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DESCRIPCION

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

Esta invencion se refiere, entre otras cosas, a métodos y composiciones para el diagndstico y tratamiento de
deficiencia mudltiple de sulfatasas (MSD) asi como a otras deficiencias de sulfatasa. Mas especificamente, la
invencion usa moléculas que modulan modificaciones postraduccionales en sulfatasas. Tales modificaciones son
esenciales para una funcion sulfatasa apropiada.

Las sulfatasas son miembros de una familia de genes altamente conservada, que comparten una amplia homologia
de secuencia (Franco, B., et al., Cell, 1995, 81:15-25; Parenti, G., et al., Curr. Opin. Gen. Dev., 1997, 7:386-391), un
alto grado de similitud estructural (Bond, C.S., et al., Structure, 1997, 5:277-289; Lukatela, G., et al., Biochemistry,
1998, 37:3654-64), y una modificacién postraduccional Unica que es esencial para la escision del éster de sulfato
(Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82: 271-278; Selmer, T., et al., Eur. J. Biochem., 1996, 238:341-345). La modificacion
postraduccional implica la oxidacion de un residuo conservado de cisteina (en eucariotas) o serina (en determinadas
procariotas), en Cp, proporcionando L-C,-formilglicina (también conocida como FGly; acido 2-amino-3-
oxopropanoico) en el que un grupo aldehido sustituye al grupo tiometilo de la cadena lateral. El aldehido es una
parte esencial del sitio catalitico de la sulfatasa y probablemente actua como hidrato de aldehido. Uno de los grupos
hidroxilo geminales acepta el sulfato durante la escision del éster de sulfato conduciendo a la formaciéon de un
producto intermedio de enzima covalentemente sulfatada. El otro hidroxilo se requiere para la eliminacién posterior
del sulfato y regeneracién del grupo aldehido. Esta modificacion se produce en el reticulo endoplasmatico durante, o
poco después de, la importacién del polipéptido de sulfatasa naciente y se dirige por una secuencia lineal corta que
rodea al residuo de cisteina (o serina) que va a modificarse. Esta secuencia altamente conservada es el hexapéptido
L/V-C(S)-X-P-S-R (SEQ ID NO: 32), presente en la region N-terminal de todas las sulfatasas eucariotas y lo mas
frecuentemente lleva un grupo hidroxilo o tiol en el residuo X (Dierks, T., et al., Proc. NatL Acad Sci. U. S. A., 1997,
94:11963-11968).

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

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

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

Esta invencion proporciona métodos y composiciones para el diagnéstico y el tratamiento de deficiencia multiple de
sulfatasas (MIM 272200), y el tratamiento de otras deficiencias de sulfatasa. Mas especificamente, se ha identificado
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un gen que codifica para la enzima generadora de formilglicina (FGE), una enzima responsable de la modificacion
postraduccional Unica que se produce en sulfatasas que es esencial para la funcién sulfatasa (formacion de L-C-
formilglicina; también conocida como FGly y/o acido 2-amino-3-oxopropanoico). Se ha descubierto,
inesperadamente, que mutaciones en el gen de FGE conducen al desarrollo de deficiencia multiple de sulfatasas
(MSD) en sujetos. También se ha descubierto, inesperadamente, que la FGE potencia la actividad de sulfatasas,
incluyendo, pero sin limitarse a, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E,
arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3. HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6. A la vista de estos
descubrimientos, las moléculas de la presente invencion pueden usarse en el diagndstico y tratamiento de
deficiencia multiple de sulfatasas asi como otras deficiencias de sulfatasa.

La invencién proporciona un método para determinar el nivel de expresion de enzima generadora de C -formilglicina
(FGE) en un sujeto, comprendiendo el método medir in vitro en una muestra obtenida de un sujeto la actividad de
generacion de C,-formilglicina de un péptido o polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que
consiste en aminoacidos 34-374 de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 2,5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
72,74,76y 78.

Proporciona ademas un método para identificar un agente util en la modulacién de la actividad de generacion de C,-
formilglicina, que comprende:

(a) poner en contacto una molécula que tiene actividad de generacion de C,-formilglicina con un agente candidato,
(b) medir la actividad de generacion de C,-formilglicina de la molécula, y

(c) comparar la actividad medida de generacion de C,-formilglicina de la molécula con un control para determinar si
el agente candidato modula la actividad de generacion de C,-formilglicina de la molécula;

en el que la molécula es una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ
ID NO: 1, o0 es un producto de expresién de la misma.

También proporciona un método para determinar una deficiencia de sulfatasa en un sujeto caracterizada por una
expresion aberrante de una molécula de acido nucleico o un producto de expresion de la misma, que comprende:

monitorizar una muestra de un paciente para detectar un parametro seleccionado del grupo que consiste en
(i) una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta como SEQ ID NO: 1,

(i) un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico,

(iii) un péptido derivado del polipéptido, y

(iv) un anticuerpo que se une selectivamente al polipéptido o péptido,

como determinacion de una deficiencia de sulfatasa en el sujeto.

La muestra puede ser, por ejemplo, un liquido biolégico o un tejido.

La etapa de monitorizar puede incluir poner en contacto la muestra con un agente detectable seleccionado del grupo
que consiste en:

(a) una molécula de acido nucleico que se hibrida selectivamente en condiciones rigurosas con la molécula de acido
nucleico de (i),

(b) un anticuerpo que se une selectivamente al polipéptido de (ii), o el péptido de (iii), y
(c) un polipéptido o péptido que se une al anticuerpo de (iv).

El anticuerpo, el polipéptido, el péptido o el acido nucleico pueden marcarse con un marcador radioactivo o una
enzima.

El método puede incluir someter a ensayo la muestra para detectar el péptido
La invencion proporciona ademas un kit, que comprende un envase que contiene un agente y un control; en el que

el agente es un anticuerpo o fragmento del mismo que se une selectivamente a un péptido o polipéptido tal como se
describié anteriormente, o es un acido nucleico que se une selectivamente a un acido nucleico que codifica para
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dicho péptido o polipéptido; y en el que el control es para compararlo con un valor medido de union de dicho agente
a dicho péptido, polipéptido o acido nucleico.

El control puede ser un valor predeterminado para compararlo con dicho valor medido.
Puede comprender un epitopo del péptido o polipéptido.

La invencién también incluye el uso de una molécula de acido nucleico, péptido o polipéptido que aumenta la
actividad de generacion de C,-formilglicina en la preparacion de un medicamento para tratar una deficiencia de
sulfatasa en un sujeto; en el que:

(i) la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en:

(a) el complemento de una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con una molécula
gue consiste en una secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID NO: 1;

(b) una molécula de acido nucleico que se diferencia de una molécula de acido nucleico de (a) debido a la
degeneracion del codigo genético; y

(c) un acido nucleico que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, 3, 4, 45, 47,
49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 y 80-87; y

(ii) el péptido o el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en:
(a) un péptido o un polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico tal como se describié anteriormente; y

(b) un péptido o un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: aminoacidos 34-
374 de 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 y 78.

El medicamento descrito con respecto al uso mencionado anteriormente puede comprender ademas un agente
seleccionado del grupo que consiste en: una molécula de acido nucleico que codifica para iduronato 2-sulfatasa,
sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B,
arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4,
HSulf-5, o HSuIf-6; un producto de expresion de la molécula de &cido nucleico; y un fragmento del producto de
expresion de la molécula de acido nucleico.

El agente que aumenta la actividad de generaciéon de C,-formilglicina puede producirse por una célula que expresa
dicha molécula de acido nucleico. La célula puede expresar una molécula de acido nucleico de FGE exdgena o
enddgena.

La invencion incluye ademas una molécula de acido nucleico, péptido o polipéptido que modula la actividad de
generacion de C,-formilglicina; para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa en un sujeto; siendo la
molécula de acido nucleico, péptido o polipéptido tal como se describié anteriormente.

Una composicion farmacéutica que comprende la molécula de acido nucleico, péptido, o polipéptido, junto con un
portador farmacéuticamente aceptable también esta dentro del alcance de la presente invencion.

La invencién también incluye un método para identificar un agente candidato util en el tratamiento de una deficiencia
de sulfatasa, que comprende:

determinar la expresién de un conjunto de moléculas de acido nucleico in vitro en una célula o tejido en condiciones
que, en ausencia de un agente candidato, permiten una primera cantidad de expresion del conjunto de moléculas de
acido nucleico; en el que el conjunto de moléculas de acido nucleico comprende al menos una molécula de acido
nucleico que es una molécula de acido nucleico tal como se describié anteriormente;

poner en contacto la célula o tejido con el agente candidato in vitro, y
detectar una cantidad de prueba de expresion del conjunto de moléculas de acido nucleico;

en el que un aumento en la cantidad de prueba de expresion en presencia del agente candidato con respecto a la
primera cantidad de expresion indica que el agente candidato es util en el tratamiento de la deficiencia de sulfatasa.

Incluye ademas una matriz de moléculas de acido nucleico en fase sdlida que consiste en un conjunto de moléculas
de acido nucleico, productos de expresion de las mismas, o fragmentos de los mismos, cuando se fija a un sustrato
solido; codificando cada molécula de acido nucleico para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
aminoacidos 34-374 de 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
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y 78, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa,
arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6.

La matriz de moléculas de acido nucleico en fase sélida puede comprender al menos una molécula de acido
nucleico de control.

El conjunto de moléculas de acido nucleico puede comprender al menos una o al menos dos moléculas de acido
nucleico que codifican para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: aminoacidos 34-374 de 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 y 78, iduronato 2-sulfatasa,
sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B,
arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4,
HSulf-5 y HSulf-6.

También se incluye dentro del alcance de la presente invencién un alelo variante aislado de un gen de FGE humana
que codifica para un polipéptido de FGE variante, comprendiendo el polipéptido:

una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una variaciéon en la SEQ ID NO: 2, en el que la al menos
una variacion comprende: Met1Arg; Met1Val; Ser155Pro; Cys218Tyr; Ala279Val; Arg327Stop; Cys336Arg;
Arg345Cys; Arg349Trp; Arg349GIn; Ser359Stop; o una combinacién de las mismas.

La invencion incluye un polipéptido de FGE humana variante aislado que comprende una secuencia de aminoacidos
con al menos una variacion en la SEQ ID NO: 2, en el que la al menos una variacion comprende: Met1Arg; Met1Val,
Ser155Pro; Cys218Tyr; Ala279Val; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys; Arg349Trp; Arg349Gin; Ser359Stop; o una
combinacion de las mismas.

Un anticuerpo que tiene tal polipéptido de FGE humana variante como inmundgeno también esta dentro del alcance
de la presente invencion.

El anticuerpo puede ser, por ejemplo, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimeérico, o
un anticuerpo marcado de manera detectable.

Si esta marcado de manera detectable, el marcador detectable puede comprender, por ejemplo, un elemento
radioactivo, un compuesto quimico que fluoresce, o una enzima.

La invencion incluye ademas un método de produccién de una sulfatasa activada, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la sulfatasa con una enzima generadora de C -formilglicina (FGE) in vitro; en el que la enzima
generadora de C,-formilglicina es un polipéptido o péptido tal como se describe en la reivindicacion 1; o

(b) proporcionar una célula que coexpresa una sulfatasa y una enzima generadora de C,-formilglicina (FGE) de
modo que se produce una sulfatasa activada dentro de la célula; en el que la célula comprende ARN o ADN
heterélogo que da como resultado una expresion aumentada de la sulfatasa activada, con respecto a lo que se
produciria en ausencia del ARN o ADN heterdlogo; y en el que la enzima generadora de C,-formilglicina es un
polipéptido o péptido tal como se describio anteriormente.

La sulfatasa puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo que consiste en iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C,
arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6.
La deficiencia de sulfatasa a la que se hace referencia con respecto a los métodos o usos descritos anteriormente
puede seleccionarse del grupo que consiste en: deficiencia multiple de sulfatasas, mucopolisacaridosis |I,
mucopolisacaridosis IlIA, mucopolisacaridosis IVA, mucopolisacaridosis VI, mucopolisacaridosis VIlI, leucodistrofia
metacromatica, condrodisplasia punctata | recesiva ligada al cromosoma Xy ictiosis ligada al cromosoma X.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de FGE humana.

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

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de FGE humana que codifica para el polipéptido de SEQ ID
NO: 2 (es decir, nucledtidos 20-1141 de SEQ ID NO: 1).

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucledtidos con n.° de registro de GenBank AK075459.
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SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de SEQ ID NO: 4, un producto
de proteina sin nombre que tiene el n.° de registro de GenBank BAC11634.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de iduronato 2-sulfatasa humana (n.° de registro de
GenBank M58342).

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de iduronato 2-
sulfatasa humana (SEQ ID NO: 6).

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de sulfamidasa humana (n.° de registro de GenBank
U30894).

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traducciéon de ADNc de sulfamidasa
humana (SEQ ID NO: 8).

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa humana (n.° de
registro de GenBank U06088).

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminodacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa humana (SEQ ID NO: 10).

SEQ ID NO: 12 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de N-acetilglucosamina 6-sulfatasa humana (n.° de registro
de GenBank Z12173).

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa humana (SEQ ID NO: 12).

SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucleotidos del ADNc de arilsulfatasa A humana (n.° de registro de GenBank
X52151).

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de arilsulfatasa A
humana (SEQ ID NO: 14).

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa B humana (n.° de registro de GenBank
J05225).

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de arilsulfatasa B
humana (SEQ ID NO: 16).

SEQ ID NO: 18 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de arilsulfatasa C humana (n.° de registro de GenBank
J04964).

SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de arilsulfatasa C
humana (SEQ ID NO: 18).

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de nuclettidos del ADNc de arilsulfatasa D humana (n.° de registro de GenBank
X83572).

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa D
humana (SEQ ID NO: 20).

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de arilsulfatasa E humana (n.° de registro de GenBank
X83573).

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de arilsulfatasa E
humana (SEQ ID NO: 22).

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa F humana (n.° de registro de GenBank
X97868).

SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de arilsulfatasa F
humana (SEQ ID NO: 24).

SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de arilsulfatasa G humana (n.° de registro de GenBank
BC012375).
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SEQ ID NO: 27 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de la arilsulfatasa G humana
(SEQ ID NO: 26).

SEQ ID NO: 28 es la secuencia de nucledtidos del ADNc de HSulf-1 (n.° de registro de GenBank AY101175).

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-1 (SEQ ID
NO: 28).

SEQ ID NO: 30 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-2 (n.° de registro de GenBank AY101176).

SEQ ID NO: 31 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-2 (SEQ ID
NO: 30).

SEQ ID NO: 32 es el hexapéptido altamente conservado L/V-FGly-X-P-S-R presente en sulfatasas.

SEQ ID NO: 33 es un sustrato de formacion de FGly sintético; su secuencia primaria se deriva de arilsulfatasa A
humana.

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

SEQ ID NO: 35 es el oligopéptido Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR.

SEQ ID NO: 36 es un cebador especifico para FGE humana 1199nc.

SEQ ID NO: 37 es un cebador directo especifico para FGE humana 1c.

SEQ ID NO: 38 es un cebador inverso especifico para FGE humana 1182c.

SEQ ID NO: 39 es un cebador especifico para 5-FGE humana que contiene un sitio de EcoRlI.

SEQ ID NO: 40 es un cebador especifico para HA.

SEQ ID NO: 41 es un cebador especifico para c-myc.

SEQ ID NO: 42 es un cebador especifico para RGS-His6.

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

SEQ ID NO: 46 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del paralogo de FGE2 humana
(SEQ ID NO: 45).

SEQ ID NO: 47 es la secuencia de nucledtidos del paralogo de FGE de raton (GenBank Gl: 26344956).

SEQ ID NO: 48 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del pardlogo de FGE de raton
(SEQ ID NO: 47).

SEQ ID NO: 49 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de ratén (GenBank GI: 22122361).

SEQ ID NO: 50 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de raton
(SEQ ID NO: 49).

SEQ ID NO: 51 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de mosca de la fruta (GenBank Gl: 20130397).

SEQ ID NO: 52 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de mosca
de la fruta (SEQ ID NO: 51).

SEQ ID NO: 53 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de mosquito (GenBank GI: 21289310).

SEQ ID NO: 54 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de
mosquito (SEQ ID NO: 53).
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SEQ ID NO: 55 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de S. coelicolor estrechamente relacionado
(GenBank GI: 21225812).

SEQ ID NO: 56 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de S.
coelicolor (SEQ ID NO: 55).

SEQ ID NO: 57 es la secuencia de nucleétidos del ortdlogo de FGE de C. efficiens estrechamente relacionado
(GenBank GI: 25028125).

SEQ ID NO: 58 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de C.
efficiens (SEQ ID NO: 57).

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

SEQ ID NO: 60 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de N.
aromaticivorans (SEQ ID NO: 59).

SEQ ID NO: 61 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de M. loti (GenBank Gl: 13474559).

SEQ ID NO: 62 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traducciéon del ortélogo de FGE de M. loti
(SEQ ID NO: 61).

SEQ ID NO: 63 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de B. fungorum (GenBank Gl: 22988809).

SEQ ID NO: 64 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de B.
fungorum (SEQ ID NO: 63).

SEQ ID NO: 65 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de S. meliloti (GenBank GI: 16264068).

SEQ ID NO: 66 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de S.
meliloti (SEQ ID NO: 65).

SEQ ID NO: 67 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de Microscilla sp. (GenBank GI: 14518334).

SEQ ID NO: 68 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortdlogo de FGE de
Microscilla sp. (SEQ ID NO: 67).

SEQ ID NO: 69 es la secuencia de nucledtidos del ortdlogo de FGE de P. putida KT2440 (GenBank GI: 26990068).

SEQ ID NO: 70 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de P.
putida KT2440 (SEQ ID NO: 69).

SEQ ID NO: 71 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de FGE de R. metallidurans (GenBank Gl: 22975289).

SEQ ID NO: 72 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién del ortélogo de FGE de R.
metallidurans (SEQ ID NO: 71).

SEQ ID NO: 73 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de FGE de P. marinus (GenBank Gl: 23132010).

SEQ ID NO: 74 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de P.
marinus (SEQ ID NO: 73).

SEQ ID NO: 75 es la secuencia de nucledtidos del ortdlogo de FGE de C. crescentus CB15 (GenBank Gl:
16125425).

SEQ ID NO: 76 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de C.
crescentus CB 15 (SEQ ID NO: 75).

SEQ ID NO: 77 es la secuencia de nucledtidos del ortdlogo de FGE de M. tuberculosis Ht37Rv (GenBank Gl:
15607852).

SEQ ID NO: 78 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion del ortélogo de FGE de M.
tuberculosis Ht37Rv (SEQ ID NO: 77).

SEQ ID NO: 79 es el heptapéptido altamente conservado presente en el subdominio 3 de paralogos y ortélogos de
FGE.
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SEQ ID NO: 80 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: CA379852.

SEQ ID NO: 81 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: Al721440.

SEQ ID NO: 82 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: BJ505402.

SEQ ID NO: 83 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: BJ054666.

SEQ ID NO: 84 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortdlogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: AL892419.

SEQ ID NO: 85 es la secuencia de nucledtidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: CA064079.

SEQ ID NO: 86 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: BF189614.

SEQ ID NO: 87 es la secuencia de nucleétidos del fragmento EST ortélogo de FGE que tiene n.° de registro de
GenBank: AV609121.

SEQ ID NO: 88 es la secuencia de nucleoétidos del ADNc de HSulf-3.

SEQ ID NO: 89 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-3 (SEQ ID
NO: 88).

SEQ ID NO: 90 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-4.

SEQ ID NO: 91 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccion de ADNc de HSulf-4 (SEQ ID
NO: 90).

SEQ ID NO: 92 es la secuencia de nucleétidos del ADNc de HSulf-5.

SEQ ID NO: 93 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-5 (SEQ ID
NO: 92).

SEQ ID NO: 94 es la secuencia de nucleoétidos del ADNc de HSulf-6.

SEQ ID NO: 95 es la secuencia de aminoacidos predicha del producto de traduccién de ADNc de HSulf-6 (SEQ ID
NO: 94).

Breve descripcion de los dibujos

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

Figura 2: un arbol filogenético derivado de una alineacion de FGE humana y 21 proteinas de la semilla DUF323 en
PFAM.

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

Figura 4: diagrama que muestra un mapa de plasmido pXMG.1.3 de expresion de FGE.

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

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

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

Figura 8: grafico que representa actividad iduronato 2-sulfatasa en células 30C6 transfectadas de manera transitoria
con plasmido de expresion de FGE.

Figura 9: representa un kit que incluye caracteristicas de la presente invencion.

Los inventores han descubierto el gen que codifica para enzima generadora de formilglicina (FGE), una enzima
responsable de la modificacion postraduccional Unica que se produce en sulfatasas que es esencial para la funcion
sulfatasa: la formacion de L-C,-formilglicina (también conocida como FGly y/o acido 2-amino-3-oxopropanoico). Se
ha descubierto, de manera inesperada, que mutaciones en el gen de FGE conducen al desarrollo de deficiencia
multiple de sulfatasas (MSD) en sujetos. También se ha descubierto, de manera inesperada, que la FGE potencia la
actividad de sulfatasas, incluyendo, pero sin limitarse a, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-
sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D,
arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6, y sulfatasas
descritas en las solicitudes provisionales estadounidenses con numeros de publicacién 20030073118, 20030147875,
20030148920, 20030162279 y 20030166283. A la vista de estos descubrimientos, las moléculas descritas en el
presente documento pueden usarse en el diagndstico y/o tratamiento de deficiencia multiple de sulfatasas, asi como
el tratamiento de otras deficiencias de sulfatasa.

Se proporcionan métodos para usar moléculas en el diagndstico de deficiencia multiple de sulfatasas.

Adicionalmente, también se proporcionan métodos para usar esas moléculas in vivo o in vitro con el fin de modular
la formacién de FGly en sulfatasas, métodos para tratar estados asociados con tal modificacién, y composiciones
utiles en la preparaciéon de preparaciones terapéuticas para el tratamiento de deficiencia multiple de sulfatasas asi
como otras deficiencias de sulfatasa.

También se proporcionan polipéptidos que modulan la formaciéon de FGly en sulfatasas, acidos nucleicos aislados
que codifican para esos polipéptidos, modificaciones y variantes funcionales de los anteriores, fragmentos utiles de
los anteriores, asi como productos terapéuticos y productos de diagndstico, métodos de investigacion,
composiciones y herramientas referentes a los mismos.

“Actividad de generacion de C,-formilglicina” se refiere a la capacidad de una molécula para formar, o potenciar la
formacion de, FGly en un sustrato. El sustrato puede ser una sulfatasa tal como se describe en otra parte en el
presente documento, o un oligopéptido sintético (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 33, y los ejemplos). El sustrato
contiene preferiblemente el hexapéptido conservado de SEQ ID NO: 32 [L/V-C(S)-X-P-S-R]. Métodos para someter a
ensayo la formacién de FGly son tal como se describe en la técnica (véase, por ejemplo, Dierks, T., et al., Proc. Natl.
Acad Sci. U.S.A., 1997, 94:11963-11968), y en otra parte en el presente documento (véase, por ejemplo, los
ejemplos). Una “molécula”, tal como se usa en el presente documento, abarca tanto “acidos nucleicos” como
“polipéptidos”. Las moléculas de FGE pueden formar, o potenciar/aumentar la formacion de, FGly tanto in vivo como
in vitro.

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

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

Un método implica la clonacién de un ADNc que codifica para FGE. FGE es una molécula de acido nucleico aislada
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que comprende una molécula de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, y codifica para un polipéptido con actividad de
generacion de C,-formilglicina. La secuencia del ADNc de FGE humana se presenta como SEQ ID NO: 1, y la
secuencia de aminoacidos predicha de este producto de proteina codificado por ADNc se presenta como SEQ ID
NO: 2.

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

Se dan a conocer un polipéptido de FGE aislado, el ADNc que codifica para este polipéptido, modificaciones y
variantes funcionales de los anteriores, fragmentos utiles de los anteriores, asi como productos de diagndstico y
productos terapéuticos referentes a los mismos.

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

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

Moléculas de acido nucleico aisladas que codifican para un polipéptido de FGE que tiene actividad de generacién de
C,-formilglicina incluyen: (a) moléculas de acido nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con una molécula
que consiste en un &cido nucleico de SEQ ID NO: 1 y que codifican para un polipéptido de FGE que tiene actividad
de generacién de C,-formilglicina, (b) deleciones, adiciones y sustituciones de (a) que codifican para un polipéptido
de FGE respectivo que tiene actividad de generacion de C,-formilglicina, (c) moléculas de acido nucleico que se
diferencian de las moléculas de acido nucleico de (a) o (b) en secuencia de coddn debido a la degeneracion del
cédigo genético, y (d) complementos de (a), (b) o (c). “Complementos”, tal como se usa en el presente documento,
incluye “cadenas complementarias de longitud completa o cadenas complementarias al 100% de (a), (b) o (c)".

Se dan a conocer homélogos y alelos de los acidos nucleicos de FGE que también tienen actividad de generacion
de C,-formilglicina. Los homdlogos, tal como se describen en el presente documento, incluyen las moléculas
identificadas en otra parte en el presente documento (véanse por ejemplo, SEQ ID NO: 4, 5, 45-78, y 80-87) es decir
ortélogos y paralogos. Pueden identificarse homologos adicionales siguiendo las ensefianzas en el presente
documento asi como mediante técnicas convencionales. Dado que los homdlogos de FGE descritos en el presente
documento comparten todos actividad de generacion de C,-formilglicina, pueden usarse de manera intercambiable
con la molécula de FGE humana en todos los aspectos descritos en el presente documento.

Las secuencias de acido nucleico que codifican para polipéptidos de FGE pueden hibridarse con el complemento de
una molécula de acido nucleico que consiste en la region codificante de SEQ ID NO: 1, en condiciones rigurosas. En
una realizacién importante, la expresion “condiciones rigurosas”, tal como se usa en el presente documento, se
refiere a parametros con los que esta familiarizada la técnica. Con acidos nucleicos, se dice que las condiciones de
hibridacion son rigurosas normalmente en condiciones de baja fuerza iénica y una temperatura justo por debajo de la
temperatura de fusion (Tr) del complejo de hibrido de ADN (normalmente, aproximadamente 3°C por debajo de la T;
del hibrido). Una rigurosidad superior proporciona una correlacion mas especifica entre la secuencia sonda y la
diana. Las condiciones rigurosas usadas en la hibridacion de acidos nucleicos se conocen bien en la técnica y
pueden encontrarse en referencias que compilan tales métodos, por ejemplo Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, J. Sambrook, et al., eds., segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York. Un ejemplo de “condiciones rigurosas” es la hibridacién a 65°C en 6 x SSC. Otro ejemplo de
condiciones rigurosas es la hibridacién a 65°C en tampdn de hibridacién que consiste en 3,5 x SSC, Ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02%, albumina sérica bovina al 0,02%, H2PO4 [pH 7] 2,5 mM, SDS al 0,5%, EDTA 2 mM.
(SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,15 M, pH 7; SDS es dodecilsulfato de sodio; y EDTA es acido
etilendiaminatetracético). Tras la hibridacion, se lava la membrana sobre la que se transfiere el ADN a 2 x SSC a
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temperatura ambiente y después a 0,1 x SSC/0,1 x SDS a temperaturas de hasta 68°C. En un ejemplo adicional,
una alternativa al uso de una disolucidon de hibridacién acuosa es el uso de una disoluciéon de hibridacion en
formamida. Por tanto, pueden lograrse condiciones de hibridacion rigurosas usando, por ejemplo, una disolucién de
formamida al 50% y 42°C. Hay otras condiciones, reactivos, etcétera, que pueden usarse, y daran como resultado un
grado similar de rigurosidad. El experto en la técnica estara familiarizado con tales condiciones, y por tanto no se
proporcionan en el presente documento. Sin embargo, se entendera que el experto en la técnica podra manipular las
condiciones de una manera que permitan la clara identificacién de homologos y alelos de acidos nucleicos de FGE
descritos en el presente documento. El experto en la técnica también esta familiarizado con la metodologia para
examinar células y bibliotecas para detectar la expresion de tales moléculas que entonces se aislan de manera
rutinaria, seguido por aislamiento de la molécula de acido nucleico pertinente y secuenciacion.

En general, los homdlogos y alelos compartirdan normalmente al menos el 40% de identidad de nucledtidos y/o al
menos el 50% de identidad de aminoacidos con SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, respectivamente, en algunos casos
compartiran al menos el 50% de identidad de nucleétidos y/o al menos el 65% de identidad de aminoacidos y en
todavia otros casos compartiran al menos el 60% de identidad de nucledtidos y/o al menos el 75% de identidad de
aminoacidos. En casos adicionales, los homodlogos y alelos compartiran normalmente al menos el 90%, el 95%, o
incluso el 99% de identidad de nucleétidos y/o al menos el 95%, el 98%, o incluso el 99% de identidad de
aminoacidos con SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, respectivamente. La homologia puede calcularse usando diversas
herramientas de software disponibles para el publico desarrolladas por NCBI (Bethesda, Maryland). Herramientas a
modo de ejemplo incluyen el algoritmo heuristico de Altschul SF, et al., (J Mol Biol, 1990, 215: 403-410), también
conocido como BLAST. Pueden obtenerse alineaciones por emparejamiento y de ClustalW (configuracién de matriz
BLOSUMS30) asi como analisis hidropatico de Kyte-Doolittle usando herramientas publicas (EMBL, Heidelberg,
Alemania) y comerciales (por ejemplo, el software de analisis de secuencias MacVector de Oxford Molecular
Group/enetics Computer Group, Madison, WI). También se abarcan los complementos de Watson-Crick de los
acidos nucleicos anteriores.

En la seleccidon para detectar genes relacionados con FGE, tales como homoélogos y alelos de FGE, puede
realizarse una transferencia de tipo Southern usando las condiciones anteriores, junto con una sonda radioactiva.
Tras lavar la membrana a la que se transfiere finalmente el ADN, puede colocarse la membrana contra una pelicula
de rayos X o una placa de sistema de deteccion y cuantificacion de la radioactividad para detectar la sefal
radioactiva.

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

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

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

Un fragmento que esta completamente compuesto por la secuencia descrita en los depdsitos de GenBank anteriores
es una que no incluye ninguno de los nucleétidos unicos para las secuencias descritas en el presente documento.
Por tanto, un fragmento Unico debe contener una secuencia de nucledtidos distinta de la secuencia exacta de esos
depésitos de GenBank o fragmentos de la misma. La diferencia puede ser una adicién, deleciéon o sustituciéon con
respecto a la secuencia de GenBank o puede ser una secuencia completamente separada de la secuencia de
GenBank.

Pueden usarse fragmentos unicos como sondas en ensayos de transferencia de tipo Southern y Northern para
identificar tales acidos nucleicos, o pueden usarse en ensayos de amplificaciéon tales como los que emplean PCR.
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Tal como saben los expertos en la técnica, se prefieren sondas grandes tales como 200, 250, 300 o mas nucledtidos
para determinados usos tales como transferencias de tipo Southern y Northern, mientras que se preferiran
fragmentos mas pequefios para usos tales como PCR. También pueden usarse fragmentos Unicos para producir
proteinas de fusion para generar anticuerpos o determinar la unién de los fragmentos de polipéptido, tal como se
demuestra en los ejemplos, o para generar componentes de inmunoensayo. Asimismo, pueden emplearse
fragmentos Unicos para producir fragmentos no fusionados de los polipéptidos de FGE, utiles, por ejemplo, en la
preparacion de anticuerpos, inmunoensayos o aplicaciones terapéuticas. Pueden usarse adicionalmente fragmentos
unicos como moléculas antisentido para inhibir la expresidon de acidos nucleicos y polipéptidos de FGE
respectivamente.

Tal como reconoceran los expertos en la técnica, el tamafo del fragmento Unico dependera de su conservacion en el
codigo genético. Por tanto, algunas regiones de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 y complementos requeriran que
segmentos mas largos sean unicos mientras que otras sélo requerirdn segmentos cortos, normalmente de entre 12 y
32 nucledtidos de longitud (por ejemplo de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31
y 32 bases) o mas, hasta la longitud completa de la secuencia dada a conocer. Tal como se menciono
anteriormente, esta descripcidon pretende abarcar todos y cada uno de los fragmentos de cada secuencia,
comenzando en el primer nucleétido, el segundo nucleétido, etcétera, hasta 8 nucledtidos del final, y terminando en
cualquier lugar desde el nucleétido numero 8, 9, 10, etcétera, para cada secuencia, hasta el ultimo nucleétido,
(siempre que la secuencia sea Unica tal como se describidé anteriormente). Practicamente cualquier segmento de la
region de SEQ ID NO: 1 comenzando en el nucleétido 1 y terminando en el nucledtido 1180, o SEQ ID NO: 3
comenzando en el nucleétido 1 y terminando en el nucleétido 1122, o complementos de los mismos, que tenga 20 o
mas nucledtidos de longitud sera unico. Los expertos en la técnica estan versados en los métodos para seleccionar
tales secuencias, normalmente basandose en la capacidad del fragmento Unico para distinguir selectivamente la
secuencia de interés de otras secuencias en el genoma humano del fragmento. Normalmente, para aquéllas en
bases de datos conocidas es todo lo que se necesita, aunque pueden realizarse hibridacion confirmatoria in vitro y
analisis de secuenciacion.

Tal como se menciond anteriormente, pueden usarse oligonucleétidos antisentido que se unen selectivamente a una
molécula de acido nucleico que codifica para un polipéptido de FGE para disminuir la actividad FGE.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “oligonucledtido antisentido” o “antisentido” describe un
oligonucleétido que es un oligorribonucleétido, oligodesoxirribonucleétido, oligorribonucleétido modificado, u
oligodesoxirribonucleétido modificado que se hibrida en condiciones fisiolégicas con ADN que comprende un gen
particular o con un transcrito de ARNm de ese gene y, de ese modo, inhibe la transcripcion de ese gen y/o la
traduccion de ese ARNm. Las moléculas antisentido estan disefiadas para interferir con la transcripcién o traduccién
de un gen diana tras la hibridacién con ese gen diana o transcrito. Los expertos en la técnica reconoceran que la
longitud exacta del oligonucledétido antisentido y su grado de complementariedad con su diana dependeran de la
diana especifica seleccionada, incluyendo la secuencia de la diana y las bases particulares que comprende esa
secuencia. Se prefiere que el oligonucledtido antisentido se construya y disponga para unirse selectivamente con la
diana en condiciones fisiolégicas, es decir, para hibridarse sustancialmente mas a la secuencia diana que a
cualquier otra secuencia en la célula diana en condiciones fisiolégicas. Basandose en SEQ ID NO: 1 o en
secuencias gendmicas y/o de ADNc alélicas u homologas, un experto en la técnica puede elegir faciimente y
sintetizar cualquiera de varias moléculas antisentido apropiadas. Con el fin de ser suficientemente selectivos y
potentes para la inhibicion, tales oligonucleétidos antisentido deben comprender al menos 10 y, mas
preferiblemente, al menos 15 bases consecutivas que son complementarias a la diana, aunque en determinados
casos se han usado satisfactoriamente oligonucleétidos modificados de tan sélo 7 bases de longitud como
oligonucledtidos antisentido (Wagner et al., Nat. Med, 1995, 1(11):1116-1118; Nat. Biotech., 1996, 14:840-844). Lo
mas preferiblemente, los oligonucleétidos antisentido comprenden una secuencia complementaria de 20-30 bases.
Aunque pueden elegirse oligonucledtidos que son antisentido para cualquier region del gen o transcritos de ARNm,
en realizaciones preferidas los oligonucleotidos antisentido corresponden a sitios N-terminales o en sentido 5’ tales
como sitios de iniciacion de la traduccion, de iniciacion de la transcripcion o de promotor. Ademas, oligonucleétidos
antisentido pueden dirigirse a regiones no traducidas en 3’. También se ha usado el direccionamiento a sitios de
corte y empalme de ARNm en la técnica pero puede preferirse menos si se produce corte y empalme de ARNm
alternativo. Ademas, el antisentido se dirige, preferiblemente, a sitios en los que no se espera una estructura
secundaria de ARNm (véase, por ejemplo, Sainio et al., Cell Mol. Neurobiol. 14(5):439-457, 1994) y a la que no se
espera que se unan proteinas. Finalmente, aunque SEQ ID NO: 1 da a conocer una secuencia de ADNc, un experto
habitual en la técnica puede derivar facilmente el ADN gendmico correspondiente para esta secuencia. Por tanto,
pueden proporcionarse oligonucleétidos antisentido que son complementarios al ADN genémico correspondiente a
SEQ ID NO: 1. De manera similar, se permiten oligonucleétidos antisentido para los ADN gendmicos y ADNc de
FGE homdlogos o alélicos sin excesiva experimentacion.

En un conjunto de realizaciones, los oligonucledtidos antisentido pueden estar compuestos por
desoxirribonucledtidos “naturales”, ribonucleétidos, o cualquier combinacion de los mismos. Es decir, el extremo 5’
de un nucledtido nativo y el extremo 3’ de otro nucleétido nativo pueden estar unidos covalentemente, como en
sistemas naturales, mediante un enlace internucleésido de fosfodiéster. Estos oligonucleétidos pueden prepararse
mediante métodos reconocidos en la técnica que pueden llevarse a cabo de manera manual o mediante un
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sintetizador automatizado. También pueden producirse de manera recombinante mediante vectores.

Sin embargo, en realizaciones preferidas los oligonucleétidos antisentido también pueden incluir oligonucleétidos
“modificados”. Es decir, los oligonucledtidos pueden modificarse de varias maneras que no impiden que se hibriden
a su diana pero que potencian su estabilidad o direccionamiento o que de otro modo potencian su eficacia
terapéutica.

La expresion “oligonucledtido modificado” tal como se usa en el presente documento describe un oligonucleétido en
el que (1) al menos dos de sus nucledtidos estan unidos covalentemente mediante un enlace internucledsido
sintético (es decir, un enlace distinto de un enlace de fosfodiéster entre el extremo 5’ de un nucleétido y el extremo 3’
de otro nucledétido) y/o (2) se ha unido covalentemente al oligonucledtido un grupo quimico que no esta normalmente
asociado con acidos nucleicos. Enlaces internucleésido sintéticos preferidos son fosforotioatos, alquilfosfonatos,
fosforoditioatos, ésteres de fosfato, alquilfosfonotioatos, fosforamidatos, carbamatos, carbonatos, triésteres de
fosfato, acetamidatos, ésteres carboxilmetilicos y péptidos.

