199nc

<400> 36

@

<210> 37
<211> 16
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> "primer" de PCR especifico para FGE humana

<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1)..(1l6)

<223> "primer" direto de PCR especifico para FGE humana 1c

<400> 37

<210> 38
<211> 19
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> "primer" de PCR especifico para FGE humana



239

<220>

<221> caracteristica misturada

<222> (1) ..(19)

<223> "primer" reverso de PCR especifico para FGE humana

1182c¢

<212> DNA
<213> Artificial

<220>

<223> "primer" de PCR especifico para FGE humana
<220>

<221> caracteristica misturada

<222> (1) ..(24)

<223> "primer" de PCR 5' especifico para FGE humana

contendo EcoRI

<400> 39

[
=

<210> 40

<211> 54

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> "primer" especifico para HA



240

<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1) ..(54)

<223> "primer" especifico para HA

<400> 40

Noossgolia inopoging gaoseatuat sognatagiy oeinglonoe 8ggo &4
<210> 41

<211> 57

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> "primer" especifico para c-myc

<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1) ..(57)

<223> "primer" especifico para c-myc

<400> 41

5N
g1

acoaagolia oagolntind nonasaios gottligic glocstgaly goragae
<210> 42

<211> 54

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> "primer" especifico para RGS-His6



241

<220>
<221> caracteristica misturada
<222> (1) ..(54)

<223> "primer" especifico para RGS-His®6

<212> PRT
<213> Artificial

<223> oligopéptido triptico de uma preparacdo de FGE humana

<220>
<221> CARACTERiSTICA;MISTURADA
<222> (1)..(1h5)

<223> oligopéptido triptico de uma preparacdoc de FGE humana

<400> 43

Ser Gln Asn Thr Pro Asp Ser Ser Ala Ser Asn Leu Gly Phe Arg
1 5 10 15

<210> 44

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> oligopéptido triptico de uma preparacdo de FGE humana



<220>

<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

<213

<400

44

1

(1)..(19)

Gln Ile Lys

45
906
DNA

> Homo sapiens

> 45

atggeecgge
aagctaggaa
ggaacaaatt
ccctttgeca
aaaaagtatce
tcktgatgagc
gtggaaaagg
gagcacccag
aaacgacktge
gtttacccat
cccaagggag
gcccagaaca
ccgtaccagg
gctgatgget

tcagcctcag

RES

atgggttacc
atggacaggc
cteccagacag
tcgacatatt
ggacagaagc
tgagaaacaa
cattttggag
tgttacacgt
cecacggagyga
gggggaactg
acaaagctga
actacgggct
ctgctgagca
ctgccaatea

acaacctcgg

gctgctgecc
tactagcatg
cagagatggt
tcctgtcacc
tgagatgttt
agccacccag
gecagectgea
gagctggaat
agagtgggag
gttccageca
ggatggcktc
ctatgacctce
ggacatgegce
ccgggcccgg

tttcegetgt

CARACTERTSTICA;MISTURADA

ctgctgtege
gtccaactge
gaagggcctg
aacaaagatt
ggatggagcet
ccaatgaagt
ggtcctgget
gacgccegty
tttgececaoce
aaccgcacca
catggagtct
ctggggaacg
gtecteeggg
gtcaccacca

gctgcagacyg

tcctggtcgg
agggtgggag
tgegggagge
tcagggattt
ttgtetttga
ctgtactcty
ctggcatccg
cctactgtge
gagggggcett
acctgtggeca
cceccagtgaa
tgtgggagtg
gggcatcctg
ggatgggcaa

caggccggec

Met Val Pro Ile Pro Ala Gly Val Phe Thr Met Gly Thr Asp Asp Pro
5 10

15

cgcgtggete
attcctgatg
gacagtgaaa
tgtcagggag
ggactttgte
gtggcttcca
agagagactg
ttggcgagga
gaagggtcaa
gggaaagttc
tgctttececce
gacagcatca
gatogacaca
cacteccagat

gccaggggag

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

242

oligopéptido triptico de uma preparacdoc de FGE humana



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

<400>

46
301
PRT

Homo

46

Met

Gly

Leu

Asp

Asp

&5

‘Lys

Glu

Lys

Pro

Leu

145

Lys

Len

Thr

Gly

Tyr

225

Pro

Trp

sapiens

ala

Ala

Gln

Gly

50

Ile

Lys

AsSp

Sexr

Ala

130

His

Arg

Lys

Asn

Phe

210

Gly

TYX

Ile

Arg

Trp

Gly Gly

35

Glu
Phe
Tyr
Phe
val
115
Gly
Val
Leu
Gly
Leu
185
His
Leu
Gin

Asp

His

Leu

20

Gly

Pro

Arg

val

100

Leu

Pro

Ser

P o

Gln
180

Trp

Gly

Ala

Thr
260

Gly

Lys

Arg

Pro

val

Ser

Trp

Gly

Trp

Thr

165

Val

Gln

Val

Asp

Ala

245

Ala

Leu

Leu

Phe

Val

Thr

70

Glu

Asp

Trp

Ser

Asn

150

Glu

Tyr

Gly

Ser

Leu

230

Glu

Asp

Pro

Gly

Leu

Arg

55

Asn

Ala

Glu

Leu

Gly

135

Asp

Glu

Pro

Lys

Pro

215

Leu

Gln

Gly

Leu

Asn

Met

40

Glu

Lys

Glu

Leu

Pro

129

Ile

Ala

Glu

Trp

Phe

200

val

Gly

Asp

Ser

Leu

Gly

25

Gly

Ala

Asp

Met

Axg

105

val

Arg

Trp

Gly

185

Pro

Asn

Asn

Met

Ala
265

Pro
10

Gln
Thr
Thr
Phe
Phe
A

Asn

Glu

g Glu

Ala

Glu

170

Asn

Lys

Ala

val

Arg

2590

Asn

Leu

‘ala

Asn

Val

Arg

75

Gly

Lys

Lys

Tyr

155

Phe

Trp

Gly

FPhe

Trp
235

val

His

Leu

Ser

Lys

60

Asp

Trp

Ala

Ala

Leu
140

Cys

Ala

Phe

Asp

Pro

220

Glu

Leu

Arg

Ser

Ser

Pro

45

Pro

Phe

Ser

Thr

Phe

125

Glu

Ala

Ala

Gln

Lys

208

Ala

Trp

Arg

Ala

Leu

Met

30

Asp

Phe

val

Phe

Gln
110

Trp

Hisg

Trp

Arg

Pro

190

Ala

Gln

Thr

Gly

Arg
270

Leu

15

val

Ser

Ala

Arg

val

95

Pro

Pro

Gly

175

Asn

Glu

Asn

Rla

Ala

255

Vval

val

Gln

Arg

Ile

Glu

80

Phe

Met

Gln

Val

Gly

160

Gly

Arg

Asp

Asn

Ser

240

Ser

243



Thr Arg Met Gly Asn Thr Pro ASp Ser Ala Ser Asp Asn Leu Gly Phe
2 285

275

80

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

290
<210> 47
927
DNA

<211>
<212>
<213>

<400> 47

atgcgcetetg
aggctcetgt
ctgccaggty
cctgoceggg
gacttcagog
agettcgtct
gctgttcact
tctggcatce
gcttactgeg
cgagggggct
aacttatgge
tcaccagtga
gtgtgggagt
ggggcatcat
aggatgggaa

gcaggccgac

<210> 48
308

PRT

<211>

<212>

<213>

<400> 48

Mus musculus

agttctggtt
cctgecececag
geeggtttct
aagtgacagt
agtttgtcag
ctgaggattt
ggtggcagce
gagagaaact
catggcggag
tgaagggtca
agggaaagtt
acgctttecec
ggacagcegice
ggatcecgacag
acactccaga

Cgaaggagga

Mus musculus

295

cceceagecatyg
gecttcagecta
gatggggaca
aaaacccttt
ggagaagaag
tgteteecccet
agtgccaaag
ggagcttccee
gagacgctty
ggtttatcca
cceccaaaggte
cccacagaac
cacataccaa
cgcagacgge
ctcageeteca

cetbgtga

ggttccttgc
ggacakgccce
gacgctccag
gccatcgaca
taccagactqg
gagctcagaa
geattttgoa
gtggtacacg
cccacagaayg
tgggggaacc
gacaaagcetyg
aactacggac
cctgctggee
tetgctaatce

gacaacctgyg

300

tececctecggt
aggatcctge
atggcagaga
tatttccagt
aagccgaggce
agcaagaaaa
ggcagccetgce
tgagctggaa
aggagtggga
ggttceagee
aagatggttt
tgtatgacct
agg&catgcg
acagggectcg

gcttccgotg

gtbgctgctg
catggtgcat
cggtgaaggy
caccaataaa
attcgggtgg
tctgatgecyg
aggtccegge
cgacgctggt
gtttgeageco
aaaccgcace
tcatggactyg
cargggcaat
tgtcctecgg
ggtcaccace

cgectecagt

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

8927

244



Met Arg Ser
1

Val Leu Leu

Ala Gln Asp
35

Gly Thr Asp
50

Val Thr val
65

Asp Phe Arg

Glu

Leu

20

Pro

Ala

Lys

Glu

Phe

Arg

Ala

Pro

Pro

Phe
BS

Trp Fhe

Leu Leu

Met Vval

Asp Gly
55

Phe Ala
70

Val Axg

Pro

Ser

His

40

Axg

Ile

Glu

Ser

Cys

Leu

Asp

Asp

Lys

Met
10

Pro

Pro

Gly Ser

Arg Leu

Gly Gly

Leu

Gln

Arg
45

Gly Glu Gly Pro
60

Ile

Lys
a0

Phe Pro
75

Tyr Gln

val

Thr

Leu

Leu

30

Phe

Ala

Thr

Glu

Pro
15
Gly

Leu

Asn

Ala
95

Pro

His

Met

Glu

Lys
80

245



Ala Phe

Arg Lys

Pro Lys
130

Glu Lys
145

Ala Tyr

Glu Fhe

Asn Arg

Lys Gly
210

Ala FPhe
225

val Trp

Arg Vval

Asn His

Ala Ser
290

Lys Glu
305

<210> 49
<211> 855
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 49

Gly

Gln

115

Ala

Leu

Cys

Ala

Phe

195

Asp

Pro

Glu

Leu

Arg

275

Asp

Asp

100

Glu

Phe

Glu

Ala

180

Gln

Lys

Pro

Trp

Axrg

260

Ala

Asn

Leu

Ser

Asn

Trp

Leu

Trp

165

Arg

Pro

Ala

Gln

Thr

245

Gly

Arg

Leu

Phe

Leu

Arg

Pro

150

Arg

Gly

Asn

Glu

Asn

230

Ala

Ala

val

Gly

Val

Met

Gln

135

val

Gly

Gly

Arg

Asp

215

Asn

Ser

Ser

Thr

Phe
295

Phe

Pro

120

Pro

val

Arg

Leu

Thr

200

Gly

Thr

Trp

Thr

280

Arg

Glu

105

Ala

Ala

Hisg

Arg

Lys

18%

Asn

Phe

Gly

Tyr

Ile

265

Arg

Cys

Asp

val

Gly

val

Leu

170

Gly

Leu

His

Leu

Gln

250

Asp

Met

Ala

FPhe

His

Pro

Ser

155

Pro

Gln

Trp

Gly

Tyr

235

Pro

Thr

Gly

Ser

val

Gly

140

Trp

Thr

val

Gln

Leu

220

Asp

Ala

Ala

Asn

Ser
300

Ser

Trp

125

Ser

Asn

Glu

Gly

205

Sexr

Leu

Gly

Asp

285

Ala

Pre

110

Gln

Gly

Asp

Glu

Pro

190

Lys

Pro

Met

Gln

Gly

270

Pro

Gly

Glu

Pro

Ile

Ala

Glu

175

Trp

Phe

val

Gly

Asp

255

Ser

Asp

Arg

Leu

Val

Arg

Gly

160

Trp

Gly

Pro

Asn

Asn

240

Met

hAla

Ser

Pro

246



atggtccecca
gatggagaag
gtcagcaatg
aagtttggag
caccaggcag
ccagagggte
tggaacgatg

tgggaataca

cageccaaag
ggcgaggatg
ttatacaaca
tctgtbgagg
aggtggatcct
cagaacacac

cccaccgeag

50
284

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

<400> 50

ttcctgetgg
ccectgocag
cggattttga
actctttcogt
ttgeagetge
cggactccag
ctgttgecta

gctgtagagg

gacagcatta
goctteccaagg
tagtggggaa
aaacgttcaa
acatgtgcca
cagatagctc

actga

Mus musculus

agtattcaca atgggcactg
gagagtcact gttgatgget
gaagtttgtg aactcgactg
ctttgaagge atgttgagcy
tccatggtgg ttgectgtea
tattctgcac aggtcaaatc
ctgcacatgyg gcgggcaaga

aggcctgcag aacaggcttit

tgcecaacate tggcagggca
aactgccece gttgatgeet
tgtgtgggag tggacctcag
cccaaagggt cccacttctg
taagtcectat tgetataggt

tgcatccaae ctgggattce

atgatecctea
tttacatgga
gctatttgac
agcaagtgaa
agggagctaa
atpcggttct
ggttgectac

tccecctgggg

agtttcctgt
ttcetcoccaa
actggtggac
ggaaagaccyg
acecgetgtge

gatgtgcagc

gatcaggcag
cgcctatgaa
agaggctgag
aacggcatake
ttggagacac
ccatgtttce
tgaggcagag

caacaaactg

gagcaacact
tggectatgge
tgttcaccat
agtgaagaag
agctcgaage

cgaccacctg

60
120
180
240
300

" 360

420

480

540
600
660
720
780
840
855

247



Met Val
1

Gln Ile
Gly Phe
Phe Val

S0

Ser Phe
65

His Gln
Asn Trp
Asn His
Thr Trp
130
Cys Arg
145
Gln Pro
Val Ser

Ala pPhe

Trp Glu
210

Thr Phe Asn Pro Lys Gly Pro Thr Ser

225

Gly Gly Ser Tyr M
2

Pro

Arg

Asn

val

Ala

Arg

Pro

115

Ala

Gly

Lys

AsSn

PYO

195

TIp

Ile

Gln

20

Met

Ser

Phe

val

His

100

val

Gly

Gly

Gly

180

Pro

Thr

Pro

Asp

Asp

Thr

Glu

ala

8s

Prao

Leu

Lys

Leu

Gln

165

Gly

Asn

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Ala

Glu

His

Arg

Gln

150

His

Glu

Gly

Asp

Gly

Glu

Tyr

Met

Ala

Gly

val

Leu

135

Asn

Trp
215

230

val

Ala

Glu

40

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

120

Pro

Arg

Ala

Gly

Gly

200

Txp

Phe

Pro

25

Val

Ser

Trp

Asp
108

Trp

Thr

Leu

AsSn

Phe

185

Leu

Thr

et Cys His Lys Ser
45

Thr

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

90

Ser

Asn

Glu

Phe

1le

170

Gln

val

2

Met

Arg

Asn

Ala

Gln

75

Leu

Ser

Asp

Ala

Pro

155

Trp

Gly

His

50

Gly

Arg

Ala

Glu

60

Val

Pro

Ile

Ala

Glue

14¢

Trp

Gln

Ile

His
220

Gly Lys

235

Tyr Cys

Thr Asp

val Thr
30

Asp Phe
45

Lys Fhe

Lys Thr

val Lys

L.eu His

110

val ala
125

Trp Glu

Gly Asn

Gly Lys

Ala Pro

190

val Gly
205

Ser val

Asp Axg

Tyr Arg

Ala Ala Arg Ser Gln Asn Thr Pro Asp Ser Ser aAla Ser
265

Phe Arg Cys Ala Ala asp His Leu Pro
275

<210> 51
<211> 1011

260

280

Thr Ala

Asp

Asp

i5

val

Glu

Gly

His

Gly

95

Arg

Lys

Phe

175

Val

Asn

Glu

val

Asn
270

Pro
Asp
LySs
Asp
Ile
80

ala
Ser
Cys
Ser
Leu
160
Pro
AsSp

val

Glu
Lys Lys
240

Arg Cys
255

Leu Gly

248



<212> DNA

<213> Drosophila melanogaster

<400> 51

atgacaacaa
gactgtgget
gtgtgccage
gagccaaata
aaaccgecact
tacatcgaca
tacaccacgg
ttggagcaga
geeggegtga
cacccggtag
cggttgcocecca
tttcectagg
gacttteccg
ttecgacaga
gatctgtagg
tatctgtgte

gaagacagtt

ttatattagt
gccaaaagct
aacgagcaca
ttgcggacat
ttececggeega
agtatgaggt

aggctgageg

agaacctaga,

actggcgaca
tgcacgtate
gcgaggcegga
gcaacaaget
atggcaacct
atatttacga
acgtaaatga
acaagtccta

cagecggtaa

cctetttatt
cgaccggaag
gggtgcacac
gteactgett
ccgegaggoet
ttccaacgaa
atatggcgac
ggacttececga
tccaaatggce
gtggegegac
gtgggaggcy
gatgccaagy
ggctgaagat
cctgeacaac
cgttagcgat
ctgctacagg

cctgggtttt

toggatagttt
geeccggata
agccactace
ccgggaggea
ccggaacgge
geetttgega
agttttctgt
gtggcgageg
gtggacageg
gctgtggagt
gcttgcaggg
aatgaacatt
gggtttgagt
atggtgggea
aatccaaate
tacaggtgeg

cggtgcgcca

tattcaatga
tgcegtceat
gggattacta
cggtttacat
aggtgaagcet
agtttgttct
ttaagagcct
ctgtetggtg
atatagacca
actgtaagtg
gcggcaagga
ggctgaacat
acaccageee
acgtetbggga
gggtcaagaa
cggcacgcte

agaatgcqgtg

cgtatccage
ttceggacaa
tggcgaactg
gggtactgac
gaatgacttc
gcacactaac
tttgageccca
gtacaaagtg
cttaggccga
ggccggeaag
gcgcaaactg
ctggcaggga
cgtggatgec
gtggacggca
aggeggttct
gcagaacaca

a

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

<400>

52
336
PRT

Drosophila melanogaster

52

Met Thr Thr Ile Ile Leu Val Leu Phe Ile Trp Ile Val Leu Phe
1 5 10

15

Lys Ala
30

Asp Val Ser Ser Asp Cys Gly Cys Gln Lys Leu Asp Arg
20 25

Arg Ala Gln
45

Asp Met Pro Ser Ile Ser Gly Gln Val Cys Gln Gln
35 40

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

Asn

Pro

Gly

Ile

60
120
i80
240
300
350
420
480
540
500
660
720
780
840
200
960

1011

249



Ala
65

Lys

Leu

Gly

Asn

145

Ala

His

Glu

Glu

Asn

225

Pro

Gly

Ser

Lys

305

Glu

50

Asp

Pro

Asn

Lys

Asp

130

Ley

Gly

Leu

Tyr

Ala

210

Lys

Phe

Val

Asn

Asp

290

Ser

Asp

<210> 53

<211> 870

Met

His

Asp

Phe

115

Ser

Glu

val

Gly

Cys

185

Ala

Leu

Proc

Asp

val

275

Asn

Tyr

Ser

Ser

Phe

Phe

100

val

Phe

Asp

Asn

Arg

i80

Lys

Cys

Met

Asp

Ala

260

Trp

Pro

Cys

Ser

Leu

Pro

85

Leu

Leu

Phe

Trp

165

His

TP

Arg

Pro

Gly

245

Phe

Glu

Asn

Tyr

Ala
325

Leu
70

Ala
Ile
His
Fhe
Axg
150
Arg
Fro
Ala
Gly
Arg
230
Asn
Arg

Trp

Arg

Gly

S5

Pro

Asp

Asp

Thr

Lys

135

Val

His

Val

Gly

Gly

215

Asn

Leu

Gln

Thr

val

295

Asn

Gly

Lys

Asn

120

Ser

Ala

Pro

val

Lys

200

Lys

Glu

Ala

Asn

Ala

280

Lys

Arg

Leu

Gly

Glu

108

Leu

Ser

Asn

His

185

Arg

Glu

His

Glu

Ile

265

Asp

Lys

Cys

Gly

Ala
90

Glu

Leu

Ala

Gly

170

val

Leu

Arg

Trp

Asp

250

Leu

Gly

Ala

Phe
330

val
75

Pro

val

Thr

Ser

val

155

val

Ser

Pro

Lys

Leu

235

Gly

Asp

Trp

Gly

Ala

31s

Arg

60

Glu

Ser

Glu

Pro

140

Trp

Asp

Trp

Ser

Leu

220

Asn

Phe

Leu

Asp

Ser

300

Arg

Cys

Met

Arg

Asn

Ala

125

Leu

Ser

Glu

205

Phe

Ile

Glu

His

val

285

Ser

Ala

Gly Thr Asp

Gln

Glu

110

Glu

Glu

Asp

Asp

190

Ala

Pro

Trp

Asn

270

Asn

Leu

Gln

Lys

val

a5

Ala

Axrg

Gln

Lys

Ile

1758

Ala

Glu

Trp

Gln

Thr

255

Met

Asp

Cys

Asn

Asn
35

80

Lys

Phe

Lys

Val

160

Asp

vVal

Trp

Gly

Gly

240

Ser

val

val

Thr
320

Ala

250



<212> DNA

<213> Anopheles gambiae

<400> 53

ccggagagct

ccaggaggtg
ccggcoeegge
cagttcaagg
agcttegtet
gtggeggegyg
gatgtgtcac
gatgcggtcg
geggeetgec
aaggagcage
gatggctacg
aacatcgttg
atcgagcgcea
tgtcacgaat

agtteggegy

<210> 54
<211>
<212>
<213>

<400> 54

290
PRT

tgcktecgatct ggtggaacat tccaagcggt

aatatgtaat
eccgcgacgat
cattcgtcga
tccageaget
cgcecctggty
gtgatataag
cgtactgege
ggggeggteg
acatgatgaa
agaccacctyg
gcaacgtgtyg
agccgggeag
cgtactgcta

gcaatctggyg

cggcacaaat
ccgecgacttt
ccagacggge
gecteagegaa
gtacaaggta
cgaccgattg
ctggaaaggg
caagcagaag
catatggcag
cceggbgacg
ggagtggacy
cgatccaccg
tcgectatege

ctteceggtge

Anopheles gambiae

gaacctatct
tacctcgacc
tacgtcacgag
ccggtgegee
cgltggagecet
gaccatccgg
aagegectge
ctgtteccct
ggcgagttce
tecttecgec
gocggatcttt
aatcgggtga

tgtgcggcke

tcgaagacat gagccttatce

tcgtcaagga
agtacgaagt
aggcggaaaa
agcagtacga
cctggcagea
tggtgcacgt
cgacggaagce
ggggtaacaa
cggacagcaa
agaaccegtt
gggacgcgaa
aaaagggtgg

gatcgcagaa

tcgegaatca
ctccaacgca
gtctgécgac
agattteege
tccggaaggt
gtcctggaac
ggaatgggaa
geotgatgccg
tcetgaaggag
cgagctgtac
ggatgcggce
ctcatacctg

caccgaggac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
870

251



Pro
1
Met
Ile
Asp
Phe
65
Ser

Glu

Ala

145

Ala

Glu

Ser

Phe

pPhe

50

val

Phe

Asp

Ser

Leu

130

Ala

Ser

Leu

val

35

Tyr

Asp

val

Phe

TIp

Asp

Ala

Cys

Leu

Ile

20

Lys

Leu

Gln

Phe

Arg

100

Gln

His

Trp

Arg

Leu

Pro

Asp

Asp

Gln

85

val

His

Pro

Lys

Gly

Asp

Gly

Arg

Leu

Gly

Glu

Gln Tyr

Gly

70

Gln

Ala

Pro

val

Gly

150

Gly

Leu

Ala

Glu

Val

135

Lys

Axg

val

Glu

Ser

40

Glu

Val

Leu

Ala

Gly

120

His

Lys

Glu

Fro

Val

Thr

Ser

Pro

105

Asp

Val

Leu

Gln

His

10

val

Ala

Ser

Glu

Glu

20

Trp

val

Ser

Pro

Lys

Ser

Ile

Arg

Asn

Ala

75

Pro

Trp

Ser

Trp

188

Leu

Lys

Gly

Pro

Ala

60

Glu

val

Arg

Asn

140

Glu

Phe

Arg

Thr

Ala

45

Gln

Lys

Arg

Lys

Asp

125

Asp

Ala

Pro

Fhe

Asn

30

Thr

Phe

Phe

Gln

val

110

Ile

Ala

Glu

Trp

Glu

15

Glu

Ile

Lys

Gly

Gln

95

Arg

Ser

val

Trp

Gly

Asp

Pro

Axg

Ala

Asp

a0

Gly

Asp

Ala

Glu

160

Asn

252



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

<400>

Lys

Phe

Val

Asn

225

Ile

Gly

Ala

55
945
DNA

Streptomyces coelicolor

55

Leu

Pro

Thr

210

val

Glu

Ser

Arg

Met

AsSp

195

Sex

Trp

Arg

Tyx

Ser
275

Pro

180

Ser

Fhe

Glu

Lys.

Leu
260

Gln

165

Lys

Asn

Arg

Trp

Pro

245

Cys

Asn

Glu Gln

Leu Lys

Gln asn

215

Thr Ala

230

Gly Ser

His Glu

Thr Glu

His

Glu

200

Pro

ASp

Asp

Ser

Asp
280

Met

i85

Asp

Phe

Leu

Pro

Met Asn

Gly Tyr

Glu Leu

Trp ASp
235

Pro Asn
250

Cys Tyr

Ser ala

Ile

Glu

Tyxr

220

Ala

Arg

Arg

Gly

Trp Gln
150

Thr Thr
205

asn Ile

Lys Asp

Val Lys

Tyr Arg

270

Asn Leu
285

175

Gly

Val

Ala

Lys

255

Cys

Gly

Glu

Pra

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Fhe

253



gtggcegtygg
cgetegaces
ggggagggat
cacatcgacyg
catgtgaccyg
ccggacgoeg
goecactgge
gtcgtccacg
cccaccgagyg
tggggcgacg
ccgecacgtca
cccaacggcc
ttctegecca
geggcacggy
cgggtegeeyg
tgcgecaacyg
<210> 56
<211> 314
<212> PRT

<213>

cegeecegtee
gceggacaggt
ateccggecga
agaccgecegt
acgccgaacg
acgtcctegg
gecgeeccyga
tctectggaa
ccgaatggga
agetgaccee
acacggecga
acggcctgtg
cctactacge
tgctgcgcgg
gecegetecte

acgcggacct

ccecgeggee
gecgcectgecy
cggcgagaca
caccaacgeg
ctteggctee
cagegeegee
gggcgceeegc

cgatgccace

gtacgccgec

gggcggecgg
ggacgggcac
gaacaccgcg
cgaakcaccc
cggctecctac
caacaccccy

cacgtecgga

gcegeggage
ggcggtgagt
cccgtgeaca
cggttecgeeg
tcggeegtct
ggecgeecect
tccgacatea
gcctacgege
cgcgggggac
tggecgetgca
ctgagcaccg
ggcaacgtgt
accgktcogace
ctgtgecacg
gactectcegt

tcagecgetg

Streptomyces coelicolor

cggggeccge
tegogatggg
cggtgecgect
ccttecgkcaa
tccacctggt
ggtggatcaa
ceggecgges
ggtgggccgyg
tggccggeceg
acatctggea
caccggtcaa
gggaatggtg
cgcacggeec
actcctactg
coggeaacet

agtga

cgecegeecy
ggacgcctte
geggeectte
ggcgaccggce
cgtegecgee
cgtgegggge
gaaccateecy
caagcgecty
cecgectacgcec
gggccgette
gtecetacegyg
ctcegactgy
cgggaccggyg
caaccgcetac