La expresion “oligonucledtido modificado” también abarca oligonucleétidos con una base y/o azucar modificado
covalentemente. Por ejemplo, oligonucleétidos modificados incluyen oligonucleétidos que tienen azicares de
estructura principal que estan covalentemente unidos a grupos organicos de bajo peso molecular distintos de un
grupo hidroxilo en la posicion 3’ y distintos de un grupo fosfato en la posicién 5°. Por tanto, oligonucleétidos
modificados pueden incluir un grupo ribosa 2’-O-alquilado. Ademas, oligonucleétidos modificados pueden incluir
azucares tales como arabinosa en vez de ribosa. Por tanto, se contemplan preparaciones farmacéuticas que
contienen moléculas antisentido modificadas que son complementarias a, y pueden hibridarse en condiciones
fisiolégicas con, acidos nucleicos que codifican para polipéptidos de FGE, junto con portadores farmacéuticamente
aceptables. Pueden administrarse oligonucleétidos antisentido como parte de una composicion farmacéutica. Una
composicion farmacéutica de este tipo puede incluir el oligonucledtidos antisentido en combinaciéon con cualquier
portador convencional fisiologica y/o farmacéuticamente aceptable que se conoce en la técnica. Las composiciones
deben ser estériles y contener una cantidad terapéuticamente eficaz de los oligonucleétidos antisentido en una
unidad de peso o volumen adecuada para su administracion a un paciente. La expresion “farmacéuticamente
aceptable” significa un material no téxico que no interfiere con la eficacia de la actividad biolégica de los principios
activos. La expresion “fisiolégicamente aceptable” se refiere a un material no tdéxico que es compatible con un
sistema biolégico tal como una célula, cultivo celular, tejido u organismo. Las caracteristicas del portador
dependeran de la via de administracion. Portadores fisioldgica y farmacéuticamente aceptables incluyen diluyentes,
cargas, sales, tampones, estabilizadores, solubilizadores y otros materiales que se conocen bien en la técnica.

También se proporcionan métodos para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en una célula. En
realizaciones importantes, esto se logra mediante el uso de vectores (“vectores de expresion” y/o “vectores de
direccionamiento”).

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

Un “vector de direccionamiento” es uno que contiene normalmente constructos/secuencias de direccionamiento que
se usan, por ejemplo, para insertar una secuencia reguladora dentro de un gen endégeno (por ejemplo, dentro de
las secuencias de un exoén y/o intrén), dentro de las secuencias promotoras del gen enddgeno, o en sentido 5’ de las
secuencias promotoras del gen enddgeno. En otro ejemplo, un vector de direccionamiento puede contener el gen de
interés (por ejemplo, codificado por el ADNc de SEQ ID NO: 1) y ofras secuencias necesarias para el
direccionamiento del gen a una ubicacién preferida en el genoma (por ejemplo, una ubicacién transcripcionalmente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380 147 T3

activa, por ejemplo en el sentido 3' de un promotor endégeno de un gen no relacionado). La construccién de
vectores y constructos de direccionamiento se describe en detalle en las patentes estadounidenses 5.641.670 y
6.270.989.

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

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

Tal como se usa en el presente documento, se dice que una secuencia codificante y secuencias reguladoras estan
“operativamente” unidas cuando estan unidas covalentemente de tal manera que se coloca la expresion o
transcripcion de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de las secuencias reguladoras. Si se desea
que las secuencias codificantes se traduzcan en una proteina funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan
operativamente unidas si la induccién de un promotor en las secuencias reguladoras en 5’ da como resultado la
transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da
como resultado la introduccion de una mutacion de cambio de marco, (2) interfiere con la capacidad de la regién
promotora para dirigir la transcripcidon de las secuencias codificantes, o (3) interfiere con la capacidad del transcrito
de ARN correspondiente para traducirse en una proteina. Por tanto, una regién promotora estara operativamente
unida a una secuencia codificante si la regiéon promotora puede realizar a la transcripcion de esa secuencia de ADN
de tal manera que el transcrito resultante puede traducirse en la proteina o polipéptido deseado.

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

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

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

Pueden proporcionarse kits de expresion, que permiten al experto en la técnica preparar un vector o vectores de
expresion deseados. Tales kits de expresion incluyen al menos partes separadas de cada una de las secuencias
codificantes anteriormente comentadas. Pueden afadirse otros componentes, segin se desee, siempre que se
incluyan las secuencias anteriormente mencionadas, que se requieren.

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

Pueden proporcionarse polipéptidos aislados (incluyendo proteinas completas y proteinas parciales), codificados por
los acidos nucleicos de FGE anteriores, e incluyen el polipéptido de SEQ ID NO: 2 y fragmentos Unicos del mismo.
Tales polipéptidos son utiles, por ejemplo, solos o como parte de proteinas de fusién para generar anticuerpos,
como componentes de un inmunoensayo, etc. Pueden aislarse polipéptidos a partir de muestras bioldgicas
incluyendo homogeneizados tisulares o celulares, y también pueden expresarse de manera recombinante en una
variedad de sistemas de expresion procariotas y eucariotas construyendo un vector de expresién apropiado para el
sistema de expresion, introduciendo el vector de expresion en el sistema de expresion, y aislando la proteina
expresada de manera recombinante. También pueden sintetizarse quimicamente polipéptidos cortos, incluyendo
péptidos antigénicos (tal como se presentan por moléculas del MHC sobre la superficie de una célula para su
reconocimiento inmunitario) usando métodos bien establecidos de sintesis de péptido.

Un fragmento Unico de un polipéptido de FGE, en general, tiene los rasgos y las caracteristicas de fragmentos
Unicos tal como se comentd anteriormente en relacién con acidos nucleicos. Tal como reconoceran los expertos en
la técnica, el tamafio del fragmento Unico dependera de factores tales como si el fragmento constituye una parte de
un dominio de proteina conservado. Por tanto, algunas regiones de SEQ ID NO: 2 requerirdn segmentos mas largos
para ser Unicas mientras que otras solo requeriran segmentos cortos, normalmente de entre 5 y 12 aminoacidos (por
ejemplo 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 aminoacidos de longitud o mas, incluyendo cada numero entero hasta la longitud
completa, 287 aminoacidos de longitud).

Fragmentos uUnicos de un polipéptido son preferiblemente aquellos fragmentos que conservan una capacidad
funcional diferenciada del polipéptido. Las capacidades funcionales que pueden conservarse en un fragmento Unico
de un polipéptido incluyen interaccién con anticuerpos, interaccién con otros polipéptidos o fragmentos de los
mismos, interaccion con otras moléculas, etc. Una actividad importante es la capacidad para actuar como una firma
para identificar el polipéptido. Los expertos en la técnica conoceran bien métodos para seleccionar secuencias de
aminoacidos unicas, normalmente basandose en la capacidad del fragmento Unico para distinguir selectivamente la
secuencia de interés de otras que no son miembros de la familia. Una comparaciéon de la secuencia del fragmento
con las de bases de datos conocidas es normalmente todo lo que se necesita.

Las variantes de los polipéptidos de FGE descritos anteriormente son Utiles. Tal como se usa en el presente

documento, una “variante” de un polipéptido de FGE es un polipéptido que contiene una o mas modificaciones de la
secuencia de aminodacidos primaria de un polipéptido de FGE. Las modificaciones que crean una variante de
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polipéptido de FGE se realizan normalmente en el acido nucleico que codifica para el polipéptido de FGE, y pueden
incluir deleciones, mutaciones puntuales, truncaciones, sustituciones de aminoacidos y adicién de aminoacidos o
restos distintos de aminoacido para: 1) reducir o eliminar una actividad de un polipéptido de FGE; 2) potenciar una
propiedad de un polipéptido de FGE, tal como estabilidad de la proteina en un sistema de expresion o la estabilidad
de la unién proteina-ligando; 3) proporcionar una propiedad o actividad novedosa a un polipéptido de FGE, tal como
adicion de un epitopo antigénico o adicién de un resto detectable; o 4) proporcionar una unién equivalente o mejor a
un receptor de polipéptido de FGE u otra molécula. Alternativamente, pueden realizarse modificaciones directamente
en el polipéptido, tal como mediante escision, adicion de una molécula ligadora, adicién de un resto detectable, tal
como biotina, adicion de un acido graso, y similares. Las modificaciones también abarcan proteinas de fusion que
comprenden la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de FGE. Un experto en la técnica estara
familiarizado con métodos para predecir el efecto sobre la conformacion de la proteina de un cambio en la secuencia
de la proteina, y por tanto puede “disefiar” un de polipéptido de FGE variante segin métodos conocidos. Un ejemplo
de un método de este tipo se describe por Dahiyat y Mayo en Science 278:82-87, 1997, mediante lo cual pueden
disefiarse proteinas de novo. El método puede aplicarse a una proteina conocida para variar s6lo una parte de la
secuencia del polipéptido. Aplicando los métodos computacionales de Dahiyat y Mayo, pueden proponerse variantes
especificas del polipéptido de FGE y someterse a prueba para determinar si la variante conserva una conformacion
deseada.

Las variantes pueden incluir polipéptidos de FGE que se modifican especificamente para alterar una caracteristica
del polipéptido no relacionada con su actividad fisioldgica. Por ejemplo, pueden sustituirse o eliminarse residuos de
cisteina para prevenir enlaces disulfuro no deseados. De manera similar, pueden cambiarse determinados
aminoacidos para potenciar la expresion de un polipéptido de FGE eliminando la proteolisis mediante proteasas en
un sistema de expresion (por ejemplo, residuos de aminoéacido dibasico en sistemas de expresion de levadura en los
que esta presente actividad proteasa KEX2).

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

Pueden realizarse mutaciones seleccionando una sustitucion de aminoacidos, o mediante mutagénesis al azar de un
sitio seleccionado en un acido nucleico que codifica para el polipéptido. Entonces se expresan polipéptidos variantes
y se someten a prueba para detectar una o mas actividades para determinar qué mutacién proporciona un
polipéptido variante con las propiedades deseadas. Pueden realizarse mutaciones adicionales en variantes (o en
polipéptidos de FGE no variantes) que son silenciosas en cuanto a la secuencia de aminoacidos del polipéptido,
pero que proporcionan codones preferidos para la traduccién en un huésped particular, o alteran la estructura del
ARNm para, por ejemplo, potenciar la estabilidad y/o expresion. Los codones preferidos para la traduccién de un
acido nucleico en, por ejemplo, Escherichia coli, células de mamifero, etc. los conocen bien los expertos en la
técnica. Pueden realizarse todavia otras mutaciones en las secuencias no codificantes de un clon de ADNc o gen de
FGE para potenciar la expresién del polipéptido.

El experto en la técnica constatara que pueden realizarse sustituciones de aminoacidos conservativas en
polipéptidos de FGE para proporcionar variantes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos anteriores, es
decir, las variantes conservan las capacidades funcionales de los polipéptidos de FGE. Tal como se usa en el
presente documento, una “sustitucién de aminoacidos conservativa” se refiere a una sustitucién de aminoacidos que
no altera significativamente la estructura terciaria y/o actividad del polipéptido. Pueden prepararse variantes segun
métodos para alterar la secuencia del polipéptido conocidos para un experto habitual en la técnica, e incluyen los
que se encuentran en referencias que compilan tales métodos, por ejemplo Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
J. Sambrook, et al., eds., segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York,
1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York.
Variantes funcionalmente equivalentes a modo de ejemplo de los polipéptidos de FGE incluyen sustituciones de
aminoacidos conservativas de SEQ ID NO: 2. Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen sustituciones
realizadas entre aminoacidos dentro de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d) A, G; (e) S,
T, (HQ N;y(9) E, D.

Por tanto, se contemplan variantes funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE, es decir, variantes de
polipéptidos de FGE que conservan la funcién de los polipéptidos de FGE naturales. Se realizan normalmente
sustituciones de aminoacidos conservativas en la secuencia de aminoacidos de polipéptidos de FGE para producir
variantes funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE mediante alteracién de un acido nucleico que codifica
para polipéptidos de FGE (SEQ ID NO: 1, 3). Tales sustituciones pueden realizarse mediante una variedad de
métodos conocidos por un experto habitual en la técnica. Por ejemplo, pueden realizarse sustituciones de
aminoacidos mediante mutacién dirigida por PCR, mutagénesis dirigida al sitio segun el método de Kunkel (Kunkel,
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488-492, 1985), o mediante sintesis quimica de un gen que codifica para un
polipéptido de FGE. La actividad de fragmentos funcionalmente equivalentes de polipéptidos de FGE puede
someterse a prueba clonando el gen que codifica para el polipéptido de FGE alterado en un vector de expresion
bacteriano o de mamifero, introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el polipéptido de
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FGE alterado, y sometiendo a prueba para detectar una capacidad funcional de los polipéptidos de FGE tal como se
da a conocer en el presente documento (por ejemplo, actividad de generacién de C,-formilglicina, etc.).

La informacion proporcionada en el presente documento tiene varios usos, algunos de los cuales se describen en
otra parte en el presente documento. En primer lugar, permite el aislamiento de polipéptidos de FGE. Puede
utilizarse una variedad de metodologias bien conocidas por el experto en la técnica para obtener moléculas de FGE
aisladas. El polipéptido puede purificarse a partir de células que producen de manera natural el polipéptido mediante
medios cromatograficos o reconocimiento inmunolégico. Alternativamente, puede introducirse un vector de expresion
en células para provocar la produccion del polipéptido. En otro método, pueden microinyectarse transcritos de
ARNmM o introducirse de otro modo en células para provocar la produccién del polipéptido codificado. También puede
usarse la traduccion de ARNm de FGE en extractos libres de células tales como el sistema de lisado de reticulocitos
para producir polipéptidos de FGE. Los expertos en la técnica también pueden seguir facilmente métodos conocidos
para aislar polipéptidos de FGE. Incluyen, pero no se limitan a, inmunocromatografia, HPLC, cromatografia de
exclusién molecular, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de inmunoafinidad.

En determinadas realizaciones, pueden proporcionarse polipéptidos “negativos dominantes”, derivados de
polipéptidos de FGE. Un polipéptido negativo dominante es una variante inactiva de una proteina, que,
interaccionando con la maquinaria celular, desplaza a una proteina activa de su interaccion con la maquinaria celular
o compite con la proteina activa, reduciendo asi el efecto de la proteina activa. Por ejemplo, un receptor negativo
dominante que se une a un ligando pero que no transmite una sefal en respuesta a la unién del ligando puede
reducir el efecto bioldgico de la expresion del ligando. Asimismo, una cinasa cataliticamente inactiva negativa
dominante que interacciona normalmente con proteinas diana pero que no fosforila a las proteinas diana puede
reducir la fosforilacién de las proteinas diana en respuesta a una sefial celular. De manera similar, un factor de
transcripcion negativo dominante que se une a un sitio de promotor en la regiéon de control de un gen pero que no
aumenta la transcripcion del gen puede reducir el efecto de un factor de transcripcion normal ocupando sitios de
unién a promotor sin aumentar la transcripcion.

El resultado final de la expresion de un polipéptido negativo dominante en una célula es una reduccion de la funcion
de proteinas activas. Un experto habitual en la técnica puede evaluar la posibilidad de una variante negativa
dominante de una proteina, y usar técnicas de mutagénesis convencionales para crear uno o mas polipéptidos
variantes negativos dominantes. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 5.580.723 y Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. El experto en
la técnica puede someter entonces a prueba la poblacion de polipéptidos sometidos a mutagénesis para detectar
una disminucién de una actividad seleccionada y/o para detectar la conservacion de una actividad de este tipo. Otros
métodos similares para crear y someter a prueba variantes negativas dominantes de una proteina resultaran
evidentes para un experto en la técnica.

El aislamiento del ADNc de FGE también hace posible que el experto en la técnica diagnostique un trastorno
caracterizado por una expresion aberrante de FGE. Estos métodos suponen determinar la expresion del gen de
FGE, y/o polipéptidos de FGE derivados del mismo. En la primera situacion, tales determinaciones pueden llevarse a
cabo mediante cualquier ensayo de determinacion de acido nucleico convencional, incluyendo la reacciéon en cadena
de la polimerasa, o sometiendo a ensayo con sondas de hibridacién marcadas tal como se muestra a modo de
ejemplo a continuacién. En la ultima situacion, tal determinacion puede llevarse a cabo mediante cualquier ensayo
inmunolégico convencional usando, por ejemplo, anticuerpos que se unen a la proteina FGE secretada. Un trastorno
preferido que puede diagnosticarse es deficiencia multiple de sulfatasas.

Son Utiles agentes de union a péptido aislados que pueden ser, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos (“polipéptidos de unién”), que tienen la capacidad de unirse selectivamente a polipéptidos de FGE.
Anticuerpos incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales, preparados segun metodologia convencional. En
determinadas realizaciones, se excluyen agentes de unién (por ejemplo, anticuerpos) que se unen a los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos de SEQ ID NO: 4.

De manera significativa, tal como se conoce en la técnica, sélo una pequefa parte de una molécula de anticuerpo, el
paratopo, participa en la unién del anticuerpo a su epitopo (véase, en general, Clark, W.R. (1986) The Experimental
Foundations of Modern Immunology, Wiley & Sons, Inc., Nueva York; Roitt, L (1991) Essential Immunology, 72 ed.,
Blackwell Scientific Publications, Oxford). Las regiones pFc’ y Fc, por ejemplo, son efectores de la cascada del
complemento pero no participan en la unién a antigeno. Un anticuerpo del que se ha escindido enzimaticamente la
regiéon pFc’, o que se ha producido sin la region pFc’, denominado fragmento F(ab’)z, conserva ambos sitios de union
a antigeno de un anticuerpo intacto. De manera similar, un anticuerpo del que se ha escindido enzimaticamente la
region Fc, o que se ha producido sin la regién Fc, denominado fragmento Fab, conserva uno de los sitios de unién a
antigeno de una molécula de anticuerpo intacta. Avanzando adicionalmente, los fragmentos Fab consisten en una
cadena ligera de anticuerpo unida covalentemente y una parte de la cadena pesada de anticuerpo denominada Fd.
Los fragmentos Fd son los determinantes principales de la especificidad de anticuerpo (un fragmento Fd individual
puede estar asociado con hasta diez cadenas ligeras diferentes si alterar la especificidad de anticuerpo) y los
fragmentos Fd conservan capacidad de unidon a epitopo en aislamiento.
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Dentro de la parte de unidén a antigeno de un anticuerpo, tal como se conoce bien en la técnica, hay regiones
determinantes de complementariedad (CDR), que interaccionan directamente con el epitopo del antigeno, y regiones
de entramado (FR), que mantienen la estructura terciaria del paratopo (véase, en general, Clark, 1986; Roitt, 1991).
Tanto en el fragmento Fd de cadena pesada como en la cadena ligera de inmunoglobulinas IgG, hay cuatro regiones
de entramado (de FR1 a FR4) separadas respectivamente por tres regiones determinantes de complementariedad
(de CDR1 a CDR3). Las CDR, y en particular las regiones CDR3, y mas particularmente la CDR3 de cadena
pesada, son ampliamente responsables de la especificidad del anticuerpo.

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

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

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

La presentacion en fagos puede ser particularmente eficaz en la identificacion de péptidos de unién utiles. En
resumen, se prepara una biblioteca de fagos (usando por ejemplo fago m13, fd, o lambda), que presentan insertos
de desde 4 hasta aproximadamente 80 residuos de aminoacido usando procedimientos convencionales. Los insertos
pueden representar, por ejemplo, una matriz completamente degenerada o sesgada. Entonces pueden
seleccionarse insertos que llevan fago que se unen al polipéptido de FGE o un complejo de FGE y una pareja de
union. Este proceso puede repetirse a lo largo de varios ciclos de reseleccion de fago que se une al polipéptido de
FGE o complejo. Ciclos repetidos conducen a un enriquecimiento de fago que lleva secuencias particulares. Puede
realizarse un analisis de secuencia de ADN para identificar las secuencias de los polipéptidos expresados. Puede
determinarse la parte lineal minima de la secuencia que se une al polipéptido de FGE o complejo. Puede repetirse el
procedimiento usando una biblioteca sesgada que contiene insertos que contienen una parte o la totalidad de la
parte lineal minima mas uno o mas residuos degenerados adicionales en sentido 5’ o en sentido 3’ de la misma.
También pueden usarse métodos de seleccion de dos hibridos de levadura para identificar polipéptidos que se unen
a los polipéptidos de FGE. Por tanto, los polipéptidos de FGE, o un fragmento de los mismos, o complejos de FGE y
una pareja de unioén, pueden usarse para examinar bibliotecas de péptidos, incluyendo bibliotecas de presentacion
en fagos, para identificar y seleccionar parejas de unién a péptidos de los polipéptidos de FGE. Tales moléculas
pueden usarse, tal como se describe, para ensayos de seleccion, para protocolos de purificacion, para interferir
directamente con el funcionamiento de FGE y para otros fines que resultaran evidentes para los expertos habituales
en la técnica.

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

Pueden proporcionarse métodos para medir el nivel de expresion de FGE en un sujeto. Esto puede realizarse
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obteniendo en primer lugar una muestra de prueba del sujeto. La muestra de prueba puede ser tejido o liquido
bioldgico. Los tejidos incluyen cerebro, corazén, suero, mama, colon, vejiga, Utero, prostata, estdmago, testiculos,
ovario, pancreas, glandula pituitaria, glandula suprarrenal, glandula tiroidea, glandula salivar, glandula mamaria,
riidn, higado, intestino, bazo, timo, vasos sanguineos, médula 6sea, traquea y pulmén. En determinadas
realizaciones, las muestras de prueba se originan de tejidos del corazén y vasos sanguineos, y los liquidos
bioldgicos incluyen sangre, saliva y orina. Pueden usarse técnica tanto invasivas como no invasivas para obtener
tales muestras y estan bien documentadas en la técnica. A nivel molecular pueden usarse tanto PCR como
transferencia de tipo Northern para determinar el nivel de ARNm de FGE usando productos descritos en el presente
documento, y protocolos bien conocidos en la técnica que se encuentran en referencias que compilan tales métodos.
A nivel de proteina, puede determinarse la expresiéon de FGE usando sueros anti-FGE o bien policlonales o bien
monoclonales en combinaciéon con ensayos inmunolégicos convencionales. Los métodos preferidos compararan el
nivel medido de expresion de FGE de la muestra de prueba con un control. Un control puede incluir una cantidad
conocida de una sonda de acido nucleico, un epitopo de FGE (tal como un producto de expresién de FGE), o una
muestra de prueba similar de un sujeto con un nivel de control o “normal” de expresion de FGE.

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

La informacion proporcionada en el presente documento también es util en la generacion de animales transgénicos
no humanos. Tal como se usa en el presente documento, “animales transgénicos no humanos” incluyen animales no
humanos que tienen una o mas moléculas de acido nucleico exégenas incorporadas en células de linea germinal y/o
células somaticas. Por tanto, los animales transgénicos incluyen animales “deficientes” que tienen una alteracion de
genes homocigoéticos o heterocigéticos mediante recombinacién homdloga, animales que tienen vectores de
expresion incorporados de manera episomal o cromosomica, etc. Pueden prepararse animales deficientes mediante
recombinacién homologa usando células madre embrionarias tal como se conoce bien en la técnica. La
recombinacion puede facilitarse usando, por ejemplo, el sistema cre/lox u otros sistemas de recombinasa conocidos
por un experto habitual en la técnica. En determinadas realizaciones, el propio sistema de recombinasa se expresa
de manera condicionada, por ejemplo, en determinados tejidos o tipos de célula, en determinados estadios de
desarrollo embrionario o posembrionario, se induce mediante la adicién de un compuesto que aumenta o disminuye
la expresion, y similares. En general, los vectores de expresion condicionados usados en tales sistemas usan una
variedad de promotores que confieren el patron de expresion génica deseado (por ejemplo, temporal o espacial).
También pueden unirse operativamente promotores condicionados a moléculas de acido nucleico de FGE para
aumentar la expresion de FGE de una manera regulada o condicionada. También pueden unirse operativamente
reguladores negativos que actiian en trans de la actividad o expresion de FGE a un promotor condicionado tal como
se describié anteriormente. Tales reguladores que actuan en trans incluyen moléculas de acidos nucleicos de FGE
antisentido, moléculas de acido nucleico que codifican para moléculas de FGE negativas dominantes, moléculas de
ribozima especificas para acidos nucleicos de FGE, y similares. Los animales transgénicos no humanos son Utiles
en experimentos dirigidos a someter a prueba los efectos bioquimicos o fisioldgicos de productos de diagndstico o
productos terapéuticos para detectar estados caracterizados por una expresién de FGE aumentada o disminuida.
Otros usos resultaran evidentes para un experto habitual en la técnica.

También se contempla la terapia génica. El procedimiento para realizar terapia génica ex vivo se explica en la
patente estadounidense 5.399.346 y en documentos presentados en la historia de presentacion de esa patente,
todos los cuales son documentos disponibles para el publico. En general, implica la introduccion in vitro de una copia
funcional de un gen en una(s) célula(s) de un sujeto que contiene(n) una copia defectuosa del gen, y devolver la(s)
célula(s) modificada(s) mediante ingenieria genética al sujeto. La copia funcional del gen esta bajo el control
operativo de elementos reguladores que permiten la expresion del gen en la(s) célula(s) modificada(s) mediante
ingenieria genética. Los expertos habituales en la técnica conocen bien numerosas técnicas de transfeccion y
transduccion asi como vectores de expresion apropiados, algunos de los cuales se describen en la solicitud PCT
WO95/00654. También se contempla la terapia génica in vivo usando vectores tales como adenovirus, retrovirus,
herpesvirus, y liposomas seleccionados como diana.

Pueden proporcionarse métodos eficaces de identificacion de agentes o compuestos de partida para agentes activos
a nivel de una funcién celular dependiente de FGE o fragmento de FGE. En particular, tales funciones incluyen
interaccion con otros polipéptidos o fragmentos. Generalmente, los métodos de seleccion suponen someter a
ensayo para detectar compuestos que interfieren con la actividad FGE (tal como actividad de generacién de C,-
formilglicina), aunque también pueden someterse a ensayo compuestos que potencian la actividad FGE de
generacion de C,-formilglicina usando los métodos de seleccion. Tales métodos pueden adaptarse para la seleccion
automatizada de alto rendimiento de compuestos. Indicaciones diana incluyen procesos celulares modulados por
FGE tales como actividad de generacién de C,-formilglicina.
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Se proporciona una amplia variedad de ensayos para agentes candidatos (farmacolégicos), incluyendo, ensayos de
union proteina-liando in vitro marcados, ensayos de desplazamiento de movilidad electroforética, inmunoensayos,
ensayos basados en células tales como selecciones de dos o tres hibridos, ensayos de expresion, etc. Los acidos
nucleicos transfectados pueden codificar, por ejemplo, para bibliotecas de péptidos combinatorias o bibliotecas de
ADNCc. En la técnica se conocen reactivos convenientes para tales ensayos, por ejemplo, proteinas de fusion de
GAL4. Un ensayo basado en células a modo de ejemplo implica transferir a una célula un acido nucleico que codifica
para un polipéptido de FGE fusionado a un dominio de unién a ADN de GAL4 y un acido nucleico que codifica para
un gen indicador operativamente unido a una region reguladora de expresion génica, tal como uno o mas sitios de
union a GAL4. La activacién de transcripcion de gen indicador se produce cuando el polipéptido de fusion de FGE e
indicador se une de tal manera que permite la transcripcion del gen indicador. Entonces se detectan agentes que
modulan una funcién celular mediada por polipéptido de FGE mediante un cambio en la expresion del gen indicador.
En la técnica se conocen métodos para determinar cambios en la expresion de un gen indicador.

Los fragmentos de FGE usados en los métodos, cuando no se producen mediante un acido nucleico transfectado,
se afaden a una mezcla de ensayo como un polipéptido aislado. Preferiblemente se producen polipéptidos de FGE
de manera recombinante, aunque tales polipéptidos pueden aislarse de extractos bioldgicos. Los polipéptidos de
FGE producidos de manera recombinante incluyen proteinas quiméricas que comprende una fusién de una proteina
FGE con otro polipéptido, por ejemplo, un polipéptido que puede proporcionar o potenciar la unién proteina-proteina,
union a acido nucleico especifica de secuencia (tal como GAL4), potenciar la estabilidad del polipéptido de FGE en
condiciones de ensayo, o proporcionar un resto detectable, tal como proteina verde fluorescente o epitopo Flag.

La mezcla de ensayo comprende una diana de unién a FGE intracelular natural que puede interaccionar con FGE.
Aunque pueden usarse dianas de union a FGE naturales, con frecuencia se prefiere usar partes (por ejemplo,
péptidos (véase por ejemplo, el péptido de SEQ ID NO: 33) o fragmentos de acido nucleico) o analogos (es decir,
agentes que imitan las propiedades de union a FGE de la diana de union natural para fines del ensayo) de la diana
de unién a FGE siempre que la parte o el analogo proporcione avidez y afinidad de unién al fragmento de FGE
medible en el ensayo.

La mezcla de ensayo también comprende un agente candidato. Normalmente, se aplica una pluralidad de mezclas
de ensayo en paralelo con diferentes concentraciones de agente para obtener una respuesta diferente a las diversas
concentraciones. Normalmente, una de esas concentraciones sirve como control negativo, es decir, a una
concentracion nula de agente o a una concentracion de agente por debajo de los limites de deteccion del ensayo.
Agentes candidatos abarcan numerosas clases quimicas, aunque normalmente son compuestos organicos.
Preferiblemente, los agentes candidatos son compuestos organicos pequefos, es decir, aquéllos que tienen un peso
molecular de mas de 50 pero menos de aproximadamente 2500, preferiblemente menos de aproximadamente 1000
y, mas preferiblemente, menos de aproximadamente 500. Agentes candidatos comprenden grupos quimicos
funcionales necesarios para interacciones estructurales con polipéptidos y/o acidos nucleicos, y normalmente
incluyen al menos un grupo amina, carbonilo, hidroxilo o carboxilo, preferiblemente al menos dos de los grupos
quimicos funcionales y mas preferiblemente al menos tres de los grupos quimicos funcionales. Los agentes
candidatos pueden comprender una estructura heterociclica o de carbono ciclica y/o estructuras aromaticas o
poliaromaticas sustituidas con uno o mas de los grupos funcionales identificados anteriormente. Los agentes
candidatos también pueden ser biomoléculas tales como péptidos, sacaridos, acidos grasos, esteroles, isoprenoides,
purinas, pirimidinas, derivados o analogos estructurales de los anteriores, o combinaciones de los mismos y
similares. Cuando el agente es un acido nucleico, el agente es normalmente una molécula de ADN o ARN, aunque
también se contemplan acidos nucleicos modificados tal como se define en el presente documento.

Los agentes candidatos se obtienen de una amplia variedad de fuentes incluyendo bibliotecas de compuestos
sintéticos o naturales. Por ejemplo, estan disponibles numerosos medios para la sintesis al azar y dirigida de una
amplia variedad de compuestos organicos y biomoléculas, incluyendo la expresién de oligonucleotidos
aleatorizados, bibliotecas combinatorias organicas sintéticas, bibliotecas de presentacion en fagos de péptidos al
azar y similares. Alternativamente, estan disponibles o pueden producirse faciimente bibliotecas de compuestos
naturales en forma de extractos bacterianos, fungicos, vegetales y animales. Adicionalmente, pueden modificarse
compuestos y bibliotecas naturales y producidas sintéticamente mediante medios quimicos, fisicos y bioquimicos
convencionales. Ademas, pueden someterse agentes conocidos (farmacoldgicos) a modificaciones quimicas
dirigidas o al azar tales como acilacion, alquilacién, esterificacion, amidificaciéon, etc. para producir analogos
estructurales de los agentes.

También puede incluirse una variedad de otros reactivos en la mezcla. Incluyen reactivos tales como sales,
tampones, proteinas neutras (por ejemplo, albumina), detergentes, etc. que pueden usarse para facilitar la unién
Optima proteina-proteina y/o proteina-acido nucleico. Un reactivo de este tipo también puede reducir las
interacciones no especificas o de fondo de los componentes de reaccion. También pueden usarse otros reactivos
que mejoran la eficacia del ensayo tales como proteasa, inhibidores, inhibidores de nucleasa, agentes
antimicrobianos y similares.

La mezcla de los materiales de ensayo anteriores se incuba en condiciones mediante las cuales, salvo por la
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presencia del agente candidato, el polipéptido de FGE se une especificamente a una diana de unién celular, una
parte de la misma o analogo de la misma. El orden de adicién de componentes, la temperatura de incubacion,
tiempo de incubacién, y otros parametros del ensayo pueden determinarse facilmente. Tal experimentacion implica
simplemente la optimizacién de los parametros del ensayo, no la composicion fundamental del ensayo. Las
temperaturas de incubacién son normalmente de entre 4°C y 40°C. Los tiempos de incubacién se minimizan
preferiblemente para facilitar una seleccion rapida de alto rendimiento, y son normalmente de entre 0,1 y 10 horas.

Tras la incubacion, se detecta la presencia o ausencia de unién especifica entre el polipéptido de FGE y una o0 mas
dianas de uniéon mediante cualquier método conveniente disponible para el usuario. Para ensayos de tipo de unién
libre de células, con frecuencia se usa una etapa de separacion para separar componentes unidos de no unidos. La
etapa de separacién puede lograrse de una variedad de maneras. Convenientemente, al menos uno de los
componentes se inmoviliza sobre un sustrato sélido, del que pueden separarse facilmente los componentes no
unidos. El sustrato sélido puede prepararse de una amplia variedad de materiales y en una amplia variedad de
formas, por ejemplo, placa de microtitulacion, microperla, tira reactiva, particula de resina, etc. El sustrato se elige
preferiblemente para relaciones sefal-ruido maximas, principalmente para minimizar la uniéon de fondo, asi como
para la facilidad de separacion y coste.

La separacion puede realizarse, por ejemplo, retirando una perla o tira reactiva de un depdsito, vaciando o diluyendo
un depdsito tal como un pocillo de placa de microtitulacion aclarando una perla, particula, columna cromatografica o
filtro con una disolucion de lavado o disolvente. La etapa de separacion incluye preferiblemente multiples aclarados
o lavados. Por ejemplo, cuando el sustrato sélido es una placa de microtitulacion, los pocillos pueden lavarse varias
veces con una disolucién de lavado, que incluye normalmente los componentes de la mezcla de incubacién que no
participan en uniones especificas tales como sales, tampdn, detergente, proteina no especifica, etc. Cuando el
sustrato solido es una perla magnética, las perlas pueden lavarse una o méas veces con una disolucion de lavado y
aislarse usando un iman.

Puede realizarse la deteccién de cualquier manera conveniente para ensayos basados en células tales como
selecciones de dos o tres hibridos. El transcrito resultante de un ensayo de transcripcion de gen indicador de
polipéptido de FGE que interacciona con una molécula diana codifica normalmente para un producto directa o
indirectamente detectable, por ejemplo, actividad p-galactosidasa, actividad luciferasa y similares. Para ensayos de
unién libres de células, uno de los componentes comprende habitualmente, o esta acoplado a, un marcador
detectable. Puede usarse una amplia variedad de marcadores, tales como los que proporcionan deteccion directa
(por ejemplo, radioactividad, luminiscencia, densidad éptica o electronica, etc.), o deteccion indirecta (por ejemplo,
etiqueta de epitopo tal como el epitopo FLAG, etiqueta enzimatica tal como peroxidasa del rabano, etc.). El
marcador puede unirse a una pareja de uniéon a FGE, o incorporarse en la estructura de la pareja de union.

Puede usarse una variedad de métodos para detectar el marcador, dependiendo de la naturaleza del marcador y
otros componentes del ensayo. Por ejemplo, el marcador puede detectarse mientras esta unido al sustrato sélido o
posteriormente a la separacion del sustrato solido. Pueden detectarse directamente marcadores mediante densidad
optica o electrénica, emisiones radioactivas, transferencias de energia no radiada, etc. o detectarse indirectamente
con conjugados de anticuerpo, conjugados de estreptavidina-biotina, etc. En la técnica se conocen bien métodos
para detectar los marcadores.

Pueden proporcionarse agentes de unién especificos para FGE, métodos de identificacion y preparacion de tales
agentes, y su uso en diagndstico, terapia y desarrollo farmacéutico. Por ejemplo los agentes farmacoldgicos
especificos para FGE son utiles en una variedad de aplicaciones de diagnéstico y terapéuticas, especialmente
cuando la enfermedad o el pronéstico de la enfermedad esta asociado con caracteristicas de unién a FGE alteradas
tales como en deficiencia multiple de sulfatasas. Agentes de unién especificos para FGE novedosos incluyen
anticuerpos especificos para FGE, receptores de superficie celular, y otros agentes de unidn naturales intracelulares
y extracelulares identificados con ensayos tales como selecciones de dos hibridos, y agentes de unién no naturales
intracelulares y extracelulares identificados en exploraciones de bibliotecas quimicas y similares.

En general, la especificidad de la unidon de FGE a una molécula especifica se determina mediante constantes de
equilibrio de unién. Las dianas que pueden unirse selectivamente a un polipéptido de FGE tienen preferiblemente
constantes de equilibrio de union de al menos aproximadamente 10" M", mas preferiblemente al menos
aproximadamente 108 M7, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 10° M. Puede usarse una amplia
variedad de ensayos basados en células y libres de células para demostrar la unién especifica para FGE. Ensayos
basados en células incluyen selecciones de uno, dos y tres hibridos, ensayos en los que se inhibe o se incrementa
la transcripcion mediada por FGE, etc. Ensayos libres de células incluyen ensayos de unién FGE-proteina,
inmunoensayos, etc. Otros ensayos Utiles para seleccionar agentes que se unen a polipéptidos de FGE incluyen
transferencia de energia de fluorescencia por resonancia (FRET), y analisis de desplazamiento de movilidad
electroforética (EMSA).

Puede proporcionarse un método para identificar un agente util en la modulacién de la actividad de generacion de

C,-formilglicina. El método implica (a) poner en contacto una molécula que tiene actividad de generacion de C,-
formilglicina con un agente candidato, (b) medir la actividad de generaciéon de C,-formilglicina de la molécula, y (c)
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comparar la actividad de generacion de C,-formilglicina medida de la molécula con un control para determinar si el
agente candidato modula la actividad de generacion de C,-formilglicina de la molécula, en el que la molécula es una
molécula de acido nucleico de FGE tal como se describe en el presente documento, o un producto de expresion de
la misma. “Poner en contacto” se refiere a poner en contacto tanto directo como indirecto una molécula que tiene
actividad de generacion de C,-formilglicina con el agente candidato. Poner en contacto “indirecto” significa que el
agente candidato ejerce su efecto sobre la actividad de generacion de C,-formilglicina de la molécula mediante un
tercer agente (por ejemplo, una molécula mensajera, un receptor, etc.). En determinadas realizaciones, el control es
la actividad de generacion de C,-formilglicina de la molécula medida en ausencia del agente candidato. Los métodos
de ensayo y agentes candidatos son tal como se describieron anteriormente en las realizaciones anteriores con
respecto a FGE.

Puede proporcionarse un método de diagnéstico de un trastorno caracterizado por una expresién aberrante de una
molécula de acido nucleico, un producto de expresién de la misma, o un fragmento de un producto de expresion de
la misma. El método implica poner en contacto una muestra bioldgica aislada de un sujeto con un agente que se une
especificamente a la molécula de acido nucleico, un producto de expresion de la misma, o un fragmento de un
producto de expresion de la misma, y determinar la interaccion entre el agente y la molécula de acido nucleico o el
producto de expresién como una determinacion del trastorno, en el que la molécula de acido nucleico es una
molécula de FGE tal como se describe en el presente documento. El trastorno es deficiencia mdltiple de sulfatasas.
Las mutaciones en el gen de FGE que provocan la expresion aberrante de moléculas de FGE da como resultado los
siguientes cambios de aminoacido en SEQ ID NO: 2: Met1Arg; Met1Val; Leu20Phe; Ser155Pro; Ala177Pro;
Cys218Tyr; Arg224Trp; Asn259De; Pro266Leu; Ala279Val; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys; Ala348Pro;
Arg349GiIn; Arg349Trp; Arg349Trp; Ser359Stop; o una combinacion de los mismos.