cggattecge

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720
780
840
300
945

254



<400>

56

Met Ala val

1

Ala
Glu
Glu
Thr
65

His
val
Pro
Ala
Ser
145

Fro

Gly
Gly
22%
Phe
Pro
His

Thr

Ala

Phe

Thr

50

Ala

Val

val

TR

Arg

130

Trp

Thr

Arg

Asn

His

210

Leu

Ser

Gly

Asp

Bro
290

Arg

Ala

35

Pro

val

Thr

ala

Txp

115

Ser

Glu

Tyr

Ile

195

Leu

Trp

Pro

Thr

Ser

275

AsSp

Ala

Pro

20

Met

val

Thx

Asp

Ala

100

Ile

Asp

Asp

Ala

Ala
180

Trp

Ser

Asn

Thr

Gly

260

Ser

Ala

Arg

Gly

His

Asn

Ala

85

Pro

Asn

Ile

Ala

Glu

165

Trp

Gln

Thr

Thr

Pro
Ser
asp
Thr
Ala
70

Glu
Asp
Val
Thr
Thr
150
Trp
Gly
Gly

Ala

Ala
230

Tyr Tyr

Ala

Cys

Ser

Ala

Asn

Ser

Ser

Thr

Ala

Val

55

Arg

Arg

Ala

Axg

Gly

135

Ala

Glu

Asp

Arg

Pro

215

Gly

Ala

Arg

Arg

Gly
285

Pro

Arg

Fhe

40

Arg

Phe

Phe

Asp

Gly

120

Arg

Glu

Ala

Gly

25

Gly

Leu

Ala

Gly

val

108

Ala

Pro

Ala

Ala

Leu

T 185

Phe

200

val

Asn

Glu

Val

Tyr
280

Asn

Pro

Lys

Val

Ser

Leu

265

Arg

Leu

Ala

10

Gln

Glu

Arg

Ala

Ser

30

Leu

His

Asn

Arg

Ala

170

Thr

His

Ser

Trp

Pro

250

Arg

val

Gly

ala

val

Gly

Pro

Phe

75

Ser

Gly

His

Trp

155

Arg

Pro

Val

Glu

235

Thy

Gly

Ala

Phe

Ala

Arg

Phe

60

Val

Ala

Ser

Pro

140

Ala

Gly

Gly

Asn

Arg

220

Trp

val

Gly

Ala

Arg
300

Glu

Leu

Pro

45

His

Lys

Val

Ala

Arg

123

val

Gly

Gly

Gly

Thr

205

Pra

Cys

Asp

Ser

Arg

285

Cys

Pro

Pro

30

Ala

Tle

Ala

Phe

Ala

110

Pro

val

Lys

Leu

Arg

190

Ala

Asn

Ser

Pro

Ala

Gly

15

Gly

Asp

Asp

Thr

His

95

Gly

Glu

His

Arg

aAla

175

Trp

Glu

Gly

His
255
Leu

Ser

Asn

Pxo

Gly

Gly

Glu

Gly

80

Leu

ala

Gly

val

Leu

160

Gly

Arg

Asp

His

Trp

240

Gly

Cys

Asn

Asp

255



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

<400>

57
1005
DNA

Ala Asp Leu Thr Ser Gly Ser Ala Ala Glu

305

310

Corynebacterium efficiens

57

gtggttcgec
tgctgcteee
aatccrcacca
gctttccaca
catgaggttc
ggacgattta
gtattctacg
cectggtgge
ctggacgggc
tgcacctggg
ggactgcagg
tgcaatatct
actgcaccgg
gtatgggaat
aacccgegygg
catgattecct

acctegggga

58

atcgactggg
cgtcaagcge
ctccatgcaa
tgggcgatea
acctcgececee
ttgaagccac
cagcgttcca
tggcggtcaa
ttgaggacca
ctggcggteg
gcgcacgata
ggcagggggyg
tgaagaccta
ggtgccagga
gaccggatac
actgcaacag

ataceggttt

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

<400>

334
PRT

ccaccggceee
acaatgygcgt
cccggaacaa
tcacggggag
cttcggeatt
agggtatacg
agggcaacgce
gggtgcgaac
cccogtegtt
tetgeccace
tgectgaggg
cttcceccatyg
cacgcccaat
ctggtttgat
cggtgecgege
ataccgggtg

ccggtgeygtt

tgcacactga
accactacce
tececeogogatg
gggtaccegg
aatgtcacca
acgacagcgg
gctgacatte
tggcagcgtce
cacgtttect
gaageccgagt
gataaccteg
gagaacaccg
ggatacggte
gcggagtact
cgggtgatge
gcegcecccgea

ttcgatagete

Corynebacterium efficiens

58

ggattacgtc
gggatttatce
ctgtgacact
¢ggacgggga
cggtcacgaa
aacgctacgg
ttegeccaggt
ccaacggecec
gggatgatgce
gggaatacge
ecctagacygg
ccgeggatgg
tgtggcagat
actceccgtge
gcggaggetce
attcgaacac

cttga

catgagtaac
agatcctgte
gccgggtgga
ggggecagta
tgcecgagtee
tgtctcgget
tccecggegtg
cggateccace
cgttgectac
cgceeggagt
gaggtggaac
ttacectcace
ggcagggaat
ttccteocate
gtatctctgc

ccoggatece

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

1005

256



Met

Ser

Thr

Glu

Gly

(3

His

val

Met

Arg

Gln

S0

Asp

Glu

Ala

Sexr

Asp

35

Ser

His

val

Glu

His

Asn

20

Leu

Arg

His

His

Fhe

Cys

Ser

Asp

Gly

Leu

83

Gly

Leu

Cys

Asp

Ala

Glu

70

Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

Val

535

Gly

Pro

Phe

His

Pro

val

40

Thr

Phe

Ile

Arg

Ser

25

Asn

Leu

Pro

Gly

Glu

Pro

10

Ser

Pxo

Pro

Ala

Ile

50

Ala

Cys

Ala

Thx

Gly

Asp

75

Asn

Thr

Thr Leu Arg

Gln Trp Arg
30

Thr Pro¢ Cys
45

Gly Ala Phe

60

Gly Glu Gly

val Thr Thr

Gly Tyr Thr

Ile
15

Thr
Asn
Hisg
Pro
val
95

Thr

Thr

Thxr

Pro

Met

val

840

Thr

Thr

257



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

<400>

Ala

Gln

Ala

145

Leu

Ala

Glu

Trp

Gln

228

Thr

Meg

Ala

cys
305

Thr

Glu

Arg

130

val

Asp

Val

Ala

Ala

Tyr

Arg

280

Asn

Ser

59
1017

DNA

Arg

115

Ala

Lys

Gly

Ala

Glu

185

Asp

Gly

Pro

Gly

Ser

275

Arg

Arg

Gly

100

Tyr

Asp

Gly

Leu

25
@
[=]

Tyr

Phe

Val

Asn

260

Arg

val

Asn

Gly

1le

Ala

Glu

165

Cys

Ala

Leu

Pro

Lys

245

Val

Ala

Met

Thr
325

val

Leu

Asn

150

Asp

Thr

Ala

Ala

Met

2390

Thx

Trp

Ser

Arg

Val

310

Gly

Ser

Arg

135

Tre

His

Trp

Arg

Glu

Ser

Gly

295

ala

Phe

Ala

120

Gln

Gln

Pro

Ala

Gly

200

Asp

Asn

Thr

Trp

Ile

280

Gly

Ala

105

Val

val

Val

Gly

185

Gly

Gly

Thr

Pro

Cys.

265

Asn

Ser

Arg

Cys

Phe

Pro

Pro

Val

170

Gly

Leu

Arg

Ala

Asn

250

Gln

Pro

Asn

val
330

Gly

AsSn

155

His

Arg

Gln

Trp

Ala

235

Gly

Asp

Arg

Leu

Ser

31s

Phe

Ala

val

140

Gly

val

Leu

Trp

Gly

Cys

3o0

Asn

Asp

Novosphingobium aromaticivorans

59

Ala

125

fro

Pro

Ser

Pro

Ala

205

cys

Gly

Gly

rhe

PXo

285

His

Thr

Sexr

110

Phe

Trp

Gly

Trp

Thr

190

Arg

Asn

Leu

Asp

270

AsSp

Asp

Pro

Pro

Gln

Trp

Ser

Asp

175

Glu

Ile

Leu

Trp

255

Ala

Thrx

Ser

Asp

Gly

Leu

Thr

180

Asp

Ala

Ala

Trp

Thr

240

Gln

Glu

Gly

Tyr

Ser
320

258



atggcgeaac
cccaattgea
ggcactttea
aaggtagaca
gtggaggcca
ggeatgectce

gtcgacatgg

ccacttggac
tatgccgatg
ttegaatatg
gcacctgaag
tgcctegatg
ctttacgaca
ctgactecge
aaggacagct
ggttegcace

gaaatggttyg
<210> 60
<211> 338
<212> PRT
<213>

<400> 60

cattccgatce
ggagcacgtc
ccatgggcte
gcttctggat
cgggatacgt
cgggcatgga

cggatgcgtc

cgggcagttc
ccgaggoeta
ctgcgegcyg
gccggatgat
gctgggaacy
tgatcgggaa
aaaggaaatc
tegacccgte
tgtgtgcgge

ataccgcgac

gacggcggcc
gcgaatggtc
ggaagccttce
cgatgaagcg
cactgtggce
cecgcgeggga

caactggtgg

catcgatggg
tgceaaatgy
cgggttggac
ggcecaactac
gacatcgecee
cacgtgggag
ggcatgctgce
gcaacccgea
caattactgce

gacgcacate

agtcgtacaa
gaacgcoecg
tacccggagy
ccggtgacga
gagatcgage
tegotggtgt

cactttacct

atcgaggace
gegggcaagg
ggttecgaat
tggcaaggec
gtccgcaact
tggacctgceg
gcgatcageca
atgecgecatey
cagcgcetate

ggcttcaggt

gtattgaacyg
gcatgeogeect
aagcgcoget
acgcacagtt
cggatecccaa
tccagaaaac

ttagcgectg

atccegtegt
atctgecgac
tttcectgggg
tgttteccctt
tcccgcccaa
attggtggge
atccgcgcegg
gccggaaggt
geccecgeage

gtgtggtgcyg

Novosphingobium aromaticivorans

ccatctcgaa
gakcgaaggce
tcgocegggtyg
cgccgeatte
ggactaccece
agcagggccg

ctggaagcat

tcacgtcegece
cgaagccgag
agacgaacktc
cgccaaccag
cggctatggt
cgacaagecg
cggcaagcete
cataaagggc
acgccatcct

gcectga

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
960

1017

259



Met
1

Pro
Ala
Phe
65

val
Lys
val
Trp
Gly
145
Tyr

Thr

Glu

Ala

His

Gly

Phe
50

Trp

Glu

Asp

Phe

Trp

130

Ser

Ala

Glu

Phe

Gln

Leu

Met
35

Tyr

Ile

ala

Gln

115

His

Ser

Asp

Ala

Ser

Pro
Glu
20

Arg
Pro
Asp
Thr
Pro
100
Lys
Phe
Ile
Ala
Glu
180

Trp

Phe
S
Pro
Leu
Glu
Glu
Gly
85
Gly
Thr
Thr
Asp
Glu
165

Phe

Gly

Axrg
Asn
Ile
Glu
Ala
70

Met
Ala
Phe
Gly
150
Ala

Glu

Asp

Ser

Cys

Glu

Ala

55

Pro

val

Leu

Gly

Gly

135

Ile

Tyx

Glu

Thr

Arg

Gly

40

Pro

val

Thr

Pro

Pro

120

Ala

Glu

Ala

Ala

Leu

Ala

Ser

25

Gly

Leu

Thr

val

Gly

105

val

Cys

Asp

Lys

Ala

18%

Ala

Ala

10

Thr

Thr

Arg

Asn

Ala

30

Met

Asp

Trp

Hig

Trp

170

Arg

Pro

Ser

Ser

Phe

Arg

Ala

75

Glu

Asp

Met

Lys

Pro

155

Ala

Gly

Glu

Arg

Thr

Val

60

Gln

Ile

Ala

His

140

Val

Gly

Gly

Gly

Thxr

Met

Met

45

Lys

Phe

Glu

ala

Asp

125

Pro

val

Lys

Leu

Axg

Ser

Val

30

Gly

val

Ala

Pro

Gly

il0

Ala

Leu

Asp

Asp
190

Met

Ile

15

Glu

Ser

Asp

Ala

AsSp

95

Ser

Ser

Gly

val

Leu

175

Gly

Met

Glu

Arg

Glu

Ser

Phe

80

Pro

Leu

Asn

Pro

Ala

160

Pro

Ser

Ala

260



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

<400>

Trp
225

Leu

Ser

Pro

Cys

305

Glu

61

Glu

Tyr

Asp

Asn

Ala

290

Ala

Met

Pro

1119

DNA

Mesorhizobium loti

61

195

Arg

Asp

Lys

Pro

275

Met

Ala

Val

Gln

Thr

Met

Pro

260

Arg

Arg

Asn

Asp

Gly

Ser

Ile

245

Leu

Gly

Ile

Tyr

325

Leu

Pro

230

Gly

Gly

Gly

Cys

310

Ala

Phe

215

val

Asn

Pro

Lys

Arg

295

Gln

Thr

200

Pro

Arg

Thr

Gln

Leu

280

Lys

Thr

Phe

Asn

Trp

Arg

265

Lys

val

His

Ala

Phe

Glu

250

Lys

AsSp

Ile

Ile
330

Asn

Pro

235

Trp

Ser

ser

Lys

Pro

318

Gly

Gln

220

Pro

Thr

Ala

Phe

Gly

300

Ala

Phe

205

Cys

Asn

Cys

Cys

Asp

285

Gly

Ala

Arg

Leu

Gly

Asp

Cys

270

Pro

Sexr

Arg

Cys

Asp Gly

Tyr Gly
240

Trp Trp
255

Ala Tie

Ser Gln

His Leu

His Pro

320

val Vval
3358

261



atgggececac
tgecgggaag
tttegggate
tegtacecey
tatccggagyg
accgtetcca
gagaaacccy
tegatgatgt
gtctatgtee
gttgeagatce
gcaggcaagg
gcecgeegaat
tggcaaggag
gtaggetcgt
tggacgaccg
aatccgegtg

cctegeaagg

cggcecgegg

tgcatcgitge
<210> 62
<211> 372
<212> PRT
<213>

<400> 62

gaggtegagy
ctetagecga
cttegatgaa
gaatggtetg
aggcaceyge
acecgecgactt
ccaateccega
tcaggaagce
gcggegecaa
atccggtegt
aacttcccac
acgtectgggg
acttteccta
tcecggecaa
actggtacca
gcggecatcg

tcaccaaggg

cgcgaatgge

gaaggaaaat

tcaaaaaccg
tagcgggtgg
cgoecoctgoc
gatcccegge
ccaccgggte
cgaacgcttc
cgactatccc
ggccggeect
ctggcgecat
gcatgtggee
cgaggecgag
caacgagctt
ccggaatact
cgactacggt
ggaccacaag
cgaagcgagc

tggcteccat

gcaacccgtc

ggaattgaac

Mesorhizobium loti

catgaaaggce
gcggetgatg
gaagtctteg
ggtaccttcce
agggtcgacg
gttgcggcga
ggtgccttac
gtegacettyg
ccacygcgagce
tacgaggatg
tgygaattcg
acgceggceyg
gtcgacgacg
ctctacgaca
gcgatcgaca
tatgacaccc

ctgtgegege

gacactgcaa

gcgcagtaa

gacgcggtea
gagatgagca
agegcgetge
tgatgggcte
gctkctggat
caggacatgt
ccgatctgek
gcaakcacta
cggcaagtac
tcgtggeccta
cggcgegagy
ggaagcacat
gttacgaata
tggccggcaa
gececgtgcty
ggctacctga

cgaactactg

tcteeccatet

tgttegacat
cgecgtgtea
agccgaacgy
agacaaccac
ggacaaattc
cactetigee
ggctcecgtec
caattggtgg
aatcaagaag
tgccaactgg
cggecctcgat
ggccaacatc
tacggecccca
tgtctggcaa
caccgetgte
cgttaagatc

tcggegetac

cggetttcge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020

1080

1119

262



Met

His

Asp

Pro

Met

65

Met

Thr

Ala

Val
225

Trp

Gly

val

Gly

Ala

50

val

Pro

ASp

Thr

TvYr

Ile

val

Glu

210

Trp

Gln

Thr

Pro
Arg
asp
35

Glu
Trp

Glu

Lys

Pro
val
Lys

val
195

Trp
Gly
Gly

Ala

Arg

His

20

Glu

val

Ile

Glu

Phe

100

His

L)
[
]