En el caso en el que la molécula es una molécula de acido nucleico, tales determinaciones pueden llevarse a cabo
mediante cualquier ensayo de determinacion de acido nucleico convencional, incluyendo la reaccion en cadena de la
polimerasa, o sometiendo a ensayo con sondas de hibridacidon marcadas tal como se muestra a modo de ejemplo en
el presente documento. En el caso en el que la molécula es un producto de expresion de la molécula de acido
nucleico, o un fragmento de un producto de expresion de la molécula de acido nucleico, tal determinaciéon puede
llevarse a cabo mediante cualquier ensayo inmunoldgico convencional usando, por ejemplo, anticuerpos que se
unen a cualquiera de los productos de expresion de polipéptido.

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

Pueden usarse kits novedosos para medir los niveles de los acidos nucleicos descritos en el presente documento, o
productos de expresion de los mismos.

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

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

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

“Agentes que modulan la expresion” de un acido nucleico o un polipéptido, tal como se usa en el presente
documento, se conocen en la técnica, y se refieren a acidos nucleicos sentido y antisentido, acidos nucleicos
negativos dominantes, anticuerpos frente a los polipéptidos, y similares. Cualquier agente que modula la expresion
de una molécula (y tal como se describe en el presente documento, modula su actividad) es util. En determinadas
realizaciones, el agente que modula la actividad de generacion de C,-formilglicina es una molécula de acido nucleico
aislada (por ejemplo, un acido nucleico de SEQ ID NO: 3). En realizaciones importantes, el agente que modula la
actividad de generacion de C,-formilglicina es un péptido (por ejemplo, un péptido de SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, el agente que modula la actividad de generacién de C,-formilglicina es un acido nucleico sentido.

Puede proporcionarse un método para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en un sujeto. El
método implica administrar una molécula de acido nucleico de FGE aislada descrita en el presente documento, y/o
un producto de expresion de la misma, a un sujeto, en una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacion
de C,-formilglicina en el sujeto.

Puede proporcionarse un método para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en una célula. El
método implica poner en contacto la célula con una molécula de acido nucleico aislada (por ejemplo, un acido
nucleico de SEQ ID NO: 1), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un péptido de SEQ ID NO: 2), en
una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en la célula. En realizaciones
importantes, el método implica activar el gen de FGE enddgeno para aumentar la actividad de generacion de C,-
formilglicina en la célula.

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

En general, la secuencia de expresion génica incluira, seglin sea necesario, secuencias no transcritas en 5 y no
traducidas en 5’ que participan en la iniciacidn de la transcripcidn y traduccion, respectivamente, tales como una caja
TATA, secuencia de ocupacion, secuencia CAAT y similares. Especialmente, tales secuencias no transcritas en 5’
incluiran una region promotora que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional de acido nucleico
operativamente unido. Las secuencias de expresion génica incluyen opcionalmente secuencias potenciadoras o
secuencias activadoras en sentido 5’ segun se desee.
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Preferiblemente, cualquiera de las moléculas de acido nucleico de FGE descritas en el presente documento esta
unida a una secuencia de expresion génica que permite la expresion de la molécula de acido nucleico en una célula
de un linaje celular especifico, por ejemplo, una neurona. Una secuencia que permite la expresion de la molécula de
acido nucleico en una célula tal como una neurona, es una que es selectivamente activa en un tipo celular de este
tipo, provocando asi la expresién de la molécula de acido nucleico en esas células. El promotor de sinapsina 1, por
ejemplo, puede usarse para expresar cualquiera de las moléculas de acido nucleico anteriores de la invencién en
una neurona; y el promotor del gen del factor de von Willebrand, por ejemplo, puede usarse para expresar una
molécula de acido nucleico en una célula endotelial vascular. Los expertos habituales en la técnica podran identificar
facilmente promotores alternativos que pueden expresar una molécula de acido nucleico en cualquiera de las células
preferidas.

Se dice que la secuencia de acido nucleico y la secuencia de expresidon génica estan “operativamente unidas”
cuando estan unidas covalentemente de tal manera que se coloca la transcripcion y/o traduccion de la secuencia
codificante de acido nucleico (por ejemplo, en el caso de FGE, SEQ ID NO: 3) bajo la influencia o el control de la
secuencia de expresion génica. Si se desea que la secuencia de acido nucleico se traduzca en una proteina
funcional, se dice que dos secuencias de ADN estan operativamente unidas si la induccion de un promotor en la
secuencia de expresion génica en 5 da como resultado la transcripcion de la secuencia de acido nucleico y si la
naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introduccién de una mutacion de
cambio de marco, (2) interfiere con la capacidad de la regiéon promotora para dirigir la transcripcion de la secuencia
de acido nucleico, y/o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente para traducirse en una
proteina. Por tanto, una secuencia de expresion génica estard operativamente unida a una secuencia de &cido
nucleico si la secuencia de expresién génica puede realizar la transcripcidon de esa secuencia de acido nucleico de
tal manera que el transcrito resultante pueda traducirse en la proteina o polipéptido deseado.

Las moléculas descritas en el presente documento pueden suministrarse a los tipos de célula preferidos solas o en
asociacion con un vector (véase también la explicacidon anterior sobre vectores). En su sentido mas amplio (y de
manera coherente con la descripcién de vectores de expresion y de direccionamiento en otra parte en el presente
documento), un “vector” es cualquier vehiculo que puede facilitar: (1) el suministro de una molécula a una célula
diana y/o (2) la captacion de la molécula por una célula diana. Preferiblemente, los vectores de suministro
transportan la molécula al interior de la célula diana con degradacion reducida con respecto al grado de degradacion
que resultaria en ausencia del vector. Opcionalmente, puede fijarse un “ligando de direccionamiento” al vector para
suministrar selectivamente el vector a una célula que expresa sobre su superficie el receptor relacionado para el
ligando de direccionamiento. De esta manera, el vector (que contiene un acido nucleico o una proteina) puede
suministrarse selectivamente a una neurona. Metodologias para el direccionamiento incluyen conjugados, tales
como los descritos en la patente estadounidense 5.391.723 concedida a Priest. Otro ejemplo de un vehiculo de
direccionamiento bien conocido es un liposoma. Hay liposomas comercialmente disponibles de Gibco BRL. Estan
publicados numerosos métodos para preparar liposomas de direccionamiento.

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

Un virus particularmente preferido para determinadas aplicaciones es el virus adenoasociado, un virus de ADN
bicatenario. El virus adenoasociado puede infectar una amplia gama de tipos de células y especies y puede
disefiarse mediante ingenieria para ser deficiente para la replicacion. Ademas tiene ventajas, tales como estabilidad
al calor y disolventes lipidicos, altas frecuencias de transduccion en células de diversos linajes, incluyendo células
hematopoyéticas, y falta de inhibicidon de superinfeccion permitiendo por tanto multiples series de transducciones. Se
notifica que el virus adenoasociado puede integrarse en el ADN celular humano de una manera especifica del sitio,
minimizando asi la posibilidad de mutagénesis por insercidon y variabilidad de la expresion del gen insertado.
Ademas, se ha realizado un seguimiento de infecciones por virus adenoasociado de tipo natural en cultivo tisular
durante mas de 100 pasos en ausencia de presion selectiva, lo que supone que la integracion genoémica del virus
adenoasociado es un acontecimiento relativamente estable. El virus adenoasociado también puede funcionar de una
manera extracromosomica.

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

Otro vector retroviral preferido es el vector derivado de virus de leucemia murina de Moloney, tal como se describe
Nabel, E.G., et al., Science, 1990, 249:1285-1288. Se notifica que estos vectores fueron eficaces para el suministro
de genes a las tres capas de la pared arterial, incluyendo la media. Otros vectores preferidos se dan a conocer en
Flugelman, et al., Circulation, 1992, 85:1110-1117. Vectores adicionales que son utiles para suministrar moléculas
se describen en la patente estadounidense n.° 5.674.722 de Mulligan, et al.

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

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

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

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

En una realizacién particular, el vehiculo preferido es un implante o microparticula biocompatible que es adecuado
para su implantacion en el receptor mamifero. Implantes bioerosionables a modo de ejemplo que son utiles segun
este método se describen en la solicitud internacional PCT n.° PCT/LUS/03307 (publicacién n.° WO 95/24929,
titulada “Polymeric Gene Delivery System”, que reivindica prioridad de la solicitud de patente estadounidense con n.°
de serie 213.668, presentada el 15 de marzo de 1994). El documento PCT/US/0307 describe una matriz polimérica
biocompatible, preferiblemente biodegradable para contener un gen exégeno bajo el control de un promotor
apropiado. La matriz polimérica se usa para lograr un pliegue sostenido del gen exdégeno en el paciente. Los acidos
nucleicos descritos en el presente documento pueden encapsularse o dispersarse dentro de la matriz polimérica
biocompatible, preferiblemente biodegradable dada a conocer en el documento PCT/US/03307. La matriz polimérica
esta preferiblemente en forma de una microparticula tal como una microesfera (en la que un acido nucleico se
dispersa por la totalidad de una matriz polimérica sélida) o una microcapsula (en la que un acido nucleico esta
almacenado en el nucleo de una carcasa polimérica). Otras formas de matriz polimérica para contener los acidos
nucleicos incluyen peliculas, recubrimientos, geles, implantes y endoprotesis. El tamafio y la composicion del
dispositivo de matriz polimérica se seleccionan para dar como resultado una cinética de liberacién favorable en el
tejido en el que se implanta el dispositivo de matriz. El tamafio del dispositivo de matriz polimérica se selecciona
ademas segun el método de suministro que va a usarse, normalmente inyeccién en un tejido o administracion de
una suspension mediante aerosol en las zonas nasal y/o pulmonar. La composicion de matriz polimérica puede
seleccionarse para que tenga tanto tasas de degradaciéon favorables como también para estar formada por un
material que es bioadhesivo, para aumentar adicionalmente la eficacia de transferencia cuando se administra el
dispositivo a una superficie vascular. La composicion de matriz también puede seleccionarse para no degradarse,
sino mas bien liberar mediante difusion a lo largo de un periodo de tiempo extendido.
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Pueden usarse matrices poliméricas tanto biodegradables como no biodegradables para suministrar los acidos
nucleicos al sujeto. Se prefieren matrices biodegradables. Tales polimeros pueden ser polimeros naturales o
sintéticos. Se prefieren polimeros sintéticos. El polimero se selecciona basandose en el periodo de tiempo a lo largo
del cual se desea la liberacion, generalmente en el orden de algunas horas a un afio o mas. Normalmente, la
liberacion a lo largo de un periodo que oscila entre algunas horas y de tres a doce meses es lo mas deseable. El
polimero esta opcionalmente en forma de un hidrogel que puede absorber hasta aproximadamente el 90% de su
peso en agua y mas, opcionalmente esta reticulado con iones de multiples valencias u otros polimeros.

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

Ejemplos de polimeros no biodegradables incluyen etileno-acetato de vinilo, poli(acido (met)acrilico), poliamidas,
copolimeros y mezclas de los mismos.

Ejemplos de polimeros biodegradables incluyen polimeros sintéticos tales como polimeros de acido lactico y acido
glicélico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, poliuretanos, poli(acido butirico), poli(acido valérico), y poli(lactida-co-
caprolactona), y polimeros naturales tales como alginato y otros polisacaridos incluyendo dextrano y celulosa,
colageno, derivados quimicos de los mismos (sustituciones, adiciones de grupos quimicos, por ejemplo, alquilo,
alquileno, hidroxilaciones, oxidaciones y otras modificaciones realizadas de manera rutinaria por los expertos en la
técnica), albumina y otras proteinas hidréfilas, zeina y otras prolaminas y proteinas hidrofobas, copolimeros y
mezclas de los mismos. En general, estos materiales se degradan o bien mediante hidrdlisis enzimatica o bien
mediante exposicién a agua in vivo, mediante erosién superficial o en masa.

Polimeros bioadhesivos de interés particular incluyen hidrogeles bioerosionables descritos por H.S. Sawhney, C.P.
Pathak y J.A. Hubell en Macromolecules, 1993, 26, 581-587, cuyas ensefianzas se incorporan en el presente
documento, poli(acidos hialurénicos), caseina, gelatina, glutina, polianhidridos, poli(acido acrilico), alginato,
quitosano, poli(metacrilatos de metilo), poli(metacrilatos de etilo), poli(metacrilato de butilo), poli(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) y poli(acrilato de octadecilo). Por
tanto, puede proporcionarse lo siguiente: una composicion de las moléculas descritas anteriormente para su uso
como medicamento, métodos para preparar el medicamento y métodos para la liberacion sostenida del
medicamento in vivo.

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

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

Pueden proporcionarse métodos para aumentar la actividad sulfatasa en una célula. Tales métodos implican poner
en contacto una célula que expresa una sulfatasa con una molécula de acido nucleico aislada tal como se describe
en el presente documento (por ejemplo, una molécula de acido nucleico aislada tal como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-8, una molécula de acido nucleico de FGE que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73,75, 77 y 80-87), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un polipéptido tal como se reivindica en
las reivindicaciones 11-15, 19, 20, o un péptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en la
SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 y 78), en una cantidad eficaz para
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aumentar la actividad sulfatasa en la célula. “Aumentar” la actividad sulfatasa, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a aumentar la afinidad por, y/o conversion de, el sustrato especifico para la sulfatasa,
normalmente el resultado de un aumento en la formacion de FGly en la molécula de sulfatasa. En una realizacion, la
célula expresa una sulfatasa a niveles superiores a los de células de tipo natural. Por “aumentar la actividad
sulfatasa en una célula” también se refiere a aumentar la actividad de una sulfatasa que se secreta por la célula. La
célula puede expresar una sulfatasa endoégena y/o exdgena. Dicho poner en contacto la molécula de FGE también
se refiere a activar el gen de FGE enddgeno de las células. En realizaciones importantes, se activa la sulfatasa
enddgena. En determinadas realizaciones, la sulfatasa es iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina
6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D,
arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1. HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y/o HSulf-6. En
determinadas realizaciones la célula es una de mamifero.

Puede proporcionarse una composicién farmacéutica. La composicién puede comprender una sulfatasa que se
produce por una célula, en una cantidad farmacéuticamente eficaz para tratar una deficiencia de sulfatasa, y un
portador farmacéuticamente aceptable. En el presente documento dicha célula se ha puesto en contacto con un
agente que comprende una molécula de acido nucleico aislada tal como se describe en el presente documento (por
ejemplo, tal como se reivindica en las reivindicaciones 1-8, o un acido nucleico tal como se reivindica en las
reivindicaciones 1-8, o una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste
enla SEQ ID NO: 1, 3, 4, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 y 80-87), o un producto de
expresion de la misma (por ejemplo, un péptido seleccionado del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2, 5, 46, 48,
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76 y 78). En realizaciones importantes, la sulfatasa se expresa a
niveles superiores que en células normales/control.

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

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

Los métodos son utiles en el tratamiento tanto agudo como profilactico de cualquiera de los estados anteriores. Tal
como se usa en el presente documento, un tratamiento agudo se refiere al tratamiento de sujetos que tienen un
estado particular. El tratamiento profilactico se refiere al tratamiento de sujetos con riesgo de tener el estado, pero
que actualmente no tienen o experimentan los sintomas del estado.

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

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

Tal como se describe en el presente documento, pueden administrarse agentes terapéuticos en cantidades eficaces

para tratar cualquiera de las deficiencias de sulfatasa anteriores. En general, una cantidad eficaz es cualquier
cantidad que puede provocar un cambio beneficioso en un tejido deseado de un sujeto. Preferiblemente, una
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cantidad eficaz es la cantidad suficiente para provocar un cambio fenotipico favorable en un estado particular tal
como una reduccion, alivio o eliminacion de un sintoma o de un estado en su totalidad.

En general, una cantidad eficaz es la cantidad de una preparacién farmacéutica que sola, o junto con dosis
adicionales, produce la respuesta deseada. Esto puede suponer sélo ralentizar la progresién del estado
temporalmente, aunque mas preferiblemente, implica detener la progresion del estado permanentemente o retrasar
la aparicion de, o prevenir que se produzca, el estado. Esto puede monitorizarse mediante métodos rutinarios.
Generalmente, las dosis de compuestos activos seran de desde aproximadamente 0,01 mg/kg al dia hasta
1000 mg/kg al dia. Se espera que dosis que oscilan entre 50 [1g y 500 mg/kg seran adecuadas, preferiblemente por
via oral y en una o varias administraciones al dia.

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

Los agentes descritos en el presente documento pueden combinarse, opcionalmente, con un portador
farmacéuticamente aceptable para formar una preparaciéon farmacéutica. La expresion “portador farmacéuticamente
aceptable” tal como se usa en el presente documento significa una o mas cargas, diluyentes o sustancias
encapsulantes sélidas o liquidas compatibles, que son adecuadas para su administracion en un ser humano. El
término “portador” representa un componente organico o inorganico, natural o sintético, con el que se combina el
principio activo para facilitar la aplicacién. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también pueden
estar entremezclados con las moléculas descritas en el presente documento, y entre si, de una manera tal que no
hay interaccion que afectaria sustancialmente a la eficacia farmacéutica deseada. En algunos aspectos, las
preparaciones farmacéuticas comprenden un agente tal como se describe en el presente documento en una
cantidad eficaz para tratar un trastorno.

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

Hay una variedad de vias de administracion disponibles. El modo particular seleccionado dependera, por supuesto,
del farmaco particular seleccionado, la gravedad del estado que esta tratandose y la dosificacion requerida para la
eficacia terapéutica. Los métodos descritos en el presente documento, de manera general, pueden ponerse en
practica usando cualquier modo de administracion que es médicamente aceptable, lo que significa cualquier modo
que produce niveles eficaces de los compuestos activos sin provocar efectos adversos clinicamente inaceptables.
Tales modos de administracion incluyen vias oral, rectal, topica, nasal, intradérmica, transdérmica o parenteral. El
término “parenteral” incluye subcutaneo, intravenoso, intraomental, intramuscular o infusién. Las vias intravenosa o
intramuscular no son particularmente adecuadas para profilaxis y terapia a largo plazo. Como ejemplo, pueden
formularse composiciones farmacéuticas para el tratamiento agudo de sujetos que tienen una cefalea de tipo
migrafia de una variedad de formas diferentes y para una variedad de modos de administracion incluyendo
comprimidos, capsulas, polvos, supositorios, inyecciones y pulverizaciones nasales.

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

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

Las composiciones adecuadas para su administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacion

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

Puede proporcionarse un método para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en una célula. El
método implica poner en contacto la célula con una molécula de acido nucleico aislada (por ejemplo, un acido
nucleico de SEQ ID NO: 1), o un producto de expresion de la misma (por ejemplo, un péptido de SEQ ID NO: 2), en
una cantidad eficaz para aumentar la actividad de generacion de C,-formilglicina en la célula. En realizaciones
importantes, el método implica activar el gen de FGE enddgeno para aumentar la actividad de generacion de C,-
formilglicina en la célula. En algunas realizaciones, la puesta en contacto se realiza en condiciones que permiten la
entrada de una molécula en la célula.

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

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

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

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

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

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

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

Puede usarse una técnica de hibridacién convencional de tecnologia de micromatrices para evaluar patrones de
expresion de acido nucleico e identificar la expresién de acido nucleico. La tecnologia de micromatriz, que también
se conoce por otros nombres incluyendo: tecnologia de chip de ADN, tecnologia de chip génico y tecnologia de red
de acido nucleico en fase solida, la conocen bien los expertos habituales en la técnica y se basa en, pero no se
limita a, obtener una matriz de sondas de acido nucleico identificadas (por ejemplo, moléculas descritas en otra parte
en el presente documento tales como de FGE, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-
sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D,
arilsulfatasa E, arilsulfatasa P, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5, y/o HSulf-6) sobre un
sustrato fijo, marcar moléculas diana con moléculas indicadoras (por ejemplo, etiquetas radioactivas,
quimioluminiscentes o fluorescentes tales como fluoresceina, Cye3-dLTTP o Cye5-dUTP), hibridar acidos nucleicos
diana con las sondas, y evaluar la hibridacién diana-sonda. En general, una sonda con una secuencia de acido
nucleico que corresponde perfectamente con la secuencia diana dara como resultado la deteccién de una sefial de
molécula indicadora mas fuerte que sondas con correspondencias menos perfectas. Se presentan muchos
componentes y técnicas usadas en la tecnologia de micromatriz de acido nucleico en The Chipping Forecast, Nature
Genetics, Vol. 21, enero de 1999.

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

En una realizacién, puede recubrirse el sustrato de micromatriz con un compuesto para potenciar la sintesis de la
sonda sobre el sustrato. Tales compuestos incluyen, pero no se limitan a, oligoetilenglicoles. En otra realizacion,
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pueden usarse grupos o agentes de acoplamiento sobre el sustrato para unir covalentemente el primer nucleétido u
olignucledtido al sustrato. Estos agentes o grupos pueden incluir, pero no se limitan a: grupos amino, hidroxilo,
bromo y carboxilo. Estos grupos reactivos se fijan preferiblemente al sustrato mediante un radical hidrocarbilo tal
como un radical divalente alquileno o fenileno, ocupandose una posicién de valencia por la unién a la cadena y
fijandose la restante a los grupos reactivos. Estos grupos hidrocarbilo pueden contener hasta aproximadamente diez
atomos de carbono, preferiblemente hasta aproximadamente seis atomos de carbono. Habitualmente se prefieren
radicales alquileno que contienen de dos a cuatro atomos de carbono en la cadena principal. Estos y otros detalles
del procedimiento se dan a conocer, por ejemplo, en la patente estadounidense 4.458.066.

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

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

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

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

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

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

El uso de cualquiera de los métodos de micromatriz anteriores para determinar la expresiéon de acidos nucleicos
relacionados con una enfermedad de deficiencia de sulfatasa puede realizarse con métodos rutinarios conocidos por

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380 147 T3

los expertos habituales en la técnica y la expresion determinada mediante métodos de medicion de proteinas puede
correlacionarse con niveles predeterminados de un marcador usado como método de prondstico para seleccionar
estrategias de tratamiento para pacientes con enfermedad de deficiencia de sulfatasa.

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

Una “sulfatasa con expresién aumentada”, tal como se usa en el presente documento, se refiere normalmente a
expresion aumentada de una sulfatasa y/o su polipéptido codificado en comparaciéon con un control. La expresion
aumentada se refiere a aumentar (es decir, hasta un grado detectable) la replicacion, transcripcion y/o traduccion de
cualquiera de los &cidos nucleicos de sulfatasa (acidos nucleicos de sulfatasa tal como se describe en otra parte en
el presente documento), ya que la regulacién por incremento de cualquiera de esos procesos da como resultado un
aumento de la concentracién/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico). Esto puede lograrse
usando varios métodos conocidos en la técnica, también descritos en otra parte en el presente documento, tal como
transfeccion de una célula con el ADNc de sulfatasa, y/o ADN gendmico que abarca el locus de sulfatasa, activacion
del gen de sulfatasa endégeno colocando, por ejemplo, un elemento promotor fuerte en sentido 5’ del locus
genomico del gen de sulfatasa endégeno usando recombinacion homdloga (véase, por ejemplo, la tecnologia de
activacion génica descrita en detalle en las patentes estadounidenses n.”® 5.733.761, 6.270.989 y 6.565.844), etc.
Un control tipico sera una célula idéntica transfectada con un(os) plasmido(s) vector(es). Potenciar (0o aumentar) la
actividad sulfatasa también se refiere a prevenir o inhibir la degradacién de sulfatasa (por ejemplo, mediante
ubiquitinizacion aumentada), regulacion por disminucion, etc., dando como resultado, por ejemplo, ti2 (semivida) de
molécula de sulfatasa aumentada o estable en comparacion con un control. Regulacién por disminucién o expresion
disminuida se refiere a expresion disminuida de un gen y/o su polipéptido codificado. La regulacién por incremento o
regulacién por disminucidon de la expresidon génica puede determinarse directamente detectando un aumento o
disminucion, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen (por ejemplo, una sulfatasa), o el nivel de expresion
de proteina del polipéptido codificado por el gen, usando cualquier medio adecuado conocido en la técnica, tal como
hibridacion de acido nucleico o métodos de deteccidon de anticuerpos, respectivamente, y en comparacion con
controles. La regulacion por incremento o regulacién por disminucion de expresion de genes de sulfatasa también
puede determinarse indirectamente detectando un cambio en la actividad sulfatasa.

De manera similar, una “enzima generadora de formilglicina con una expresién aumentada”, tal como se usa en el
presente documento, se refiere normalmente a expresion aumentada de un acido nucleico de FGE y/o su polipéptido
codificado en comparacién con un control. Expresion aumentada se refiere a aumentar (es decir, hasta un grado
detectable) la replicacion, transcripcion y/o traduccion de cualquiera de los acidos nucleicos de FGE (tal como se
describe en otra parte en el presente documento), ya que la regulacién por incremento de cualquiera de esos
procesos da como resultado un aumento de la concentracion/cantidad del polipéptido codificado por el gen (acido
nucleico). Esto puede lograrse usando los métodos descritos anteriormente (para las sulfatasas), y en otra parte en
el presente documento.

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

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

La invencion se entendera mas completamente mediante referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, se
pretende que estos ejemplos ilustren meramente las realizaciones de la invencion y no deben interpretarse como

33



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380 147 T3

limitativos del alcance de la invencion.
Ejemplos
Ejemplo 1:

La deficiencia multiple de sulfatasas est4 producida por mutaciones en el gen que codifica para la enzima
generadora de Ca-formilglicina (FGE) humana

Procedimientos experimentales

Materiales y métodos

Ensayo in vitro para FGE

Para monitorizar la actividad FGE, se us6 el péptido P23 de 23-meros N-acetilado y C-amidado
(MTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRS) (SEQ ID NO: 33) como sustrato. Se monitorizé la conversiéon del residuo de
cisteina en la posicion 11 en FGly mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Se prepar6 una disolucion madre
6 uM de P23 en acetonitrilo al 30% y acido trifluoroacético al 0,1% (TFA). En condiciones normales, se incubaron 6
pmol de P23 a 37°C con hasta 10 ul de enzima en un volumen final de 30 ul de Tris/HCI 50 mM, pH 9,0, que
contenia NaCl 67 mM, CaCl; 15 uM, DTT 2 mM, y albumina sérica bovina 0,33 mg/ml. Para detener la reaccion
enzimatica, se afiadieron 1,5 ul de TFA al 10%. Entonces P23 se uni6 a ZipTip C18 (Millipore), se lavé con TFA al
0,1% y se eluyé en 3 ul de acetonitrilo al 50%, TFA al 0,1%. Se mezclaron 0,5 pl del eluato con 0,5 ul de disolucién
de matriz (acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico 5 mg/ml (Bruker Daltonics, Billerica, MA) en acetonitrilo al 50%, TFA al
0,1%) en una diana de acero inoxidable. Se realizé la espectrometria de masas MALDI-TOF con un espectrometro
Reflex Il (Bruker Daltonics) usando reflectrén y energia laser justo antes del umbral de desorcion/ionizacion. Todos
los espectros fueron promedios de 200-300 disparos de varios puntos en la diana. Se calibré el eje de masas
usando péptidos de masas moleculares que oscilaban entre 1000 y 3000 Da como patrones externos. MH*
monoisotropico de P23 es 2526,28 y del producto que contiene FGly, 2508,29. Se calculé la actividad (pmol de
producto / h) partiendo de la base de la altura pico del producto divido por la suma de las alturas de pico de P23 y el
producto.

Purificacion de FGE a partir de testiculos bovinos

Se obtuvieron testiculos bovinos del matadero local y se almacenaron durante hasta 20 h en hielo. Se liberé el
parénquima del tejido conjuntivo y se homogeneizé en una licuadora Waring Blendor y mediante tres rondas de
licuado a motor. Se realizd la preparacion de microsomas rugosos (RM) mediante fraccionamiento celular del
homogenizado obtenido tal como se describe (Meyer et al., J. Biol. Chem., 2000, 275:14550-14557) con las
siguientes modificaciones. Se realizaron tres etapas de centrifugacion diferencial, de 20 minutos cada una a 4°C, a
500 g (rotor JA10), 3000 g (JA10) y 10000 g (JA20). A partir del ultimo sobrenadante, se sedimentaron las
membranas de RM (125000 g, rotor Ti45, 45 min., 4°C), se homogeneizaron mediante licuado a motor y se
estratificaron en un colchén de sacarosa (Hepes 50 mM, pH 7,6, KAc 50 mM, MgAc, 6 mM, EDTA 1 mM, sacarosa
1,3 M, B-mercaptoetanol 5 mM). Se recuperaron los RM del sedimento tras la centrifugacién durante 210 minutos a
45000 rpm en un rotor Ti45 a 4°C. Habitualmente, se obtuvieron 100000-150000 equivalentes de RM, tal como
definen Walter y Blobel (Methods Enzymol.,1983, 96:84-93), de 1 kg de tejido testicular. Se obtuvo el reticuloplasma,
es decir el contenido luminar del RM, mediante la extraccion diferencial a concentraciones bajas de desoxi Big Chap,
tal como se describe (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). Para la purificacion de FGE, se dializaron
95 ml de reticuloplasma durante 20 h a 4 °C frente a Tris/HCI 20 mM, pH 8,0, DTT 2,5 mM, y se aclararon mediante
centrifugacion a 125000 g durante 1 h. Se cargaron alicuotas de 32 ml del reticuloplasma aclarado en una columna
MonoQ HR10/10 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a temperatura ambiente, se lavaron y se eluyeron a 2
ml/min. con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0,75 M en 80 ml del tampdn Tris. Se reunieron las fracciones que
contenian actividad FGE, que eluyeron a NaCl 50-165 mM, de tres rondas (42 ml) y se mezclaron con 2 ml de
concanavalina A-Sepharose (Amersham Biosciences) que se habian lavado con tampdn Hepes 50 mM, pH 7,4, que
contenia KCI 0,5 M, MgCl, 1 mM, MnCl, 1 mM, CaCl; 1 mM, y DTT 2,5 mM. Tras la incubacién durante 16 h a 4 °C,
se recogio la Concanavalina A-Sepharose en una columna y se lavé con 6 ml del mismo tampdn Hepes. Se eluyé el
material unido incubando la columna durante 1 h a temperatura ambiente con 6 ml de a-metiimanésido 0,5 M en
Hepes 50 mM, pH 7,4, DTT 2,5 mM. Se repitié la elucién con 4 ml del mismo eluyente. Se ajustaron los eluatos
combinados (10 ml) de concanavalina A-Sepharose a pH 8,0 con Tris/HCI 0,5 M, pH 9,0, y se mezclaron con 2 ml de
Affigel 10 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) que se habia derivatizado con 10 mg del péptido reorganizado al
azar (PVSLPTRSCAALLTGR) (SEQ ID NO: 34) y se lavaron con tampén A (Hepes 50 mM, pH 8,0, que contenia
acetato de potasio 0,15 M, sacarosa 0,125 M, MgCl, 1 mM y DTT 2,5 mM). Tras la incubacién durante 3 h a 4 °C se
recogioé la matriz de afinidad en una columna. Se recogieron la fracciéon no retenida y una de lavado con 4 ml de
tampodn A, se combinaron y se mezclaron con 2 ml de Affigel 10 que se habia sustituido con 10 mg del péptido Ser69
(PVSLSTPSRAALLTGR) (SEQ ID NO: 35) y se lavaron con tampdén A. Tras la incubacion durante la noche a 4°C, se
recogio la matriz de afinidad en una columna, se lavé 3 veces con 6 ml de tampén B (el tampdn A que contenia NaCl
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2 M y una mezcla de los 20 aminoacidos proteinogénicos, cada uno a 50 mg/ml). Se eluy6 el material unido de la
matriz de afinidad incubando el Affigel dos veces durante 90 min. cada una con 6 ml de tampdn B que contenia el
péptido Ser69 25 mM. Se sustituy6é una alicuota del eluato con albumina sérica bobina 1 mg/ml, se dializé frente al
tampoén A y se analizd para determinar su actividad. Se concentré la parte restante de la actividad (11,8 ml) en un
concentrador Vivaspin 500 (Vivascience AG, Hannover, Alemania), y se solubilizé a 95°C en tampdn de muestra
Laemmli SDS. Se monitorizaron la composicion del polipéptido del material de partida y las preparaciones obtenidas
tras las etapas cromatograficas mediante SDS-PAGE (15% de acrilamida, 0,16% de bisacrilamida) y tincion con
SYPRO Ruby (Bio-Rad Laboratories).

Identificacion de FGE mediante espectrometria de masas

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

Bioinformatica

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

Clonacion de ADNc de FGE humana

Se sometio a transcripcion inversa el ARN total, preparado a partir de fibroblastos humanos usando el kit RNEASY™
Mini (Qiagen, Inc., Valencia, CA) usando el kit OMNISCRIPT RT™ (Qiagen, Inc., Valencia, CA) y o bien un cebador
de oligo(dT) o bien el cebador especifico de FGE, 1199nc (CCAATGTAGGTCAGACACG) (SEQ ID NO: 36). Se
amplifico el ADNc de primera hebra mediante PCR usando el cebador directo 1c (ACATGGCCCGCGGGAC) (SEQ
ID NO: 37) y, como cebador inverso, o bien 1199nc o bien 1182nc (CGACTGCTCCTTGGACTGG) (SEQ ID NO: 38).
Se clonaron los productos de la PCR directamente en el vector pCR4-TOPO™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
CA). Mediante secuenciacién multiple de los productos clonados de la PCR, que se habian obtenido de diversos
individuos y de reacciones de RT y PCR independientes, se determiné la secuencia codificante del ADNc de FGE
(SEQID NO: 1y 3).

Deteccion de mutaciones, secuenciacién gendémica, mutagénesis dirigida al sitio y analisis de transferencia de tipo
Northern

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

Lineas celulares y cultivo celular

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

Transfeccion, inmunofluorescencia indirecta, analisis de inmunotransferencia de tipo Western y deteccion de
actividad FEG

Se dotd el ADNc de FGE con un sitio de EcoRI en 5 y o bien una secuencia de marcador de HA, c-Myc o bien RGS-
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Hiss en 3’, seguido por un coddn de terminacion y un sitio de Hindlll, mediante PCR de adicién usando Pfu
polimerasa (Stratagene, La Jolla, CA) y los cebadores siguientes: GGAATTCGGGACAACATGGCTGCG (EcoRI)
(SEQ ID NO: 39), CCCAAGCTTATGCGTAGTCAGGCACATCATACGGATAGTCCATGGTGGGCAGGC (HA)SEQ
ID NO: 40), CCCAAGCTTACAGGTCTTCTTCAGAAATCAGCTTTTGTTCGTCCATGGTGGGCAG GC (c-Myc) (SEQ
ID NO: 41), CCCAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATC CTCTGTCCATGGTGGGCAGGC (RGS-Hiss) (SEQ
ID NO: 42). Se clonaron los productos resultantes de PCR como fragmentos de EcoRI/Hindlll en pMPSVEH (Artelt et
al., Gene, 1988, 68:213-219). Se transfectaron de manera transitoria los plasmidos obtenidos en células HT-1080,
BHK21 y CHO, se hicieron crecer sobre portaobjetos, usando EFFECTENE™ (Qiagen) como reactivo de
transfeccion. 48 tras la transfeccion, se analizaron las células mediante inmunofluorescencia indirecta tal como se
describié anteriormente (Libke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Hansske et al., J. Clin. Invest., 2002, 109:725-733),
usando anticuerpos monoclonales IgG1 frente a HA (Berkeley Antibody Company, Richmond, CA), c-Myc (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) o RGS-His (Qiagen) como anticuerpos primarios. Se detecté la proteina
marcadora de reticulo endoplasmatico, proteina disulfuro isomerasa (PDI) con un anticuerpo monoclonal de
diferente subtipo (IgG2A, Stressgen Biotech., Victoria BC, Canada). Se detectaron los anticuerpos primarios con
anticuerpos secundarios de cabra especificos de isotipo acoplados a CY2 o CY3, respectivamente (Molecular
Probes, Inc., Eugene, O). Se obtuvieron imagenes de inmunofluorescencia en un microscopio de barrido laser Leica
TCS Sp2 AOBS. Para el analisis de inmunotransferencia tipo Western se usaron los mismos anticuerpos
monoclonales y una IgG anti-ratdon conjugada con HRP como anticuerpo secundario. Para la determinacion de la
actividad FEG, se lavaron células sometidas a tripsinizacidon con solucién salina tamponada con fosfato que contenia
una mezcla de inhibidores de proteinasa (clorhidrato de fluoruro de 4-(2-aminoetil)bencenosulfonilo 208 uM,
aprotinina 0,16 uM, leupeptina 4,2 uM, bestatina 7,2 uM, pepstatina A 3 uM, E-64 2.8 uM E-64), se solubilizaron en
Tris 10 mM, pH 8,0, que contenia DTT 2,5 mM, los inhibidores de proteinasa y Triton X-100 al 1%, y se aclararon por
centrifugacion a 125.000 g durante 1 h. Se sometié el sobrenadante a cromatografia en una columna MonoQ PC
1,6/5 usando las condiciones descritas anteriormente. Se reunieron las fracciones que eluyeron en NaCl 50-200 mM,
se liofilizaron y se reconstituyeron en una décima parte del volumen reunido original antes de la determinacién de la
actividad FEG con el péptido P23.

Transduccion retroviral

Se clonaron los ADNc de interés en el vector pLPCX y pLNCX2 basado en el virus de la leucemia murina de
Moloney (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). Se realizé la transfeccién de células FNX-Eco ecotrépicas
(ATCC, Manassas, VA) y la transduccion de células RETROPACK™ PT67 anfotroficas (BD Biosciences Clontech) y
fibroblastos humanos tal como se describe (LUbke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Thiel et al., Biochem. J., 2002,
376, 195-201). Para algunos experimentos se seleccionaron las células PT63 transducidas en pLPCX con
puromicina antes de la determinaciéon de las actividades sulfatasa.