Ala

Arg

Lys

180

Ala

Glu

Asn

Asp

Pro

Gly

Cys

His

Fhe

Pro

Ala

85

Thx

val

Gly

Gly

165

val

Tyr

Phe

Glu

Fhe

245

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Gly

70

Pro

val

Thr

Ala

Ala

Ala

Leu

230

Pro

Gly

Gly

Glu

val

Arg

55

Gly

Ala

Ser

Leu

b2
win
et

val

Asn

Asp

Asn

Ala

215

Thr

Ser

Gln

val

Ser

40

Ala

Thr

His

Asn

Ala

Trp

His

Trp

200

Arg

Pro

Phe

Lys

Leu

28

Phe

Ala

Phe

Arg

Arg

105

Glu

Arg

Pro

185

Ala

Gly

Ala

Asn

Pro

Pro

10

Ala

Arg

Ala

Leu

val

o0

Asp

Lys

ko]
[
]

Gly

His

170

Val

Gly

Gly

Gly

Thr

250

Ala

His

Asp

Asp

Glu

Met

15

Arg

Phe

Pro

Asn

155

Pro

Val

Lys

Leu

Lys

235

Val

Asn

Gly

Ser

Leu

Arg

60

Gly

val

Glu

Ala

Arg

His

Glu

Asp

220

His

Asp

Asp

Arg

Gly

Ser

45

Ser

Ser

Asp

Arg

Gly

val

Leu

205

Ala

Met

Asp

Arg
Trp

30

Met

Asp

Gly

Phe

110

Pro

J< 4

Asn

Pro

Ala

190

Pro

Ala

Ala

Arg

i5

Ala

Asn

Pro

Asn

Phe

95

vVal

Ala
1758

Thxr

Glu

Asn

Gly Tyx

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

Gly

His

80

Ala

Asp

My
Y

Trep

160

Ser

Glu

Glu

Tyr

Ile

240

Glu

263



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

<400>

Asp

His

Gly

308

Pro

Cys

ala

Leu

63
1251
DNA

Met

Lys

29¢

His

Arg

Arg

Ile

Asn
3170

Ala
215

Ala

Arg

Lys

Ser
355

Ala

260

Gly

Ile

Glu

val

340

His

Gln

Ala

Thr
328

Leu

val Trp

Ser Pro
295

Ser Tyr

310

Lys Gly

Pro Ala

Gly Phe

Gln

280

Cys

Asp

Gly

Ala

Arg
360

Burkholderia fungorum

63

265

Trp

Cys

Thr

Ser

Arg

345

Cys

Thr

Thx

His
330

Mek

Ile

Thr Asp

Ala val
300

Leu Pro

315

Leu Cys

Ala Gln

val Arg

Trp

285

Asn

hsp

Ala

Pro

Arg
365

270

Tyx

Pro

val

Pro

Val

350

Lys

Gln

Arg

Lys

Asn

335

Asp

Met

Asp

Gly

Ile

320

Thr

Glu

264



atgaagagtg
gcaacccaaa
atactgcceg
cacccgcaaa
ggcggccagt
cacaaggtca
cgeegetkteg
accctgaaag
ggtgcaatgy
tggcgeotatg
ggtaaagatyg
tgggccggea
gaacaggeca
gtctggcagg
ctcggtacaa
ggcaacgect
gtaagcacca
cagggegtge
gaaatctatt
atgtegeatce

cgccaggett

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

<400>

64
416
PRT

Burkholderia fungorum

64

aaagagatcg
cgcgecgccgg
cekgtgtcgg
tcgeettegy
tcctcatggg
aggtgcacgg
tcgaagecgac
Cccagttgec
tgttcgtegg
tgcetggege
atcacceegt
agegtctgcee
cgtatgcgtyg
gcecagcagece
gtccggtgag
ggcagtaggt
gcgcgatcga
ccgtcaacge
gcctgagcta
tgggcttceg

cggcgaaage

agagecccgea
tegegtgege
cgecgeggte
cgacggeacg
cagcgacggc
cttctggatyg
cggctacgte
gcececggeacy
caccagcegt
taactggcgt
ggttcaagty
gaccgaagcce
gggcgatcag
geagtcttec
tactttccey
tgccgactgyg
caatccggtyg
goccaagegt
ccggceccagce
getggtgatg

tgecggogey

aagtcgtcee
aaactaatgt
agttgggcct
catggtccge
aaacaggcgc
gaccgecatce
accacggeeg
ccgegeecge
cccgtgeege
¢catccageecyg
tectacgaag
gaatgggaat
ttctctececa
ccogttgtea
gccaacgget
tatcgcgegg
ggcccgageg
gtcacacgeg
gcgagacgcg
gacgaagaca

cctggaacce

gctcgaacyg
tgtggggcge
tcacgecgea
tcggecatgge
aaccgaacga
acgtgaccaa
agaagaaacc
ccgagagcgc
tagacgacta
ggcctgagag
atgegeaggce
tcgecgegeg
acggcaaaca
acccgaaagc
acggecttte
atcagttcag
agkegtgaga
gcggttcgtt
gecaccgatec
cctggaaaga

ctggcggeta

gtcggtegea
cctgetegte
‘cgcacccget
gtgggtgcee
acgceceegeg
cgccgaatte
cgactgggag
gatggtggcg
ttcgecagtgg
caacatcate
ttatgcgaaa
cggeggccte
gatggccaac
gggtggcgcg
cgacaktgacc
gcgtgaggcg
ceccgeagac
cctctgcaac
ctacaacagc
ageceggtgcet

g

60
120
180
240
300
160
420
480
540

660 -

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1251

265



Met

Gly

MeC

Ala

val

65

Gly

Glu

His

Tyr

Gln

145

Gly

Ala

Gln

Arg

225

Glu

Gln

Val

Lys

Ser

Leu

Val

50

Phe

Gly

Arg

val

130

Leu

Ala

Ser

Gly

Val

210

Leu

Gln

Met

Asn

Ser

val

Trp

EE]

Ser

Gly

Gln

Pro

val

115

Thr

Pro

Met

Gln

Pro

195

Ser

Pro

Ala

Ala

Pro

Glu

Ala

20

Gly

Trp

ASp

Fhe

Ala

100

Thr

Thr

Pro

val

Tp

180

Glu

b's o

Thr

Asn
260

Lys

Ala

Ala

Ala

Gly

Leu

85

His

Asn

Ala

Gly

Phe

165

Trp

Ser

Glu

Glu

Tyr

245

val

Ala

Asp

Thr

Leu

Phe

Thx

70

Met

Lys

Ala

Glu

Thr

150

Val

Arg

Asn

Asp

Ala

230

Ala

Trp

Gly

Arg

Gln

Leu

Thr

55

His

Gly

val

Glu

Lys

13S

Pro

Gly

Tyr

Ile

Ala

215

Glu

Trp

Gln

Gly

Glu

Thr

val

40

Pro

Gly

Ser

Lys

Fhe

120

Lys

ArgA

Thr

val

Ile

200

Gln

Trp

Gly

Gly

Ala

Pro

Arg

25

Ile

His

Pro

Asp

val

105

Arg

Pro

Pro

Ser

Pro

185

Gly

Ala

Glu

Asp

Gln

265

Leu

Ala

10

Ala

Leu

Ala

Leu

Ala

90

His

Arg

Asp

Pro

Arg

170

Gly

Lys

Ty

Phe

Gln

250

Gln

Gly

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

75

Lys

Gly

Phe

TXp

Glu

155

Pro

Ala

AsSD

Ala

Ala

235

Phe

Pro

Thr

Ser

Arg

Ala

Ala

60

Met

Gln

Phe

val

Glu

140

ser

val

Asp

Lys

220

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

val

Cys

45

His

Ala

ala

Trp

Glu

125

Thr

Ala

Pro

Trp

His

205

Trp

Arg

Pro

Ser

Pro

Axg

Arg

30

Val

Pro

Trp

Gln

Met

110

Ala

Leu

Met

Leu

Arg

190

Pro

Ala

Gly

Asn

Phe

270

Val

Ser

15

Lys

Gly

Gln

val

Pro

95

Asp

Thr

Lys

val

Asp

175

His

Val

Gly

Gly

Gly

255

Pro

Gly

Asn

Leu

Ala

Ile

Pro

80

Asn

Arg

Gly

val

Ala

160

Asp

Pro

val

Lys

Leu

240

Lys

val

Thr

266



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

<400>

Phe

Gln
305

val

Asp

Pro

Gly
ags

Arg

65
912
DNA

275

Pro Ala
290

Trp val

Ser Thr

Pro ala

Gly Gly

355

Ser Ala
370

Phe Arg

Gln Ala

Asn

Ala

Ser

AsSp

340

Ser

Arg

Leu

Ser

280

Gly Tyr Gly Leu

Asp

Ala

325

Gln

Phe

Arg

val

Ala
405

Trp
310
;1e
Gly
Leu
Gly
Met
390

Lys

295

Tyx Arg
ASp Asn
val Pfo
Cys Asn

360

Thr Asp
375

Asp Glu

Ala Ala

Sinorhizobium meliloti

65

Ser Asp Met

Ala

Pro

val

345

Glu

Pro

Asp

Gly

Asp

val

330

Asn

Ile

Ala
410

Gln
315

Gly

Ala

Trp
395

Pro

Thr

300

Phe

Pro

Pxo

Cys

Ser

380

Lys

Gly

285

Gly

Arg

Ser

Lys

Leu

3es

Met

Glu

Thr

Asn

Axg

Glu

Arg

350

Ser

Ser

Ala

Pro

Ala

Glu

Ser

335

val

His

Gly

Gly
415

TR

Ala
320

Trp

Thr

Leu

Ala
400

Gly

267



atggtctggg
gecgccagtge
cgccagttte
cgecgecgaag
acaccceega
ggtgcecaact
ccggtegtcee
ctececgaccg
tcctggggcy
tttccggteg
ccgccgaacy
tactggtcey
cgcaatgeeg
gtgcteaagg
gcgaggcacyg

cgcgttcgat

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

66
303
PRT

ttecceoggage
atccggtaac
tegaattegt
actatceggg
agcgaccgcet
ggcggeacec
atgtcgetta
agaccgagtyg
gcgagcttge
agaattctat
gctacggect
tgegocacec
atgccgatgce
gtggatcgca
cccaggaaat

aa

gacctteatyg
cgtcgacgga
aaatgcgacyg
cgctcecgeca
gcagggaacg
gctegggege
cagcgacgea
ggagctggcg
gccgggcgga
ggacgatggt
ctacgacatg
ggaageggcec
gagtatcgat
tctetgecgeg

cgacacgacg

atggggtcga
ttctggatcyg
gggcatgtga
tccaatctaa
gatatatcge
aagagcagcea
aaggcctatg
geccgeggeg
aatcacatgg
ttcgegegaa
atcggcaatg
gccaagectt
ccggceggcega
ccgaactact

accagccatg

Sinorhizobium meliloti

acgaccatta
atgtgacacc
ccttcgcgga
gggccggtte
agtggtggat
tcggagegat
ccgaatggge
gcctegatgg
ccaatacttg
catcgccoggt
tgtgggagtg
gctgcattee
gegtgaaagt
gccggeggta

tcggtttceg

cccggaggaa
ggtaacgaac
aagaaagceg
gctegtctte
attcacgctyg
tctggatcat
cggcaaggac
Qgctgaattt
gcagggaagt
cagattttac
gaccacggat
gagcaatceoc
tccgocgoecgg
ccgeectgeyg

atgtgtcagg

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

912

268



<400>

66

Met Val Trp

1

Tyr

Ile

Ala

Tyr
65
Thr

Ile

Sexr

Thr
145

Ser

Trp

Asp

Arg
225

Val

Thr

<210> 67
<211> 1065

Pro

Asp

Thr

50

Pro

Pro

Phe

Ile

Ala

130

Glu

Trp

Gln

Thr

Met

210

His

Asn

Pro

Cys

Thr
290

Glu

val

35

Gly

Gly

Pro

Thr

Gly

115

Lys

TP

Gly

Gly

Sexr

195

Ile

Pro

Ala

Arg

275

Thr,

Val

Glu

20

Thr

His

Ala

Lys

Leu

100

Ala

ala

Glu

Gly

Ser

180

Pxo

Gly

Glu

Asp

Arg

260

Arg

Ser

Pro

Ala

Pro

Val

Pro

Arg

85

Gly

Ile

Leu

Glu

165

Phe

val

Asn

Ala

Ala

245

val

His

Gly
Pro
val
Thr
Pro
70

Pro
Ala
Leu
hla
Ala
150
Leu
Pro
Arg
val
Ala
230

Asp

Leu

Val

Ala

val

Thr

Phe

55

Ser

Leu

Asn

Asp

Glu

135

Ala

Ala

val

Phe Ty

Trp
215
Ala
Ala
Lys
Pro

Gly
285

His

Asn

40

Ala

Asn

Gln

Trp

His

120

Arg

Pro

Glu

Lys

Ser

Gly

Ala

280

Phea

Phe

Pro

25

Arg

Glu

Leu

Gly

Arg

105

Pro

ala

Gly

Gly

Asn

185

Pro

Trp

Pro

Ile

Gly

265

Ala

Met

10

Val

Gln

Arg

Arg

Thr

S0

His

val

Gly

Gly

Gly

170

Ser

Pro

Thr

Cys

Asp

250

Ser

Arg

Cys

Met

Thr

Fhe

Lys

Ala

75

Asp

Pro

val

Lys

Leu

155

Asn

Met

Asn

Thr

Cys

235

Pro

His

His

Val

Gly

val

Leu

Pro

60

Gly

Ile

Leu

His

Asp

140

Asp

His

Asp

Gly

Asp

220

Ile

Ala

Leu

Ala

Arg
100

Ser
Asp
Glu
45

Ser
Ser
Gly
val
125
Leu
Gly
Met
ASp
Tyxr
205
Tyr
Pro
Ala
Cys
Gln

285

Arg

AsSn

Gly

30

rhe

Ala

Leu

Gln

110

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly

190

Gly

Trp

Ser

Ser

Ala

270

Glu

val

Asp

13

Phe

val

Glu

val

Trp

95

Lys

Tyr

Thr

Glu

Asn

175

Phe

Leu

Ser

Asn

val

255

Pro

Ile

Arg

His

Trp

Asn

Asp

Phe
80

Trp

Ser

Ser

Glu

Phe

160

Thr

Ala

Val

Pro

240

Lys

Asn

Asp

269



<212> DNA

<213> Microscilla sp.