Ensayos de sulfatasa

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

Resultados
Un ensayo basado en péptidos rapido para determinar la actividad FEG

Se ha desarrollado un ensayo para determinar la actividad FEG en extractos de microsomas usando fragmentos de
[358] ASA sintentizados in vitro como sustrato. Se afiadieron los fragmentos a la mezcla de ensayo como complejos
de cadena naciente asociados a ribosoma. La cuantificacién del producto incluyé digestion triptica, separacion de los
péptidos mediante RP-HPLC e identificacion y cuantificacion de péptido triptico que contenia FGly marcada con [358]
mediante una combinacién de derivatizacion quimica a hidrazonas, separacion mediante RP-HPLC y recuento
mediante centelleo liquido (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276: 47021-47028). Para monitorizar la actividad
enzimatica durante la purificacion, fue necesario modificar este procedimiento engorroso. Un péptido sintético de 16-
meros que correspondia a los residuos 65-80 de ASA y que contenia el motivo de secuencia requerido para la
formacion de FGly inhibié la actividad FEG en el ensayo in vitro. Esto sugirié que péptidos tales como ASA65-80
pueden servir como sustratos para FGE. Se sintetizé el péptido de 23-meros P23 (SEQ ID NO: 33), que corresponde
a los residuos 60-80 de ASA con un residuo de metionina N-acetilada y uno de serina C-amidada adicionales para
proteger los extremos N y C terminales, respectivamente. Las formas que contienen FGly y la cisteina de P23
pudieron identificarse y cuantificarse mediante espectrometria de masas por desorcion/ionizacién mediante laser
asistida por matriz con analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). Se verificé la presencia del residuo de FGly en
la posicidon 11 de P23 mediante espectrometria de masas por descomposicion metaestable - MALDI-TOF (véase
Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:80-86). La incubacién de P23 con extractos de microsomas de pancreas bovino
o testiculos bovinos convirtio hasta el 95% del péptido en un derivado que contenia FGly (figura 1). En condiciones
normales, la reacciéon fue proporcional a la cantidad de enzima y el tiempo de incubacién siempre que se hubiera
consumido menos del 50% del sustrato y el periodo de incubacién no superara las 24 h. La kn, para P23 fue de 13
nM. Los efectos del glutation reducido y oxidado, ca® y pH fueron comparables a los observados en el ensayo
usando complejos de cadena naciente asociados a ribosoma como sustrato (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001,
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276:47021-47028).
Purificacion de FGE

Para la purificacion de FGE, la fraccion soluble (reticuloplasma) de microsomas de testiculos bovinos sirvié como
material de partida. La actividad especifica de FGE fue 10-20 veces superior a la que tiene en reticuloplasma de
microsomas de pancreas bovino (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). Se logré la purificacién de FGE
mediante una combinacion de cuatro etapas cromatograficas. Las dos primeras etapas fueron cromatografia en un
intercambiador anidnico MonoQ y concavalina A-Sepharose. A pH 8, se uni6 la actividad FEG a MonoQ y se eluyo
en NaCl 50-165 mM con una recuperacion del 60-90%. Cuando se mezclé esta fraccion con concanavalina A-
Sepharose, se unid FGE. Pudo eluirse el 30-40% de la actividad de partida con a-metilmandsido 0,5 M. Las dos
etapas de purificacion finales fueron cromatografia en matrices de afinidad derivatizadas con péptidos de 16-meros.
La primera matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una variante del péptido ASA65-80, en el que los residuos
Cys69, Pro71 y Arg73, criticos para la formacion de FGly, estaban reorganizados al azar (péptido reorganizado al
azar PVSLPTRSCAALLTGR -SEQ ID NO: 34). Este péptido no inhibid la actividad FEG cuando se afiadié a una
concentracion 10 mM al ensayo in vitro y, cuando se inmovilizd en Affigel 10, no conservd la actividad FEG. La
cromatografia en la matriz de afinidad de péptido reorganizado eliminé las proteinas de unién al péptido incluyendo
las chaperonas en el reticulo endoplasmatico. La segunda matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una
variante del péptido ASA65-80, en el que se sustituyd la Cys69 por una serina (péptido Ser69
PVSLSTPSRAALLTGR-SEQ ID NO: 35). La matriz de afinidad del péptido Ser69 unié de manera eficaz FGE. La
actividad FEG pudo eluirse o bien con KSCN 2 M o bien con péptido Ser69 25 mM con una recuperacion del 20-
40%. Antes de la determinacion de la actividad, tuvo que eliminarse el KSCN o el péptido Ser69 mediante dialisis. La
substitucion de Cys69 por serina fue crucial para la elucion de FGE activa. Affigel 10 sustituido con el péptido
ASAG65-80 de tipo natural uni6 FGE de manera eficaz. Sin embargo, casi no pudo recuperarse ninguna actividad en
eluatos con sales caotrépicas (KSCN, MgCl,), péptidos (ASA65-80 o péptido Ser69) o tampones con pH bajo o alto.
En la figura 2, se muestra el patron de polipéptido del material de partida y las fracciones activas obtenidas tras las
cuatro etapas cromatograficas de una purificacion tipica. En la fraccion final, se recuperé el 5% de la actividad FEG
de partida y el 0,0006% de la proteina de partida (purificacion de 8333 veces).

Los polipéptidos purificados de 39,5 y 41,5 kDa se codifican por un Unico gen

Se sometieron a analisis de huella peptidica los polipéptidos de 39,5 y 41,5 kDa en la preparacion de FGE
purificada. Los espectros de masas de los péptidos ftripticos de los dos polipéptidos obtenidos mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF fueron en su mayor parte solapantes, lo que sugiere que las dos proteinas se
originan a partir del mismo gen. Entre los péptidos tripticos de ambos polipéptidos se encontraron dos péptidos
abundantes MH* 1580,73, SQNTPDSSASNLGFR (SEQ ID NO: 43) y MH* 2049,91, MVPIPAGVFTMGTDDPQIK -
SEQ ID NO: 44 mas dos oxidaciones de metionina), lo que correspondia a la proteina codificada por un ADNc con
n.° de registro de GenBank AK075459 (SEQ ID NO: 4). Se confirm6 la secuencia de aminoacidos de los dos
péptidos mediante espectros de descomposicion metaestable - MALDI-TOF y mediante analisis de EM/EM usando
espectrometria de masas con trampa idnica con ionizacion por nano-electropulverizacion (ESI) fuera de linea. Una
secuencia de EST ortéloga bovina del ADNc humano que cubre la parte C-terminal de la FGE y que corresponde a
las secuencias de ambos péptidos proporciond la informacién de secuencia adicional para la FGE bovina.

Conservacion evolutiva y estructura de dominio de FGE

El gen para la FGE humana esta codificado por el ADNc de (SEQ ID NO: 1 y/o 3) y esta ubicado en el cromosoma
3p26. Abarca ~105 kb y la secuencia codificante se distribuye a lo largo de 9 exones. Se encontraron tres ortélogos
del gen de FGE humana en ratén (identidad del 87%), Drosophila melanogaster (identidad del 48%) y Anopheles
gambiae (identidad del 47%). Se encontraron secuencias EST ortdlogas para 8 especies adicionales incluyendo
vaca, cerdo, Xenopus laevis, Silurana tropicalis, pez cebra, salmén y otras especies de peces (para mas detalles
véase el ejemplo 2). La estructura exén-intron entre el gen humano y el de ratén esta conservada y el gen de ratén
en el cromosoma 6E2 esta ubicado dentro de una region sintética con respecto a la del cromosoma 3p26 humano.
Los genomas de S. cerevisiae y C. elegans carecen de homdlogos de FGE. En procariotas se encontraron 12
homologos de FGE humana. Se predijo que el ADNc para la FGE humana codificaba para una proteina de 374
residuos (figura 3 y SEQ ID NO: 2). La proteina contiene una secuencia sefial escindible de 33 residuos, lo que
indica translocacién de FGE al interior del reticulo endoplasmatico, y contiene un unico sitio de N-glicosilacion en
Asn141. La uniéon de FGE a concanavalina A sugiere que se utiliza este sitio de N-glicosilacién. Los residuos 87-367
de FGE se enumeran en la base de datos de motivos de proteinas PFAM como un dominio de funciéon desconocida
(PFAM: DUF323). El analisis de comparacion de secuencias de FGE humana y sus ortélogos eucariotas
identificados en bases de datos indica que este dominio esta compuesto por tres subdominios distintos.

El subdominio N-terminal (residuos 91-154 en FGE humana) tiene una identidad de secuencia del 46% y una
similitud del 79% dentro de los cuatro ortélogos de FGE eucariotas conocidos. En la FGE humana, este dominio
porta el sitio de N-glicosilacion en Asn 141, que esta conservado en los otros ortélogos. La parte media de FGE
(residuos 179-308 en FGE humana) esta representada por un subdominio rico en triptéfano (12 triptéfanos por 129
residuos). La identidad de los ortélogos eucariotas dentro de este subdominio es del 57%, la similitud es del 82%. El
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subdominio C-terminal (residuos 327-366 en FGE humana) es la secuencia mas altamente conservada dentro de la
familia de FGE. La identidad de secuencia del subdominio C-terminal humano con los ortélogos eucariotas (3
secuencias de longitud completa y 8 EST) es del 85%, la similitud del 97%. Dentro de los 40 residuos del
subdominio 3, cuatro residuos de cisteina estan completamente conservados. Tres de las cisteinas también estan
conservadas en los ortélogos de FGE procariotas. Los 12 miembros procariotas de la familia de FGE (para mas
detalles véase el ejemplo 2) comparten la estructura de subdominios con los FGE eucariotas. Los limites entre los
tres subdominios son mas evidentes en la familia procariota de FGE debido a secuencias no conservadas de
longitudes variables que separan los subdominios entre si. El genoma humano y de raton codifican para dos
homadlogos estrechamente relacionados de FGE (SEQ ID NO: 43 y 44, n.° de registro de GenBank NM_015411, en
el hombre, y SEQ ID NO: 45 y 46, n.° de registro de GenBank AK076022, en ratén). Los dos paralogos son idénticos
en un 86%. Sus genes estan ubicados en regiones sinténicas del cromosoma (7q11 en ser humano, 5G1 en raton).
Ambos paralogos comparten con los ortélogos de FGE la estructura de subdominios y son idénticos en un 35% y
similares en un 47% con respecto a la FGE humana. En el tercer subdominio, que es idéntico en un 100% en ambos
homologos, falta la secuencia undecamérica que contiene cisteina del subdominio 3.

Expresion, ubicacion subcelular y formas moleculares

Puede detectarse un unico transcrito de 2,1 kb mediante analisis de transferencia de tipo Northern del ARN total de
fibroblastos de piel y ARN-poli A" de corazén, cerebro, placenta, pulmén, higado, musculo esquelético, rifion y
pancreas. En relacion con el ARN de B-actina, la abundancia varia en un orden de magnitud y es la mas alta en
pancreas y rifidn y la mas baja en cerebro. Se sometieron a ensayo diversas lineas de células eucariotas que
expresan de manera estable o transitoria el ADNc de FGE humana o derivados de FGE prolongados en el extremo
C-terminal por un marcador de HA, Myc o Hisg para determinar la actividad FEG y la ubicacion subcelular de FGE.
La expresion transitoria de FGE marcada y no marcada aumenté la actividad FEG 1,6 — 3,9 veces. La expresion
estable de FGE en células PT67 aumentd la actividad FGE en aproximadamente 100 veces. La deteccion de la
forma de FGE marcada mediante inmunofluorescencia indirecta en células BHK 21, CHO y HT1080 mostré una
coubicacion de las formas de FGE marcadas de manera diversa con la proteina disulfuro isomerasa, una proteina
luminal del reticulo endoplasmatico. El analisis de inmunotransferencia tipo Western de los extractos de células
BHK21 transfectadas de manera transitoria con ADNc que codifica para las formas marcadas de FGE mostré una
unica banda inmunorreactiva con un tamafo aparente de entre 42 y 44 kDa.

El gen de FGE porta mutaciones en MSD

La MSD esta producida por una deficiencia para generar residuos de FGly en sulfatasas (Schmidt, B., et al., Cell,
1995, 82: 271-278). El gen de FGE, por tanto, es un gen candidato para la MSD. Se amplificé y se secuencio el
ADNc que codifica para FGE de siete pacientes con MSD y se encontraron diez mutaciones diferentes que se
confirmaron mediante secuenciacion del ADN genémico (tabla 1).

Tabla 1: Mutaciones en pacientes con MSD

Mutacion Efecto sobre la proteina Observaciones Paciente
1076C>A S359X Truncamiento de los 16 residuos del extremo C-terminal 1*
IVS3+5-8 del | Delecion de residuos 149-173 Delecion en marco del exon 3 1,2
979C>T R327X Pérdida del subdominio 3 2
1045C>T R349W Substitucién de un residuo conservado en el subdominio 3 3,7
1046G>A R349Q Substitucién de un residuo conservado en el subdominio 3 4
1006T>C C336R Substitucion de un residuo conservado en el subdominio 3 4
836C>T A279V Substitucion de un residuo conservado en el subdominio 2 5
243delC cambio de marco y truncamiento Pérdida de los tres subdominios 5
661delG cambio de marco y truncamiento Pérdida del tercero del C-terminal de FGE que incluye el subdominio 3 6**
IVS6-1G>A | Delecion de residuos 281-318 Delecion en marco del exén 7 5

*El paciente 1 es el paciente con MSD Mo. en Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82:271-278 y Rommerskirch y von Figura, Proc. Natl. Acad. Sci.,
EE.UU., 1992, 89:2561-2565.
*E| paciente 6 es el paciente con MSD notificado por Burk et al., J. Pediatr., 1984, 104:574-578.

Los otros pacientes representan casos no publicados.
El primer paciente era heterocigoto para una sustitucion 1076C>A que convierte el codén para serina 359 en un

coddén de terminacion (S359X) y una mutacién que produce la delecién de los 25 residuos 149-173 que estan
codificados por el exén 3 y separan los dominios primero y segundo de la proteina. La secuenciacién genémica
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reveld una delecién de nucleétidos +5-8 del tercer intron (IVS3+5-8 del) destruyéndose de ese modo el sitio donador
de corte y empalme del intrén 3. El segundo paciente era heterocigoto para la mutacién que produce la pérdida del
exo6n 3 (IVS3+5-8 del) y una sustitucion 979C>T que convierte el codén para arginina 327 en un codoén de
terminacion (R327X). La FGE truncada codificada por el alelo 979C>T carece de la mayor parte del subdominio 3. El
tercer paciente era homocigoto para una sustitucion 1045C>T que sustituye la arginina conservada 349 en el
subdominio 3 por triptéfano (R349W). El cuarto paciente era heterocigoto para dos mutaciones de aminoéacido que
reemplazan residuos conservados en el dominio de FGE: una sustitucion 1046>T que reemplaza la arginina 349 por
glutamina (R349Q) y una sustitucion 1006T>C que reemplaza la cisteina 336 por arginina (C336R). El quinto
paciente era heterocigoto para una sustitucion 836 C>T que reemplaza la alanina conservada 279 por valina
(A279V). La segunda mutacidon es una delecién de unico nucleétido (243delC) que cambia la secuencia tras la
prolina 81 y que produce una detencion de la traduccion tras el residuo 139. El sexto paciente era heterocigoto para
la delecion de un unico nucledtido (661delG) que cambia la secuencia de aminoacidos tras el residuo 220 y que
introduce un codén de terminacion tras el residuo 266. La segunda mutacién es una mutacion del sitio aceptor de
corte y empalme del intron 6 (IVS6-1G>A) que produce una delecion en marco del exén 7 que codifica para los
residuos 281-318. En el séptimo paciente se encontré la misma sustitucion 1045C>T que en el tercer paciente.
Ademas se detectaron dos polimorfismos en la regidn codificante de 18 alelos de FGE de los pacientes control y con
MSD. El 22% portaba una sustitucién 188G>A, que reemplaza la serina 63 por asparagina (S63N) y el 28% una
sustitucion silenciosa 1116C>T.

Transduccioén de fibroblastos con MSD con ADNc de FGE de tipo natural y mutante

Con el fin de confirmar la deficiencia de FGE como la causa de la inactividad de las sulfatasas sintetizadas en la
MSD, se expres6 el ADNc de FGE en fibroblastos con MSD utilizando transferencia de genes retrovirales. Como
control, se transdujo el vector retroviral sin inserto de ADNc. Para monitorizar la complementacién del defecto
metabolico con la actividad de ASA, se midio la esteroide sulfatasa (STS) y la N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa
(GalNAc6S) en los fibroblastos transducidos antes o tras la seleccion. La transduccion de la FGE de tipo natural
restablecié parcialmente la actividad catalitica de las tres sulfatasas en dos lineas de células con MSD (tabla 2) y
para la STS en una tercera linea de células con MSD. Debe observarse que para ASA y GalNAc6S, el
restablecimiento fue sélo parcial tras la seleccion de los fibroblastos que alcanzaban del 20 al 50% de la actividad
normal. Para la STS, se encontré que la actividad se restablecia a la de los fibroblastos control tras la seleccion. La
seleccion aumentd la actividad de ASA y STS en del 50 al 80%, lo que es compatible con la observacion anterior de
que llegan a translucirse del 15 al 50% de los fibroblastos (Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76). Las actividades
sulfatasa en los fibroblastos con MSD transducidos con el vector retroviral solo (tabla 2) fueron comparables a las de
los fibroblastos con MSD no transducidos (no mostradas). La transduccion de ADNc de FGE que porta la mutacion
IVS3+5-8del no restablecio las actividades sulfatasa (tabla 2).

Tabla 2: Complementacion de fibroblastos con MSD por transducciéon de ADNc de FGE de tipo natural o mutante

Sulfatasa
Fibroblastos Inserto de FGE . N N
ASA STS GalNAc6S
- 1,9+£0,2 <3 56,7 + 32
FGE+ 79 13,5 n. d.
MSD 3° FGE++ 12,2+0,2 75,2 283 +42
FGE-IVS3+5-8del” 1,8 <3 n. d.
FGE-IVS3+5-8del™ 2,1 <3 98,5
- 1,1+£0,3 <3 n. d.
MSD 4° "
FGE 4,7 17,0 n. d.
Fibroblastos control 58 + 11 66 + 31 828 + 426

1L os valores proporcionan la razén entre ASA (mU/mg de proteina celular), STS (uU/mg de proteina celular), GalNAc6S (uU/mg de proteina
celular) y la de B-hexosaminidasa (U/mg de proteina celular). Para los fibroblastos control se proporciona la media y la variacion de 6-11
lineas celulares. Cuando esta indicado, se proporciona el intervalo de dos cultivos transducidos en paralelo para fibroblastos con MSD.

° El niumero de fibroblastos con MSD se refiere al del paciente en la tabla 1.

* Determinacion de la actividad antes de la seleccion.

* Determinacion de la actividad tras la seleccion.

n.d.: no determinado

Discusioén

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

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

Las mutaciones en FGE producen MSD

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

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

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380 147 T3

genotipo-fenotipo en MSD.

Ejemplo 2:

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

Bioinformatica

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

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

Para buscar homélogos de FGE, se consultaron las bases de datos NR, NT y EST del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Wheeler et al., Nucleic Acids Res., 2002, 20:13-16), con BLAST (Altschul et al.,
Nucleic Acids Res., 1997, 25:3389-3402). Para las secuencias proteicas, se realizé la busqueda usando Psi-Blast de
convergencia iterativo frente a la version actual de la base de datos NR que usa un punto de corte de valor probable
de 107, y parametros por defecto. Se alcanzd la convergencia tras 5 iteraciones. Para las secuencias de
nucleétidos, se realizd la busqueda con Psi-TBlastn: usando NR y la secuencia proteica de FGE humana como
entrada, se construyd una matriz de puntuacion para hFGE con Psi-Blast de convergencia iterativo. Se uso6 esta
matriz como entrada para Blastall para consultar las bases de datos de nucledtidos NT y EST. Para ambas etapas,
se uso un punto de corte de valor probable de 102,

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

Se calcularon puntuaciones de similitud de los subdominios a partir de las alineaciones usando el algoritmo cons. de
EMBOSS con parametros por defecto. Se generaron las meta-alineaciones mediante la alineacion de secuencias
consenso de subgrupos de la familia de FGE. Se determinaron la sintenia y la organizacién de loci genémicos
usando recursos de genoma de ser humano y ratén de NCBI en NCBI (Bethesda, MD) y sintenia de ser humano-
raton-rata de Softberry (Mount Kisco, NY). Se descargaron secuencias genémicas bacterianas del servidor FTP de
NCBI. Se usé la anotacion genémica microbiana de NCBI para obtener una vision general de los loci genémicos de
los genes bacterianos de FGE.

Resultados y discusion

Caracteristicas y motivos basicos de la FGE humana y proteinas relacionadas

El gen de FGE humana (SEQ ID NO: 1, 3) codifica para la proteina FGE (SEQ ID NO: 2) que se predice que tiene
374 residuos. Una sefal de escision entre los residuos 22-33 (Heijne-Score de 15,29) y un indice hidropatico (Kyte,
J. y Doolittle, R., J Mol Biol., 1982, 157:105-132) de los residuos 17-29 de entre 1,7 y 3,3 indican que los 33 residuos
del extremo N-terminal se escinden tras la translocacién al RE. Sin embargo con el algoritmo de Nielsen et al.
(Protein Engineering, 1997, 10:1-6), se predice la escision de la secuencia sefal tras el residuo 34. La proteina tiene
un unico sitio posible de N-glicosilacion en Asn 141.

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

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

Homdélogos de FGE

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

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

SEQ ID NO: NA, AA [GI] ESPECIE LONGITUD [AA] SUBGRUPO
1/3, 2 Homo sapiens 374 E1
49, 50

[22122361] Mus musculus 372f E1
51, 52 .

[20130397] Drosophila melanogaster 336 E1
53, 54 .

[21289310] Anopheles gambiae 290 E1
47, 48

[26344956] Mus musculus 308 E2
45, 46 .

[24308053] Homo sapiens 301 E2
55, 56 .

[21225812] Streptomyces coelicolor A3(2) 314 P1
57, 58 Corynebacterium efficiens YS-314 334 P1
[25028125]

59, 60 Novosphingobium aromaticivorans 338 P2
[23108562]

61, 62 . )

[13474559] Mesorhizobium loti 372 P2
63, 64 .

[22988809] Burkholderia fungorum 416 P2
65, 66 . N -

[16264068] Sinorhizobium meliloti 303 P2
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67, 68 . .

[14518334] Microscilla sp. 354 P2
69, 70 .

[26990068] Pseudomonas putida KT2440 291 P2
71,72 . .

[22975289] Ralstonia metallidurans 259 P2
73,74 .

[23132010] Prochlorococcus marinus 291 P2
75,76

[16125425] Caulobacter crescentus CB15 338 P2
7,78 Mycobacterium tuberculosis Ht37Rv 299 P2
[15607852]

Gl - Identificador de proteinas de GenBank

NA - &cido nucleico AA - amino&cidos,

E1 - ortélogos eucariotas E2 - paralogos eucariotas

P1 - ortélogos procariotas estrechamente relacionados P2 - otros ort6logos procariotas
f - secuencia de proteinas mal predicha en GenBank

Obsérvese que en GenBank se predice que la secuencia Gl 22122361 de raton codifica para una proteina de 284
aa, aunque la secuencia NM 145937 de ADNCc codifica para una proteina de 372 residuos. Esta mala prediccion se
basa en la omision del primer exén del gen murino de FGE. Todas las secuencias encontradas en la base de datos
NR son de procariotas o eucariotas superiores. No se detectaron homoélogos de FGE en Archaebacteriae o plantas.
Las busquedas con umbrales incluso inferiores en los genomas completamente secuenciados de C. elegans y S.
cerevisiae y las bases de datos relacionadas ORF no revelaron ningin homdlogo. Una busqueda en las secuencias
eucariotas de las bases de datos de nucledtidos NT y EST condujo a la identificacion de 8 EST de ortélogo de FGE
adicionales, mostrando los fragmentos de secuencia de ADNc en el extremo 3’ terminal un alto grado de
conservacion a nivel de proteina que no se enumeran en la base de datos NR. Estas secuencias no abarcan la parte
codificante completa de los ARNm y proceden todos ellos a eucariotas superiores (tabla 4).

Tabla 4: Fragmentos EST ortélogos de FGE en eucariotas

SEQ ID NO: NA [GB] ESPECIE
[CA3£;%852] Oncorhynchus mykiss
[A|7§;I440] Danio rerio
[BJ5g§402] Oryzias latipes
[BJogieeg] Xenopus laevis
[A|_33341 9] Silurana tropicalis
[CA08654079] Salmo salar
[BF12?)614] Sus scrofa
[AVGE(;)ZM 21] Bos taurus

GB - n.° de registro de GenBank; NA - &cido nucleico

La alineacién multiple y la construccion de un arbol filogenético (usando ClustalW) de las secuencias codificantes a
partir de la base de datos NR permitié la definicién de cuatro subgrupos de homdélogos: ortélogos eucariotas (FGE
de ser humano, ratén, mosquito y mosca de la fruta, paralogos eucariotas (paralogo de FGE de ser humano y ratén),
ortélogos procariotas estrechamente relacionados con FGE (Streptomyces y Corynebacterium y otros ortélogos
procariotas (Caulobacter, Pseudomonas, Mycobacterium, Prochlorococcus, Mesorhizobium, Sinorhizobium,
Novosphingobium, Ralstonia, Burkholderia, y Microscilla). Los ortdlogos eucariotas muestran una identidad global
con la FGE humana del 87% (ratén), 48% (mosca de la fruta) y 47% (Anopheles). Aunque los ortélogos de FGE se
encuentran en procariotas y eucariotas superiores, no aparecen en genomas completamente secuenciados de

43




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380 147 T3

eucariotas inferiores situados filogenéticamente entre S. cerevisiae y D. melanogaster. Ademas, los homdélogos de
FGE estan ausentes en los genomas completamente secuenciados de E. coli y el pez globo.

Tal como se comenta en otra parte en el presente documento, los paralogos de FGE encontrados en ser human y
raton pueden tener una actividad de generacion de FGly y contribuir a las actividades residuales de las sulfatasas
encontradas en pacientes con MSD.

Subdominios de FGE

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

Para verificar la plausibilidad de definir subdominios de DUF323, se realiz6 la predicciéon de una estructura
secundaria de la proteina FGE humana usando Psipred. Se predice que la sefial de RE hidréfoba (residuos 1-33)
contiene estructuras en hélice lo que confirma la prediccion de sefial del algoritmo de von-Heijne. La regiéon no
conservada N-terminal (aa 34-89) y la regién de separacion entre los subdominios 2 y 3 (aa 308-327) contienen
secciones helicoidales. La region que separa los subdominios 1 y 2 contiene una hélice. La hélice o en los aa 65/66
tiene una baja confianza de prediccion y es probablemente un artefacto de prediccion. Los limites de subdominio
estan situados dentro de las hélices y no interrumpen las hélices a o las laminas f. El primer subdominio esta
constituido por varias laminas B y una hélice a, el segundo subdominio contiene dos ldminas 3 y cuatro hélices a. El
tercer subdominio tiene una regién de hélice a flanqueada por una lamina al comienzo y al final del subdominio. En
resumen, la estructura secundaria esta de acuerdo con la estructura de subdominios propuesta ya que los limites de
subdominio estan situados dentro de hélices y los subdominios contienen los elementos estructurales hélices a y
laminas .

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

Tabla 5: Homologia (% de similitud) de los subdominios de la familia de FGE

Subdominio
Subfamilia Miembros
1 2 3
E1 4 79 82 100
E2 2 90 94 100
P1 2 70 79 95
P2 10 59 79 80

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

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

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

Organizacion gendmica del gen de FGE humana y murina

El gen de FGE humana est4 ubicado en el cromosoma 3p26. Abarca 105 kb y 9 exones para la secuencia traducida.
El gen de FGE murina tiene una longitud de 80 Kb y esta ubicado en el cromosoma 6E2. Los 9 exones del gen de
FGE murina tienen casi el mismo tamafo que los exones humanos (figura 3). Las principales diferencias entre el gen
de ser humano y el de ratén son la menor conservacion de UTR en 3’ en el exén 9 y la longitud de exén 9, que es
461 pb mas largo que en el gen murino. El segmento 6E2 del cromosoma 6 de raton es altamente sinténico al
segmento 3p26 del cromosoma humano. Hacia el telémero, tanto los loci de FGE humana como murina estan
flanqueados por los genes que codifican para LMCD1, KIAA0212, ITPR1, AXCAM, y IL5RA. En la direcciéon
centromérica, ambos loci de FGE estan flanqueados por los loci de CAV3 y OXTR.

Organizacion gendmica de los genes de FGE de procariotas

En procariotas, las sulfatasas se clasifican o bien como sulfatasas de tipo cisteina o bien de tipo serina dependiendo
del residuo que se convierte en FGly en su centro activo (Miech, C., et al., J Biol Chem., 1998, 273:4835-4837;
Dierks, T., et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564). En Klebsiella pneumoniae, E. coli y Yersinia pestis, las
sulfatasas de tipo serina forman parte de un operén con AtsB, que codifica para una proteina citosdlica que contiene
motivos de agrupamiento (cluster) de hierro-azufre y son criticos para la generacion de FGly a partir de residuos de
serina (Marquordt, C., et al., J Biol Chem., 2003, 278:2212-2218; Szameit, C., et al., J Biol Chem., 1999, 274:15375-
15381).

Por tanto, fue de interés examinar si los genes de FGE procariotas estaban ubicados en la proximidad de sulfatasas
de tipo cisteina que son los sustratos de FGE. Entre los genes de FGE procariotas mostrados en la tabla 3, siete
tienen genomas completamente secuenciados, lo que permite un analisis de las proximidades de los loci de FGE.
De hecho, en cuatro de los 7 genomas (C. efficiens: PID 25028125, P. putida: PID 26990068, C. crescentus: PID
16125425 y M. tuberculosis: PID 15607852) se encontré una sulfatasa de tipo cisteina en proximidad directa con
FGE compatible con una cotranscripcion de FGE vy la sulfatasa. En dos de ellos (C. efficiens y P. putida), FGE y la
sulfatasa han sido ORF solapantes, lo que indica fuertemente su coexpresion. Ademas, la proximidad genémica de
los genes de FGE y sulfatasa en cuatro procariotas proporciona una evidencia adicional para suponer que las FEG
bacterianas son ortélogos funcionales.

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

Conclusiones

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

Ejemplo 3:

La expresion de FGE produce aumentos significativos en la actividad sulfatasa en lineas celulares que
sobreexpresan una sulfatasa
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Se desea examinar los efectos de FGE sobre células que expresan/sobreexpresan una sulfatasa. Para este fin, se
transfectaron células HT-1080 que expresan las sulfatasas humanas iduronato 2-sulfatasa (I12S) o N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS) por duplicado con o bien un constructo de expresion de FGE, pXMG.1.3
(tabla 7 y figura 4) o un plasmido control, pXMG.1.2 (FGE en orientacion antisentido no puede producir FGE
funcional, tabla 7). Se recogieron muestras de los medios 24, 48, y 72 horas tras un cambio de medio tras
electroporacion de 24 horas. Se sometieron a prueba las muestras de medio para determinar la actividad sulfatasa
respectiva mediante ensayo de actividad y el nivel de proteina sulfatasa total estimado mediante ELISA especifico
para o bien iduronato 2-sulfatasa o N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa.

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

Cepa celular Plasmido Sulfatasa expresada
36F XFM4A A1 N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa
30C6 pXI2S6 Iduronato 2-sulfatasa

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

Plasmido Configuracion de elementos de secuencia de ADN principales*
> Potenciador/promotor de CMV de 1,6 kb > ADNc de FGE de 1,1 kb > secuencia no
PXMG.1.3 (expresion de FGE) traducida de hGH3' < amp < casete de DHFR < casete de Cdneo (neomicina
fosfotransferasa)

> Potenciador/promotor de CMV de 1,6 kb < ADNc de FGE de 1,1 kb < secuencia no
PXMG.1.2 (control, orientacion inversa de FGE) | traducida de hGH3' < amp < casete de DHFR < casete de Cdneo (neomicina
fosfotransferasa)

* > indica orientacion de 5’ a 3’

Procedimientos experimentales

Materiales y métodos

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

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

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

Preparacion del medio

11 de DMEM/10 (contiene: 23 ml de L-glutamina 2 mM,115 ml de suero bovino).

Se transfectaron las células en medios sin metotrexato (MTX). 24 horas después, se volvié a alimentar a las células
con medios que contenian las cantidades apropiadas de MTX (36F = MTX 10 uM, 30C6 = MTX 0,1 M). Se recogio el
medio y se recogieron las células 24, 48, y 72 horas tras volver a alimentar.

Ensayos de actividad

Iduronato 2-sulfatasa (12S). Se equilibraron columnas de desalacién NAP5 (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Suecia) con tampon de didlisis (acetato de sodio 5 mM, Tris 5 mM, pH 7,0). Se aplicé una muestra que
contenia 12S a la columna y se permitid que entrara en el lecho. Se eluyd la muestra en 1 ml de tampédn de dialisis.

Se diluyeron adicionalmente las muestras desaladas hasta aproximadamente 12S 100 ng/ml tampdn de reaccion
(acetato de sodio 5 mM, BSA 0,5 mg/l, Triton X-100 al 0,1 %, pH 4,5). Se afadieron 10 uL de cada muestra de 12S a
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la fila superior de una placa fluorimétrica de 96 pocillos (Perkin Elmer, Norwalk, CT) y se preincubd durante 15
minutos a 37°C. Se preparoé el sustrato disolviendo sulfato de 4-metil-umbeliferilo (Fluka, Buchs, Suiza) en tampodn
de sustrato (acetato de sodio 5 mM, BSA 0,5 mg/l, pH 4,5) a una concentracion final de 1,5 mg/ml. Se afiadieron
100 ul de sustrato a cada pocillo que contenia muestra de 12S y se incubd la placa durante 1 hora a 37°C en la
oscuridad. Tras la incubacién, se anadieron 190 ul de tampdén de parada (glicina 332,5 mM, carbonato de sodio
207,5 mM, pH 10,7) a cada pocillo que contenia la muestra. Se preparé 4-metilumbeliferona como disolucién madre
(4-MUF, Sigma, St. Louis, MO) como patrén de producto en agua de calidad como reactivo hasta una concentracion
final de 1 uM. Se afiadieron 150 uL de la disolucion madre de 4-MUF 1 uM y 150 pl de tampdn de parada a un
pocillo de fila superior en la placa. Se afiadieron 150 uL de tampdn de parada a cada pocillo restante en la placa de
96 pocillos. Se realizaron diluciones en serie dos veces desde la fila superior de cada columna hasta la ultima fila de
la placa. Se leyo la placa en un analizador de microplacas universal Fusion (Packard, Meriden, CT) con una longitud
de onda de filtro de excitacion de 330 nm y una longitud de onda de filtro de emisién de 440 nm. Se generd una
curva patron de pmoles de disolucién madre de 4-MUF frente a fluorescencia, y se extrapolo la fluorescencia de las
muestras desconocidas a partir de esta curva. Los resultados se notifican como unidades/ml en las que una unidad
de actividad era igual a 1 umol de 4-MUF producido por minuto a 37°C.

N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS). El ensayo de actividad GALNS hace uso del sustrato fluorescente 4-
metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido-6-sulfato (Toronto Research Chemicals Inc., n.° de catdlogo M33448). El
ensayo comprendié dos etapas. En la primera etapa, se incubaron 75 pl del sustrato 1,3 mM preparado en tampon
de reaccion (acetato de sodio 0,1 M, cloruro de sodio 0,1 M, pH 4,3) durante 4 horas a 37°C con 10 pul de muestra de
proteina/medios o sus diluciones correspondientes. Se detuvo la reaccion mediante la adicién de 5 pl de fosfato de
sodio monobasico 2 M para inhibir la actividad GALNS. Tras la adicion de aproximadamente 500 U de pB-
galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma, n.° de catalogo G5160), se incub6 la mezcla de reaccién a 37°C
durante una hora adicional para liberar el resto fluorescente del sustrato. Se detuvo la segunda reaccion mediante la
adicion de 910 pl de disoluciéon de parada (glicina al 1%, carbonato de sodio al 1%, pH 10,7). Se midi6 la
fluorescencia de la mezcla resultante mediante el uso de una longitud de onda de medicion de 359 nm y una
longitud de onda de referencia de 445 nm con 4-metilumbeliferona (sal sodica de Sigma, n.° de catalogo M1508) que
sirve como patrén de referencia. Una unidad de la actividad corresponde a nmoles de 4-metilumbeliferona liberados
por hora.

Inmunoensayos (ELISA)

Iduronato 2-sulfatasa (12S). Se recubrié una placa de fondo plano de 96 pocillos con un anticuerpo anti-I12S
monoclonal de ratén diluido hasta 10 pg/ml en bicarbonato de sodio 50 nM pH 9,6 durante 1 hora a 37°C. Se
desarroll6 el anticuerpo anti-I2S monoclonal de ratdn por contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland,
ME) hasta dar lugar a un polipéptido de 12S humano, de longitud completa, producido de manera recombinante,
purificado usando tecnologia de produccién de hibridomas convencional. Se lavé la placa 3 veces con 1X PBS que
contenia Tween-20 al 0,1% y se bloqued durante 1 hora con BSA al 2% en tampdn de lavado a 37°C. Se uso
tampon de lavado con BSA al 2% para diluir las muestras y los patrones. Se diluyo el patron de 12S y se us6 desde
100 ng/ml hasta 1,56 ng/ml. Tras la eliminacion del tampdn de blogueo, se aplicaron las muestras y los patrones a la
placa y se incubaron durante 1 hora a 37°C. Se diluy6 el anticuerpo de deteccion, anticuerpo anti-I2S de raton
conjugado con peroxidasa de rabano, hasta 0,15 pg/ml en tampén de lavado con BSA al 2%. Se lavé la placa 3
veces, se afadio el anticuerpo de deteccion a la placa y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Para revelar la placa,
se preparo el sustrato TMB (Bio-Rad, Hercules, CA). Se lavo la placa 3 veces, se afiadieron 100 pl de sustrato a
cada pocillo y se incubd durante 15 minutos a 37°C. Se detuvo la reaccién con acido sulfarico 2 N (100 pl/pocillo) y
se leyé la placa en un lector de placas de microtitulacion a 450 nm, usando 655 nm como la longitud de onda de
referencia.

N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa (GALNS). Dos anticuerpos anti-GALNS monoclonales de ratéon proporcionaron la
base del ELISA de GALNS. Los anticuerpos anti-GALNS monoclonales de raton también se desarrollaron por
contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland, ME) hasta dar lugar a un polipéptido de GALNS humano,
de longitud completa, producido de manera recombinante, purificado usando tecnologia de producciéon de
hibridomas convencional. Se usé el primer anticuerpo para la captura de GALNS para recubrir una placa F96
MaxiSorp Nunc-Immuno (Nalge Nunc, n.° de catalogo 442404) en un tampén de recubrimiento (bicarbonato de sodio
50 mM, pH 9,6). Tras la incubacion durante una hora a 37°C y el lavado con un tampén de lavado, se bloque¢ la
placa con un tampé6n de bloqueo (PBS, Tween-20 al 0,05%, BSA al 2%) durante una hora a 37°C. Entonces se
cargaron en la placa las muestras experimentales y de control junto con los patrones de GALNS y se incubaron
adicionalmente durante una hora a 37°C. Tras el lavado con un tampdn de lavado, se aplicé el segundo anticuerpo
de deteccion conjugado con HRP en tampdn de bloqueo seguido por incubacion de 30 minutos a 37°C. Tras lavar la
placa de nuevo, se afadid el reactivo de sustrato de TMB de Bio-Rad y se incubd durante 15 minutos. Entonces se
afadio acido sulfdrico 2 N para detener la reaccion y se obtuvieron los resultados espectrofotométricamente usando
un lector de placas de Molecular Device a una longitud de onda de 450 nm.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380 147 T3

Discusién
Efecto de FGE sobre la actividad sulfatasa

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

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

Efecto de FGE sobre la actividad sulfatasa especifica

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

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

Los valores del ELISA tanto para GALNS (figura 7) como para 12S no resultaron significativamente afectados por la
transfeccion de FGE. Esto indica que la expresién de FGE no afecta a las rutas de traduccion y secrecion implicadas
en la produccién de sulfatasa.

En resumen, todos estos resultados para ambas sulfatasas indican que la expresién de FGE aumenta
espectacularmente la actividad especifica de sulfatasa en lineas celulares que sobreexpresan GALNS e 12S.

Coexpresion de FGE (SUMF1) y otros genes de sulfatasa

Para someter a prueba el efecto de FGE (SUMF1) sobre actividades sulfatasa adicionales en células normales se
sobreexpres6 ADNc de ARSA (SEQ ID NO: 14), ARSC (SEQ ID NO: 18) y ARSE (SEQ ID NO: 22) en diversas
lineas celulares con y sin cotransfeccion del ADNc de FGE (SUMF1) y se midieron las actividades sulfatasa. La
sobreexpresion de ADNc de sulfatasa en células Cos-7 dio como resultado un aumento moderado de la actividad
sulfatasa, mientras que se observé un sorprendente aumento sinérgico (de 20 a 50 veces) cuando se coexpresaron
tanto un gen de sulfatasa como un gen de FGE (SUMF1). Se observd un efecto similar, aunque inferior, en tres
lineas celulares adicionales, HepG2, LE293 y U20S. La sobreexpresion simultanea de multiples ADNc de sulfatasa
dio como resultado un aumento inferior de cada actividad sulfatasa especifica en comparacion con la sobreexpresion
de una Unica sulfatasa, lo que indica la presencia de competicion de las diferentes sulfatasas por la maquinaria de
modificacion.

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

Ejemplo 4:

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

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

El gen para MSD mapea en el cromosoma 3p26

Para identificar la ubicacién cromosémica del gen mutado en MSD, se intent6 rescatar las enzimas deficientes en
sulfatasa mediante complementacion funcional a través de transferencia de cromosomas mediada por microcélulas.
Se us6 un panel de lineas celulares hibridas humanas/de ratén, que contenian cromosomas humanos normales
individuales marcados con el marcador seleccionable dominante HyTK, como fuente de cromosomas humanos
donadores y se fusionaron a una linea celular inmortalizada de un paciente con MSD. Se transfirieron los 22
autosomas humanos uno por uno a la linea celular del paciente y se seleccionaron los hibridos en higromicina.
Aproximadamente se recogieron 25 colonias supervivientes en cada uno de los 22 experimentos de transferencia.
Se hicieron crecer éstas por separado y se recogieron para las pruebas enzimaticas posteriores. Se sometieron a
prueba las actividades arilsulfatasa A (ARSA) (SEQ ID NO: 15), arilsulfatasa B (ARSB) (SEQ ID NO: 17), y
arilsulfatasa C (ARSC) (SEQ ID NO: 19) para cada uno de los aproximadamente 440 clones (20 x 22). Este analisis
indico claramente que las actividades sulfatasa de varios clones que se derivaban de la transferencia del
cromosoma 3 eran significativamente superiores en comparacién con las de los otros clones. Se observé una
variabilidad sorprendente cuando se analizaron las actividades de cada clon individual a partir de la transferencia del
cromosoma. Para verificar si cada clon tenia un cromosoma 3 humano intacto procedente de la linea celular
donadora, se usé un panel de 23 marcadores genéticos polimoérficos del cromosoma 3, distribuidos de manera
uniforme a lo largo de la longitud del cromosoma y seleccionados previamente partiendo de la base de tener
diferentes alelos entre las lineas celulares donadoras y del paciente. Esto permiti6 examinar la presencia del
cromosoma donador e identificar la posible pérdida de regiones especificas debido a la rotura cromosémica
imprevista. Cada clon que tenia alta actividad enzimatica conservaba el cromosoma 3 completo procedente de la
linea celular donadora, mientras que los clones con bajas actividades parecian haber perdido el cromosoma
completo partiendo de la base de la ausencia de alelos del cromosoma 3 procedentes de la linea celular donadora.
Estos ultimos clones conservaban probablemente una region pequefia del cromosoma donador que contenia el gen
marcador seleccionable que les permitia sobrevivir en medio que contenia higromicina. Estos datos indican que un
cromosoma 3 humano normal podia complementar el defecto observado en la linea celular del paciente con MSD.

Para determinar la region cromosomica especifica que contenia el gen responsable para la actividad de
complementacion, se usaron hibridos del cromosoma 3 marcados con Neo que se encontré que habian perdido
varias partes del cromosoma. Ademas, se realiz6 transferencia de cromosomas mediada por microcélulas irradiadas
de cromosomas 3 humanos marcados con HyTK. Se sometieron a prueba ciento quince hibridos irradiados de
cromosoma 3 para determinar las actividades sulfatasa y se obtuvo el genotipo usando un panel de 31 marcadores
microsatétiles polimérficos que abarcaban el cromosoma completo. Todos los clones que presentaban altas
actividades enzimaticas parecian tener el cromosoma 3p26 conservado. Un analisis de resolucién superior usando
marcadores adicionales de esta region maped la posible ubicacion para el gen de complementacion entre los
marcadores D3S3630 y D3S2397.

Identificacion del gen mutado en MSD

Se investigaron los genes de la region gendmica 3p26 para determinar mutaciones en pacientes con MSD. Se
amplificd por PCR cada exén incluyendo las uniones de corte y empalme y se analizé mediante secuenciacion
directa. Se realizé el analisis de mutacién en doce individuos afectados no relacionados; cinco pacientes con MSD
descritos anteriormente y siete casos no publicados. Se identificaron varias mutaciones de la cohorte de MSD en el
marcador de secuencia expresada (EST) AK075459 (SEQ ID NO: 4,5), que correspondia a un gen de funcion
desconocida, lo que sugiere fuertemente que éste era el gen implicado en MSD. Se encontr6 que cada mutacion
estaba ausente en 100 individuos control, excluyendo asi la presencia de un polimorfismo de secuencia. Se realizé
un analisis de mutacién de confirmacién adicional en ARN de pacientes sometidos a transcripcion inversa,
particularmente en aquellos casos en los que el analisis del ADN gendmico reveld la presencia de una mutacion en o
cerca de un sitio de corte y empalme, que afecta posiblemente al corte y empalme. También se identificaron
mutaciones de cambio de marco, terminadora, de corte y empalme y de aminoacido, lo que sugiere que la
enfermedad esta producida por un mecanismo de pérdida de funcioén, tal como se prevé para un trastorno recesivo.
Esto también concuerda con la observacion de que casi todas las mutaciones de aminoacido afectan a aminoacidos
que estan altamente conservados a lo largo de la evolucién (véase a continuacion).

Tabla 8: Mutaciones en MSD adicionales identificadas

Caso referencia fenotipo exoén cambio de nucleétido cambio de aminoacido
1. BA426 Conary et al, 1988 moderado 3 463T>C S 155P

3 463T>C S155P
2. BA428 Burch et al, 1986 neonatal grave 5 661delG cambio de marco
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3. BA431 Zenger et al, 1989 moderado 1 2T>G MIR
2 276delC cambio de marco
4. BA799 Burk et al, 1981 leve-moderado 3 463T>C S155P
3 463T>C S155P
5. BA806 no publicado neonatal grave 9 1045T>C R349W
6. BA807 Schmidt et al, 1995 desconocido 3 c519+4delGTAA salto de ex 3
9 1076C>A S359X
7. BA809 Couchot et al, 1974 leve-moderado 1 1A>G M1V
9 1042G>C A348P
8. BA810 no publicado grave 8 1006T>C C336R
9 1046G>A R349Q
9. BA811 no publicado neonatal grave 3 c519+4delGTAA salto de ex 3
8 979C>T R327X
10. BA815 no publicado moderado 5 €.603-6delC salto de ex 6
6 836C>T A279V
11. BA919  no publicado leve-moderado 9 1033C>T R345C
9 1033C>T R345C
12. BA920 no publicado moderado 5 653G>A C218Y
9 1033C>T R345C

Se identificaron mutaciones en cada paciente con MSD sometido a prueba, excluyendo asi la heterogeneidad de
locus. No se observd correlacion obvia entre los tipos de mutaciones identificados y la gravedad del fenotipo
notificado en los pacientes, lo que sugiere que la variabilidad clinica no esta producida por heterogeneidad alélica.
En tres casos, se encontré6 que diferentes pacientes (casos 1 y 4, casos 6 y 9, y casos 11 y 12 en la tabla 6)
portaban la misma mutacion. Dos de estos pacientes (casos 11 y 12) proceden de la misma ciudad en Sicilia, lo que
sugiere la presencia de un efecto fundador que de hecho se confirmé mediante andlisis de haplotipos.
Sorprendentemente, se encontré que la mayoria de los pacientes se componia de heterocigotos que portaban
diferentes mutaciones alélicas, mientras que sélo algunos eran homocigotos. Aunque compatible con la ausencia de
consaguineidad notificada por los progenitores, este fue un hallazgo algo inesperado para un trastorno recesivo muy
poco frecuente tal como MSD.

El geny la proteina FGE

Se reunié la secuencia de ADNc consenso del ADNc de la FGE humana (también usada de manera intercambiable
en el presente documento como SUMF1) (SEQ ID NO: 1) a partir de varios clones de marcador de secuencia
expresada (EST) y parcialmente a partir de la secuencia genémica correspondiente. El gen contiene nueve exones y
abarca aproximadamente 105 kb (véase el ejemplo 1). La comparacion de secuencias también identifico la
presencia de un gen de FGE paralogo ubicado en el cromosoma 7 humano que se designé FGE2 (también usado de
manera intercambiable en el presente documento como SUMF2) (SEQ ID NO: 45, 46).

Complementacion funcional de deficiencias de sulfatasa

Se infectaron fibroblastos de dos pacientes (casos 1 y 12 en la tabla 8) con MSD en los que se identificaron
mutaciones del gen de FGE (SUMF1) (lineas celulares BA426 y BA920) con virus VHS que contenian el tipo natural
y dos formas mutada del ADNc de FGE (SUMF1) (R327X y Aex3). Se sometieron a prueba las actividades ARSA,
ARSB y ARSC 72 horas tras la infeccién. La expresion del ADNc de FGE de tipo natural (SUMF1) dio como
resultado la complementacion funcional de las tres actividades, mientras que el ADNc de FGE (SUMF1) mutante no
(tabla 9). Estos datos proporcionan una evidencia concluyente para la identidad de FGE (SUMF1) como el gen en
MSD y demuestran la relevancia funcional de las mutaciones encontradas en los pacientes. Las mutaciones
asociadas con la enfermedad dan como resultado deficiencia de sulfatasa, demostrando por tanto que FGE
(SUMF1) es un factor esencial para la actividad sulfatasa.
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Tabla 9: Complementacion funcional de deficiencias de sulfatasa

Linea celular receptora con MSD Constructo ARSA" ARSB!" ARsc™
BA426 amplicén de VHS 24,0 225 0,15
SUMF1-Aex3 42,0 23,8 0,29
SUMF1-R327X 33,6 24,2 0,16
SUMF1 1195 (4.9%)  37.8(1,7x) 062 (4,1x)
BA920 amplicén de VHS 16,6 11,3 0,15
SUMF1-Aex3 17,2 14,4 0,07
SUMF1-R327X 36,0 13,5 0,13
SUMF1 66,5 (4,0 X) 216(19%) 042 (2,8x)
Intervalo de control 123,7 — 394,6 50,6 — 60,7 1,80 - 1,58

(Todas las actividades enziméaticas se expresan como nmoles de 4-metilumbeliferona liberados por mg de proteinal. 3 h. Se infectaron las
lineas celulares BA426 y BA920 de MSD con el amplicon de VHS solo, y con constructos que portaban o bien el ADNc de SUMF1 mutante o
bien de tipo natural. El aumento de las actividades arilsulfatasas individuales en fibroblastos infectados con el gen de SUMF1 de tipo natural,
en comparacion con el de las células infectadas con el vector solo, se indica entre paréntesis. Se indican las actividades medidas en los
fibroblastos control no infectados.

Base molecular de MSD

Basandose en la hipétesis de que el gen de la enfermedad debe poder complementar la deficiencia enzimatica en
una linea celular del paciente, se realiz6 transferencia de cromosomas mediada por microcélulas a una linea celular
inmortalizada de un paciente con MSD. Esta técnica se ha usado satisfactoriamente para la identificacion de genes
cuya funcion predicha podia evaluarse en lineas celulares (por ejemplo midiendo la actividad enzimatica o
detectando caracteristicas morfoldgicas). Para abordar el problema de la variabilidad estocastica de la actividad
enzimatica se midieron las actividades de tres sulfatasas diferentes (ARSA, ARSB y ARSC) en el ensayo de
complementacion. Los resultados de la transferencia de cromosomas indicaron claramente el mapeo del gen de
complementacion en el cromosoma 3. Se logré un mapeo subregional generando un panel de hibridos de radiacion
para el cromosoma 3. Se caracterizaron clones hibridos individuales tanto a nivel genémico, tipificando 31
marcadores microsatélites que presentaban diferentes alelos entre las lineas celulares donadoras y receptoras,
como a nivel funcional sometiendo a prueba las actividades sulfatasa. El analisis de 130 de tales hibridos dio como
resultado el mapeo de la regiéon de complementacién en el cromosoma 3p26.

Una vez definida la region gendmica critica, también se identificé el gen de FGE (SUMF1) mediante andlisis de
mutacion en ADN de los pacientes. Se encontraron mutaciones en todos los pacientes sometidos a prueba, lo que
demuestra que un Unico gen esta implicado en la MSD. Las mutaciones encontradas eran de diferentes tipos, dando
como resultado la mayoria (por ejemplo sitio de corte y empalme, sitio de inicio, terminadora, de cambio de marco)
posiblemente una funcién perdida de la proteina codificada, tal como se espera para una enfermedad recesiva. La
mayoria de las mutaciones de aminoacido afectan a codones correspondientes a aminoacidos que estan altamente
conservados durante la evolucién, lo que sugiere que estas mutaciones también producen una pérdida de funcion.
No pudieron establecerse correlaciones entre el tipo de mutacién y la gravedad del fenotipo, lo que indica que este
ultimo se debe a factores no relacionados. De manera inesperada para una enfermedad genética poco frecuente, se
encontr6 que muchos pacientes se componian de heterocigotos, que portaban dos mutaciones diferentes. Sin
embargo, se identificé un efecto fundador para una mutacion que se originé en una pequena ciudad de Sicilia.

Funcién del gen de FGE (SUMF1)

Se demostré de manera definitiva la identidad del gen de FGE (SUMF1) como el “factor de complementacion”
rescatando la deficiencia enzimatica de cuatro sulfatasas diferentes con la expresion del ADNc de FGE (SUMF1)
exdgeno, insertado en un vector viral, en dos lineas celulares de pacientes diferentes. En cada caso se observé un
restablecimiento constante, aunque parcial, de todas las actividades sometidas a prueba, en comparacion con las
lineas celulares de pacientes control transfectadas con vectores vacios. Como promedio, el aumento de las
actividades enzimaticas oscil6 entre 1,7 y 4,9 veces y alcanzé aproximadamente la mitad de los niveles observados
en las lineas celulares normales. La actividad enzimatica se correlaciona con el nimero de particulas virales usadas
en cada experimento y con la eficacia de la infeccion tal como se somete a prueba mediante un analisis con proteina
marcadora (GFP). En los mismos experimentos, se usaron vectores que contenian ADNc de FGE (SUMF1) que
portaban dos de las mutaciones encontradas en los pacientes, R327X y Aex3, y no se observd aumento significativo
de la actividad enzimatica, demostrando asi la relevancia funcional de estas mutaciones.
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Tal como se menciona en otra parte en el presente documento, Schmidt et al. descubrieron en primer lugar que las
sulfatasas experimentan una modificacion tras la traduccidon de una cisteina altamente conservada, que se
encuentra en el sitio activo de la mayoria de las sulfatasas, a C,-formilglicina. También demostraron que esta
modificacién era defectuosa en MSD (Schmidt, B., et al., Cell, 1995, 82:271-278). Los datos funcionales y de
mutacion proporcionan una fuerte evidencia de que FGE (SUMF1) es responsable de esta modificacion.

El gen de FGE (SUMF1) muestra un grado extremadamente alto de conservacion de secuencia en todas las
especies relacionadas de manera distante analizadas, desde las bacterias hasta el hombre. Se proporciona
evidencia de que el homdlogo de Drosophila del gen de FGE humana (SUMF1) puede activar sulfatasas humanas
sobreexpresadas, demostrando que el alto nivel de similitud de secuencia observado de los genes de FGE (SUMF1)
de especies relacionadas de manera distante se correlaciona con una conservacion funcional sorprendente. Una
excepcion notable son las levaduras, que parecen carecer del gen de FGE (SUMF1) asi como de cualquier gen que
codifique para sulfatasas, lo que indica que este microorganismo no requiere la funcidén sulfatasa y sugiere la
presencia de una influencia reciproca en la evolucién de los genes de FGE (SUMF1) y sulfatasas.

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

Efecto sobre la terapia de enfermedades debidas a deficiencias de sulfatasas

Se observé un fuerte aumento, de hasta 50 veces, de las actividades sulfatasa en células que sobreexpresan ADNc
de FGE (SUMF1) junto con o bien ADNc de ARSA, ARSC, o bien ARSE, en comparaciéon con células que
sobreexpresan sulfatasas individuales solas. En todas las lineas celulares se encontré un efecto sinérgico
significativo, lo que indica que FGE (SUMF1) es un factor limitante para la actividad sulfatasa. Sin embargo, se
observé variabilidad entre diferentes sulfatasas, posiblemente debido a la diferente afinidad de la proteina codificada
por FGE (SUMF1) con las diversas sulfatasas. También se observo variabilidad entre diferentes lineas celulares que
pueden tener diferentes niveles de enzima generadora de formilglicina enddgena. Compatible con estas
observaciones, se encontré que la expresion del gen de MSD varia entre diferentes tejidos, con niveles
significativamente altos en rifién e higado. Esto puede tener implicaciones importantes, ya que los tejidos con bajos
niveles de expresion del gen de FGE (SUMF1) pueden ser menos capaces de modificar de manera eficaz las
proteinas sulfatasas suministradas de manera exdgena (véase mas adelante). Estos datos juntos sugieren que la
funcién del gen de FGE (SUMF1) ha evolucionado para lograr un sistema de regulacion doble, controlandose cada
sulfatasa tanto mediante un mecanismo individual, responsable de los niveles de ARNm de cada gen de sulfatasa
estructural, como mediante un mecanismo comun compartido por todas las sulfatasas. Ademas, FGE2 (SUMF2)
proporciona redundancia parcial para la modificacion de sulfatasas.

Estos datos tiene profundas implicaciones para la produccion en masa de sulfatasas activas que van a utilizarse en
la terapia de sustitucién de enzimas. Se han notificado estudios de sustitucion de enzimas en modelos animales de
deficiencias de sulfatasas, tales como un modelo fenilo de mucopolisacaridosis VI, y se ha demostrado que son
eficaces para prevenir y curar diversos sintomas. En la actualidad se estan realizando ensayos terapéuticos en
seres humanos para dos trastornos congénitos debidos a deficiencias de sulfatasas, MPSII (sindrome de Hunter) y
MPSVI (sindrome de Maroteaux-Lamy) y pronto se ampliara a un nimero mayor de pacientes.

Ejemplo 5:
Terapia de sustitucion de enzimas con GALNS activada por FGE para MPS IVA de la enfermedad de Morquio

La causa principal de la patologia esquelética en pacientes con Morquio es la acumulaciéon de queratan sulfato (KS)
en condrocitos del disco epifisario (placa de crecimiento) debido a la deficiencia de la sulfatasa lisosomal, GALNS. El
objetivo primario de estudios de investigacion in vivo fue determinar si GALNS activada por FGE administrada por
via intravenosa (i.v.) podia penetrar en los condrocitos de la placa de crecimiento, asi como en otros tipos celulares
apropiados en ratones normales. Pese a la falta general de anomalias del esqueleto, también se us6é un modelo de
raton deficiente en GALNS (Morquio Knock-In-MKI, S. Tomatsu, Universidad de St. Louis, MO) para demostrar la
actividad bioquimica in vivo de GALNS activada por FGE administrada repetidamente. La falta de patologia
esquelética en los modelos de raton refleja el hecho de que el KS esquelético o bien estda enormemente reducido o
bien esta ausente en roedores (Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228:443-450). Sin embargo, estos ratones
si demostraron acumulacion detectable de GAG y otras anomalias celulares en diversos érganos y tejidos. Por tanto,
el objetivo global de los estudios fue demostrar que GALNS activada por FGE penetra en la placa de crecimiento
(estudio de biodistribucidn) y demuestran la actividad enzimatica de GALNS funcional dirigida hacia la eliminacién de
GAG acumulados en los tejidos afectados (estudio farmacodinamico).
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Los resultados de estos estudios demuestran que GALNS activada por FGE inyectada por via i.v. se internalizé por
los condrocitos de la placa de crecimiento, aunque a niveles relativamente bajos en comparacion con otros tejidos.
Ademas, la inyeccion de GALNS activada por FGE durante el transcurso de 16 semanas en ratones MKI produjo el
aclaramiento eficaz de los GAG acumulados y redujo la tincion con biomarcador lisosomal en todos los tejidos
blandos examinados. En resumen, los experimentos demuestran satisfactoriamente el suministro de GALNS a los
condrocitos de la placa de crecimiento y demuestran la actividad bioquimica en lo que se refiere al aclaramiento de
GAG en multiples tejidos.

Estudio de biodistribucién

Se administré a ratones ICR (normales) de cuatro semanas de edad una Unica inyeccion i.v. de 5 mg/kg de GALNS
activada por FGE. Se recogieron el higado, fémur (hueso), corazoén, rifidn y bazo dos horas tras la inyeccion y se
prepararon para el examen histolégico. Se usé un anticuerpo monoclonal anti-GALNS humano para detectar la
presencia de GALNS inyectada en los diversos tejidos. Se detect6 GALNS en todos los tejidos examinados en
comparacion con los controles con vehiculo. Ademas, GALNS se observd faciimente en todos los tejidos
examinados usando un sistema indicador con peroxidasa de rabano, con la excepcién del hueso. La demostracion
de la captacion de GALNS en la placa de crecimiento requirio el uso de un sistema indicador de isotiocianato de
fluoresceina (FTTC) mas sensible e indica que aunque GALNS penetra en la placa de crecimiento, estd menos
facilmente disponible para los condrocitos de la placa de crecimiento que para las células de los tejidos blandos.
Pese al requisito de un método de deteccién de fluorescencia mas sensible, se observé el suministro de GALNS a
los condrocitos de la placa de crecimiento 6sea en todos los cortes de placa de crecimiento observados en
comparacion con los controles con vehiculo.

Estudio farmacodinamico en ratones MKI

Se administraron a ratones MKI o de tipo natural de cuatro semanas de edad inyecciones i.v. administradas
semanalmente (n = 8 por grupo) hasta las 20 semanas de edad. Cada inyeccion semanal consisti6 en o bien 2
mg/kg de GALNS activada por FGE o bien control con vehiculo (sin inyeccidn para los ratones de tipo natural). Se
sacrificaron todos los animales para realizar el examen histolégico a las 20 semanas de edad y se tifieron usando
los siguientes métodos: hematoxilina y eosina para determinar la morfologia celular, azul alciano para la deteccion
de GAG.

Se demostré el aclaramiento de los GAG acumulados mediante tincion con azul alciano reducida o ausente en todos
los tejidos blandos examinados (higado, corazén, rifidén y bazo). Esto se observé sélo en los ratones a los que se
inyectd GALNS. Aunque la placa de crecimiento en los ratones MKI funcionaba normalmente tal como se demuestra
por una morfologia esquelética normal, hubo mas anomalias celulares sutiles observadas (incluyendo vacuolizacion
de condrocitos sin efecto patolégico aparente). Los condrocitos vacuolizados de las zonas hipertréficas y
proliferativas en las placas de crecimiento no resultaron afectados por el suministro de GALNS. Esto contrasté con
los condrocitos en la zona de calcificacién de la placa de crecimiento en los que se observé una reduccion de la
vacuolizacién en los ratones a los que se inyecté GALNS. La vacuolizacion de los condrocitos y la acumulaciéon de
GAG supuestamente distintos de KS en la placa de crecimiento en los ratones MKI fueron, en general,
sorprendentes e inesperadas debido a la falta conocida de KS en la placa de crecimiento en ratones. Estas
observaciones particulares reflejan probablemente el hecho de que, en ratones knock-in, estan presentes altos
niveles de GALNS mutante (en contraposicion a los ratones knock-out en los que no hay GALNS mutante residual,
ni vacuolizaciéon de condrocitos de la placa de crecimiento ni acumulacion de GAG - Tomatsu S. et al., Human
Molecular Genetics, 2003, 12:3349-3358). El fendmeno de vacuolizaciéon en la placa de crecimiento puede ser
indicativo de un efecto secundario de un subconjunto de células que expresan GALNS mutante. No obstante, la
inyeccion de enzima durante el transcurso de 16 semanas demostr6 una fuerte evidencia del suministro de GALNS
activada por FGE a multiples tejidos y de la actividad enzimatica in vivo.

Descripcion detallada de los dibujos

Figura 1: Espectros de masas MALDI-TOF de P23 tras la incubacion en ausencia (A) o presencia (B) de un extracto
soluble de microsomas de testiculos bovinos. Se incubaron 6 pmol de P23 en condiciones normales durante 10 min.
a 37°C en ausencia o presencia de 1 ul de extracto microsomal. Se prepararon las muestras para espectrometria de
masas MALDI-TOF tal como se describe en Procedimientos experimentales. Se indican las masas monoisotrépicas
MH" de P23 (2526,28) y su derivado de FGly (2508,29).

Figura 2: Arbol filogenético derivado de una alineacién de FGE humana y 21 proteinas de la semilla DUF323 en
PFAM. Los numeros de las ramas indican distancia filogenética. Las proteinas se designan mediante su numero ID
de TrEMBL y el nombre de la especie. hFGE - FGE humana. Parte superior derecha: escala de las distancias
filogenéticas. Un asterisco indica que el gen se ha investigado adicionalmente. Los siete genes superiores forman
parte de la familia de genes de FGE.

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

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

Figura 5: Grafico de barras que representa actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa en células 36F transfectadas
de manera transitoria con plasmido de expresion de FGE. Se transfectaron las células con bien un plasmido control,
pXMG.1.2, con el ADNc de FGE en la orientacion inversa, o bien un plasmido de expresion de FGE, pXMG.1.3 en
medios sin metrotrexato (MTX). Se volvié a alimentar a las células 24 horas mas tarde con medios que contenian
MTX 1,0 uM. Se recogio6 el medio y se recogieron las células 24, 48, y 72 horas tras volver a alimentar. Se determino
la actividad N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa mediante el ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio
de dos transfecciones separadas indicandose las desviaciones estandar mediante barras de error.

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

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

Figura 8: Grafico que representa actividad iduronato 2-sulfatasa en células 30C6 transfectadas de manera transitoria
con plasmido de expresion de FGE. Se transfectaron las células con bien un plasmido control, pXMG.1.2, con el
ADNc de FGE en la orientacién inversa, o bien un plasmido de expresion de FGE, pXMG.1.3 en medios sin
metrotrexato (MTX). Se volvié a alimentar a las células 24 horas mas tarde con medios que contenian MTX 1,0 uM.
Se recogi6 el medio y se recogieron las células 24, 48, y 72 horas tras volver a alimentar. Se determiné la actividad
iduronato 2-actividad mediante el ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio de dos transfecciones
separadas.

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

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

Lista de secuencias

<110> Transkaryotic Therapies, Inc.
von Figura, Kart

Schmidt, Bernhard

Dierks, Thomas

Heartlein, Michael W.

Cosma, Maria P.

Ballabio, Andrea

<120> DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE DEFICIENCIA MULTIPLE DE SULFATASAS Y OTRAS
DEFICIENCIAS DE SULFATASAS

<130> 0403WO
<150> US 60/447.747
<151> 11-02-2003
<160> 95

<170> Patentln version 3.2

54



10

15

20

<210>1

<211> 1180

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (20)..(1141)
<223> ADNc de FGE

<400> 1

acatggcccqg cgggacaac atg get gecg ccc geca cta ggg ctg gtg tgt gga
Met Ala Ala Pro Ala Leu Gly Leu Val Cys Gly

cgt tge cct gag
Arg Cys Pro Glu
15

ctg tgt gga gcg
Leu Cys Gly Ala
30

ggg tcc ctt gcg
Gly Sexr Leu Ala
45

gcc cat ggc agt
Ala His Gly Ser

gct ccg ggc ccc
Ala Pro Gly Pro

gtc ccc atc cct
val Pro Ile Pro
95

ata aag cag gat
Ile Lys Gln Asp
110

ttt tac atg gat
Phe Tyr Met Asp
125

gtg aac tca act
Val Asn Ser Thr
140

ttt gtc ttt gaa
Phe Val Phe Glu

cag gca gttt geca

ctg
Leu

gca
Ala

ggt
Gly

tcg
Ser

gta
val
80

gct
Ala

ggg
Gly

gcc
Ala

ggc
Gly

ggce
Gly
160

gct

1
ggt
Gly

gg99
Gly

tct
Ser

gca
Ala
65

cecc
Pro

gga
Gly

gaa
Glu

tat
tat
145
atg

Met

gct

ES 2380 147 T3

ctc
Leu

agc
Ser

tgc
Cys
50

gcce
Ala

gga
Gly

gta
vVal

gca
Ala

gaa
Glu
130

ttg
Leu

ttg
Leu

cCccC

gtce
Val

cag
Gln
35

ggc
Gly

agct
Ala

gag
Glu

ttt
Phe

cct
Pro
115

gte
val

aca
Thr

agt
Ser

tgg

ctce
Leu
20

gag
Glu

tgce
Cys

cac
His

cgg

aca
Thr
100

gcg
Ala

agt
Ser

gag
Glu

gag
Glu

tgg

5
ttg
Leu

gcc
Ala

ggc
Gly

cga
Arg

caa
Gln
85

atg
Met

agg

aat
Asn

gct
Ala

caa
Gln
165

tta

55

ctg
Leu

ggg
Gly

acg
Thr

tac

Tyr
70

ctc
Leu

ggc
Gly

aga
Arg

act
Thr

gag
Glu
150

gtg
val

cct

ctg
Leu

acc
Thr

ccc.

Pro
55

tcg
Ser

gcg
Ala

aca
Thr

gtt
val

gaa
Glu
135

aag
Lys

aag
Lys

gtg

ctg
Leu

ggt
Gly
40

cag
Gln

cgyg
Arg

cac
His

gat
Asp

act
Thr
120

ttt
Phe

ttt
Phe

acc
Thr

aaa

ctc
Leu
25

gcg
Ala

cgg
Arg

gag
Glu

tca
Ser

gat
Asp
105

att
Ile

gag
Glu

ggc
Gly

aat
Asn

ggc

10

tcg
Ser

ggc
Gly

cct
Pro

gct
Ala

aag
Lys
990

cct
Pro

gat
Asp

aag
Lys

gac
Asp

att
Ile
170

gct

ctg
Leu

gcg
Ala

ggc
Gly

aac
Asn
75

atg
Met

cag
Gln

gce
Ala

tte
Phe

tce
Ser
155

caa
Gln

aac

52

100

148

196

244

292

340

388

436

484

532

580
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Gln

tgg
Trp

cat
His
tgg
220

cga
Arg

cce
Pro

acc
Thr

tte
Phe

gaa
Glu
300

ctt
Leu

gga
Gly

gct
Ala

cgc
Arg

ccccagtecca aggagcagt

aAla

aga
Arg

cca
Pro
205

gca
Ala

gga
Gly

aaa
Lys

aac
Asn

cct
Pro
285

tgg
Trp

aac
Asn

tcc
Ser

cgg
Arg

tgt
Cys
365

<210> 2

<211> 374

<212> PRT

val

cac
His
190

gtt
val

ggg
Gly

ggc
Gly

ggc
Gly

act
Thr
270

ccc

Pro

act

cca
Pro

tac
TYTr

agc
Ser
350

gca
Ala

Ala
175

cca
Pro

cte
Leu

aag
Lys

ctyg
Leu

cag
Gln
255

ggt
Gly

aat
Asn

tca
Ser

aaa
Lys

atg
Met
3135

cag
Gln

gcc
Ala

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ala

gaa
Glu

cat
His

cgg

cat
His
240

cat
His

gag
Glu

ggt
Gly

gac
Asp

ggt
Gly
320

tgc
Cys

aac
Asn

gac
Asp

Ala

agg
Gly

gtg
Val

ctg
Leu
225
aat
Asn

tat

gat
Asp

tat
Tyxr
tgg
305
cce

Pro

cat
His

aca
Thr

cgce
Arg

Pxo

cct
Pro

tcc
Ser
210

ccc
Pro

aga
Arg

gcc
Ala

ggc
Gly

ggc
Gly
290

tgg
Trp

cct
Pro

agg
Arg

cct
Pro

ctg
Leu
370
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Trp

gac
Asp
195

tag
Trp

acg
Thr

cte
Leu

aac
Asn

ttc
Phe
275

tta
Leu

act
Thr

tct
Serxr

tct
Ser

gat
Asp
355

cece
Pro

Trp
180

tct
Ser

aat
Asn

gaa
Glu

tte
Phe

att
Ile
260

caa
Gln

tac
Tyr

gtt
val

ggg
Gly

accgc
Thr

Leu

act

gat
Asp

gct
Ala

ccc
Pro
245

tgg
Trp

gga
Gly

aac
Asn

cat
His

aaa
Lys
325

tgt
cys

tct
Sexr

atg
Met

56

Pro

att
Ile

gcg
Ala

gag
Glu
230

tgg
Trp

cag
Gln

act
Thr

ata
Ile

cat
His
310

gac
Asp

tac
Tyr

gct
Ala

gac
Asp

val

ctg
Leu

gtt
val
215

tgg
Trp

ggc
Gly

ggc
Gly

gcg
Ala

gtg
val
295

tct
Ser

cga
Arg

agg
Arg

tcg
Ser

tgacaaccaa gggtagtctt

Lys

cac
His
200

gce
Ala

gaa
Glu

aac
Asn

gag
Glu

cct
Pro
280

ggg
Gly

gtt
val

gtg
val

cat
Tyx

aat
Asn
360

Gly
185

agg
Arg

tac

tac

aaa
Lys

ttt
Phe
265

gtt
val

aac
Asn

gaa
Glu

aag
Lys

cgce
Arg
348

ctg
Leu

Ala

ccg
Pro

tgc
Cys

agc
Ser

ctg
Leu
250

ccg
Pro

gat
Asp

gca
Ala

gaa
Glu

aaa
Lys
330

tgt
Cys

gga
Gly

Asn

gat
Asp

act

tat

Cys
235

cag
Gln

gtg
val

gcc
Ala

tgg
Trp

acg
Thr
315

ggt
Gly

gct
Ala

ttc
Phe

628

676

724

772

820

868

916

964

1012

1060

1108

1161

11380



Met Ala Ala Pro Ala Leu
1 5

Gly Leu Val Leu Leu Leu
20

Gly Ser Gln Glu Ala Gly
35

Ser Cys Gly Cys Gly Thr
50

Ala Ala Ala His Arg Tvyr

ES 2 380

Gly Leu

Leu Leu

Thr Gly
40

Pro Glin
55

Ser Arg

147 T3

val Cys Gly
10

Leu Ser Leu

25

Ala Gly ala

Arg Pro Gly

Glu Ala Asn

57

Leu

Gly

Ala

60

Ala

Cys

Cys

Ser

45

His

Pro

Pro Glu
15

Gly Ala

30

Leu Ala

Gly Ser

Gly Pro

Leu

Ala

Gly

Ser

vVal



65

Pro

Gly

Glu

Tyr

145

Met

Ala

Gly

val

Leu

225

Asn

Tyr

Asp

Tyr

Trp

305

Pro

His

Thx

Gly

Val

Ala

Glu

130

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

210

Pro

Arg

Ala

Gly

Gly

290

Trp

Pro

Arg

Pro

Leu
370

Glu

Phe

Pro

115

val

Thr

Sex

Trp

Asp

185

Trp

Thr

Leu

Asn

Phe

275

Leu

Thr

Ser

Ser

Asp

355

Pro

Thr

100

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

180

Ser

Asn

Glu

Phe

Ile

260

Gln

Val

Gly

W
[~
o

Thr

Gln

85

Met

Arg

Asn

Ala

Gln

165

Leu

Thr

Asp

Ala

Pro
245

Trp

Gly

Asn

His

Lys

325

Cys

Ser

Met

70

Leu

Gly

Arg

Thr

Glu

150

val

Pro

Ile

Ala

Glu

230

Trp

Gln

Thr

Ile

His

310

Asp

Asp

Ala

Thr

val

Glu

135

Lys

Lys

val

Leu

val
215

Txp

Gly

Gly

Ala

val

295

Ser

Arg

Ser

His

Asp

Thr

120

Phe

Phe

Thr

Lys

His

200

Ala

Glu

Asn

Glu

Pro

280

Gly

val

val

Asn
360
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Ser

Asp

105

Ile

Glu

Gly

Asn

Gly

185

Arg

Tyr

Lys

Phe

265

val

Asn

Glu

Lys

Arg

345

Leu

Lys

90

Pro

Asp

Lys

Asp

Ile

170

Ala

Pro

Cys

Ser

Leu

250

Pro

Asp

Ala

Glu

Lys

330

Cys

Gly

75

Met

Gln

Ala

Phe

Ser

155

Gln

Asn

Asp

Thr

Cys

235

Gln

val

Ala

Trp

315

Gly

Ala

Phe

58

val
Ile
Phe
val
140
Phe
Gln
Trp
His
Trp
220
Arg
Pro
Thr
Phe
Glu
300
Leu
Gly

Ala

Arg

Pro

Lys

val

Ala

Pro

205

Ala

Gly

Lys

Asn

Pro
285

Trp

Asn

Ser

Arg

Cys
365

Ile

Gln

110

Met

Ser

Phe

val

His

190

val

Gly

Gly

Gly

Thr

270

Pro

Thr

Pro

Ser
350

Ala

Pro
95
Asp

Asp

Glu

Ala

175

Pro

Leu

Lys

Leu

Gln

255

Gly

Asn

Ser

Lys

Met

335

Gln

Ala

80

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

160

Ala

Glu

His

Arg

His

240

His

Glu

Gly

Asp

Gly

320

Cys

Asn

Asp
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<210>3
<211> 1122

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
atggctgcege
ttgctgetge
gcgggcgegy
catggcagtt
cccggagage
atgggcacag
attgatgcct
aactcaactg
atgttgagtg
ttacctgtga
aggecggatc
gcagggaagce
aatagacttt
tggcagggcyg
gttgatgcct
tggacttcag
cceccecttetg
tgttacaggt