<400> 67

atgaaataca
gaggacaaga
gtteccgaag
caggcttata
cttacagaag
attgetgaga
aagectcety
gtktctctec
ccggagggtc
tttgaagatyg
tgggaatggy
gtcgaacaag
gcectecgatg
ctatatgata
tatgaaagct
gaccectagygyg
gacagctact

tttaatcata

<210> 68
<211>
<212>
<213>

<400> 68

354
PRT

cetetttagt
gagtggaaac
gaatggctta
aggatgaata
tgaccaatgce
aagatattga
attectgkgct
aggattatte
caggtagtac
tccaagegta
ccgccatggg
catccgataa
gattcgaacg
tggctggecaa
ataagcaaaa
aaccgtatac
gtagtgggta

cgggattcag

tcttttetta
tgatacttec
tattccegeg
bLcecegecat
ggagtttaag
ctgggaagag
tcaggcaggt
acagtggtgy
gattgaggat
tgcggattgy
aggccaaaat
agcaaacttt
caccgeceect
tgtgtgggaa
aggactgaca
tectaageat
tcgtgtttca

gtgtgtgaaa

Microscilla sp.

tgggccttga
agaccaaaag
ggccagtaca
aacgtgaagg
cggtttgtayg
ttaaagtctce
tecactggttt
gaatggacta
cgtatggate
gecggtaage
gacgtgaaat
tggcagggga
gtacgetcect
tggtgecagg
gaagaccccea
gtgatcagag
cgtcgtatga

gatgtaaatg

cccgatgtac
ccgaagecgtc
tgatgggagy
tttcggcttt
acgaaacgag
aggtgccaca
tcaagcagac
tcggagcecaa
atccggtggt
gectgectac
atccatggag
attttccaca
tceccagcgaa
ataagtatga
cgggttetga
ggggttcttt
gttccagtag

gatag

cggaaagtat
agatataaaa
taaatcagac
ctatatggac
ctacgtgacc
gggtaccceg
agatgaacec
ctggcgaaat
acacgtttcc
tgaggcagaa
aaatgaatcg
tcaaaactat
tgggtacggc
tgteaatget
gcactacaac
cctatgeoaat

agattcaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960

1020
1065

270



Met

Thr

Lys

Pro

Asp

65

Leu

Gly

Lys

Gly

Ala

Ala

50

Glu

Thr

Tvyr

Tyr

Lys

Glu

35

Gly

Tyr

Glu

Val

Ile

Tyr

Ala

Gln

Pro

Val

Thr
100

Phe

Glu

Serx

Tyr

Arg

Thr

85

Ile

Leu

Asp

Asp

Met

His

70

Asn

Ala

val

Lys

Ile

Met

55

Asn

Ala

Glu

Leu

Axg

Lys

40

Gly

val

Glu

Lys

Phe

val

25

val

Gly

Lys

Phe

AsSp
105

Leu

10

Glu

Pro

Lys

val

Lys

20

Ile

TP

Glu

Sexr

Ser

75

Arg

ASp

Ala

Asp

Gly

Asp

60

Ala

Phe

Leu

Thx

Met

45

Gln

Phe

val

Glu

Thr

Ser

30

Ala

Ala

TYr

Asp

Glu
110

Arg

15

Arg

Tyr

Tyr

Met

Glu
95

Leu

Cys

Pro

Ile

Lys

Asp

80

Thr

Lys

271



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

<400>

Ser

AsSDP

145

Pro

val

Lys

Gln

Ser

225

Ala

Asn

Gln

Leu

Pro

305

Asp

69
876
DNA

Gln

Gly

1390

Glu

His

Arg

Asn

210

Asp

Leu

Gly

Asp

Thr

290

Ser

Asp

Gly

Val

115

Ser

Ser

Gly

val

Leu

195

Asp

Lys

Asp

Lys
275
Glu

Thr

Ser

Pro

Leu

Gln

Pro

Sex

180

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

260

TYX

Asp

Pro

Cys

Gly
340

Gin

val

Gly

Phe

Trp Trp

Gly

165

Phe

Thr

Lys

Asn

Phe

245

Leu

Asp

Pro

Lys

Ser

325

Phe

Ser

Glu

Glu

Tyx

Phe

230

Glu

Tyr

val

Thr

His

310

Gly

Asn

Lys
135

Glu

Asp

Ala

Pro
215

Trp

Arg

Asp

Asn

Gly

295

val

Tyr

His

Pro
120

Gln

TIp

Ile

val

Glu

200

Trp

Gln

Thr

Met

Ala

280

Sexr

Ile

Arg

Thr

Lys

Thr

Thr

Glu

Gln
185

Txp

Gly

Gly

Ala

Ala
265

Tyr

Glu

Arg

val

Gly
345

Pseudomonas putida KT2440

69

Pro

Asp

Ile

Asp

170

ala

Glu

Asn

Asn

Pro

250

Gly

Glu

His

Gly

Ser

330

Phe

Pro

Glu

Gly
155

Arg

Trp

Glu

Phe

235

val

Asn

Ser

Gly
31s

Arg

Asp

Pro

1490

Ala

Met

Ala

Ala

Ser

220

Pro

val

Tyr

Asn

300

Ser

Arg

Cys

Ser

125

val

Asn

Asp

Asp

Ala

205

Val

His

sSer

Trp

Lys

285

Asp

Phe

Met

Val

val

Ser

Trp

His

Trp

190

Met

Glu

Gln

Phe

Glu

270

Gln

Pro

Leu

Ser

Lys
350

Leu

Leu

Arg

Pro

175

Ala

Gly

Gln

Asn

Pro

255

Trp

Lys

Arg

Cys

Sexr

338

Asp

Gln

Gln

Asn

160

val

Gly

Gly

Ala

Tyr

240

Ala

Cys

Gly

Glu

Asn

320

Ser

Vval

272



atggtgcacyg
ggeccgeete
gcccagttceg

cgtgtcgagg

catcagggtg
cacccacaag
gccctggaag
cagctggaat
gagcagcceca
gcggcgaagyg
ggecctgttcg
catgacgcac
gaccecggcag
geggaceget
acctcgecacg
<210> 70
<211> 291
<212> PRT
<213>

<400> 70

tgccgggcegg
accecgecaa
cgcgottegt

acgaccctgc

cggacgtget
ggccgggeag
atgeccagge
acgccatgeg
agggcaagct
atggttttac
atgceggegy
agcgcgacgc
accccggegt
gcakgegeta

tgggtttcag

cgagttcage
ggtgteegge
caaggccacg

cctgecccgac

cggcceegge
cagcctggec
ctatgccege
cggcggectg
catggceaat
cggtacatcg
caatgtctgg
caagctcgac
gceggtggeg
ccgccccetcyg

aacgattecgg

tttggttcaa
ttetggattyg
gggtatgtea

gcgctgcgga

tggcagttcg
gggctggaca
tgggcaggece
accgatgecyg
acctggcagy
cecegtgggtt
gagctgactc
cectcaggec
gtaatcaaag
gcacgccage

caatga

Pseudomonas putida KT2440

geogettita
acgtgcatce
cccatgecga

taccgggtge

tgceccggege
accakceggt
gcgaactgee
acttcagekg
gtcagttccco
gcttcecegge
gcacgggcta
cggccctgag
gcggetegea

cgcagccggt

cgacgaagaa
ggtcaccaac
gcgcggtace

gatggtgttt

c¢aactggcga
ggtgcagatc
cagcgaggey
gggtaccacc
ttatcgeaat
caacggettt
tcggecagge
tgacagcttc
cctgtgtteg

gttcatgacg

60
120
180
240

oo
360
420
430
540
600
660
720
780
840
876

273



Met

Ile

Ala

Asp

65

His

Ala

ASp

Ala

Ala

145

Glu

Gly

val

Arg

225

Asp

His

Gln

Ile

Cys

Pro

Arg

val

Asp

Asp

35

Thr

50

Pro

Gln

Asn

Asn

Glu

val

Gly

Ala

Gly

Trp

His

val

Glu
20

Gly

His Pro

val

Leu Pro

70

Ala Asp

85

Arg
100

Pro Val

115

Arg

130

Met

Gln

Tyx

Phe
195

Ala

Cys

Gln
275

Gln

290

Trp

Arg

Pro

Arg

Glu-

Ala Gly

Gly Gly

Pro Gly
5

Pro
Val
Thr
Asp
val
Pro
Val
Arg

Leu

55

Gly

Pro

His

Ala

Leu

Gln

Gln

Giu

Glu

His

Asn

40

Ala

Leu

Gly

Gly

Ile

120

Leu

135

159

Gly
165

Lys

Asn Ala

180

Pro Ala Asn

Leu Thr Axg

Lys Leu Asp
230

Asp Pro Gly
245

Ser Ala Asp
260

Pro Val Phe

Lys

Ala

Gly

Thr

215

Pro

val

Arg

Met

Thr

Leu

Lys

Asp

Met

Phe
200

Gly

Ser Gly Pro

Pro Val Ala

Cys

Fhe

Pro

25

Ala

Glu

Arg

Pro

Pro

105

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly
18%

Gly Leu

Tyr arg

Ser

10

Ala

Gln

Arg

ile

Gly

90

Gly

Leu

Serx

Asp

Asn

170

FPhe

Phe

Pro

Ala

Phe

Lys

Phe

Gly

Pro

75

Trp

Ser

Glu

Glu

Phe

155

Thr

Asp

Gly

Gly Ser Sexr

val Gly

30

Ser

Ala Axg Phe

-45

Thr
60

Arg Val

Gly Ala Met

Gln Phe Val

Ala
110

Ser Leu

Ala Gin

125

Asp

Ala Gln

140

Leu

Ser Trp Gly

Trp Gln Gly

Thr Ser

190

Gly

Ala
205

Gly

His Asp

220

235

250

Met Arg

265

Thr
280

fhr Ser

val

Tyr

Leu

Ile

val

Ser Asp

Lys Gly

Gly

Ala

Ser

Gly

Arg

15

Phe

val

Glu

Val

Pro

95

Gly

Ala

Glu

Thr

Gln

175

Pro

Phe

Trp

Lys

Asp

Phe

80

Gly

Leu

Tyr
Thr

160

Phe

val

Asn

Gln

Phe

240

255

Ser
270

Pro

Gly Phe

285

Ala

Arg

Ser

Arg

Thr

274



71
780

<210>
<211>

<212> DNA

<213>

<400> 71

atggtcgegg
tggegetggt
tcocatcgaag
tacgecaage
ggcggectag
atggcgaatg
dggcggegeag
gacatgaccg
cgcgaageca
ccgaccgaac
ctctgcaacyg

tacaccagca

gttcgecaage

<210> 72

<211> 259
<212> PRT
<213>

<400> 72

Met Val Ala Gly Gly Met Val Phe Val Gly Thr Asn Ser Pro Val Pro

1 5

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

Arg His Pro Thr Gly Pro Gly Ser Ser Ile Glu Gly Lys Asp Asn His

gcgggatggt
ggcgcettegt
gcaaggacaa
gggccggcaa
agcaggecac
tctggcaggg
ctggcaccag
gcaacgccetyg
cggtggcggc
ctggcgtgec
aggackttctg
tgtcgcaccet

agccagcocegt

gttegtegge
acctggegeg
tcakcccgte
gegtctgecec
ctacgcectgy
ccagcaggty
tgctgtegge
gcagtgggtg
agtgctgcag
ggtgtcggeg
ccteagectac
éggcttccgg

ggcaatggcc

Ralstonia metallidurans

accaacagcec
gactggegte
gtgecaggtct
accgaggecy
ggtgacaagt
cagecgttcee
acgttcecag
gcegactggt
aatccgaccg
cccaageggy
cgeccgagty
ctcgtgatag

gcgggegggc

Ralstonia metallidurans

10

cggtgeeget
acccgaccgg
cgtatgaaga
agtgggagtt
tcgegecgga
cggtggtcag
gcaatggcta
atcgegegga
gcccggecga
teacgegegy
coegygegegg
atgacgeccy

agcagaacgt

gcgegaatac
ccocgggeagt
cgcgcaggeg
tgccgeceegth
tggccggcay
cgecaaggeyg
tgggctctat
ceagttecege
ttcgtgggac
tggetcgtte
taccgacccg
ttgggcagaa

gcagaaataa

15

&0
120
180
240
300
260
420
480
540
600
660
720
780

275



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

<400>

Pro

Ala

65

Gly

Asp

Fhe

val

Asn
145

Ser

Ser
225

Val

Val

73
876
DNA

val

50

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

i30

Ala

Glu

Ser

val

Tyr
210
Hisg

Arg

Gln

a5

val

Lys

Leu

val
115

Thr

Trp

Ala

Trp

Thr

155

Arg

Leu

Lys

Lys

Gln

Arg

Glu

Gln

100

val

Phe

Gln

ASp

180

Pro

Gly

Gln

val

Leu

Gln

as

Met

Ser

Pro

Trp

val

165

Pro

Gly

Ser

Phe

Pro
245

Ser

Pro

70

Ala

Ala

ala

Gly

val

150

Ala

Thr

Gly

Ala

Arg

230

Ala

Asn

Lys

Asn

135

Ala

Ala

Glu

Serxr

Arg

215

Leu

val

40

Glu

Glu

val

Ala

120

Gly

Asp

val

Pro

Phe

200

Arg

val

Ala

Prochlorococcus marinus

73

Asp
Ala
Ala
Trp
105

Gly

Trp
Leu
Gly
185
Leu
Gly

Met

Met

Ala

Glu

Trp

90

Gln

Gly

Gly

T™vI

Gln

170

Val

Cys

Thr

Asp

Ala
250

Gln

Trp

)