ctgggattce

<210> 4
<211> 2130

<212> ADN

ccgcactagg
tgctctcget
ggtecccttge
cggcagccgc
ggcaactecgc
atgatcctca
tttacatgga
gctatttgac
agcaagtgaa
aaggcgctaa
atccagttct
ggctgcccac
tccectgagg
agtttceggt
tcecteccaa
actggtggac
ggaaagaccg
atcgctgtge

gctgtgecage

<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2380 147 T3

gctggtgtgt
gctgtgtgga
gggttcttgce
tcaccgatac
gcactcaaag
gataaagcag
tgcctatgaa
agaggctgag
gaccaatatt
ctggagacac
ccatgtgtcc
ggaagctgag
caacaaactg
gaccaacact
tggttatggc
tgttcatcat
agtgaagaaa
tgctcggage

cgaccgectg

ggacgttgcc
gcggcaggga
ggctgcggca
tcgegggagg
atggtcccca
gatggggaag
gtcagtaata
aagtttggcg
caacaggcag
ccagaagggc
tggaatgatg
tgggaataca
cagcccaaag
ggtgaggatg
ttatacaaca
tctgttgaag
ggtggatcct
cagaacacac

cccaccatgg

59

ctgagctggg
gccaggaggc
cgccccageg
ctaacgctce
tceetgetag
cacctgcgag
ctgaatttga
actcctttgt
ttgcagctge
ctgactctac
cggttgccta
gctgtcgagg
gccagcatta
gcttccaagg
tagtggggaa
aaacgcttaa
acatgtgcca
ctgatagctce

ac

tctegtectce
cgggaccggt
gcctggegcee
gggccccgta
agtatttaca
gagagttact
gaagtttgtg
ctttgaagge
tccctggtgd
tattctgcac
ctgcacttgg
aggcctgcat
tgccaacatt
aactgcgect
cgcatgggaa
cccaaaaggt
taggtcttat

tgcttcgaat

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

1020
1080

1122



acatggcccg
tEgagctgggt
ccaggaggcce
gccccagegyg
taacgctcecg
ccctgetgga
acctgcgagyg
tgaatttgag
ctectttgte
tgcagctgect
tgactctact
ggttgectac

ctgtcgagga

cgggacaaca
ctcgtectcet
gggaccggtg
cctggecgecce
ggcccegtac
gtatttacaa
agagttacta
aagtttgtga
tttgaaggca
ccctggtggt
attctgcaca
tgcacttggg

ggcctgcata
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tggctgcgece
tgctgctgcet
<cgggcgcggyg
atggcagttc
ccggagagceg
tgggcacaga
ttgatgccct
actcaactgg
tgttgagtga
tacctgtgaa
ggccggatca
cagggaagcg

atagactttt

cgcactaggg
gctctcgetg
gtceccttgcg
ggcagcegcet
gcaactcgcg
tgatcctcag
ttacatggat
ctatttgaca
gcaagtgaag
aggcgctaac
tccagttctce
gctgcccacg

ccecetggggce

60

ctggtgtgtg
ctgtgtggag
ggttcttgcg
caccgatact
cactcaaaga
ataaagcagg
gcctatgaag
gaggctgaga
accaatattc
tggagacacc
catgtgtcct
gaagctgagt

aacaaactgc

gacgttgccc
cggcagggag
gctgcggcac
cgcgggaggce
tggteccccat
atggggaagc
tcagtaatac
agtttggcga
aacaggcagt
cagaagggcc
ggaatgatge
gggaatacag

agcccaaagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
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ccagcattat
cttccaagga
agtggggaac
aacgcttaac
catgtgccat
tgatagctct
ctgacaacca
ctttcctecag
acctgcccaa
atgtgcttta
tttaaagagyg
cgcaggctct
gtgccctecc
accagttcta
tttttagecta
tctcttatgt
ttgtttttec
gtgatggtat
tgtgctttat
tceccectete
taattctaga
ggtattttgt

catgcactgt
<210> 5
<211> 374

<212> PRT

gccaacattt
actgcgcctg
gcatgggaat
ccaaaaggtc
aggtcttatt
gcttcgaate
agggtagtct
aactttgaac
tggccaaagg
tggtgtggtg
aaggggagtg
gccacagggg
ctatcaaatg
aaaagggtat
ttttttccat
attatgttcg
aaggaaatca
gctgaagttce
cttttaacat
cccaaagcct
tatagggaaa
aatagggaat

gttgaataaa

<213> Homo sapiens

<400> 5
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ggcagggcga
ttgatgectt
ggacttcaga
cceccttetgg
gttacaggta
tgggattccg
tcecceagtece
gatcccatgce
aaccgecttg
catctttgga
gagggaaccc
ttagacccca
aaggaatgga
cagattctat
gtgtgaacct
gaagaggggt
gtgtctttta
agccgttgaa
taagtgcctt
tcagcgaacg
aaggaacgag
aggaaacctt

cgtatctgct

ttttccggtyg
ccctcccaat
ctggtggact
gaaagaccga
tecgectgtget
ctgtgcagcce
aaggagcagt
aaagaattcc
tgagaccaaa
gatcatcacc
tgagctaggc
ggtccgacgce
cagcatgacc
tgtgacttca
tgagtgatac
gtggtgactc
cgttgttatg
cacataggaa
tggttcagag
tgaaatgtgc
gaccttgaat

gttggctgtg

61

accaacactg
ggttatggct
gttcatcatt
gtgaagaaag
gctcggagcce
gaccgectge
cgtgtctgac
caccctgagg
ttgctgacct
atattttact
ttcaggaggc
ttgaccttcc
tctgggtgtc
tagaatttat
taatcatgta
ctttatattce
atgaatccca
tgtctgtggg
gggcagtcat
gctaaacggg
gagctatatt

gaatatccga

gtgaggatgg
tatacaacat
ctgttgaaga
gtggatccta
agaacacacc
ccaccatgga
ctacattggg
tgggttacat
gggtcagtge
tttgagagtc
ccgcatccta
tgggcctcaa
tcteccaactce
gatagattat
aagtaagagt
gtactgcact
catggggccg
gtgactctac
aagctctgtt
gaaacctgtt
cagggtatcc

tgctttgaat

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2130



Met

Gly

Gly

Ser

Ala

65

Pro

ala

Leu

Ser

Cys

50

Ala

Gly

Ala Pro

val Leu
20

Gln Glu

35

Gly Cys

Ala His

Glu arg

Ala

Leu

Ala

Gly

Gln
85

Leu

Leu

Gly

Thr
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Gly

Leu

Thr

Pro

S5

Ser

Ala

Leu Val

Leu Leu

25

Gly Ala

40

Gln Arg

Arg

His

Glu

Ser

62

Cys

10

ser

Gly

Pro

Ala

Lys
90

Gly

Leu

Ala

Gly

Asn

75

Met

Arg

Leu

Ala
60

Ala

val

Cys

Cys

Ser

45

His

Pro

Pro

Pro

Gly

30

Leu

Gly

Gly

Ile

Glu
15

Ala
Ala
Ser

Pro

Pro
95

Leu

Ala

Gly

Ser

val

80

Ala



Gly

Glu

Ala

Gly

val

Leu
225

Asp

Trp

Pro

His

Thr

val

Ala

Glu

130

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

210

Pro

Arg

Ala

Gly

Gly

290

Trp

Pro

Pro

Leu
370

Phe

Pro

115

val

Thr

Ser

Trp

Asp

195

Trp

Thr

Leu

Asn

Phe

275

Leu

Thr

Ser

Thr

100

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

180

Ser

Asn

Glu

Phe

Ile

260

Gln

Val

Gly

Ser Tyr

Asp
355

Pro

Ser

Thr

Met

Arg

Ala

Gln

165

Leu

Thr

Asp

Ala

Pro
245

Trp

Gly

Asn

His

Lys

325

Cys

Ser

Met

Gly

Arg

Thx

Glu

150

val

Pro

Ile

Ala

Glu
230

Trp

Gln

Thr

Ile

His

31a

Asp

Tyr

Ala

Asp

Thr

val

Glu

135

Lys

Lys

val

Leu

val
215

Trp

Gly

Gly

Ala

val

295

Ser

Arg

Arg

Ser
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Asp

Thr

120

Phe

Phe

Thr

Lys

His

200

Ala

Glu

Asn

Asp

Pro

280

Gly

val

val

Tyxr

Asn
360

Asp

105

Ile

Glu

Gly

Gly
185

Tyr

Tyr

Lys

Phe

265

val

Asn

Glu

Lys

Arg

345

Leu

Pro

Asp

Lys

AsSp

Ile

170

Ala

Pro

Cys

Ser

Leu

250

Pro

Asp

Ala

Glu

Lys

330

Cys

Gly

63

Gln
Ala
Phe
Ser
155
Gln
Asn
Asp
Thr
Cys
235
Gln
val
Ala
Trp
Thr
315
Gly

Ala

Phe

Ile

Leu

val

140

Phe

Gln

Trp

His

Trp

Arg

Pro

Thr

Phe

Glu

300

Leu

Gly

Ala

Arg

Lys

125

Asn

val

Ala

Pro

205

Ala

Gly

Lys

Asn

Pro
285

Trp

Asn

Ser

Cys
365

Gln
110

Met

Ser

Phe

Vval

His

190

val

Gly

Gly

Gly

Thr

270

Pro

Thr

Pro

Ser
350

Ala

Asp

Asp

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

His
240
His
Glu
Gly

Asp-

Gly
320

cys

Asn

AsSp
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<210> 6

<211> 2297

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6
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64



cggctgtgtt
tgctaactgce
cgaaatgccg
cgtectgegtc
tcttctcate
gaggtcccca
gcagcaagca
cacccgecetg
cccccagtac
tgggatatct
tccttcctcet
tgccaacctg
acagagcact
cttcctggece
gaagttgtat
accccctgtg
aaacatcagt
ctactttgcce
cgatcttcag
aggtgaacat
gatattctat
ttacctcgac
ccttgtggaa
acctcgctgce
gaagcatttt
actgattgce
gccgagttta
tactgtgtgg
aggggaactg
ccaaggtgga
atgtgatgtg
acccataata
cctgagaata
aattggacca
aataaataca
taataaccaa
atttcaaaaa
tataatttaa

tccatgttte

gcgcagtctt
gccacctgcet
ccacccecgga
gccctcggat
atcgtggatg
aatattgacc
gtgtgcgcce
tacgacttca
ttcaaggaga
tctaaccata
gagaagtatg
ctttgececctyg
gagcaagcca
gttgggtatc
cccttggaga
gcctacaacc
gtgccgtatg
tctgtgtecat
ctggccaaca
ggagaatggg
gttcctggaa
ccttttgatt
cttgtgtcectce
cccgttcectt
cgattcegtg
tatagccagt
aaagatataa
gttggcttca
tattttgtgg
gatcttttcc
ctcecctteca
ttggaagcag
tgtaacagce
gttttttttt
aagcaaacaa
acataacatt
gtaatcatat
taatatatct

tttttce

ES 2380 147 T3

catgggttcc
gcagecctgtce
ccggcecgagg
ccgaaacgca
acctgcgcce
aactggcatc
cgagccgcgt
actcctactg
atggctatgt
ccgatgattc
aaaacactaa
tggatgtgct
tacagttgtt
ataagccaca
acatcaccct
cctggatgga
gtccaattce
atttggatac
gcaccatcat
ccaaatacag
ggacggcttc
ccgectcaca
tttttecccac
catttcacgt
acttggaaga
atccceggece
agatcatggg
atcctgatga
attctgaccc
agttgttgat
gctggtgaga
cctgagggct
aaaccttttce
taatttccct
actcaagtta
atacacaaag
atcaaactag

tatgagccct

cgacgaggag
cccgeegete
ccttetetag
ggccaactcg
ctcecetggge
ccacagccte
ttctttecte
gagggtgcac
gaccatgtcg
tccgtatage
gacatgtcga
ggatgttccc
ggaaaagatg
catcecccttce
ggccccegat
catcaggcaa
tgtggacttt
acaggtcggce
tgcatttacc
caattttgat
acttccggag’
gttgatggag
gctggctgga
tgagctgtgce
ggatccgtac
ttcagacatc
ctattccata
atttctagcet
attgcaggat
geccttgagtt
ggaggagtta
agttaatcca
gtttagtctt
ctttttaaaa
tgtcatacct
aatactttca
gcaccacact

atatattcaa

65

gtctctgtag
tgaagcggcc
ctgggtctagg
accacagatg
tgttatgggag
ctcttccaga
actggcagga
gctggaaact
gﬁgggaaaag
tggtctttte
gggccagatg
gagggcacct
aaaacgtcag
agatacccca
cccgaggtece
cgggaagacg
cagcggaaaa
cgcctcttga
tcggatcatg
gttgctaccc
gcaggcgaga
ccaggcaggce
cttgcaggac
agagaaggca
ctccctggta
cctcagtgga
cgcaccatag
aacttttctg
cacaatatgt
ttgccaacca
gagctggteg
aacatgcatc
tattaaaatt
cagttacggc
ttggatacga
ttatttgtgg
aagttcctga

aatattatgt

ctgcggegge
gcgtcgaagce
ttctgagctce
ctctgaacgt
ataagctggt
atgcctttge
gacctgacac
tctccaccat
tctttcacec
caccttatca
gagaactcca
tgcctgacaa
ccagtecttt
aggaatttca
ctgatggcct
tccaagectt
tccgeccagag
gtgctttgga
ggtgggctct
atgttcccct
agcttttccc
aatccatgga
tgcaggttcc
agaaccttct
atccccgtga
attctgacaa
actataggta
acatccatge
ataatgattc
tggatggcaa
ttttgtgatt
aacaatttgg
tataattggt
ttatttactg
agaccataca
aatttagtgce
ttattttgtt

taacatgtaa

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
2040
2100
2160
2220
2280
2297
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<210>7

<211> 550

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>7
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66



ES 2380 147 T3

Met Pro Pro Pro Arg Thr Gly Arg Gly Leu Leu Trp Leu Gly Leu Val

Leu Ser Ser val Cys Val Ala Leu Gly Ser Glu Thr Gln Ala Asn Ser
20 25" 30

Thr Thr Asp Ala Leu Asn Val Leu Leu Ile Ile Val Asp Asp Leu Arg
s 40 45

Pro Ser Leu Gly Cys Tyx Gly Asp Lys Leu Val Arg Ser Pro Asn Ile
50 55 60

Asp Gln Leu Ala Ser His Ser Leu Leu Phe Gln Asn Ala Phe Ala Gln
65 70 75 80

Gln Ala Val Cys Ala Pro Ser Arg Val Ser Phe Leu Thr Gly Arg Arg
85 90 9s

Pro Asp Thr Thr Arg Leu Tyr Asp Phe Asn Ser Tyr Trp Arg Val His
100 105 - 110

Ala Gly Asn Phe Ser Thr Ile Pro Gln Tyr Phe Lys Glu Asn Gly Tyr
115 120 125

Val Thr Met Ser Val Gly Lys Val Phe His Pro Gly Ile Ser Ser Asn
130 135 140

His Thr Asp Asp Ser Pro Tyr Ser Trp Ser Phe Pro Pro Tyr His Pro
145 150 155 160

Ser Ser Glu Lys Tyr Glu Asn Thr Lys Thr Cys Arg Gly Pro Asp Gly
165 170 175

Glu Leu His Ala Asn Leu Leu Cys Pro Val Asp Val Leu Asp Val Pro
180 185 190

Glu Gly Thr Leu Pro Asp Lys Gln Ser Thr Glu Gln Ala Ile Gln Leu
19s 200 205

Leu Glu Lys Met Lys Thr Ser Ala Ser Pro Phe Phe Leu Ala Val Gly
210 215 220

Tyr His Lys Pro His Ile Pro Phe Arg Tyr Pro Lys Glu Phe Gln Lys
225 230 235 240

Leu Tyr Pro Leu Glu Asn Ile Thr Leu Ala Pro Asp Pro Glu Val Pro
245 250 255

Asp Gly Leu Pro Pro Val Ala Tyr Asn Pro Trp Met Asp Ile Arg Gln
260 265 270

Arg Glu Asp Val Gln Ala Leu Asn Ile Ser Val Pro Tyr Gly Pro Ile
275 . 280 285

67



Pro

Ser

308

Leu

Trp

Val

Ser

Asp

385

Val

Gln

Glu

Gln

465

Ser

Asn

Pro

Phe
545

Val
290

Tyr

Gln

Ala

aAla

Leu

370

Ser

Glu

val

Glu

AsSp

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

Ser

Val

Pro

420

Lys

Tyr

Arg

Asp

Thr

500

Asp

Asp

Leu

Gln

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

Met

Arg

Gln

310

Ser

His

Pro

Gly

Leu

380

Leu

Cys

Leu

Pro

Ser

470

Lys

Trp

His

Asn

Pro
550

ES 2380 147 T3

Lys

295

val

Thr

Gly

Leu

Glu

375

Met

Phe

Pro

Leu

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

Ile

345

Phe

Leu

Pro

Thr

Pro

425

His

Pro

Pro

Gly

Phe

505

Glu

Asn

Gln

Leu

Ala

330

Ala

Phe

Gly

Leu

410

Ser

Phe

Arg

Gln

Leu

Asp

68

Ser Tyr

Leu

315

Phe

Lys

val

Pro

Arg

395

Ala

Phe

Arg

Glu

Pro

Tyr

Ser

Ser

Thr

Pro

Gly

His

Phe

Leu

460

Asn

Ile

AsSp

Phe

Gln
540

Phe

Ala

Ser

Ser

Gly

365

Leu

Serx

Leu

Val

Arg

445

Ile

Ser

Glu

Val
525

Gly

Ala

Leu

Asn

350

Asp

Met

Ala

Glu

430

Asp

Ala

Asp

Thr

Phe

510

Asp

Gly

Ser

Asp

His

335

Phe

Pro

Asp

Gly

415

Leu

Leu

Lys

Ile

495

Leu

Serx

Asp

Val

Asp

320

Gly

Asp

Ala

Phe

Leu

400

Leu

Glu

Ser

Pro

480

Asp

Ala

Asp

Leu
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<210> 8

<211> 2657

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

gaattccggg ccatgagctg cccegtgcec gectgetgeg cgectgetget agtectgggg

ES 2380 147 T3

69

60



ctctgcecggg
agtggcgegt
agcctectet
ctcctcactg
cacttcaact
cgcacaggca
gcgtacacgg
ctgctcgtcc
ttccacgacc
tttggcaacg
ccactggacg
gccgetcagt
ctgcgtgacg
cccttcecca
tcatcceecgg
gacctecacge
ggctcgaaga
ctctgggcca
cgctecegtge
cccatecgacc
gctggtcagce
gagctctacyg
tttgctcagce
gacccctggg
cccctecaca
cagacacatc
ttccgtccac
gcctggaggg
gcactgccgt
gaattctaga
cttgttttct
ttggecagcca
gtgggcagta
gcgtctggece
tgceccataggt
gagtgatgag
cgaagatgaa
gcattgctgg

ttgctgggtg

cgcgtcececg
acaacaacag
ttcgcaatgc
gecctgeccca
ccttcgacaa
tcatcgggaa
aggagaatgg
ggaaattcct
cccaccgetg
gagagagcgg
tgctggtgce
acaccaccgt
ccggtgtcect
gcggcaggac
agcacccaaa
ccaccatctt
ccatccacct
ccgtetttgg
agcaccggca
aggacttcta
ccacgggctg
accggagccg
ttctggagat
tgtgcgeeccec
atgagctgtg
ccacacgtgt
actcccatcc
ggaccagagc
catggcaggg
catacgtggt
ggcttggttt
cagatacttc
cgcaggtccc
tagaggaagc
caagtccctg
cttgaacctg
ggcatggcga
gtggtgatgc

gcaatgcecg

ES 2380 147 T3

gaacgcactg
cgccétcgcc
cttcacctceg
gcatcagaat
ggtgcggagc
gaagcacgtg
ctccgtecte
gcagactcag
tgggcactcc
catgggtcgt
ttacttcgte
cggccgcatg
gaacgacaca
caacctgtac
acgctggggc
ggattggttce
cactggcegg
cagccagagc
cttccgecte
cgtctcacce
gtacaaggac
ggacccccac
gcttcgggac
cgacggcgtc
accatcccag
ccgtgtggee
aaggagggtt
atgtgaccag
gacacagttg
ctgcggacag
ggggacctgc
tgaacccttc
accgacactc
ctttgagcga
ttccccaggce
tggtgtttct
tgcccgtect
ccgtectetg

tcctctgget

ctgctcctceg
accccgecacc
gtcagcagct
gggatgtacg
ctgcegetge
gggccggaga
caggtggggc
gatgaccggce
cagccccagt
atcccagact
cccaacacce
gaccaaggag
ctggtgatct
tggccgggca
caagtcagcg
tcgatccegt
tccetectge
caccacgagg
gtgcacaacc
accttccagg
ctcecgtcatt
gagacccaga
cagctggcca
ctggaggaga
gaggcctgtg
ggccagcctg
cttecttect
agcatgtgcce
tccttgtgte
ggcagegccc
aaatgggagg
acagagagca
acctgggage
cctttgggca
aggtttcagc
gggcagaagc
ctggcttggg
gcttgggtta

tgggttaatt

70

cggatgacgg
tggacgcctt
gctctcccag
ggctgcacca
tgctcagcca
ccgtgtacce
ggaacatcac
ctttcttecct
acggaacctt
ggacccccca
cggcagcccg
ttggactggt
tcacgtccga
ctgctgaacc
aggcctacgt
accccagcta
cggcgctgga
tcaccatgtc
tcaacttcaa
acctcctgaa
actactaccg
acctggccac
agtggcagtg
agctctctcece
cacacatccce
gggagtagtg
gtggggtcac
cagcccctcece
tgaaccatgt
ccagcccatg
cctgaggcce
ggcaggggct
acggcgcectg
ggtttctget
tgattggcag
ttatcttttt
ttaattcttce
attcttcggt

cttcggtgac

aggctttgag
ggceccgecgce
ccgcgccagce
ggacgtgcac
agctggtgtg
gtttgacttt
tagaattaag
ctacgtcgcc
ctgtgagaag
ggcctacgac
agccgacctg
gctccaggag
caacgggatc
cttactggtg
gagcctecta
cgccatcttt
ggcecgagccce
ctaccccatg
gatgecccttt
ccgcaccaca
ggcgcgetgg
cgacccgegce
ggagacccac
ccagtgccag
aggcatgtcce
gcaacagccce
tcttgeccatt
accaccaggg
cccagcacgg
acaagggagt
tcttcaggcet
tcggtgcege
gctcttacca
tcttctgttt
caggctcccet
tgagagtgtc
ggtgacactg
gacactggcg

actggcgttg

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
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
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ctgggtggcg atgccegtcec
ggagaatgtg ccgttecctgc
caccectcgg cotggacacce
cttgcecctte cctecctatce

tattgtaaaa gecttttt

<210>9

<211> 502

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

ES 2380 147 T3

tctggcttgg gttaattctt ggatgacgtc ggegttgctg
cctgectecca cccacctegg gagcagaagce cceggectgga
cctcgaagga gagggcgctt ccttgagtag gtgggctceccce

actccatact ggggtgggct ggaggaggcc acaggccagce

71

2460
2520
2580
2640
2657



Metbt

Leu

Gly

His

Leu

His

Gln

Glu

vVal

145

Lys

Phe

Phe

Asp

Phe
225

Ser

Cys

Gly

Leu

50

Ser

Pro

Phe

Ala

Thr

130

Leu

Phe

His

Cys

210

Val

Cys

Arg

Phe

a5

Asp

val

Gln

Asn

Gly

115

val

Gln

Leu

Glu
195

Thr

Pro

Pro

Ala

20

Glu

Ala

Ser

His

Ser

100

val

val

Gln

Pro

180

Lys

Pro

Asn

val

Ser

Leu

Ser

Gln

85

Phe

Pro

Gly

Thr

165

His

Phe

Gln

Thr

Pro

Pro

Gly

Ala

Cys

70

Asn

Asp

Thr

Phe

Arg

150

Gln

Gly

Ala

Pro
230
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Ala

Ala

Arg

55

Ser

Gly

Lys

Gly

Asp

135

Asn

Asp

Cys

Asn

Ala

Cys

Asn

Pro

Met

val

Ile

120

Phe

Ile

Asp

Gly

Gly

200

Ala

Cys

Ala

25

Asn

Ser

Ser

Arg

105

Ile

Ala

Thx

His
185

Glu

Pro

72

Ala
10

Leu

Leu

Gly
90

Ser

Gly

Pro

170

Ser

Ser

Leu

Ala

Leu

Leu

Ser

Leu

Ala

75

Leu

Leu

Lys

Thr

Ile

155

Phe

Gln

Gly

Asp

235

Leu

Leu

Ala

Phe

Ser

His

Pro

Lys

Glu

l40

Lys

Phe

Pro

Met

val

220

Leu

Leu

Leu

Ile

45

Leu

Gln

Leu

‘His

125

Glu

Leu

Leu

Gln

Gly

205

Leu

Ala

Val

Ala

Ala

Asn

Leu

Asp

Leu

110

Val

Asn

Leu

Tyr

Tyr

190

val

Ala

Leu

ASpD

Thr

Ala

Thr

val

85

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



Thr

Leu

Asp

Gly

Trp

305

Thr

Gly

Glu

Glu

Ala

Gln

Arg

465

Cys

Pro

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
3_5 5

Thr

val

Gln
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

Arg

245

Gly

Pro

Pro

Ser

Trp

325

Ile

Leu

Ser

Asn

Ser

405

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

485

Glu

Met

val

Phe

Leu

Glu

310

Phe

His

Trp

Leu

390

Pro

Gly

Leu

Asp

Lys

470

val

Leu
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Asp

Leu

Pro

Leu

295

Ala

Ser

Leu

Ala

Pro

375

Asn

Thr

Trp

Pro
455

Trp

Leu

Gln

Asn

Ser

280

val

Ile

Thr

Thr

360

Met

Phe

Phe

Tyxr

Asp

440

Arg

Gln

Glu

Gly

265

Gly

Ser

val

Pro

Gly

345

val

Arg

Lys

Gln

Lys

425

Axrg

Phe

Trp

Glu

Val

250

Thr

Arg

Ser

Ser

Tyr

Arg

Phe

Ser

Met

Asp

410

Asp

Ser

Ala

Glu

Lys
490

73

Leu

Thr

Pro

Leu

318

Pro

Ser

Gly

val

Pro

395

Leu

Leu

Arg

Gln

Thr

475

Leu

Leu

Val

Asn

Glu

300

Leu

Ser

Leu

Ser

Gln

380

Phe

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

Ile

Arg

Tyr

430

His

Glu

Pro

Gln

Gln
255

Thr

Trp

Lys

Thr

Ile

335

Ala

His

Asp

Thr
415

Tyr

Glu

Met

Trp

Cys
495

Glu

Ser

Pro

Arg

Pro

320

Phe

Leu

His

Phe

Gln

400

Tyr

Thr

Leu

Val

480

Gln
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<210> 10

<211> 1014

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

cgtgcctgta atcccagcag ctactcactc aggaggetga

ccggaaggca

gagtgagact
cttgaataac
ctgtgaaaag
gtcccactag
tgcctggagg
acagcacctg
gtgtgcttgg
cacggcgect
agaccagtct
cctgacaaca
acacaagatc
attgagtctg
tataagegtt
tccacaagga
agctatgtta
<210> 11

<211> 522

<212> PRT

gaggttgcag tgagccaaga tcgcgccact

gtctcagaac
tgcatgttct
ttagggaagt
cacc¢tgecgca
aaggatggct
cagacgcagg
ccctectect
cagacctcag
cagtttattt
ggtgcccgag
agtatgtgta
gcccagtgaa
tgtctcaggg
atttccctgg

tttagaaata

<213> Homo sapiens

<400> 11

ES 2380 147 T3

agcaacaaca
ttttetcaat
gtctgacacc
gactcaggcece
ctggcctecgg
gggactgcac
cgcececacgge
gaccctgecg
tgccaaggtt
gtggctgagg
tggcgtacat
tccgcatcttt
gagcceccaga
gcgctaatta

aaacgggagyg

A

aaatgccegce
tttcatttce
tccagaatcc
aggcctagaa
tccteccececa
aattccacct
gcctcagatt
tctcacgeet
aaggatgcac
atacagtttg
tggttecagtce
tatgtaaaca
gggatgactt
tgagggaggc
caggtttgcce

74

ggcaggagaa

gaactccage

tgctgctggg
cagaactggy
attcccaaga
tctccagttg
acectgececa
gcccaggacc
tcaggaccct
ttgtgaacce
ctgtgacagce
cctttataca
agccttccac
gtaagggaac
ccagttcecegt
gtgtagctte

taattcccag

tctcttgaac

ctgggtgaca

tccagaagag
cacctceggyg
agtgcctctg
gccctgcaag

agccagacag

.tgaccctggce

cctcctegee
caaatatctg
ctcaggaggt
tcttagggag
tgaatacacg
ggggcaatca
ctgtectttg
ttatcattgt

gttg

60
120

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



Met

Leu

Ile

Glu

65

Pro

Phe

Ile

Lys

His
145

Ala

Ser

Leu

Gly

Gly

Ser

Val

Lys
130

Axg

Ala

Ala

Leu

35

Glu

Leu

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

Arg

Pro

70

Leu

Ala

Pro

val

His
150

ES 2380 147 T3

Ala

Gly

Glu

55

Asn

Leu

His

AsSp

Sex

135

Pro

Thr

Ala

Asp

Thr

Phe

Thx

Ala

Ser

120

Lys

Leu

Ser
25

Met

Pro

Gly

Arg

105

Glu

Ile

Lys

75

Trp

10

Gly

Gly

Asn

Ser

Axrg

90

Asn

Gln

val

His

Trp

Ala

Trp

Leu

Ala

75

Leu

Ala

Leu

Gly

Gly
155

Gln

Pro

Gly

Asp

60

Asn

Pro

Leu

Lys
140

Phe

Leu

Gln

Asp

45

Pro

Ile

Thr

Pro
125

Trp

Asp

Leu

Pro

30

Leu

Met

Leu

Pro

110

Glu

His

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



Gly

Glu

Pro
225
Ala

Ala

Gln

Pro

305

Pro

His

Ala

Leu

Tyx

385

His

Asp

Glu

Gly

Leu
465

Ser

Ile

Phe

Leu

210

Phe

Ser

val

‘Asp

Gly

290

Phe

Ala

Gln

Gly

Pro

370

Arg

Phe

Phe

Asp

Glu

450

Ser

Pro

Pro

Pro

195

Gln

Phe

Lys

Leu

275

Ala

Leu

Leu

Leu

Leu

355

Thr

Gly

Trp

Cys

His

435

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

Trp

405

Gly

Lys

Pro

Thr

His

Arg

Leu

Leu

Trp

230

Leu

Asp

Ala

Ile

Lys

310

Trp

Ile

Pro

Gln

Leu

390

Thr

Gln

Leu

Leu

Ser
470

Phe

Asp

Lys

Asp

215

Ala

Gly

Asp

Asp

Ser

295

Gln

Pro

Met

Ser

Gly

375

Met

Asn

Asn

Pro

Ser

455

vVal

Gly

Thx

200

Phe

val

Thr

Ser

Asn

280

Ala

Thr

Gly

Asp

Asp

360

Arg

Ala

Serx

val

Leu

440

Phe

val

ES 2380 147 T3

Pro

Glu

185

Gly

Ile

Asp

Ser

Ile

265

Thr

Pro

Thr

His

Leu

345

Arg

Leu

Ala

Trp

Ser

425

Ile

Ala

Gln

Tyr 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

Thr

Ile

Asp

Leu

395

Asn

val

His

Ala

His

475

76

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

205

Ala

Ala

Arg

Leu

Phe

285

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

365

Pro

Gln

Arg

Thr

Gly

445

Glu

Thr

Arg

Pro

Glu

270

Thr

Ser

Met

Gln

Leu

350

Leu

Ile

His

Gln

His

430

Arg

Gln

Ala

Arg

175

Gln

His

val

Gly

255

Leu

Ser

Asn

Arg

val

335

Ala

Asn

Phe

Lys

Gly

415

Asn

Asp

Glu

Leu

Pro

Glu

Ile

His

Tyx

240

Asp

Leu

Asp

Gly

Glu

320

Ser

Leu

Leu

Tyr

Ala

400

Ile

Leu

Pro

Ala

val
480



ES 2380 147 T3

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

<210> 12
5 <211>2379
<212> ADN
<213> Homo sapiens

10
<400> 12

77



ggaattccgg
écggggtcac
cggcggggca
ggcggctgoce
ctcctcacgg
gctctcatcg
tgccccageca
aacactctgg
ttcccagcaa
aatgagtacg
tggtatgcct
gcacggaage
teccttggact
ccagegecte
tttagcaccaa
caagccaaga
aggtggcaaa
ttcactgagg
ggacagtttt
ctgttggttce
attgacttgg
gatgggatgt
gtcctggtgg
agtcctggceg
tatgcctgtg
caggaggtgt
gctaaaacca
tectgttctg

ccecegteteca

tcggecctcte
ccecggagecet
gcccecegeca
tgggggtett
acgaccagga
gagagatggg
gagccagtat
aggggaactg
ttctcagatc
gagccccaga
tggaaaagaa
atggtgaaaa
ttctggacta
attcgecetty
gaaacaagaa
ctccaatgac
ctectectete
agctcaacaa
ccttgecaat
gaggacctgg
gtcctactat
ccttattgece
aataccaagg
tatctcaatg
tgaggacaat
ttgtagaagt
tagacccaga
ggccaacctg

tgttcagcaa
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gcccttcagce
gtcegcectatg
cctgcectece
cggggtgget
cgaagtgctc
gatgactttt
cctgacagga
cagtagtaag
aatgtgtggt
tgcaggtgga
ttctaagtat
ctatagtgtg
caagtccaac
gacagctgéa
cttcaacatc
taattcttca
agttgatgac
cacttacatc
agacaagaga
gatcaaacca
tttggacatt
cattttgaga
agaaggeccgt
cttecccagac
gtcagcattg
ctataatctg
gcttttagga
tcgcactccea

tegeggeagt

tacctgtgeg
cggctcetge
tgcagcccag
gcgggaaccc
ggcggcatga
tccagtgctt
aagtacccac
tcetggecaga
tatcagacct
ctagaacacg
tataattaca
gactacctga
tttgagccecct
cctcagtacc
catggaacga
atacagtttt
cttgtggaga
ttctatacct
cagctgtatg
aatcagacaa
gctggctacg
ggtgccagta
aacgtcactg
tgtgtatgtg
tggaétttgc
actgcagacc
aagatgaact
ggggtttttg

gtcaggactce

78

tceccteegte
ctctagcccee
cgctgctact
ggaggcccaa
caccactaaa
atgtgccaag
ataatcatca
agatccaaga
tttttgcagg
ttcctctggg
ccctgtctat
cagatgtttt
tcttcatgat
agaaggcttt
acaagcactg
tagataatgc
aactggtcaa
cagacaatgg
agtttgatat
gcaagatgct
acctaaataa
acttgacctg
acccaacatg
aagatgctta
agtattgcga
cagaccagat
atcggttaat
accccggata

gaagattttc

cegtecegte
aggtcggcectc
gctggtgcetg
cgtggtgctg
gaaaaccaaa
tgctctctgc
cgttgtgaac
accaaatact
gaaatattta
ttggagttac
caatgggaag
ggctaatgte
gatcgccact
ccagaatgtc
gttaattagg
atttaggaaa
gaggctggag
ctatcacaca
caaagttcca
ggttgccaac
gacacagatg
gcgatcagat
cecttcectg
taacaatacc
gtttgatgac
cactaacatt
gatgttacag
caggtttgac

caaacatctt

60
12¢
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



10

ctgtagcgac
gattgtagta
gctttaagtce
actgtgaact
aggacactcce
gattattcct
tttaggacac
aaggacctgt
gcttgaagag
gataagtaga
aacatgtcac
<210> 13

<211> 552

<212> PRT

ctcacacagc
ggtgtctgta
ctgtttgaaa
ctgcceccatgt
tgaggtcttt
cttgtggtta
acacaaacac
gtagcatttc
taaccatcag
gatacatttt

ccaagctctg

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2380 147 T3

ctctgcagat
gctagtcttc
aagcaaccca
gtcaggagtg
gttctcactg
aagactgaat
acagatacac
agattgagca
agctgaatca
ttatgatgtt

ttcatgtttt

ggatccctge
aagaccacac
gtcagctgac
gctgtctctg
tatctttttt
ttgtaaaccc
cttttgatat
cttcactatc
tccaagtaag
catcacagtg

tgtgaattc

79

acgcctcttt
ctggaagagt
ttcctegtge
gtctcttcct
atcctggggce
attcagataa
gtaagcttga
aaaaatacta
aacaagtacc

tggtaaggtt

ctgatgaagt
ttctgggetg
aatgtgttaa
ttagctgaca
cacagttctt
atggcagtac
cctaaagtca
acatcacatg
attgttgatt

gcaaattcaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2379



Met

Gly

val

Thr

65

Phe

Ser

Thr

Pro

Phe

145

Gly

Lys

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

Pro

Ser

val

Leu

Lys

Tyr

85

Gly

Asn

Pro

Lys

val
165

Leu

Cys

Phe

Thr

Thx

70

val

Lys

Cys

Ala

Tvr
150

Pro

Tyxr
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Ala

Ser

Gly

Asp

Lys

Pro

Ser

Ile

135

Leu

Leu

Asn

Pro

Pro

val

40

Asp

Ala

Ser

Pro

Ser

120

Leu

Asn

Gly

Gly

aAla

25

Ala

Gln

Leu

Ala

His

105

LysS

Glu

Trp

Thr
185

80

Arg

10

Leu

Ala

Asp

Ile

Leu

90

Asn

Ser

Ser

Tyr

Sear

170

Leu

Leu

Leu

Gly

Glu

Gly

75

Cys

His

Trp

Met

Gly

155

Ser

Arg

Leu

Thr

Val

60

Glu

Cys

His

Gln

Cys
140

Ala

Trp

Ile

Leu
Arg
45

Leu
Met
Pro
val
Lys
125
Gly
Pro

Tyr

Asn

Gly

val

30

Gly

Gly

Ser

val

110

Ile

Tyr

Ala

Gly
190

Ser

Leu

Pro

Gly

Met

Arg

95

Asn

Gln

Gln

Ala

Leu

175

Lys

Pro

Gly

Asn

Met

Thr

80

Ala

Asn

Glu

Thr

Gly

160

Glu

Ala



ES 2380 147 T3

Arg Lys His Gly Glu Asn Tyx Ser Val Asp Tyr Leu Thr Asp Val Leu
195 200 205

Ala Asn Val Ser Leu Asp Phe Leu Asp Tyr Lys Ser Asn Phe GIlu Pxo
210 215 220

Phe Phe Met Met Ile Ala Thr Pro Ala Pro His Ser Pro Trp Thr Ala
225 230 23S 240

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

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

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

Phe Arg Lys Arg Trp Gln Thr Leu Leu Ser VvVal Asp Asp Leu val Glu
290 29S8 300

Lys Leu Val Lys Axrg Leu Glu Phe Thr Gly Glu Leu Asn Asn Thr Tyrx
308 310 315 320

Ile Phe Tyr Thr Ser Asp Asn Gly Tyr His Thr Gly Gln Phe Ser Leu
325 330 . 33S

Pro Ile Asp Lys Arg Gln Leu Tyr Glu Phe Asp Ile Lys Val Pro Leu
340 345 350

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

Val aAla Asn Ile Asp Leu Gly Pro Thr Ile Leu Asp Ile Ala Gly Tvr
370 375 380

Asp Leu Asn Lys Thr Gln Met Asp Gly Met Ser Leu Leu Pro Ile Leu
385 390 3885 400

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

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

Pro Gly Val Ser Gln Cys Phe Pro Asp Cys Val Cys Glu Asp Ala Tyx
435 440 445

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

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

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

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

81
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Cys Ser Gly Pro Thr Cys Arg Thr Pro Gly Val Phe Asp Pro Gly Tyr
515 520 525

Arg Phe Asp Pro Arxrg 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> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

82



ccggtaccgg
agcgccaagt
tctccgetceg
tctceceggta
gagtatttgg
gcckgctgga
gggggcaccg
caacatcgtg
ccecagetct
cttctacgtyg
ccecggttcgyg
cctggaggag
cggcaagtgg
Cccatcgattt
cttceccgeeg
gttggccaac
catggctttce
gtactatgcc
ttcaggccge
gatgacagcce
caatggacct
aaagggaacg
tatcgctcec
agccctggcet
gctgetggge
cgaggtccgt
gggctectgec
tgctcatgag

gctggggggt

ctcctectgg
gacttacgcce
agaatctgaa
ctgctegecee
gtccggggtce
gccaagtagce
cggtcectee
ctgatctttg
accactccca
cctgtgtetce
atgggcatgt
gtgaccgtgg
caccttgggg
ctaggcatcce
gccactcectt
ctgtcegtgg
gcccatgacc
tctcaccaca
gggccatttg
ataggggacc
gagaccatgc
acctacgagg
ggcgtgaccc
ggggccccac
acaggcaaga
ggggtttttg
cacagtgata
cccecgekge

gtggccgggg
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gctccctcta
cccgaccctg
ggtgccctgg
cggeccctctg
tcagggaagg
cctececctcte
tcctggcect
ccgacgacct
acctggacca
tgtgcacacc
accctggcgt
ccgaagtccet
tggggcctga
cgtactcceca
gcgacggtgg
aggcgcagcee
tcatggeccga
cccactaccce
gggactccct
tggggctgct
gtatgtcccg
gcggtgtecg
acgagctggce
tgcccaatgt
gcecctcggeca
ctgtgcggac
ccactgcaga
tctatgacct

ccaccccaga

gcgecttece
agcccggacc
tcctggagga
gagcttcagg
gecggegectg
ttgggacaga
ggctgctgge
cggctatggyg
gctggcggcyg
ctctagggece
cctggtgecce
ggctgccecga
gggggccttc
cgaccagggce
ctgtgaccag
ccecectggetyg
cgcccagege
tcagttcagt
gatggagctg
tgaagagacg
aggcggetgce
agagcctgce
cagctccetg
caccttggat
gtctctcttce
tggaaagtac
ccctgcetge
gtccaaggac

ggktgctgcaa

83

cccggeccga
gctaggcgag
gttcegteece
aggcggccgt
ggtctgcggt
ccccteggte
ctggececgttg
gacctgggct
ggagggctgce
gcectectga
agctecececggy
ggctacctca
ctgeccecceccece
ccctgccaga
ggcctggtee
ceccggactag
caggatcgcc
gggcagagct
gatgcagctg
ctggtcatct
tecggtetcet
ttggeccttct
gacctgctgce
ggcktttgacce
ttctacccgt
aaggctcact
cacgcctcca
cctggtgaga

gcectgaaac

ccgecectggte
gaggatcaga
agccctgegg
cagggtcggg
atcggaaaga
ccatgtccat
ccecgteegee
gctatgggca
ggttcacaga
ccggeceggcet
ggggcctgee
caggaatggc
atcagggctt
acctgacctg
ccatcececact
aggcccgcta
ccttcttect
ttgcagagcg
tggggacect
tcactgcaga
tgcggtgtgg
ggccaggtca
ctaccctggce
tcagccecect
cctacccaga
tcttcaccca
gctctctgac
actacaacct

agcttcagct

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



10

gctcaaggcece
ggacccecgee
ttgcccagat
ctgggagect
acaccagtgg
<210> 15

<211> 507

<212> PRT
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cagttagacg cagctgtgac
ctgcagatct gctgtecatcee
ccccatgcct gagggcccct

gtgggggagg ctcaggtgtc

agacttgcac atctgaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 15

cttcggcccce
tggctgcace
cggctggcct
tggagggggt

aaaaaaaaaa

84

agccaggtgg ccceggggcega
cccegecccag cttgetgececa
gggcatgtga tggctcctca
ttgtgcctga taacgtaata

aa

1800
1860
i920
1980
2022



Met

val

Tyr

Leu

Pro

Leu

Ala

Gly

Leu
145

Cys

vVal

Trp

Met

Ser
225

Gly

Ala

Gly

Asp

50

val

Pro

Gly

Pro
130

Gly

Phe

Pro

Leu

Ala

210

His

Ala

Asp

35

Gln

sSer

vVal

Gly

Gly

115

Glu

Ile

Pro

Ile

Pro

1985

Asp

His

Pro

Pro

20

Leu

Leu

Leu

Leu
100

Tyr

Gly

Pro

Pro

Pro

180

Gly

Ala

Thr

Pro

Gly

Ala

Cys

Met

85

Pro

Leu

Ala

Ala

165

Leu

Leu

Gln

His

Ser

Cys

Ala

Thr

Gly

Leu

Thr

Phe

Ser

150

Thr

Leu

Glu

Arg

ES 2380 147 T3

Leu

Ile

Gly

55

Pro

Met

Glu

Gly

Leu

135

His

Pro

Ala

Ala

Gln

215

Pro

Leu

Vval

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

85

Ala
10
Ile

Pro

Ala

Gly

90

Thr

Gly

His

Gly

Gly

170

Ser

Met

Pro

Ser

Leu

Phe

Ser

FPhe

Ala

75

Val

val

Lys

Gln

Pro

155

Gly

vVal

Ala

Phe

Gly
235

Ala

Ala

Ser

Thr

60

Leu

Leu

Ala

Trp

Gly

140

Cys

Cys

Glu

Phe

Phe

220

Gln

Ala

AsSp

Thr

45

Leu

val

Glu

His

125

Phe

Gln

Ala

Ala

205

Leu

Ser

Asp

30

Thr

Phe

Thr

Pro

vVal

110

Leu

His

Asn

Gln

Gln

190

His

Phe

Leu
15

Leu

Pro

Gly

Ser

95

Leu

Gly

Leu
Gly

175

Pro

Ala

Ala

Gly

Asn

val

Arg

Ser

Ala

val

Phe

Thr

160

Leu

Pro

Leu

Ala

Glu
240



Ala

Glu

Met

Thr

305

His

Leu

Leu

Pro

Gly

385

Gln

Ser

Lys

Thr

Gln

465

Glu

Pro

Ser

val

Thr

Ser
290

Tyr

Ile

Pro

Asp

Gly

Gly

Leu

275

Arg

Glu

Ala

Thr

Gly

"~ 355

Arg

370

val

Gly

Ser

Pro
450
Leu

Asp

Ala

Gln

Phe

Ser

Ser

Pro

435

Glu

Asp

Pro

Cys

260

val

Gly

Gly

Pro

Leu

340

Phe

Ser

Ala

Ala

Leu

420

Gly

val

Ala

Ala

Cys
S00

Gly

245

Leu

Ile

Gly

Gly

Gly

325

Ala

Asp

Leu

val

His

405

Thr

Glu

Leu

Ala

Leu

485

His

Pro

Met

Phe

val

310

val

Ala

Leu

Phe

Arg

380

Ser

Ala

Asn

Gln

val

470

Gln

Cys
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Phe

Thr

Ser

295

Thr

Leu

Ser

Phe

375

Thr

Asp

His

T™YX

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
505

Serx
250

Gly

Leu

Ala

Leu

330

Ala

Leu

Ser

Ala

410

Pro

Leu

Gln

Pro

His

490

His

86

Leu

Asp

Met

Leu

Glu

Gly

Gly Pro Glu

Leu

315

Ala

Pro

Leu

Lys

395

Asp

Leu

Gly

Leu

Ser

475

Pro

Ala

Cys

300

Ala

Ser

Leu

Gly

Pro

380

Ala

Pro

Leu

Gly

Gln

460

Gln

Gly

285

Gly

Phe

Ser

Pro

Thr

365

His

Ala

val

445

Leu

Val

Cys

Leu

Leu

270

Lys

Trp

Leu

Asn

350

Gly

Glu

Phe

cys

Asp

430

Ala

Leu

Ala

Thr

Asp

255

Leu

Met

Gly

Pro

AsSp

335

val

Lys

val

Fhe

His

415

Leu

Gly

Lys

Arg

Pro
495

Ala

Glu

Thr

Gly

320

Leu

Thr

Ser

Thr

400

Ala

Ser

Ala

Ala

Gly

480

Arg



10

<210> 16

<211> 2228

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

acaaggatgg gtccgegcegg cgcecggcgagc ttgccccgag goccccggacce teggeggetg

ctcctececeg tegtcctecce geotgetgetg ctgetgttgt tggecgccgece gggctceggge

ES 2380 147 T3

87

60
120



gccggggeca
gacgtcggct
ggggtgctcc
ctcactggce
cccagctgtg
actacccata
cgccgaggat
gaacgctgta
ggcgaagaag
gctatagcecce
cagtctgtgc
caagacaaga
aatgtcactg
acagataacg
tggagcctgt
cagaagggcg
aagctggcca
accatcagtg
ttcgtggact
ctteccagaat
aaactcctca
gtttctgaga
cgggaccctg
ctgtcecgece
cececegetgtyg
gctagaaaac
tttgttatcc
tctaatttca
ggctggagca
ggacagctgg
gctggctett
attggagtga
ttggccaagg
cctcttggtt
tcaggtcaac

ttttateg

gececggccgec
tccacggcectce
tggacaacta
gctaccagat
ttcctctgga
tggtcggaaa
ttgataccta
cattaattga
ttgcaacagg
tcataactaa
atgagcccct
acaggcatca
cagctttaaa
gagggcagac
gggaaggagg
tgaagaaccg
ggggacacac
aaggaagccc
cttcaccgtg
attcagcctt
cgggctacce
taccctcatc
aagaaagaca
tacagttcta
atcccaagge
ctttcaattg
caaccégggt
acccctaatyg
tgtgtctaga
gaacttaact
ttagactcac
atcacatttc
cttctcecctg
caccccttac

agcaaaatgg
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ccacctggtce
ccgcateccge
ctacacgcag
ccgtacaggt
tgaaaaactc
atggcacctg
ctttggatat
cgctctgaat
atataaaaat
ccatccacca
tcaggtccct
ctatgcagga
aagcagtgag
tttggcaggg
cgtccgaggg
ggagctcatc
caatggcaca
atececcccaga
tcccaggaac
taacacatct
aggctgtggt
agacccacca
tgacctgtcc
ccataaacac
cactggggtg
gaagttggac
tcacttggcc
catttaagaa
ggtgggggtg
tgaaatagga
aagtcagacg
ttacgcaaat
tcggtgaagg
tcacttatct

cctgecaccat

ttettgeotgg
acgccgcacce
ccgctgtgeca
ttacagcacc
ctgecececage
ggaatgtace
ctcctgggta
gtcacacgat
atgtattcaa
gagaagcctc
gaggaatact
atggtgtcecc
ctctggaaca
ggtaataact
gtgggctttg
cacatctctg
aagcctctgg
attgagctgce
agcatggctc
gtccatgcetg
tactggttce
accaagacce
agagaatatc
tcagtcceeg
tggggcectt
ctcaggcctt
cttctecttge
gctgataaaa
gctgggttta
agttctcact
ttcgattcce
gaagggagca
atcatgttca
catcacagag

gactgtggct

88

cagacgacct
tggacgcgct
cgcegtegeg
aaataatctg
tcctaaaaga
ggaaagaatg
gtgaagatta
gtgctcttga
caaacatatt
tgtttctcta
tgaagccata
ttatggatga
acacggtgtt
ggecccetteg
tggcaagccc
actggetgcece
atggcttcega
tgcataatat
cagcaaagga
caattagaca
ctccaccgte
tctggctctt
ctcacatcgt
tgtacttcce
ggatgtagga
ttctcacgac
tcttaaacca
tctgcaacac
(felelelelod o ot of o
gaatcctgga
ctctgccaat
gacagtgatt
ggcactccaa
cataaggccc

tttaaaataa

aggctggaac
ggcggccggce
gagccagctg
gccctgtcag
agcaggttat
ccttccaacc
ttattcccat
ttttcgagat
caccaaaagg
ccttgctete
tgactttatc
agcagtagga
catcttttet
aggaagaaaa
cttgctgaag
aacactcgtg
cgtgtggaaa
tgacccaaac
tgactcttct
tggaaattgg
tcaatacaat
tgatattgat
cacaaagctc
tgcacaggac
tttcagggag
tcttgtctca
caccgaggtg
tcctgetgtt
ctaagccttg
ggctggaaca
agccagtttt
aatggttctg
gtgaaccacc
attttgttgt

agaaatgtgt

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2228
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<210> 17
<211> 533
<212> PRT

<213> Homo sapiens

89



ES 2380 147 T3

<400> 17
Met Gly Pro Arg Gly Ala Ala Ser Leu Pro Arg Gly Pro Gly Pro Arg
1 5 10 1S

Arg Leu Leu Leu Pro Val Val Leu Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu
20 25 30

Ala Pro Pro Gly Ser Gly Ala Gly Ala Ser Arg Pro Pro His Leu Val
35 40 45

Phe Leu Leu Ala Asp Asp Leu Gly Trp Asn Asp Val Gly Phe His Gly
50 55 60

Ser Arg Ile Arg Thr Pro His Leu Asp Ala Leu Ala Ala Gly Gly Val
65 ’ 70 75 80

Leu Leu Asp Asn Tyr Tyr Thr Gln Pro Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ser

Gln Leu Leu Thr Gly Arg Tyr Gln Ile Arg Thr Gly Leu Gln His Gln
100 105 110

Ile Ile Trxrp Pro Cys Gln Pro Ser Cys Val Pro Leu Asp Glu Lys Leu
115 120 125

Leu Pro Gln Leu Leu Lys Glu Ala Gly Tyr Thr Thr His Met Val Gly
130 135S 140

Lys Trp His Leu Gly Met Tyr Arg Lys Glu Cys Leu Pro Thr Arg Arg
145 150 155 160

Gly Phe Asp Thr Tyr Phe Gly Tyr Leu Leu Gly Ser Glu Asp Tyr Tyr
165 170 175

Ser His Glu Arg Cys Thr Leu Ile Asp Ala Leu Asn Val Thr Arg Cys
180 185 190

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

Met Tyr Ser Thr Asn Ile Phe Thr Lys Arg Ala Ile Ala Leu Ile Thr
210 215 220

Asn His Pro Pro Glu Lys Pro Leu Phe Leu Tyr Leu Ala Leu Gln Ser
225 230 23S 240

Asp

g

Val His Glu Pro Leu Gln Val Pro Glu Glu Tyr Leu Lys Pro
245 250

(V]
n
(0]

Phe Ile Gln Asp Lys Asn Arg His His Tyr Ala Gly Met Val Ser Leu
260 265 270

Met Asp Glu Ala Val Gly Asn Val Thr Ala Ala Leu Lys Ser Ser Gly
275 280 285

Leu Trp Asn Asn Thr val Phe Ile Phe Ser Thr Asp Asn Gly Gly Gln
290 295 300

90



10

Thr

305

Leu

Leu

Trp

Lys

Pro

385

Ser

Ile

Ser
465

Pro

Lys

Trp

Leu

Txp

Lys

Leu

Pro

370

Ser

Ser

Ser

Trp

450

Glu

Leu

Phe

Gly
530

<210> 18

<211> 2401

<212> ADN

Ala

Glu

Gln

Pro

355

Leu

Pro

Ser

Leu

His

435

Phe

Pro

Glu

Leu

Pro

515

Pro

Gly

Gly

Lys

340

Thr

AsSDp

Arg

Pro

Pro

420

Gly

Pro

Pro

Ser
500

Ala

Trp

<213> Homo sapiens

Gly

Gly

325

Gly

Leu

Gly

Ile

Cys

405

Glu

Asn

Pro

Thr

His

485

Arg

Gln

Met

Asn

310

val

val

Val

Phe

Glu

3590

Pro

Trp

Pro

Lys

470

Asp

Leu

Asp

Asn

Axg

Lys

Lys

Asp

375

Leu

Sexr

Lys

Ser

455

Thr

Leu

Gln

Pro
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Gly

Asn

Leu

360

val

Leu

Asn

Ala

Leu

440

Gln

Leu

Ser

Phe

Arg
520

Pro

val

Arg

345

Ala

Trp

His

Ser

Phe

425

Leu

Trp

[9,]
o
v

Cys

Leu

Gly

330

Glu

Arg

Lys

Asn

Met

410

Asn

Thr

Asn

Leu

Glu

490

His

Asp

91

Arg

315

Phe

Leu

Gly

Thr

Ile

395

Ala

Thr

Gly

val

Phe

475

Lys

Pro

Gly

val

Ile

His

Ile

380

Asp

Pro

Ser

TYX

Ser

460

Asp

Pro

His

Lys

Arg

Ala

His

Thr

365

Ser

Pro

Ala

val

Pro

445

Glu

Ile

His

Ser

Ala
525

Lys

Ser

Ile

350

Asn

Glu

Asn

Lys

His

430

Gly

Ile

Asp

Ile

val

510

Thr

Trp

Pro

335

Ser

Gly

Gly

Phe

Asp

415

Ala

Cys

Pro

Arg

val

495

Pro

Gly

Ser

320

Leu

Asp

Thr

Ser

val

400

Ala

Gly

Ser

480

Thr

val

vVal



<400> 18

gccteccagceca
ctgcttcaaa
accatgaaca
aacaacagga
tgttetttct

tggctgacga

gctgacggga
gcagaggttt
gaggatgaac
tcacaagctg
gtgggaagcec

ccteggeatt
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cccagctgta
ctcatgggaa
aagtgaagtt
gagatgcctt
gagagccacyg

ggagatcctg

gtgaggttgc
tatgcttatt
gcaatctcct
taaggaagat
cagcatcaag

ggtgctatgg

92

agtgattgag
aaactcccac
ccatcacage
gaagatccct
gccgaacatce

gaacaaaact

taggattgge
tggtgcagaa
tcagttccee
ttectectac
atcectggtga

atcaggactc

60
120
180
240
300
360



ccaatatcga
cgctgtgcac
tggcatcttyg
ccgatgagat
ggaaatggca
atcacggctt
gagagggcag
tcggggtcac
taggcgtttt
tccttcatta
agcccatgte
agcggaacac
tgttctccag
aggaaatgga
atgataccct
aaggagaaat
aaggaggtat
agattgatga
ctcecttgec
aaagccaacyg
tgecgetggca
tcaaccccgt
atgtcaccca
acccactaac
ctgcggacag
ttctttggaa
atagagaaaa
atgtggcaaa
aactccatct
cagagctcaa
aggaagatgg
aatagagggg
aatcttaaaa
caacagtata

a

ccggttggece
accaagcagyg
gtccegeact
tacctttgct
ccttgggatg
caattatttc
tgtcttcace
cctecttace
tttcagecett
cttceggecce
ctatgacaat
tgagactccg
caaagacttt
ctggagtgtg
catctacttc
tcatggcgga
ccgggttceca
gcccactagce
tgaggacagg
ctccgatcat
ccctcagaac
gggttccaac
tcacgaccca
tccagcatcc
acacacccag
gccctggett
acaggataag
gctcaccate
acaccttgga
cagctactca
taggtttatg
cattcacaag
cagaaaggtg

agttaccatt
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agtgggggag
gcagccttca
ggagttttcc
aagcttctga
agctgtcaca
tatgggatcet
acgggcttca
cttgctgcac
ctcttectag
ctgaactgct
ctcacccaga
ttectgettg
gctggcaaaa
gggcagatct
acatcggacc
agtaatggga
ggcatccttce
aacatggaca
atcattgatg
gagtttctct
agcacatcca
ggatgcttty
cctttactct
gagccccggt
accctgceccag
cagctatgcect
agactgagcc
ttcactacaa
tttggactga
actggagggg
ccttctgtgg
gcacaccagt
caggaggtac

tactctataa

tgaaactcac
tgactggccg
tcttecacage
aggatcaagg
gcaagactga
ctttgaccaa
agaggctggt
tcaattgtct
cagccctaat
tcatgatgag
ggctaacggt
tcttgtecta
gtcaacacgg
tgaaccttct
agggagcaca
tctataaagg
gttggcccag
tatttectac
gacgtgatct
tcecattactyg
tctggaaggce
ccacacacgt
ttgatatttc
tttatgaaat
aggtgcccga
gtccttccac
gctagcagcyg
acacgcctga
ttctccattt
tgagggggat
ccagagtctt
gcaagcagat
cttaactcac

tctgcagtga

93

tcagcacctg
gtaccctgte
ctcttecggga
ttattcaaca
cttctgtcac
tctgagagac
cttcctceceee
ggggctactce
cctgaccectt
gaactacgag
ggaggcggcec
ccteccacgtg
agtctacggg
ggatgagctg
tgtagaggag
aggaaaagca
ggtgatacag
agtagccaag
gatgccecetg
caacgcctac
ctttttette
gtgcttctgt
caaagatccce
cctcaaagtc
tcagttttca
cggcctgtct
cctggggacc
gagtggcact
tatcacctga
aaggtctgta
ggactcatgg
gacaaaaagg
ccctcagcecaa

tgcaataacc

gcagcatcac
cgatcaggaa
ggacttccca
gcactgatag
caccctttac
tgcaagcccg
ctgcagatcg
cacgtgcecte
ttecttggget
atcattcagc
cagttcatac
cacacagccc
gatgctgttg
agattggcta
gtgtcttcca
aacaactggg
gctggccaga
ctggctggag
cttgaaggaa
ttaaatgctg
acccccaact
ttcgggagte
agagagagaa
atgcaggaag
tggaacaact
tgccagtgtg
agacagacgc
ggggaaacat
aggcttgggce
gtatacagac
aaatagaatg
tgcagaaggc
atacctatgt

agcataataa

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2401
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<210> 19

<211> 583

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2380 147 T3

94



Met

TP

Met

Thr

Leu

65

Ala

Ser

Thr

Thr

145

Gly

val

val

Leu

Leu

225

Asn

Gln

Val

His
305

Pro

Glu

Ala

Ile

S0

Thr

Phe

Axrg

Asp

Ala

130

Asp

Ile

Phe

Gly

His

210

Iie

Cys

Asp

Arg

His

290

Gly

Leu

Ala

Asp

35

Arg

Gln

Met

Thx

Glu

115

Leu

Phe

Ser

Thr

Val

195

Val

Leu

Phe

Asn

Asn

275

Thr

Vval

Arg

Glu
20

Asp

Thr-

His

Thr

Gly

100

Ile

Ile

Cys

Leu

Thr

180

Thr

Pro

Thr

Met

Leu

260

Thr

Ala

Lys

Ser

Leu

Pxo

Leu

Gly

85

val

Thr

Gly

His

Thr

165

Gly

Leu

Leu

Leu

Met

245

Thr

Glu

Leu

Gly

Met

His

Gly

Asn

Ala

70

Arg

Phe

Phe

Lys

His

150

Asn

Phe

Leu

Gly

Phe

230

Arg

Gln

Thr

Phe

Asp
310

Lys

Ile

Ile

5S

Ala

Tyr

Leu

Ala

Trp

135

Pro

Leu

Lys

Thr

val

215

Leu

Asn

Arg

Pro

Ser

295

Ala

Ile

Ala

Gly

40

Asp

ser

Pro

Phe

Lys

120

His

Leu

Axg

Arg

Leu

200

Phe

Gly

Leu

Phe

280

Ser

val
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Pro

Ser

25

Asp

Arg

Pro

val

Thr

105

Leu

Leu

His

Asp

Leu

185

Ala

Phe

Phe

Glu

Thr

265

Leu

Lys

Glu

Phe

10

Arg

Pro

Leu

Leu

Arg

90

Ala

Leu

Gly

His

Cys

170

val

Ala

Ser

Leu

Ile

250

vVal

Leu

Asp

Glu

Leu

Pro

Gly

Ala

Cys

75

Ser

Ser

Lys

Met

Gly

155

Lys

Phe

Leu

Leu

His

235

Ile

Glu

val

Phe

Met
315

95

Leu

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

285

Gly

Trp

Phe

Ile

30

Gly

Gly

Ser

Ala

Gly

110

Gly

His

Tyr

Glu

Leu

190

Leu

Leu

Arg

Pro

Gln

270

Lys

Ser

Phe

15

Leu

Asn

val

Arg

Ser

95

Leu

Ser

Phe

Gly

175

Gln

Gly

Ala

Pro

Met

255

Phe

Leu

Ser

val

Leu

Vval

Lys

Lys

Ala
80

Trp

Pro

Serxr

Lys

Tyr

160

Ser

Ile

Leu

Ala

Leu

240

Ser

Ile

His

Gln

Gly
320



Gln

Ile

Lys

Ala

Pro

385

Met

Glu

Lys

Tyr

Lys

465

Cys

His

Asn

val

Pro

545

Leu

Gln

Ile

Gly
Asn

370

Arg

Ser

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

515

Gln

Gln

Lys

Asn

Thr

340

Ile

Trp

Ile

Phe

Ile

420

Ala

Phe

Thr

Pro

500

Thr

Glu

Phe

Pro

Axrg
580

Leu

325

Ser

His

Glu

Gln

Pro

405

Ile

Ser

Val

Phe

His

485

Leu

Pro

Ala

Ser

Ser

565

Leu

Leu

Asp

Gly

Gly

Ala

390

Thr

Asp

Asp

Arg

Thr

470

Val

Leu

Ala

Ala

Txp

550

Thr

Ser

AsSp

Gln

Gly

Gly

375

Gly

val

Gly

His

Trp

455

Pro

Cys

Phe

Ser

Asp

535

Asn

Gly

Arg
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Glu

Gly

Ser

360

Ile

Gln

Ala

Arg

Glu

440

His

Asn

Phe

Asp

Glu

520

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

Serxr

Thr

Leu

Cys
570

96

Leu

vVal

Ile

Pro

Asp

395

Ala

Met

Phe

Pro

475

Gly

Lys

Phe

Gln

555

Gln

Glu

Gly

380

Glu

Gly

Pro

His

Serxr

460

val

Ser

Asp

Tyx

Thr

540

Lys

Cys

Asn

Glu

Lys

365

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

val

Arg

510

Ile

Pro

Trp

Arg

Thr

335

Ser

Gly

Arg

Ser

Leu

415

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

Axrg

Lys

Val

Gln

560

Lys
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<210> 20

<211> 1945

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

ggaagccttg gcactagegg cgoccgggcg cggagtgcgce agggcaaggt cctgegetct

ES 2380 147 T3

97

60



gggccagcge
ggactctttg
tgcaaatgcc
tctcggttgce
aggtgtgagg
attcctcaca
ccttcagtgg
cttgcagcag
tgcatccege
catgcccttce
cctgagggcg
tgccggecag
cgtgggctgce
ctgtatcctg
gagtcttatg
cctcttectt
gaaaagtcag
ggttcttaat
tgaccatgga
aatttacaaa
cttcecactgy
ggacgtgtte
tgatggecac
cctgtttcat
aagcgtctgg
aacggccgag
gctctttgac
cctgtaccac
gagtectgtg
gtgctgcgga
gccaggactyg

gctktggttct

<210> 21

tcggccatgce
ccggtgctac
tttaaaccaa
tacgggaaca
ctcactcagce
gggagacatt
aacgcaggct
catggctatg
ggggatcact
acgctcacaa
cagctctggg
acctgcggtt
ctgtttttca
atgagaaacc
ctaaaggaag
tcettegectge
catggcttat
gccatcgaag
ggacatttag
ggtgggaagg
ccgggggtge
cctactgtgg
agcctggtac
tactgtgggc
aaggttcatt
gcgtckgece
ctctccaggg
gccgtgatag
ccccagcecagt
cattteccgt
tgagagagga

atcttcagte

ES 2380 147 T3

gatcegecge
tgtttttatg
atatcctact
atacactgag
acctggcggce
ccttcagatce
caggtggact
caaccggect
gccaccacce
acgactgtga
gttacaccca
tcktctctgt
tctcttggta
atgacgtcac
ctgtttccﬁa
atgtgcacat
atggtgataa
acaatggttt
aggcaagaga
gcatgggagg
tcccggecgg
tccagctagt
ccttgctgca
agcatcttca
acacgacccce
atgctgaatg
acccctecga
caagggtagg
tttccatgag
tctgttcatyg
tccaggagag

cggaa

gcggagggga
cttgcttctg
gatcatggcg
aacgccgaat
cgccecegetce
aggcatggac
ccctgagaac
cataggaaaa
cctgaaccac
cccaggcagg
gttecectggcecg
ctccgegaga
cktcctectte
ggagcaaccc
tattgaaaga
tececcttgtyg
tgtggaggag
aaagaactca
tggacacagc
atgggaaggt
ccgagtgatt
gggtggcgag
gggagctgag
cgcagcacgce
gcagttccac
gggaggegtg
ggcacggece
tgccgeggtg
caacatcctg
ccacgaggat

cctgactgecg

98

cgcgecgcgce
aagacgtgtg
gatgatctag
attgaccagc
tgcacceccaa
gccagcaatg
gaaaccactt
tggcaccagg
ggatttgact
ccccecgaag
ctgaggatte
gcagtcaccyg
gggtttgtge
atggttctgg
cacaagcatg
accacgagtg
atggactgge
acattcacgt
cagttagggg
gggatccgag
ggagagceca
gtgceccagg
gcacgctcgg
tggcaccaga
cccgaggagce
acccatcaca
ctgaccceceyg
tcggagcatc
tggaagccgt
ggggatggca

ttgcaaacaa

ccgeccgecag
aacctaaaac
gcactgggga
ttgcagagga
gccgagetge
gataccgggc
ttgcaagaat
gtgtgaattg
atttctacgg
tggacgccgce
tcaccctgge
gcatggcegg
gacgctggaa
agaaaacagc
ggccatttct
cattcctggyg
tcataggtaa
atttcacctc
gatggaacgg
tgcccgggat
cgagcctgat
acagggtgat
cacatgagtt
aggacagtgg
ggggectget
gacccecttt
actccgagece
ggcagaccct
ggctgcagece
ccecctgaat

aattctccaa

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

1945



ES 2380 147 T3

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

<400> 21

Met Arg Ser Ala Ala Arg Arg Gly Arg Ala Ala Pro Ala Ala Arg Asp
1 5 10 15

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

99



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

Thr

Thr
130

Ile

cys

Phe

Ala

Gly

210

Ser

Ile

Leu

Thr

Lys

290

Pro

Thr

35

Leu

Pro

Leu

Gly

Ala

115

Thr

Gly

His

Thr

Ala

195

Ile

Ala

Ser

Met

Ala

275

His

Leu

Gly

Ala

Gly

Ala

Arg

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

Axrg

Thr

Ala

VX

245

Asn

Leu

Pro

Thr

Asn
325

Ala

Gly

Asp

70

Ala

Ser

Trp

Arg

His

150

Leu

Asn

Ala

Leu

val

230

Ser

His

Met

Phe

Thr

310

val

Phe

Asp

Gln

Pro

Phe

Asn

Ile

135

Gln

Asn

Asp

Gln

Ala

215

Thr

Ser

Asp

Leu

Leu

295

Ser

Glu

ES 2380 147 T3

Lys

40

Leu

Leu

Leu

Arg

Ala

120

Leu

Gly

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

Pro

Gly

Gln

Ala

Phe

250

Glu

Ala

Leu

Leu

Asp
330

Ile

Glu

75

Pro

Met

Gly

His

Cys

155

AsSp

Gly

Thr

Gly

235

Val

Gln

vVal

Ser

Gly

315

Trp

100

Leu

Gly

60

Gly

Ser

Asp

Gly

Gly

140

Ala

Arg

Thr

cys

220

val

Arg

Pro

Ser

Leu

300

Lys

Leu

Leu

45

Asn

val

Arg

Ala

Leu
125

Tyr

Ser

Phe

Pro

Gln

205

Gly

Gly

Arxrg

Met

Tyr

285

Leu

Ser

Ile

Ile
Asn
Arg
Ala
Ser
110

Pro

Ala

Pro
190
Phe
Phe
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



Leu
Phe
éln
Gly
385

val

Vval

Ala
His
465
Ala
Pro
Leu
Gly
545

Gln

Cys

Pro

Asn

Thr

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
Arg
Thr
Ser
500
Leu
Asp
Val

Met

Phe
580

Glu

His

Trp

Gly

Gly

405

Val

Gly

His

Trp

Pro

485

Ala

Phe

Ser

Ser

Ser

565

Pro

Asp

Gly

Asn

Ile

380

vVal

His

Glu

His

470

Gln

His

Glu

Glu

550

Asn

Phe

ES 2380 147 T3

Asn

Gly

375

Arg

val

Gln

Ser

Phe

455

Gln

Phe

Ala

Leu

Pro

S35

His

Ile

Cys

Gly

His

360

Ile

val

Ile

Leu

Leu

440

Leu

Lys

His

Giu

Ser

520

Leu

Arg

Lieu

Ser

Leu
345

Leu

Pxo

Gly

val

425

val

Phe

Asp

Pro

Trp

505

Tyr

Gln

Trp

Cys
585

Lys

Glu

Lys

Gly

Glu

410

Gly

Pro

His

Ser

Glu

490

Gly

Asp

Lys
570

His

101

Asn

Ala

Gly

Ile

395

Pro

Gly

Leu

Gly

475

Glu

Gly

Pro

Ala

Leu

555

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

His

Ser

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

Pro

Pro
575

Gly

Tyr

Ser

Gly

Gly

400

Asp

Glu

Leu

Val

480

Thr

Pro

val

Gln

560

Cys

Thr
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<210> 22

<211> 1858

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

ccttcctectt cttgatcggg gattcaggaa ggagcccagg agcagaggaa gtagagagag

agacaacatg ttacatctgc accattcttg tttgtgttte aggagctggc tgccagcgat

ES 2380 147 T3

102

60

120



10

gctcgctgta
gaacatcctt
caacaccatyg
acacatctct
ccctgtgecga
atctggaggt
tgccactgga
ttgccacéac
gggtgattge
cttcectctte
cctgataccc
cgcaagctcce
ccacaccatc
ggttgegtee
acacgttcac
gtatggggac
cgtggagggt
agagaatcaa
gggcatggga
gctcececggee
ggtccggetg
geecttgete
gaggtttctg
ctttgtgacg
ccegtgcettt
agacccttct
ggaacgagtc
gctggacagg
cctctgetag
<210> 23

<211> 589

<212> PRT

ctgctaagtt
cttctgatgg
aggactccga
gccgecatctt
tcagggatgg
cttccaacaa
ctcattggaa
cctcteccate
gcccgetggg
caagtcctgg
gtctcecgtgga
tattttgtgy
acggagcagc
tttctcaaaa
atccctctta
aacgtagagg
ttgagcaaca
cttggaaaca
ggatgggaag
ggccgagtga
gcgggeggcyg
ctggggacag
cacgcagcca
cctgtgttec
ggggaaaaag
gagacccaca
cagcaggcgyg
ctgggcaaca

tgccttaggg

<213> Homo sapiens

ES 2380 147 T3

tggcaccatc
cggacgacct
atattgaccg
tgtgcaccce
tttccagecat
atgagacaac
aatggcatct
atggctttga
aactctcaga
ccttggttge
tgccggtcat
gtgctctgat
ccatgtgctt
ggaataagca
tcactatgga
agatggactg
gcaccctcat
cccagtatgg
gtgggatccg
ttggcgagcec
aggtgeccceca
cccaacactce
ggtggcatca
agccagaggg
tagtccacca
tcctecacace
tgtgggaaca
tctggagacc

aagatgaccc

agcttccecage
tggcattggg
ccktgcagag
aagcagagce
tggttaccgt
ttttgcaaaa
gggtctcaac
gcatttctac
gaagcgtgtce
cctcacactg
ctggtcagcc
tgtccatgec
ccaaagaacqg
tgégcctttc
gaacttccte
gatggtagga
ttattttacg
tggctggaat
cgtgcceggg
cacgagtctg
ggacagagtg
agaccacgag
acgggacaga
agccegatgcee
cgatccacct
agcctcagag
ccagcggaca
gtggctgcag

acaataaatg

103

gacatttccg
gacattggct
gacggcgtga
gccttcctca
gttcttcagt
atactgaaag
tgtgagtcag
ggaatgcctt
aacctggaac
gtagcaggga
ctttcggecyg
gattgectttc
acacccctta
ctcectetttg
gggaagagtc
cggatccttg
tcggatcacg
ggaatttata
atcttceget
atggacgtgt
attgacggcc
ttectgatge
ggaacaatgt
tgctatggaa
ttgctctttg
ccegtgttet
ctcagcccag
cecctgetgtg

tctgcagtga

cctcecgace
gctatggcaa
agctgaccca
cgggcagata
ggaccggagce
agaaaggcta
ccagtgatca
tctecttgat
aaaaactcaa
agctcacaca
tcctectecet
tgatgagaaa
ttctgcagga
tttcctttct
tccacgggcet
acactttgga
gcggttececct
aaggtgggaa
ggcceggggt
tccccaccgt
aagaccttct
attattgtga
ggaaagtcca
gaaaggtctg
acctctcaag
atcaaggtgat
ttecctetgea
gceegttece

aaagctgg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1858
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<400> 23