Gly

Gly

Ala

Leu

Arg

155

Asn

Pro

Asn

Asp

Asp

235

Ala

Ala

60

Glu

Asp

Gln

Ala

Pro

val

Glu

Pro

220

ala

Gly

45

Tyr

Phe

Lys

Gln

Gly

125

Asp

AsSp

Thr

Ser

Asp

205

Arg

Gly

Ala

Ala

Phe

val

110

Thr

Met

Gln

Gly

Ala

190

Phe

Thr

Trp

Gln

Lys

Ala

Ala

95

Gln

Ser

Thr

Phe

Pro

175

Pro

Cys

Ser

Ala

Gln
255

Trp

Arg

80

Pro

Pro

Ala

Gly

Arg

160

aAla

Lys

Leu

Mek

Glu

240

Asn

276



gtgaccacat
tgtgatcget
gaagtgcagce
gctttegtta
tatccecgate
gcaacggtgyg

cgtcatccece

gtcgcctatg
gaagagtggg
gaactcacte
aacgaggagc
tatggactct
gcgbcaggec
tactgecgtac

cacatgggct

<210> 74

<211> 291
<212> PRT
<213>

<400> 74

ctttgeccagt
gctatcegga
ttgactcatt
gegecacgcea
tagcgeccga
atcgcagecaa

aaggacccga

ccgacgecat
aagtagccge
ccaataaccg
tagacggctg
tggatgttig
accaggaacg
gttatcgace

ttcgetgtge

agagaktggta
tggttcagtt
ccagatcgac
gcatctcaca
ggaacgcatc
accecttgage

aagcacgatc

cgectatgcce
ccgegggagt
ctggatggeg
gttctggacce
cggcaatgtg
gcgaactate
ckctgeacta

aaaaggaggg

accatccocceg
cgetgctate
gtagggccag
gtctcggage
cctgaatcag
tggtggacce

gatggccettg

cattgggctg
cttgtcgatg
aacatctgge
tcgeeccgtty
tgggaatgga
aaaggcggat
caaggccaga

ccttga

Prochlorococcus marinus

cagggcteta
cggaggaaac
tcaccaatgc
taccacctga
ttgtcttteca
tcatggotgg

atgatcacce

gcaagcgtct
cccaatacge
aaggtccttt
gcagcetttee
cgaactctgt
cgtttctetg

cagtagacac

tcgagttgge
acccgegega
ccagttccga
tccaacgekce
accgecctcca
ggcegattgg

tgtcgtgcat

ceccetetget
ctgggggaat
cecttggecac
tgccaacgge
ttatecccgtg
cgcagataat

tgcecaccegt

60
120
180
240
300
360
420

480
540
6060
660
720
780
g40
87&

277



Met

Tyr

Ile

Ala

65

Gln

Thr

Thr

Asp

145

Glu

Ala

Trp

Trp

Thr

Arg

Pro

Asp

50

Thr

Pro

Pro

Leu

Ile

130

Ala

Glu

Trp

Gln

Thr

Thr

val

Glu

35

val

Gln

Asp

Pro

Met

115

Asp

Ile

Trp

Gly

Gly

195

Ser

Ser

Gly

20

Glu

Gly

His

Leu

Pro

100

Ala

Gly

Ala

Glu

Asn

180

Pro

Pro

Leu

Cys

Thr

Pro

Leu

Ala

85

Ala

Gly

Leu

val

165

Glu

Phe

val

Pro

Asp

Pro

Val

Pro

Thr

Ala

Asp

Ala

150

Ala

Leu

Pro

Gly

val

Arg

Ala

Thr

55

val

Glu

val

Asp

Asp

135

His

Ala

Thr

Trp

Ser

Glu

Cys

Arg

40

Asn

Ser

Glu

Asp

Trp

Arg

Pro

His

200

Phe

Met

Glu

Ala

Glu

Arg

Arg

105

Arg

Pro

Ala

Gly

Asn

185

Asn

Pro

val

10

Pro

Val

Gln

Leu

Ile

90

s5er

His

val

Gly

Gly

170

Asn

Glu

Ala

Thr

Asp

Gln

Phe

Pro

75

Pro

Lys

Pro

vVal

Lys

155

Leu

Arg

Glu

Asn

Ile

Gly

Leu

Arg

60

Pro

Glu

Pro

Gln

His

140

Arg

val

Trp

Leu

Gly

Pro

Ser

ASp

45

Ala

AsSp

Ser

Leu

Gly

125

val

Leu

AsSp

Met

Asp

205

Tyr

Ala
Val
30

Ser
Phe
Pro
val
Ser
110
Pro
Ala
Pro
Ala
Ala
190
GiY

Gly

Gly

15

Arg

Phe

val

Thx

val
95

Trp

Glu

Ser

Gln

175

Asn

Trp

Leu

Leu

Cys

Gln

Ser

Leu

80

Phe

Trp

Ser

Ala

Ala

160

Ile

Phe

Leu

278



Asp
225

Ala

Gin

Gly

210 215 220

Trp Glu Trp Thr Asn Ser Val TyTr Pro Val
235 240

val Cys Gly Asn Val

230

Ser Gly His Gln Glu Arg Arg Thr Ile Lys Gly Gly Ser Phe Leu
245 250 255

Val Arg Tyr Arg Pro Ser Ala Leu Gln Gly
265 270

Ala Asp Asn Tyr Cys

260

Thr His Met Gly Phe Arg Cys Ala Lys

285

Val Asp Thr Ala
275

Thr Cys
280

Gly Pro

290

<210> 75

<211> 1017

<212> DNA

<213>

<400> 75

ttgggaaaac
cocggogeeca
ggtatggttce
gagggaccgc
aacgecgect
ctcgacceceg
ttcgtggggg
ggcgececgact
ceggtggtge
ctgcecacag
acctggggcyg
ttcoceggecee
ttceecgecca
gactggtteca
gocogegege
Ltectgtgeg

ccggacagecg

<210> 76
<211> 338

tgacggcget
aggcttgect
ggcetggegay
cccagacggt
tegcgeggtt
cgegcetacge
cgaagggggc
ggcggcatec
atatcgecgtg
aggccegaatg
accaggcetca
aggaccttgg
acggctatgg
agccgggect
tggatccega
ccgacgacta

gcgcatcgeca

tccogtecty
ggcggacctg
cggegactte
cacggtcceg
cgtegaggee
5cacgtaccg
gaggtcggac
cgaaggtcec
ggaggacgcc
ggagtacgcc
ggatcctgea
caatgacgge
cctgogegac
ggatccggte
ggaccegaac
ctgctteccge

tgtcggttte

Caulobacter crescentus CBlb

atgctictag
ceggttocag
cagatgggceg
ccgttetgga
acgggttate
gcggcgcage
gatccttece
ggctcgaaca
atggectacg
gcgegeggeg
aagcecgogeg
ttéaaggcca
atggccggca
agcgicceeg
acgcccaage
tatcgacctg

cgcaccgtgc

cgctggecyyg
atccccagaa
ctgegecget
tcgatcagac
gcacegtgge
ggcgtecage
aatggtggca
tccggggeay
ccegetgget
ggctggttgy
ccaatacttg
agececgegee
atgtctggga
aaaccgygcgyg
acgtegtgaa
cggcgegaac

tecgegeoega

ctgcggecag
cogecacggeyg
gcgtecggay
agaggkcacc
cgagcgaceyg
ctcgetegte
ggtgatccce
ggacgeotgg
gggccgtgac
caagcgctac
geaaggegtyg
ggtcggectgc
gtggacccgc
gccgc;cgag
gggcggtteg
gccggggecyg

gcgctga

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

1017
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280

<212> PRT

<213> Caulobacter crescentus CB15
<400> 76

Met Gly Lys Leu Thr Ala Leu Pro Val Leu Met Leu Leu Ala Leu Ala
1 5 10 15

Gly Cys Gly Gln Pro Ala Pro Lys Ala Cys Leu Ala Asp Leu Pro Val
20 25 30



Pro

Gln

69

Asn

ala

Gln

Sexr

Arg

143

Pro

Leu

Gly

Pro

Asp

225

Phe

Glu

Leu

Pro

Asp

3os

Pro

Glin

Asp

Fhe

50

Thr

Ala

Glu

Arg

Asp

130

His

Val

Gly

Gly

Ala

210

Leuw

Pro

Trp

Glu

Asn

280

Asp

Asp

Arg

Pro

35

Gln

Val

Ala

Axg

Arg

115

Asp

Pro

val

Leu

195

Lys

Gly

Pro

Thr

Thr

275

Thr

Ser

Gln.

Met

Thr

FPhe

Pro

100

Pro

Pro

Glu

His

Asp

180

val

Pro

Asn

Asn

Arg

280

Gly

Pro

Cys

Gly

Asn

Gly

val

Ala

85

Leu

Ala

Ser

Gly

Ile

165

Leu

Gly

Arg

Asp

Gly

245

ASp

Gly

Lys

Phe

Ala
325

Arg

Ala

Pro

70

Arg

Asp

Ser

Gln

Pro

150

Ala

Bro

Lys

Ala

Gly

230

Tyr

Trp

Pro

His

Arg

310

Ser

Thr

Ala

5%

Pro

Phe

Pro

Leu

Trp

135

Gly

Thr

Arg

Asn

215

Phe

Gly

Fhe

Pro

val

295

His

Ala

40

Pro

Phe

Val

Ala

val

120

Trp

Ser

Glu

[¥]
o
L]

Thr

Lys

Leu

Lys

Glu

280

val

Arg

Val

Gly

Leu

Trp

Glu

Arg

105

Phe

Gln

Asp

Ala

185

Thr

Trp

Ala

Arg

Pro

265

Ala

Lys

Pro

Gly

Met

Arg

Ile

Ala
50

Tyr

val

val

Ile

Ala

170

Glu

Trp

Gln

Lys

Asp

250

Gly

Arg

Gly

Ala

Phe
330

val

Pro

Asp

75

Thr

Ala

Gly

Ile

Axrg

155

Met

Trp

Gly

Gly

Pro

235

Met

Leu

Ala

Gly

Ala

315

Arg

Arg

Glu

60

Gln

Gly

His

Ala

Pro

140

Gly

Ala

Glu

Asp

val

220

Ala

Ala

Asp

Leu

Ser

30Q

Arg

Leu
45
Glu

Thr

Val

Lys

125

Gly

Arg

T™vr

Gln

205

Phe

Pro

Gly

Pro

Asp

285

Phe

Thx

val

Ala

Gly

Glu

Pro

110

Gly

Ala

Asp

Ala

190

Ala

Pro

val

Asn

val

270

Pro

Ley

Pro

Leu

Gly

Pro

val

Thr

85

ala

Ala

Asp

Ala

Arg

175

Ala

Gln

Ala

Gly

Yal

255

Ser

Glu

Cys

Gly

w
w
w

Gly

Pro

Thr

80

val

Ala

Arg

Trp

160

Trp

Arg

Asp

Gln

Cys

240

Trp

Val

Asp

Ala

Pro

320

Ala

281



77
900

<210>
<211>

<212> DNA

<213>

<400> 77

gtgctgaccg
taccccgaag
ccggtgacca
gaacaaceccc
gcgatggtgt
gactgggtac
cgagceggees
gctggtegac
gcaacctaty
cagggeccggt
ggcaggtttc
accaccaccg
cecggtcaagc
cacctgtgcg

caggacaccg
<210> 78
<211> 299
<212> PRT
<213>

<400> 78

Mycobacterium

agttggttga
aagcgecgat
acgcgcaatt
ttgacceegy
tttgtcegac
ctggegectg
acccggtegt
gectacegac
cgtggggega
tkecktacey
cggccaacgg
agttctatecc
tcgctacage
cgccggagta

cgaccaccca

tuberculosis H37Rv

cctgeecgge
tcataccgtg
tgcecgaatte
gectctaccea
ggccgggecg
ctggcgccat
acaggtggee
cgaggccogag
ccaggagaag
caacgacggt
gtttggctty
acaccatcge
cgccgacecy
ctgccaccge

tategggtte

ggatcgttcce
acegtgcgeg
gtctccgecga
ggagtggacg
gtegacctge
ccgktttggece
tatccggacg
tgggagtacg
ccgggggaca
gecattggget
ctcgacatga
atcgatccac
acgatcagee
taccgccegg

cggtgegtag

gcatgggctc
ccttegeggt
caggctatgt
cagcagacct
gtgactggeg
gggacagcga
cegtggecta
cggecegtgg
tgctcatgge
gggtgggaac
tcggaaacgk
cctcgacgge
agaccctcaa
cggecgegete

ccgacceggt

Mycobacterium tuberculosis H37Rv

gacgecgetre
agagcgacac
gacggttgca
gtgteceggt
gcaatggtgg
tatcgccgac
cgecacgatgg
cggaaccacg
gaacacctgg
ctceccggtg
ttgggagtgg
ctgctgegeca
gggcggeteg
gcegeagteg

gtcegggtag

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

282



Met

Ser

Glu
Asp

65

Ala

Gly

val

Leu

145

Ala

ala

Gly

Gly

Phe

225

Pro

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

Ala

Phe

30

Pro

Metr

Gln

Ala

130

Pro

Thr

Asn

TP

Leu
210

Tyx

val

Gly

Ala

Phe
290

Thr

Arg

Phe

35

Val

Gly

val

Trp

Asp
115

Tyr

Thxr

val

195

Leu

Pro

Lys

Gly

Ala

275

Arg

Glu

Phe

20

Ala

Ser

Leu

Phe

Trp
100

Ser

Pro

Glu

Ala

Trp

180

Gly

Asp

His

Leu

Ser

260

Arg

cys

Leu

Tyr

val

Ala

Cys
85
Asp

Asp

Asp

Ala

Trp

165

Gln

Thr

Met

His

Ala

245

His

Ser

Val

val

PYXo

Glu

Thr

Pro

70

Pro

Ile

Ala

Glu

150

Gly

Gly

Sex

Ile

Arg

230

Thr

Leu

Preo

Ala

Asp

Glu

Arg

Gly

55

Gly

val

Ala

val
135

Trp

Asp

Arg

Pro

Gly

215

Ile

Ala

Cys

Gln

Asp
295

Leu

Glu

Hig

40

TYY

val

Ala

Pro

Asp
120

Ala

Glu

Gln

Phe

val

200

Asn

Asp

Ala

Ala

Ser

280

Pro

Pro

Ala

25

Pro

Val

Asp

Gly

Gly

105

Arg

Glu

Pro

185

Gly

val

Pro

Asp

Pro

265

Gln

vVal

Gly

10

Pro

val

Thr

Ala

Pro

90

Ala

Ala

Lys

170

Tyr

Arg

Trp

Pro

Pro

250

Glu

Asp

Ser

Gly

Ile

Thr

Val

Ala

75

val

Cys

Gly

Arg

Ala

155

Pro

Arg

Phe

Ser

His

Asn

Ala

60

Asp

Asp

Trp

140

Arg

Gly

Asn

Pro

Glu Trp

Sex
235

Thr

Thr

Gly

Thr

Ile

cys

Ala

Phe Arg Met

Thr

Ala

45

Glu

Leu

Leu

Arg

Pro
12%

Ala

Gly

Gly

Asp

Ala

205

Thr

Ala

Ser

His

Thr
285

Val

30

Gln

Gln

Cys

Arg

His

110

Val

Gly

Gly

Met

Gly

190

Asn

Thr

Cys

Gln

Axg

270

Thr

15

Thr

Phe

Pro

Pro

AsSp

93

Pro

Val

Axrg

Thr

Leu

175

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr

255

Tyr

His

Gly
Val
Ala
Leu
Gly
80

Trp
Phe

Gln

Arg
Thr
160
Met
Leu
Phe
Glu
Ala
240
Leu

Arg

Ile

283



284

<210> 79

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> dominio conservado em procariotas e procariotas

<220>
<221> DOMINIO
<222> (1) ..(7)

<223> dominio conservado

<220>
<221> CARACTERiSTICA;MISTURADA
<222> (3)..(4)

<223> Qualquer aminoéacido

<220>
<221> CARACTERiSTICA;MISTURADA
<222> (6)..(6)

<223> Qualquer aminocacido

<220>

<221> CARACTERiSTICA;MISTURADA
<222> (6)..(6)

<223> Gly ou Ala

<400> 79

Arg Val Xaa Xaa Gly Xaa Ser
1 5



tgtcagagga
ggaccaccct
caagagacta
actttacccg
gggaaagttc
gteatttcer
atctgactgg
atcaggcaca
caggtacagg

gttecgectgt

<210> 80

<211> 630

<212> DNA

<213> Oncorhynchus mykiss

<400> 80
tcaggtgget getgocecect ggtggtigee
gggccccgac tccagcatea cagacagget
ggacgctgtg gcctactget cctgggecta
gtacgeoctgc agagggggcc tacaggagag
taaaggacag cactacgcca acctctggea
ggacgggtac actaaaacct caccagtgaa
caacatggta gggaatgcat gggagtggac
agatgaacag cacaacccgg caggtccacc
ctectacatg tgecataagt catactgtta
cacccctgac agctctgect ctaacctagg
accttteacc ctegaccectg acatgggtag

<210> 81

<211> 655

<212> DNA

<213> Danio rerio

<220>

<221> caracteristica misturada

<222> (590)..(590)

<223>n é a, ¢, g, ou t

<220>

<221> caracteristica misturada

<222> (626)..(626)

<223>n é a, ¢, g, ou t

<400> 81

gcagactgga
gtactgcatg
cccacagagg
tgggggaaca
cecacacaca
gcaaatggct
tggactgtac
gaccgagtga
tgtgcagcac

gtctceccagg

ggcaccctga
tgtcatggca
ctgagtggga
aactgaaacc
actcagaaga
atggectgta
accacaccac
agaaaggagg
ggagtcagaa

agcagccgta

60
120
i80
240
300
360
420
480
5490
600
630

285



caaatggttt
gtgatgtttg
aactgtccgy
ggcacatgta
taaackttgtc
ttcccaccat
tggcatagec
agtgctgece
ctctacagge
acgeecgtygc

ttgaatctgg

tatttacata
aggttatgga
tgtgttctga
ggatcctect
ttctgcagtg
gtecatacagg
gtcectctgea
tcttggeatt
caactececat
atcatcccat

tcctttctgg

aaaaaatect
tcaacatcag
ctgcgagcgg
ttcttgactc
tgatgcacag
ccaaagccat
gtgttgtgat
aatttattte
tcagcttetyg
gaaacatgca

tgtekncagt

cttagtttga
aggcegcageg
cacacctgta
tgtctgteeo
tccaccagte
tgggaggaaa
tagggaaatc
cccatgggta
taggaagtct
gagcagggty

ctgecaccttt

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

82
773
DNA

Oryzias latipes

<220>

<221> caracteristica misturada
<222> (690)..(690)

<223>n é a, ¢, g, ou t

<220>

<221> caracteristica misturada
<222> (755)..(755)

<223>n é a, ¢, g, ou t

<400>

82

agtgtaagac
gaagcccaag
tcecgtageag
tgattctggt
tgcegtecac
agacatcacc
tcecctgecac
catcctgtce
gcgtttggce
attcattctn

cactggtgac

agtgagatta
ttcgaggctg
taagacttgt
ccctttgggt
tceecacgeat
ggggatgtgt
aggttagecat
tgtagtecte
cattgacagt
gtgtgtatgg

cacca

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
655

286



tctecetkbttt
gagacagtac
gacttcttca
gagecagaag
agcgaaaacc
tgtacctgta
tgcectgacgy
agtctgaggt
ggaaggacat
attcececcetg
ggtagagtcet
gtetcttgtt

atgatceatc

tccataaata
aaaaaatctg
gaattgtcocgg
ttcttaggate
aagattggaa
acaataagac
aggaccecgtt
ccactcecat
caccggggag
ccagaggttyg
gtccttcagg
gacccaggag

ctgtectgtga

acattagagt
cctctgtaaa
tggcagcaaa
aaactgattt
gcggagetgt
ttgtggcaca
gggttgtgct
gcgtteececa
gttttagtgt
gcgtaatget
cecgoccctge
cagtaageen

tgttggagte

ccttacatte
attagagtta
agaatcggat
ggttcbtgteca
ctggagtgtt
tgtacgagcee
gatggtctgt
ccatgteata
agccatectce
gtcectttgyg
aggcaacctc
aggcatcatt

tggancttca

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

83
566
DNA

Xenopus laevis

caracteristica misturada
(6)..(6)

néa c, g, out

caracteristica misturada
(47)..(47)

néa ¢, g, out

caracteristica misturada
(81)..(81)

néa c, g, out

tgecctttaca
caaaaatata
tgatctcatg
tcgtttetgt
ttggcttega
tcetttette
egtgtggtge
cagaccaaaa
tgcagagttg
gtttagettyg
ccactctgee
cccagaaacc

gggtgcttcc

tacattgtca
ttttagattt
acaagagcgt
tcagcagcac
gcagcacate
accttatctg
acgctecace
gcattgcctg
tgtgctagga
tttcceccagg
tcagtgggaa
tgaacgacgg

agt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
773

287



<400> 83

atatgnaact
attgctectg
ttggaggccg
taggactcat
cctttcgagt
tccecaageat
ggtgaagtct
acattcgeat
tcaagtcecece

caggtgcaga

<210> 84
<211>
<212>
<213>

<400> 84

647
DNA

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

gecegetkbgtt
ggattttgtg
caaggtettg
acgcagcgga
cagcgatace
tetttteccg
caccaatcgg
gctgggaaag
ggaaattcec
cacggaaaaa

ggaaggcget

85
636
DNA

Salmo

aaaggtaatg
cttgtcatgt
agetgteggg
ggcacatgta
tgtgaaccte
tteccaccat
gcacataacc
aatgttgtce
cgeggceagge

aagcagaagc

tettteteet
ttcattctta
ggagttcctt
atcccaggtt
tgtagcagta
taaaaggacc
atgtccactc
cggttacagyg
cctgecagac
gcctgtictc

tacccgcececa

salar

taattggaat
nacaggtcac
tgtattctga
ggagcctect
atctgctgta
gttatataga
atcctecteca
ctttggctee
gtattcecac

atcatt

Silurana tropicalis

ctetetettt
ttatgaagga
cctgctcagg
agaggccgag
ggactcatgg
tttegggtty
ccaagcattt
tgaagtctgce
attegeataa
aagtccccea

ggtgcagaag

gatggatttc
ggagccggeyg
cttegagcag
ttcttcactc
tgatgagtgt
ccataaccat
gtgttttggg
agettgetee

tcagcttcag

catcacaaaa
caaggaatgt
tcattttgca
ctgtcaggtyg
cacatgtatg
taagtctcat
cccaccatgt
acatagecege
tgttctecet
cgggaggcat

gcagaagcat

acaaggnctg
ccacacageyg
cacagegata
tatcatttce
cccaccaatc
tggctgggaa
ttggaaaatc
cccatggaaa

ttggaaggcg

ataattctat
cattgaaatt
gtggtcacag
tattctgact
agccteettt
ctgctgtatyg
tatataggct
cctetecagt
ttggttecay
atteccactce

cgttcca

agagttcect
aaatcccagyg
ectgtagcaa
cgtagaaggt
agatgtccac
agcagttaca
cecoctgecayg
aatcetgtte

tteacctgece

taataaaata
cttgtttica
agccgacgec
tcgagcagea
tcteaccttyg
atgaatgtcc
ataaccattg
gttttgggtt
cttgtteceo

agcttctgte

60
120
180
240
300
360
420
ABO
540
566

60

120

240
300
360
420
480
540
600

647

288



<400> 85

atagacattt
ggtaatcctg
atccgtrteg
gaatggcaca
ggcrgetect
tgactcegtyg
cetttetica
gtgtggtgta
aggccatagc
tctgagtrgt

ttcagtttgt

<210> 86
<211>
<212>
<213>

<400> 86

agtttceotgt
ttceteeccaa
actggtggac
gcaccgaata
aagaccgggt

gctgtgeege

415
DNA

tttaaatatt
catttcatga
cctggeggge
aaaagggaaa
gggagacaca
ctgcacacct
ctecggtctgt
cagtccacca
catttgcagg
gtgtggggaa

tcccocccacgy

Sus scrofa

gaccaacace
tggttatggc
cattcaccat
acagagccgce
gaagaaaggg

tcgaagccag

ttacaacaaa
agaacactga
aagataggca
agtcagacta
gcggaacect
gtacctgtaa
gcctgatggl
gtcagatgtc
aaatgactkc
ctttccctge

gtaaagtctg

ggagaggatyg
ctttacaata
gctgctgaag
cactacgtga
ggatcctata

aacacgccqgg

gtgcagctga ccacgagece accacagget

<210> 87
<211>
<212>
<213>

<400> 87

595
DNA

Bos taurus

atatatteca
catcactgge
gagttageac
cccatgtcag
aggttagagy
cagtatgact
ggacctgccg
cactcecatg
actggtgagg
cagaggttgg
tcctgt

gecttecgagg aactgegeet
tagtagggaa cgcctgggaa
aaacaattaa cccatcaagt
tgaaagcaga gaaaggcccce
tgtgccataa gtcctactge

acagcktcgge ttcaaatctg

taaztatcca
tgtatgaaga
cctagactag
ggtcaagggt
cagagctgtce
tatggcacat
ggttgtgccg
cattccctac
ttttggtgta

cgtagtgctyg

catgtcatgce
ggtgcacttyg
agccaatygge
aaaaggttac
aggggtgttc
gtaggagcct
ttcatctgtg
catgkttgtac
cccgtéctct

tcetttaggt

gagtcaggaa gagtcLtcCc gaatc

gttgatgeck
tggacctcag
tcttectget
cecctetggga
tacaggtacc

gggttceget

289

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
636

60
120
180
240
300

380

415



ccacgegtece
caaggcgagt
gacgccette
gacttcagac
cccttctggg
ctacaggtat
gggattecgt
ccegaacecg
tgctgtgaag

tatggcaaga

<210> 88

<211> 1611
<212> DNA

<213>

<220>
<221> CDsS
(1) .. (

hSULF3

<222>
<223>

<400> 88

gggggcaaca
ttcetgtgac
ctcccaatgg
tggtggactg
aaagaccggg
cgctgtgcty
tgtgcagety
agaagtcgtg
aatteccacce

ccaaattgct

Homo sapiens

1608)

aactgcagcc
caacaccggg
ttattggett
ttcaccatte
tgaagaaagg
ctecgaageca
accacectgee
tctactetge
ccaaggtggg

gagetgateca

gaaaggceeag
gaggacgget
atacaatata
tgctgaagaa
tggatcctac
gaacacacee
caccacagge
acgcggette
ttacatacct

gcatgtgcge

cattatagcc
tccgagggac
gtagggaacg
acgattaacc
atgtgccata
gacagctctg
taagagccaa
cotcagaagg
tgcccagtgy

tttattgggo

aacatcttgg
cgegeotgte
cctgggagtyg
caaaaggccc
aatcctattg
cttcgaatct
aaagagecte
ctgaacaacc
ccaaaggacc

gatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

595

290



atg
Met

ctg
Leu

aag
Asn

cat
His

aca
Thr
65

tgc
Cys

gaa
Glu

atg
Met

ctg
Leu

cta
Leu

gcc
Ala

gtg
val

cca
Pro

tet
Ser

gat
Asp

gac

130

ctg
Leu

cce
Pro

gty
val
35

gga
Gly

ggg
Gly

tca
Ser

tgg
Trp

gtc
val
115

tac

ctg
Leu

gga
Gly
20

ckg
Leu

agt
Ser

act
Thr

cge

aat
Asn
100

atg
Met

act

tgg

gca
Ala

gte
val

cag
Gln

tcc
Ser

gea
Ala
85

aat
Asn

gag
Glu

tca
Ser

gtg
val

999
Gly

gtg
val

gta
Val

ttt
Phe
70

gea
Ala

(444
Phe

agg
Arg

gga
Gly

tcg
Ser

gag
Glu

agc
ser

gtg
val

ctg
Leu

aktg
Met

aag
Lys

cat
His

cat
His
135

gtg
Val

cag
Gln

gac
Asp
a0

aaa
Lys

aat
Asn

tgg
Trp

ggt
Gly

gge
Gly
120

cag
His

gte
Val

agg
Arg
25

tce
Ser

ctt
Leu

gcc
Ala

agt
Ser

ckta
Leu
105

tac
Tyr

tcc
Ser

gca
Ala
10

€99
Arg

ttc
Phe

cct
Pro

tac

Tyr

gge
Gly
90

gat
Asp

cga
Arg

att
Ile

gce
Ala

aga
Axg

gat

tte
Phe

aca
Thr
75

cte

Leu

cca
Pro

aca
Thr

agt
Ser

ttg
Leu

gca
Ala

gga
Gly

ate
Ile

aac
Asn

tke
Fhe

aat
Asn

cag
Gln

aat
Asn
140

gcg
Ala

gce
Ala

agg
Arg
45

Qaac
Asn

tct
Ser

act

tat
Tyr

aaa
Lys
125

cgt

ctg
Leu

aaa
Lys
30

tta
Leu

A
Phe

cca
Pro

cac
His
aca
110

44 4
Fhe

gtg
val

gcg
Ala
15

gcg
Ala

aca
Thr

atg
Met

ate
Ile

tka
Leu
95

aca
Thr

999
Gly

gaa
Glu

gta
val

ccc
Pro

tte
Fhe

aag
Lys

tgt
Cys
8Q

aca
Thr

tag
TIp

aaa
Lys

gcg
Ala

48

96

144

192

240

336

384

432

291



tgg
145

gkt
Val

tgg
Trp

aat
Asn

cectk
Pro

cac
His
225

atc
Ile

tct
Ser

aag
Lys

atg
Met

aaa
Lys
305

cat
His

ceg
Pro

aat
Asn

agga
Gly

tca
Ser
385

cce
Pro

tac

gca
ala

tka
Leu

aca
Thr

aat
Asn

cag
Gln

tac

tac
210
aca
Thr

cca
Pro

tct
Ser

aat
Asn

ctkt
Leu
290

act
Thr

cga

ctt
Leu

gtg
val

atet
Ile
370

tca
Ser

tog
Trp

atg
Met

tca
Ser

aca
Thr

aga
Arg

ctet
Leu

aat
Asn

act
195
cct

Pro

tet
Ser

aag
Lys

tat

atc
Ile
275

ggt
Gly

att
Ile

cag
Gln

ttg
Leu

gtt
val
355

cct
Pro

gaa
Glu

att
Ile

ctt
Leu

ata
Ile
435

aat
Asn

gat
Asp

atc
Ile

aca
Thr
180

gaa
Glu

tca
Ser

ckt
Leu

tgg
Trp

aca
Thr
260

aga

gaa
Glu

gte
Val

ettt
Phe

atg
Met
340

tct
Ser

ctg
Leu

aca
Thr

ctg
Leu
cga
420
ceyg

Leu

gtt
val

gte
Val

cgt
165
gac

Asp

cca
Pro

cca
Pro

tat

tca
Ser
245

aaa
Lys

gca
Ala

att
Ile

ata
Ile

tat
Tyr
325

atg
Met

ctt
Leu

cckt
Pro

ctt
Phe

agt
Ser
405

act

Thr

cct
Pro

gct
Ala

gct
aAla
150

aac
Asn

aaa
Lys

=4 44
Phe

Ect
Ser

tgg
230

cct
Pro

aac
Asn

ttt
Phe

att
Ile

tac
Tyx
310

aaa
Lys

gga
Gly

gtg
val

cag
Gln

aag
Lys
390

gaa
Glu

aac
Asn

caa
Gln

gta
val

tee
Phe

agg

gca
Ala

gtt
val

tct
Ser
215

ctt
Leu

tty
Leu

tgc
Cys

tat
Tvr

ttg
Leu
295

teg
Ser

atg
Met

cca
Pro

gat
Asp

aac
Asn
375

aat
Asn

tte
Phe

cac
His

ctc
Leu

aaa
Lys

tta
Leu

act
Thrx

gta
val

ate
Ile
2900

gga
Gly

gaa
Glu

tca
Ser

act
Thr

tat
280
gee

hla

tca
Ser

age
Ser

gga
Gly

att
Ile
360

ctg
Leu

gaa
Glu

cat
His

tgg
Trp

tte
Phe
440

tee
Phe

cte
Leu

aaa
Lys

aac
Asn
185

tac
Tvr

gaa
Glu

aaa
Lys

gaa
Glu

gga
Gly
265

gct
Ala

ctt
Leu

gac
Asp

akg
Met

att
Ile
345

tac

agt
Ser

cat
His

gga
Gly

aaa
Lys
425

gat
Asp

cca
Pro

aga
Arg

gtc
val
170

tgy
TYp

ctg
Leu

aat
Asn

gtg
Val

atg
Met
250
aga
Arg

atg
Met

cat
His

cat
His
tac
Tyr
330
aaa

Lys

cct
Pro

gga
Gly

aaa
Lys
tgt
410

tat

ctt
Leu

gaa
Glu

caa
Gln
155

aga

tta
Leu

gga
Gly

Lttt
Phe

tce
Ser
235

cac
His

tet
Phe

tgt
Cys

caa
Gln

gga
Gly
315

gag
Glu

gce
Ala

acec

tac

gte
val
395

aat
Asn

ata
Ile

tcce
Ser

att
ile

gaa
Glu

gkg
val

aga

tta
Leu

gga
Gly
220

cat
His

cet
Pro

aca

gct
Ala

tta
Leu
300

gag
Glu

got
Ala

ggc
Gly

atg
Met

tct
Ser
380

aaa

Lys

gtg
val

gce
Ala

tce
Sex

act
Thr

ggc
Gly

atg
Met

aag
Lys

aat
Asn
205

tct
Ser

gat
Asp

gta
val

aaa
Lys

gag
Glu
285

gat
Asp

cty
Leu

agt
Ser

cta
Leu

ctk
Leu
365

ttg
Leu

aac
Asn

aat
Asn

tat
TYY

gat
ASp
445

tat
Tyr

agg
Arg

gaa
Glu

gaa
Glu
190

tta
Leu

tca
Ser

gcc
Ala

gat
Asp

aaa
Lys
270

aca
Thr

ctt
Leu

gcc
Ala

geca
Ala

caa
Gln
350

gat

ctyg
Leu

ckg
Leu

gcc
Ala

tcg
Ser
430

cca
Prao

tct
Serxr

cce
Pro

agg
175

gca
Ala

cga
Pro

aca
Thr

atc
Ile

gat
Asp

ctt
Leu

atg
Met

cat
His
315
gta
val

att
Ile

ccg
Pro

cat
His

tce
Ser
41s

gat

gat
Asp

ttg
Leu

atg
Met
160

gat

att
Ile

cac
His

ttt
Phe

aaa
Lys
240

tac
TYY

att
Ile

gcc
Ala

cag
Gln

gaa
Glu
320

get
Val

tca
Ser

geck
Ala

tta
Leu

cca
Pro
400

acec

Thr

ggt
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

480
528
576
624

672

768
816
864
9212
980
1008
1056
1104
1152
1200

1248

1296

1344

13192
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cag
Gln
465
cac
His

cag
Gln

cag
Gln

ace
Thr

<210>
<211>

450

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

aaq
Lys

cat
His
530

89
536

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>

89

ctk
Leu

tat

tat
Tyr

gaa
Glu
515

atg
Met

cat
His

aat
Asn

tca
Ser
500

cca

Pro

aat
Asn

tece
Ser

aaa
Lys
485

aac
Asn

agy
Arg

cca
Pro

att
Ile
470

gag
Glu

gtt
Val

aag
Lys

aga
Arg

455

ata
Ile

cag
Gln

ata
Ile

tat
Tyx

geca
Ala
535

aac
Asn

tee
Phe

gca
Ala

gaa
Glu
520

gtt
val

tac

ate
Ile

aatc
Asn
505

aat
Asn

tga

cct
Pro

aag
Lys
450

ctt
Leu

gca
Ala

aaa
Lys
475

tgg
Trp

agg
Arg

atk
Ile

460
gtt
val

aaa
Lys

tag
Trp

gat
Asp

tct
Ser

caa
Gln

cac
His

cag
Gln
525

gct
Ala

agt
Ser

caa
Gln
510

tgg

tct
Ser

ata
Ile
495

gac
Asp

ctt
Leu

gtc
Val
480

gga
Gly

tag
Trp

aaa
Lys

1440

1488

1536

1584

1611
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Met
1

Leu

His
Thx
65

Cys
Glu
Met
Leu
Txp
145

val

Trp

Leu

Ala

val

Pro

50

Arg

Pro

Ser

Asp

Asp

130

Thr

Asn

Gln

Leu

Pro

Val

35

Gly

Gly

Ser

Trp

val

115

Tyx

Arg

Leu

Asn

Leu

Gly

20

Leu

Ser

Thr

Arg

Asn

100

Met

Thr

Rsp

Ile

180

Ala
Val
Gln
Ser
Ala
85

Asn
Glu
Ser
val
Arg

165

Asp

Val

Gly

Val

val

Phe

70

Ala

Phe

Arg

Gly

ala

150

Asn

Lys

Ser
Glu
Ser
Vval
55

Leu
Met
Lys
His
His
13s
Phe

Arg

Ala

Val

Gln

Asp

49

Lys

Asn

Trp

Gly

Gly

120

His

Leu

Thr

val

Val

Arg

25

Ser

Leu

Ala

Ser

Leu

105

Ser

Leu

Lys

Asn
185

Ala

i0

Arg

Phe

Pro

Gly

20

AsSp

Arg

Ile

Arg

val
170

Trp

Ala

arg

Asp

Phe

Thr

75

Leu

Pro

Sexr

Gln

185

Arg

Leu

Leu

Ala

Gly

Ile

60

Asn

Phe

Asn

Gln

Asn

140

Glu

val

Arg

Ala

Ala

Arg

45

Asn

Ser

Thr

Lys

125

Arg

Gly

Met

Lys

Leu

Lys

30

Leu

Phe

Pro

His

Thr

110

Phe

val

Arg

Glu

Glu
150

Ala
15

Ala

Met

Ile

Leu

95

Thx

Gly

Glu

Pro

Arg

175

Ala

val

Pro

Phe

Lys

Cys

B8O

Thx

Trp

Lys

Ala

Met

160

Asp

Ile
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Asn

Pro

His

225

Ile

Ser

Lys

Met

Lys

305

His

Pro

Asn

Gly

Ser

38S

Pro

Ala

Leu

Gln

465

His

Gln

25
-
=

Pro

Sex

Asn

Leu

290

Thr

Arg

Leu

Val

Ile

370

Ser

Trp

Met

Ser

Thr

450

Lys

Gln

Asn

Thr

185

Pro

Ser

Lys

Ile

275

Gly

Ile

Gln

Leu

val

355

Pro

Glu

Ile

Leu

Ile

435

Asn

Leu

Tyxr

Glu

Ser

Leu

Trp

Thr

260

Arg

Glu

Val

Phe

Met

340

Ser

Leu

Thr

Leu

Arg

420

Leu

val

His

Asn

Pro

Fro

Ser
245
Lys
Ala

Ile

Ile

Phe
Ser
405
Thr
Pro
Ala

Ser

Lys

. 485

Ser
500

Asn

Phe

Ser

val

Ser
215

Trp Leu

Pro

Asn

Phe

Ile

Lys

Gly

Val

Gln

Lys

330

Glu

Asn

Gln

val

Ile

470

Glu

val

Leu

Cys

Tyr

Leu
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Ser

Met

Pro

Asp

Asn

375

Asn

Fhe

His

Leu

Lys

455

Ile

Gln

Ile

Ile

200

Gly

Glu

Ser

Thr

Tyr
2B0

Ala

Ser .

Ser

Gly

Ile

360

Leu

Glu

His

Trp

Phe

440

Phe

Asn

Phe

Ala

YT

Glu

Lys

Glu

Gly

265

Ala

Leu

Asp

Met

Ile

345

Sexr

His

Gly

Lys

425

Asp

Pro

Ile

Asn
505

Leu

Asn

Val

Met

250

Arg

Met

Eis

His

Tyr

330

LYS

Pro

Gly

Lys

Cys

410

Leu

Glu

Lys
4920

Leu

Gly

Phe

sSer

235

His

Phe

Cys

Gln

Gly

315

Giu

Ala

Thr

Val

395

Asn

Ile

Sex

Ile

Lys

475

Trp

Arg

Leu

Gly

220

His

Pro

Thx

Ala

Leu

300

Glu

Ala

Gly

HMet

Ser

380

Lys

val

Ala

Ser

Thr

460

val

Lys

Trp

Asn

205

Ser

Asp

Val

Lys

Glu

285

Asp

Leu

Ser

Leu

Leu

365

Leu

Asn

Asn

Tyr

Asp
445

Ser

Gln

His

Leu

Ser

Ala

Asp

Lvs

270

Thy

Leu

Ala

Ala

Gln

350

Asp

Leu

Leu

Ala

Ser

430

Pro

Ser

Ala

Ser

Gln
S10

Pro

Thr

Ile

(%]
w
wn

Glu

Leu

Met

His

33s

val

Ile

Pro

His

Ser

415

Asp

Asp

Leu

Ser

Ile

495-

Asp

His

Phe

Lys

240

Ile

Ala

Gln

Glu

320

Val

Ser

Ala

Leu

Pro

400

Thr

Gly

Glu

Asp

Val

430

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gln Lys Glu Pro Arg Lys Tyr Glu Asn Ala Ile Asp Gln Trp Leu Lys

515 520

Thr His Met Asn Pro Arg Ala Val
530 535

90
1722
DNA

Homo sapiens

CDS
(1) ..(1719)
hSULF4

90

$25
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atg
Met

tac

cta
Leu

cag
Gln

gtg
val
65

agct
Ala

aca
Thr

gga
Gly

cby
Leu

acg
Thx
145

atg
Met

agt
Sexr

dgc
Gly

ggc
Gly

gag
Gly

ctg
Leu

act
Ala

ccc
Pro
50

ggt
Gly

gcc
Ala

cca
Pro

ctt
Leu

gac
Asp
130

cat
His

ccc
Pro

ggg
Gly

tat
Tyx

ata
Ile
210

gcg
Ala

tcc
Ser

caa
Gln
35

cat
His

tac
Tyr

gaa
Glu

tcec
Ser

caa
Gln
115

aat
Asn

atg
Met

ace
Thr

gat
Asp

gac
Asp
195

tac

Tyr

ctg
Leu

tag
Trp
20

agct
Ala

ctc
Leu

cac
His

gga
Gly
agg
100
c;t

His

gece
Ala

gtc
val

aga

tac

Tyr
180

ttg
Leu

tee
Ser

gca
Ala

ggc
Gly

gga
Gly

att
Ile

gga
Gly

gtt
val
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agt
Ser

tct
Ser

acc
Thr

aga
Gly
aga
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tat
TyYX

tat

aca
Thr

gga
Gly

cag
Gln

gag
Glu

tte
Phe

tct
Ser
70

aaa