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
35 40 45

104



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

Tyx

Gln

Ala
130

Trp

Pro

Met

Glu

Thr

210

Pro

Tyr

Asn

Leu

Pro

290

Asn

Asp

His

Gly

Asp

Ala

Pro

115

Lys

His

Leu

Gly

Gln

195

Leu

val

Phe

His

Ile

275

Phe

Met

val

val

Gly
355

Asp

Arg

Ser

val

100

Ile

Leu

His

Asp

180

Lys

Val

Ile

Val

Thr

260

Leu

Leu

Glu

Glu

Glu

340

Gly

Ile

Leu

Leu

8s

Arg

Gly

Leu

Gly

His

165

Cys

Leu

Ala

Trp

Gly

245

Ile

Gln

Leu

Asn

Glu

325

Gly

Ser

Gly

Ala

70

Cys

Ser

Ala

Lys

Leu

150

Gly

Ala

Asn

Gly

Ser

230

Ala

Thr

Glu

Phe

Phe

310

Met

Leu

Leu

Cys

55

Glu

Thr

Gly

Serx

Glu

135

Asn

Phe

Arg

Phe

Lys

215

Ala

Leu

Glu

val

val

295

Leu

Asp

Ser

Glu

ES 2380 147 T3

Tyr Gly

Asp Gly

Pro Ser

Met Val
105

Gly Gly
120

Lys Gly

Cys Glu

Glu His

Trp Glu
185

Leu Phe
200

Leu Thr

Leu Ser

Ile vVal

Gln Pro
265

Ala Ser
280

Ser Phe

Gly Lys

Trp Met

Asn Ser

345

Asn Gln
360

Asn

val

Arg

90

Ser

Leu

Ser

Phe

170

Leu

Gln

His

Ala

His

250

Met

Phe

Leu

Ser

val

330

Thr

Leu

Asn

Lys

75

Ala

Ser

Ala

Thr

60

Leu

Ala

Ile

Thr

Thr

- 140

Ala

155

Ser

val

Leu

val

235

Ala

Cys

Leu

His

Leu

315

Gly

Leu

Gly

105

Ser

Gly

Glu

Leu

Ile

220

Leu

Asp

Phe

Lys

val

300

His

Arg

Ile

Asn

Met

Thr

Phe

Gly

Asn

125

Gly

Met

Lys

Ala

205

Pro

Leu

Cys

Gln

Arg

285

His

Gly

Ile

Thr
365

Arg

Gln

Leu

110

Glu

Leu

His

Pro

Arg

190

Leu

vVal

Leu

Phe

Arg

270

Asn

Ile

Leu

Leu

Phe

350

Gln

Thr

His

Thr

95

Arg

Thr

Ile

Cys

Phe

175

val

val

Ser

Ala

Leu

255

Thr

Lys

Pro

Asp
335

Thr

Pro

Ile

Gly

val

Thr

Gly

His

160

Ser

Asn

Ala

Txp

Ser

240

Met

Thr

His

Leu

Gly

320

Thr

Ser

Gly



5

Gly

Gly

385

Ala

Thr

Arg

465

Thr

vVal

Leu

Ala

val

545

Arg

Phe

Trp

Gly

Gly

val

Gly

His

450

Trp

Pro

Cys

Phe

Ser
530

Trp

Leu

Pro

<210> 24

<211> 1996

Asn

Ile

Arg

vVal

Gln

435

Glu

His

val

Pro

515

Glu

Glu

Gly

Leu

Gly

val

Arg

420

Asp

Phe

Gln

Phe

Cys

500

Leu

Pro

His

Asn

Cys
580

Ile

val

Ile

405

Leu

Leu

Leu

Gln

485

Phe

Ser

val

Gln

Ile
565

Trp

Pro

390

Gly

Ala

Leu

Met

Asp

470

Pro

Gly

Phe

Arg

550

Trp

Cys

ES 2380 147 T3

Lys
375

Gly

Glu

Pro

His

455

Glu

Glu

Asp

(Y]
i
w

Leu

Gly

Ile

Pro

Leu

440

Gly

Gly

Lys

Pro

520

Gln

Leu

Pro

Arg

Gly

Phe

Thr

Glu

425

Leu

Cys

Thx

Ala

val

505

Ser

val

Ser

Trp

Glu
585

106

Lys

Ser

410

Val

Leu

Glu

Met

Gly

430

Val

Glu

Met

Pro

Len

570

Asp

Gly

395

Leu

Pro

Gly

Arg

Trp

475

Ala

His

Thr

Glu

val

555

Gln

Asp

Met

380

Pro

Met

Gln

Thr

Phe

460

Lys

Cys

His

His

Arg

540

Pro

Pro

Pro

Gly

Gly

Asp

Asp

Ala

445

Leu

val

Tyr

Asp

Ile

525

Val

Leu

Cys

Gln

val

Val

Arg

430

Gln

His

His

Gly

Pro

510

Leu

Gln

Gln

Cys

Trp

Leu

Phe

415

val

His

Ala

Phe

Arg

495

Pro

Thr

Gln

Leu

Gly
575

Glu

Pro

400

Pro

Ile

Ser

Ala

val

480

Lys

Leu

Pro

Ala

Asp

560

Pro



5

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

gggttctgcet
aagctgcaca
gaacacatgg
ggttgatgac
tcacatcgac
cctctgcecagce

ggtttctagt

cctagacatt
atgaggccca
ccagggcaca
ctgggtattg
cgccttgcca
ccaagccggt

ggtaatagac

ES 2380 147 T3

agagagataa
ggagacecgtt
cagggtgcat
gagatctggg
gggaaggegt
ccgcegttett

gtgtcatcca

tacggctgat
ggtcttcatg
gacgacaagg
ctgctacggc
gcgactgact
gacgggaaga

aaatcttgca

107

agacaacaag
tctttggtgt
cctaatattg
aatgacacca
cagcacatct
taccccatce

gtccccgcag

aaggtattcce
gtgcactctt
tcctaatcat
tgaggacgcc
ctgccgecte
gatcaggtat

gcctceectcet

60
120
180
240
300
360
420
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taatgagaca
caaatggcac
ttatgggttt
ccecctectegt
tgccattgcecce
gctecctgatce
ccacacgtec
gcccatgaag
aaggcacagt
ccccaccacg
agagatggac
caacaccctt
tgccecaactt
aggtggaatc
gattaaggaa
aagtctccect
cgtcaggcac
gcggtggatc
attccagcca
acaggttacc
cacacccctg
cgccctgaag
tcagggcagg
ggaagaggaa
ccagaggaag
cactaacttt

accattcecag
<210> 25

<211> 591

<212> PRT

acacttgcag
caaggcttga
gactactact
aacacggaat
atcctcacce
ttctccatga
cctttatact
gctgaacgag
aaggaaactt
gacgatttca
tccatggtgg
gtctacttta
ggtggatgga
cgcgtcccag
cctacaagtt
caggacaggg
tcggagcatg
cccaaggacg
ccagcttctg
taccacaacc
acacctgcca
gaacaccagg
acgtggctga
gtctectecage
cctttggtcce
ggtgctttca

attatt

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2380 147 T3

ccttgctaaa
actgcgacte
atggcatgcc
tagcctttga
taacctttgg
ttctgtttat
gggactgcct
ctggatccat
tcettetctt
ctggcaccag
gcaagattct
catcagatca
atggaatata
gaattgtccg
taatggatat
tcattgacgg
aatttctttt
acagtgggtec
gtggctgcta
cccctetget
cagagcccct
aaaccatcgt
agccttgetg
ctcggggtcece
taacgagaag

agttggcaag

gaagcaagga
ccgaagtgac
gttcactctc
gagtcagctc
gaagctgagce
tttcctettg
cctcatgecgg
tatggtgaag
tttctecettt
caagcatggc
tgatgctatc
cggagggcat
caaaggtgga
atggcctgga
tttaccaact
ccgagaccte
ccactactgt
agtttggaag
tgtcacctca
cttcgatctce
ctatgatttt
gcctgtgacc
tggggtgttc
taacgagaag
agataattac

gagtgcattt

108

tacagcacgg
cagtgccacc
gttgacagct
tggctctgtg
ggctgggtcet
ggctatgctt
gggcacgaga
gaagcgattt
cttcacgtgce
ttgtatgggg
gatgattttg
ttggaagcta
aaaggcatgg
aaggtaccag
gtcgcatcag
atgcccttge
ggctcctacc
gctcactatg
ttatgcagat
tccagggacc
gtgattaaaa
taccaactct
ccattttgte
agataattac
aatcaggcta

aatagtcaat

ggcttatagg
atccatataa
gctggccgga
tgcagctagt
ctgttccctg
ggttctccag
tcacggagca
cctttttaga
acacacctct
ataatgtgga
gcctaaggaa
ggcgagggca
ggggctggga
ctggacggtt
tgtcaggagg
tgcagggcaa
tgcacgcegt
tgacccecggt
gtttcggaga
cctcagagtc
aggtggccaa
cagaactgaa
tgtgtgacaa
aatcaggcta
ccaaaggaag

aaattcatct

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



Met Arg Pro Arg Arg Pro
1 S

Leu Asn Thr Trp Pro Gly
20

Ile val Leu Ile Met Val
35

Tyr Gly Asn Asp Thr Met
50

ES 2380 147 T3

Leu Val Phe Met Ser Leu Val Cys Ala Leu
10 15

His Thr Gly Cys Met Thr Thr Arg Pro Asn
25 30

Asp Asp Leu Gly Ile Gly Asp Leu Gly Cys
40 45

Arg Thr Pro His Ile Asp Arg Leu Ala Arg
S5 60

109



Glu

65

Pro

Met

Ala

Gln

Cys

145

Asp

Cys

Leu

Leu

225

Pro

Gln

Ile

Ser

Gly

305

Ser

Asn

Ala

Gly

Gly

Ser

val

Gly

Gly

130

Asp

Tyr

Pro

val

Ser

210

Phe

Leu

Pro

Ser

Phe

290

Thr

Met

Asn

Arg

Gly
370

vVal

Arg

Ser

Leu

115

Ser

Ser

Gln

195

Gly

Ile

Tyr

Met

Phe

275

Leu

Ser

val

Thr

Arg

355

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

Leu

Thr

Ser

Gly

165

Asn

val

val

Leu

Asp

245

Ala

Glu

val

His

Lys

325

val

His

Met

Thr

70

Phe

Asn

Asn

Gly

Asp

150

Met

Thr

Ala

Ser

Leu

230

Cys

Glu

Arg

His

Gly

310

Ile

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

Asp

Thr

Leu
360

Trp

ES 2380 147 T3

Ile

Gly

val

105

Thr

Gly

His

Thr

Ala

185

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

Asp

Gly

Gly

Ala

75

Gln

Ala

Trp

Pro

155

val

Glu

Thr

Leu

Phe

235

Gly

Ile

Thxr

Thr

Asn

315

Asp

His

Trp

Gly

110

Ala

Pro

Asn

Ala

His

140

Asp

Ser

Leu

Ile

220

Ser

His

Met

Phe

Thr

300

val

Asp

Gly

Asn

Ile
380

Ser

Ile

Leu

Leu

125

Gln

Asn

Ser

Gln

Thr

205

Phe

Ser

Glu

val

Leu

285

Asp

Glu

Phe

Gly

Gly

365

Arg

Leu

Arg

Ala

110

Leu

Gly

Cys

Leu

190

Phe

Ser

His

Ile

Lys

270

Leu

Asp

Glu

Gly

His

350

Ile

val

Ser

95

Val

Lys

Leu

Gly

Trp

175

Trp

Gly

Met

Thr

Thr

255

Glu

Phe

Phe

Met

Leu

335

Leu

Pro

Ser

80

Gly

Pro

Lys

Asn

Phe

160

Pro

Leu

Lys

Ile

Ser

240

Glu

Ala

Phe

Thr

Asp

320

Arg

Glu

Lys

Gly
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Ile
385

Pro

Gly

Leu

Ser
465

Pro

Glu

Asp

Thr

545

Thr

Lys

val

Thr

Ser

Leu

Cys

450

Gly

Gln

Pro

Phe

530

Ile

Trp

Glu

<210> 26

<211> 1578

<212> ADN

Arg

Ser

Leu

Gln

435

Gly

Ser

Ser

val

Ser

515

val

val

Leu

Glu

Trp

Leu

Pro

420

Gly

Ser

val

Gly

Thr

500

Glu

Ile

Pro

Lys

Glu
580

<213> Homo sapiens

<400> 26

Met
405

Gln

Asn

Tyr

Trp

Gly

485

Tyr

Ser

Lys

val

Pro

565

val

Gly

390

Asp

Asp

Val

Leu

Lys

470

Cys

His

Thr

Lys

Thr

550

Cys

Ser

Lys

Ile

Arg

His
455

Ala

Asn

Pro

val

535

Cys

Gln

ES 2380 147 T3

Val

Leu

val

His

440

Ala

His

val

Pro

Leu

520

Ala

Gln

Gly

Pro

Pro

Pro

Ile

425

Ser

vVal

Tyxr

Thr

Pro

505

Thr

Asn

Leu

val

Arg
585

Ala

Thr

410

ASp

Glu

Arg

val

Ser

490

Leu

Pro

Ala

Ser

Phe

570

Gly

111

Gly

395

Val

Gly

His

Trp

Thr

47s

Leu

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

Asp

Glu

525

Glu

Asn

Cys

Glu

Ile

val

Leu

430

Leu

Lys

Phe

Cys

Leu

510

Pro

His

Gln

Leu

Lys
590

Lys

Serx

415

Met

Phe

Asp

Gln

Phe

495

Ser

Leu

Gln

Gly

Cys

575

Arg

Glu

400

Gly

Pro

His

Asp

Pro

480

Gly

Arg

Glu

Arg
560

Asp
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atgggctggce
cctcttgtgg
attttgaccg
actgccaacc
gcctcecacct
ggagtcacac
ttggcagagg
ggacaccacg

tatagccatg

tgtccacagg
ctcectcttt
cagaagtatg
ttcectgetct
gcagcgccac
ggccagatca
ggagacaatg
ggattttgge
caccgggtec
gccttgttaa
cctcaaggac
cctgggcaca
cagactgtcc
gatgggagca
gataccgcag
gaggtcagaa
gcagattaca
cgctgtcaag
<210> 27

<211> 525

<212> PRT

tttttctaaa
atttttgcat
atgacatggg
ttgataagat
gctcacccte
gcaactttgc
tgctgcagca
gctcttatea

atatgggctg

gtgatggacc
atgaaaacct
ctgagaaagc
atgtggctct
ggggcagaag
aggacaaagt
gcececgtgggce
aaactcgtca
cagcactggc
gcgtgctgga
ggcgetttga
gggtgetgtt
gcctgéagég
cggggcctga
aagctgtgcc
aggttcttgc
ctcaggaccc

ccgcataa

<213> Homo sapiens

<400> 27

ES 2380 147 T3

ggttttgttg
cagtgggaaa
gtggggtgac
ggcttcggag
ccgggcttcc
agtcacttct
ggcgggttac
ccccaactte

tactgatact

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

ttcagtaact

gcgggagtga
acaagaggac
ctgggagcaa
ggaatgaggt
ttgctcaccg
gtgggaggcc
gtcactggga
cgtggttttg

ccaggctaca

Cttcaaagag
gagcagccgg
atccagcgtg
cacgtgccct
gcagggctcet
gtgaaggaaa
gagctagcgg
ccagccaagc
ggcagagttc
actgtggtag
gtctccgagg
agcggggcag
ttctacatta
aagtttcctce
ggtggtgcgg
caagacattg

ccctgetgta

112

gtttctcagg
agaagccaaa
actgggcaga
ttgtggattt
gccggcttgg
ttccgectcaa
taataggcaa
attactactt

accaccctcec

actgttacac
tgaacttgag
caagcaccag
tacctgtgac
gggagatgga
acacattcct
gcagtgtggg
agacgacctg
cagttaatgt
ccctggecca
tgctetttgg
ctggagagtt
ccggtggage
tgattttcaa
agtaccaggc
ccaacgacaa

atccctacca

atttctttat
ckttgtgatt
aacaaaggac
ccatgcagct
ccttcgcaat
cgagaccacc
atggcatctt
tggaatccca

ttgtccagcg

tgacgtggcc
cagccttgcece
cgggaggecce
tcagctacca
cagtctggtg
ctggtttaca
tcecttcact
ggaaggaggg
caccagcact
ggccagctta
ccggtcacag
tggageccecctg
cagggcgtgt
cctggaagac
tgtgctgece
catctccagc

aattgcctge

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
1578



Met

Gly

Gly

Gly

Asp

65

Ala

Gly

Gly

Gly

Gly

Phe

Gln

Asp

50

Lys

Ser

Leu

Leu

Tyr
130

Trp

Leu

Lys

35

Leu

Met

Thr

Pro
115

val

Leu

Ala

Cys

Asn

100

Leu

Thr

Phe

Pro

Asn

Ala

Ser

Ser

85

Gly

AsSn

Gly

ES 2380 147 T3

Leu Lys

Leu Val

Phe Val

aAsn Trp

55

Glu Gly

70

Pro Ser

val Thr

Glu Thr

Ile Ile
135

val

Asp

Ile

40

Ala

Met

Thr
120

Gly

Leu

Phe

25

Ile

Glu

Ala

Asn

105

Leu

Lys

113

Leu
10

Cys

Leu

Thr

Phe

Ser

S0

Phe

Ala

Ala

Ile

Ala

Lys

val

75

Leu

Ala

Glu

His

Gly

Ser

Asp

Asp

60

Asp

Leu

val

val

Leu
140

val

Gly

Asp

45

Thr

Phe

Thx

Thr

Leu

125

Gly

Ser

Lys

30

Met

Ala

His

Gly

Ser

110

Gln

His

Phe

Thr

Gly

Asn

Ala

Arg

val

Gln

His

Ser

Arg

Trp

Leu

Ala

80

Leu

Gly

Ala

Gly



Ser
145

Tyr

Pro

Ile

Glu

225

Phe

Leu

His

Pro

305

Gly

Trp

val

Phe

Arg

385

Pro

Phe

Ile

Ser

Cys

Asp

val

210

Lys

Leu

Gln

Trp

Thr

290

Trp

Phe

Glu

Pro

Pro

370

Phe

Gly

Gly

Thr

His

His

Pro

Cys

185

Glu

Ala

Leu

Leu

Glu

275

val

Ala

Trp

Gly

Val

355

Thr

Asp

His

Ala

Gly
435

Asp

Ala

180

Gln

Thr

Pro

260

Met

Lys

Gln

Gln

Gly

340

Asn

val

Gly

Axrg

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

Thx

Arg

Axg

Cys

Gln

val

Asn

215

Ile

Leu

Pro

Leu

295

Glu

Gln

val

Ser

Leu

375

val

Phe

Vval

Ala

ES 2380 147 T3

Gly

Thx

Gly

Ala

200

Leu

Gln

Ala

Arg

val

280

Phe

Leu

Gly

Pro

Thr

360

Ala

Ser

His

Arg

Cys
440

Phe
Asp
Asp
185
Leu
Ser
Arg
His
Gly
265
Gly
Leu
Ala
Gly
Ala
345
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

Tyr
)

oy
wn

Pro

Leu

Leu

Ser

235

Ser

Ile

Phe

Ser

318

Pro

Ala

Leu

Ser

Leu

395

Sexr

Serx

114

Gly

Serx

Ala

220

Thr

val

Leu

Lys

Thr

300

val

Ala

Tyr

Ser

Leu

380

Phe

Gly

Thr

Phe

Glu

205

Gln

Ser

Pro

Tyr

Asp

285

Gly

Gly

Lys

Txp

val

365

Pro

Gly

Ala

Lys

Gly
445

Gly

Asn

Asn

190

Asn

Lys

Gly

Leu

Gly

270

Lys

Asp

Pro

Gln

Pro

350

Leu

Gln

Arg

Ala

Ala

430

Pro

Ile

His

175

Leu

Leu

Tyr

Arg

Pro

255

Ala

val

Asn

Phe

Thr

335

Gly

Asp

Gly

Ser

Gly

415

Phe

Glu

Pro

160

Pro

Gln

Asn

Ala

Pro

240

val

Gly

Asp

Gly

Thr

320

Thr

Arg

Ile

Arg

Gln

400

Glu

Tyr

Leu
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Gln His Lys Phe Pro Leu
450

Ala Val Pro Leu Glu Arg
465 470

Glu Val Arg Lys Val Leu
485

Asn Ile Ser Ser Ala Asp
500

Cys Asn Pro Tyr Gln Ile
515

<210> 28

<211> 4669

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28

ES 2380 147 T3

Ile
455

Gly

Ala

Phe Asn Leu Glu Asp Asp Thr Ala Glu

460

Gly Ala Glu Tyr Gln
475

Asp Val Leu Gln Asp
490

Thr Gln Asp Pro Ser
505

Cys Arg Cys Gln Ala
520

115

Ala

Ile

vVal

Ala
525

val Leu

Ala Asn
495

Thr Pro
510

Pro
480

Asp



cgcagaccgt
ctaggaaacc
tccecggetge
ggaggaggaa
cagagctétt
tcatctaaag
agaaaatctt
attattcaac
tcagttttgce
tgtcctgggce
aggacggata
tgatcaagat
acatgggggg
gtcctcecatg
ctgctcttece
caacactggc
catccccecect
cactgtttgt
cacagactta
ccataggccce
cccacagttt
tLgcaccaaat
catggaattt
ttctgtggag
catttacacc

catgcecatat

cgctaatgaa
ccaggcgcag
cggcgctecct
ggaagtcccg
tctctagaga
aagataaact
caaaggaccc
caggatacct
aacattggac
acagaattgce
cagcaggaac
gtggagctgg
gccaccttca
ctcaccggga
ccetogtgge
tacagaacag
gggtggcgag
cgcaatggca
atcactaacyg
gttatgatgg
tctaaactgt
atggataaac
acaaacattc
aggctgtata
gccgaccatg

gactttgata

ES 2380 147 T3

tettggggee
aggccaggag
cggaggtcag
ctgccacctt
agattttgaa
tggcaaatga
tatctgcagé
aattcaagaa
caaatacaat
tgggaagecct
gaaaaaacat
ggtccctgceca
tcaatgcectt
agtatgtgca
aggceccatgeca
ccttttttgg
aatggcttgga
tcaaagaaaa
agagcattaa
tgatcagcca
accccaatgce
actggattat
tacagcgcaa
acatgctcgt
gttaccatat

ttcgtgtgcce

ggtgtcgggce
cgagggcagc
ggcagatgag
atctctgecte
ggcggetttt
catgcaggtt
tgttctgaat
ctccagaaat
gaagtattct
ctgttcgact
ccgacccaac
agtcatgaac
tgtgactaca
caatcacaat
tgagcctcgg
aaaatacctc
attaatcaag
gcatggattt
ttacttcaaa
cgctgecgece
ttcccaacac
gcagtacaca
aaggctccag
ggagacgggyg
tgggcagttt

tteeectatt

116

cggggegygct
gaggatcaga
gaacatgact
ctcegectec
gtgctgacgg
cttcaaggca
acctctgaga
caggagacgg
tgctgtgectce
gtcagatccce
attattcttg
aaaacgagaa
cccatgtgcet
gtctacacca
acttttgctyg
aatgaatata
aattctcgct
gattatgcaa
atgtctaaga
cacggceccecg
ataactccta
ggaccaatgc
actttgatgt
gagctggaga
ggactggtca

cgtggtccaa

tgatcggcaa
ggccaggcect
ctecececctte
tcecctgttce
ccacccacca
gaataattgc
atagagattg
agacattttg
tggttttggc
cgaggttcag
tgcttéccga
agattatgga
gcccgtcacg
acaacgagaa
tatatcttaa
atggcagcta
tctataatta
aggactactt
gaatgtatce
aggactcagc
gttataacta
tgcccatecca
cagtggatga
atacttacat
aggggaaatc

gtgtagaacc

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



aggatcaata
tgctgggctc
agaaaagcca
cctagtggaa
gtcaaatcac
gacagcctgt
tcgaattcac
cctctacgcect
ccgtgccage
aaagtacaag
aggtgaaata
aaacattgcet
tggtggcaac
tgtccgagtg
actgtaccaa
agctctgcaa
gcctgaggaa
gcaagagaaa
caaactgcaa
acggcagagg
caaccactgg
taacaataac
tgagtttgcect
aaatacagtg
gctcagaagce
aaataaagat
ttaatcagcc
tgaatgaaaa
attacttgaa
aaacaaataa
ctgtgtcaat
aaacacctca
taagtccaga
ctgaacactg
ccgatttcag
ccattcacag
aagatcaact
tggccaccge

agaagaatca

gtcccacaga
gacacacctc
ggtaacaggt
agaggcaaat
ttgcccaaat
gaacaaccgg
aagtgtaaag
cgcggettcee
agaagccaaa
cccagatttg
tatgacataa
aagcgtcatg
aggggcagga
acacacaagt
tcggccagag
gataaaatta
tgtagctgca
ttaaagagcc
cttttcaagg
aagggggaag
cagacagccc
acctactggt
actggetttt
cacacggtag
tgtcaaggat
ggaggaagct
ccgtcteact
catctatgag
ggatttagat
gactcaaact
ggagatggcc

tttgaccttg

gagtaaactt

gagaaaaacc
tggcgatggce
gcacccgaaa
atatcttcct
agaacaccga

Cgaaaaggag
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tcgttctcaa
ctgatgtgga
ttcgaacaaa
ttctacgtaa
atgaacgggt
ggcagaagtg
gacccagtga
atgacaaaga
gaaagagtca
tccatactcg
atctggaaga
atgaaggcca
tgctggcaga
gttttattct
cgtggaagga
agaatttaag
gtaaacaaag
atcttcacce
agaacaaccg
agtgcagect
cgttctggaa
gtttgcgtac
tggagtattt
aacgaggcat
ataagcagtg
atgacctaca
gcagacatca
tacagacaaa
agagtatttg
gctcaaagtg
tctgctgact
ccagcetgacc
gaatggaata
gaaaaatgga
atgacagagc
gaacttcecc
gtgcattccg
agtaattcca

aagtcacagc

cattgacttg
cggcaagtct
caagaaggcc
gaaggaagaa
caaagaacta
gcaatgcatt
cctgctcaca
caaagagtgc
acggcaattc
gcagacacgt
agaagaagaa
caaggggcca
tagcagcaac
tcccaatgac
ccataaggca
agaagtgaga
ctattacaat
attcaaggag
taggaggaag
gcectggecte
cctgggatct
agttaatgag
tgatatgaat
tttgaatcag
caacccaaga
cagaggacag
actggcaagg
actacagact
cactgctgaa
acgggttctt
cagatgaaga
ttcaaaccct
acgacattcc
cggggcatga
tagagctcgg
agtatggtgg
atggaattte
gcatagcggg

acctagaagg

117

gccecccacga
gtcctcaaac
aaaatttggc
tccagcaaga
tgccagcagg
gaggatacat
gtccggcaga
agttgtaggg
ttgagaaacc
tccttgtcecg
ttgcaagtgt
agagatctcc
gccgtgagcece
tctatccatt
tacattgaca
ggacatctga
aaagagaaag
gctgetcagg
aaggagagga
acttgcttca
ttctgtgcett
acgcataatt
acagatcctt
ctacacgtac
cctaagaatc
ttatgggatg
cctagaggag
tagtctggtg
gagtcactat
ggttgtctct
cccaaggcat
gcatttgaac
agaagttaat
agagactaat
gcccagecce
tcctggaaag
agttcatcag
gaagatgttg

cagcacctcc

tcctggatat
ttctggaccce
gtgatacatt
atatccaaca
ccaggtacca
ctggcaagct
gcacgcggaa
agtctggtta
aggggactce
tcgaatttga
tgcaaccaag
aggcttccag
cacctaccac
gtgagagaga
aagagattga
agagaaggaa
gtgtaaaaaa
aagtagatag
aggagaagag
cgcatgacaa
gcacgagttc
ttettttctg
atcagctcac
aactaatgga
ttgatgttgg
gatgggaagg
ctacacagtg
gactggacta

gagcaaaata

gctgagcacg -

aaggttggga
cgaccaacat
catttgaatt
catctggaaa
aggctgcagc
gacatttttg
atgttcacca
accaaggtgg

tcttcactct

1620
1680
1740
1800
1860
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
tgattttctg
ggacataagt
ctaaaacttg
tttgattcat
gcactttgag
cttatcagtc
acacagtatg
tttacctcga

aaataaataa
<210> 29
<211> 871

<212> PRT

gatgaaactg
taataaaggt
aagctagtga
tctgccaaga
cttgtttgtt
atatacatgt
acacccctgg
ttttaaccac
attaaaatgc
tcactgttgg
gatcacatat
cttgctaaaa

ataagtaaat

<213> Homo sapiens

<400> 29

ES 2380 147 T3

ttaccttacc
aatcacagcc
gcatgtgagc
gtagaaagaa
tgttttgtac
tatccaatca
taaatctttc
tggaattttt
catgtctatt
ctgtcattgt
tgtttgacat
tcgattagca

gaaaaaaaaa

Ctaaacacag
accaacattc
aagcggtgtg
aggctgggga
taaaacagta
agatggctag
aacacacttc
caatgccgte
tgattagtct
gacaaagtca
taagcttttg
gaaaggcatg

daaaqaaaaaa

118

tatttctttt
caagctaccc
cacacggaga
tatttgggtt
ttatcttttg
aatggtgecct
cactgcectge
attttcagtt
tatcttttta
aataaacccce
ccagaaaatg
gctaataatg

dadaaaaaa

taactttttt
tgggtacctt
ctcatcgtta
ggcttggttt
aatatcgtag
ttctgagtgt
gtaatgaagt
agatgatttt
tttttacagg
caaggacgac
ttgcatgtat

ttggtggtga

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620

4669



Met

Leu

Leu

Lys
65

Phe

Gly

Ser

Tyr

Asn

145

Gly

Lys

Leu

Ile

Thr

50

Thr

val

Lys

Ser

Leu

130

Glu

Leu

Gly
Gln

35

Asp

Thr

Tyr

Pro
115

Asn

Tyr

Ile

Ser Cys

Ser Leu

20

Gln Glu

Asp Gln

Lys Ile

Thr Pro

85

val His

100

Ser Trp

Asn Thr

Asn Gly

LysS Asn
165

Cys

Cys

Asp

Met
70

Met
Asn
Gln
Gly
Ser

150

Ser

ES 2380 147 T3

Ala

Ser

Lys

val

55

Glu

Cys

His

Ala

Leu

Thr

Asn

40

Glu

His

Cys

Asn

Met

120

Ile

Phe

Vval

Val

25

Ile

Leu

Gly

Pro

val

105

His

Thr

Pro

Tyr

119

Leu
10

Gly

Gly

Ser
20

Tyr

Glu

Ala

Pro

Asn
170

Ala

Ser

Pro

Ser

Ala

75

Thr

Pro

Phe

Gly

155

Tyr

val

Pro

Asn

Leu

60

Thr

Ser

AsSn

Phe
140

Trp

Thy

Leu

Arg

Ile

45

Gln

Phe

Ser

Asn

Thr

125

Gly

Arg

val

Gly

Phe

30

Ile

Val

Ile

Met

Glu

110

Phe

Lys

Glu

Cys

Thr

15

Leu

Met

Asn

Leu

Asn

Ala

Trp

Arg
175

Glu

Gly

val

Asn

Ala

80

Thr

Cys

val

Leu

Leu

160

Asn



Gly

Met

His

225

Lys

Glu

val

Glu

305

Ile

Ser

Leu

val

385

Asn

Lys

Asn

Glu
465

Ile

Leu

Tyr

210

Gly

Ser

His

Phe

Asp

290

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

Asn

Ser

Asn

Phe

Val

340

Pro

Ala

Leu

Ala

Arg

420

Pro

Thr

Ser

Thr

Lys

Asn

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

Thr

Gln

Leu

Glu

Tyr

310

Leu

Phe

Ile

Leu

Asp

390

Ile

Lys

Tyr

Cys

Lys

470

Arg

Gly

Ser

val

215

Ala

Pro

Gln

Arg

295

Ile

Val

Phe

val

Asp

375

Pro

Trp

Glu

Glu

Glu

455

Leu

Gln

Phe

Ile

200

Met

Pro

Ser

Thr

Arg

280

Leu

Ile

Lys

Ile

Leu

360

Thr

Glu

Axrg

Glu

Arg

440

Gln

Arg

Ser

ES 2380 147 T3

Asp
185
Asn

Met

Gln

Gly
265

Lys

Tyr

Gly
Arg
345
Asn
Pro
Lys
Asp
Ser
425
val
Pro

Ile

Thr

Tyr

val

Phe

Asn

250

Pro

Axg

Asn

Thr

Lys

330

Gly

Ile

Pro

Pro

Thr

410

Sex

Lys

Gly

His

Arg
490

Ala

pPhe

Ile

Ser

235

Met

Leu

Met

Ala

315

Ser

Pro

Asp

Asp

Gly

395

Phe

Lys

Glu

Gln

Lys

475

Asn

Lys

Lys

Ser

220

Lys

Ala

Leu

Gln

Leu

300

Asp

Met

Ser

Leu

Val

380

Asn

Leu

Asn

Leu

Lys

460

Cys

Leu

120

Asp

Met

205

His

Leu

Pro

Pro

Thr

285

Vval

His

Pro

Vval

Ala

365

Asp

Arg

Val

Ile

Cys

445

Trp

Lys

Tyx
190

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

Lys

Arg

Arg

415

Gln

Gln

Cys

Pro

Arg
495

Thr

Arg

Pro

Asn

240

Asp

Met

Ser

Gly

His

320

Phe

Gly

Ile

Ser

Thr

400

Gly

Ser

Ala

Ile

Ser

480

Gly



Phe

Gly

Ser

545

Glu

His

Gly

Pro

Ser

625

Asp

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

Arg

Glu

Trp

Ser

770

His

Arg

515

Pro

Ser

Glu

Glu

Arg

595

Thr

His

Lys

Asn

Cys

675

Lys

Gln

Arg

Cys

Gln

755

Sex

Asn

Lys

500

Ser

Lys

val

Glu

Gly

580

Gly

val

Cys

Ala

Leu

660

Ser

Gln

Glu

Lys

Ser

740

Thr

Asn

Phe

ASp

Gln

Glu

Leu

565

His

Arg

Arg

Glu

Tyr

645

Arg

Cys

Glu

Vval

Lys

725

Leu

Ala

Asn

Leu

Lys

Arg

Lys

Phe

550

Gln

Lys

Met

Val

Arg

630

Ile

Glu

Ser

Lys

Asp

710

Glu

Pro

Pro

Asn

Phe
790

Glu

Lys

Pro

535

Glu

val

Gly

Leu

Thr

615

Glu

Asp

val

Lys

Leu

695

Ser

Arg

Gly

Phe

Thx

775

Cys

ES 2380 147 T3

Cys

Ser

520

Arg

Gly

Leu

Pro

Ala

600

His

Leu

Lys

Arg

Gln

680

Lys

Lys

Lys

Leu

Trp
760

TYx

Glu

Ser

505

Gln

Phe

Glu

Gln

Arg

585

Lys

Glu

Gly

665

Ser

Ser

Leu

Glu

Thr

745

Asn

Trp

Phe

Cys

Arg

Val

Ile

Pro

370

Asp

Ser

Cys

Gln

Ile

650

His

His

Gln

Lys

730

cys

Leu

Ala

Arg

Gln

Leu

Ser

Phe

Ser

635

Glu

Leu

Leu

Leu

715

Arg

Phe

Gly

Leu

Thr
795

121

Glu

Phe

Thr

540

Asn

Gln

Ile

620

Ala

Ala

Lys

‘Asn

His

700

Phe

Arg

Thr

Ser

Axg

780

Gly

Ser

Leu

525

Arg

Ile

Ile

Ala

Ala

605

Leu

Arg

Leu

Arg

Lys

685

Pro

Lys

Gln

His

Phe

765

Thr

Phe

Gly

510

Arg

Gln

Asn

Ala

Ser

590

val

Pro

Ala

Gln

Arg

670

Glu

Phe

Glu

Arg

Asp

750

Cys

val

Leu

Asn

Thr

Leu

Lys

575

Ser

Gly

Asn

Trp

Asp

655

Lys

Lys

Lys

Asn

Lys

735

Asn

Ala

Asn

Glu

Gln

Arg

Glu

560

Arg

Gly

Pro

Asp

Lys

640

Lys

Pro

Gly

Glu

Asn

720

Gly

cys

Glu

Tyr
800



10

Phe

val

Leu
865

Asp

Glu

Ser

val
850

Trp

<210> 30

<211> 4279

<212> ADN

Met Asn Thr Asp
805

Arg Gly Ile Leu
820

Cys Gln Gly Tyr
835

Gly Asn Lys Asp

Asp Gly Trp Glu
870

<213> Homo sapiens

<400> 30

ES 2380 147 T3

Pro Tyr Gln Leu Thr Asn
810

Asn Gln Leu His val Gln
825

Lys Gln Cys Asn Pro Arg
B40

Gly Gly Ser Tyr Asp Leu
855 860

Gly

122

Thr Val His
815

Leu Met Glu
830

Pro Lys Asn
845

His Arg Gly

Thr

Leu

Leu

Gln



gggccatttce
ttctcgggeg
cgceoggcecte
ggcagtcgag
attaacgtgt
ttggctccet
cgtttccage
attagcgatg
cgcttececte
gagggcgagc
aacaaagcca
aaaaagaaga
ctgctgggtyg
gaccgcagga
ctgggttcceca
ttcatcaacg
ggcaagtacg
tggcaggcac
acagctttct
aaggagtggg
ggggtgaaag
aatgacagcg
atggtcatca
ctctteccaa
aaacactgga

atgctecage

tggacaacag
cgcacaggca
tccaatggca
tgtttgcaga
cattacgagg
ccagctccta
caagtggacc
ccecectggtt
cctcgtttec
aggagcgaga
cagacgcaac
tgggccececce
gaagctcggce
acatccgecce
tgcaggtgat
ccttegtgac
tccacaacca
agcacgagag
tcgggaagta
tcggactccet
agaagcacgg
tgagcttctt
gccatgcagce
acgcatctca
tcatgcgcta

ggaagcgcett

ES 2380 147 T3

ctgctatttt
gctcggtteg
aatgtgtgtg
ccggggcgag
ggagcgcccg
gagaggagaa
tgatcgatgg
tgtgtgttac
agctcctggg
gtgtgtcgaa
ttgagactcc
gagcctcgtg
cttectgteg
caacatcatc
gaacaagacc
cacacccatg
caacacctac
ccgcaccttt
tcttaatgaa
taaaaactcc
ctccgactac
ccgcacgtcce
ccccecacgge
gcacatcacg
cacggggccec

gcagacccte

cacttgagcce
ccctgecgatt
gctggaggcg
tcctgtgaaa
gccggggctg
gaagaaagcyg
ccctectgaa
gcacacacac
cgaatcccac
tctgcgagtg
cgcatcccaa
ctgtgcttgce
caccaccgcc
ctggtgctga
cggcgcatca
tgctgecect
accaacaatg
gcegtgtacce
tacaacggct
cgcttttata
tccaaggatt
aagaagatgt
cctgaggatt
ccgagctaca
atgaagccca

atgtcggtgg

123

caagttaatt
gagctgeggg
agcgecgagge
gcagataaaa
tcgcactece
gaaaagaggc
tttatcacga
gtgcacacaa
atctgtttca
aagagggacg
aagaagcacc
tgtccgcaac
tgaaaggcag
cggacgacca
tggagcaggg
cacgctcctc
agaactgctc
tcaatagcac
cctacgtgec
actacacgct
acctcacaga
acccgcacag
cagccccaca
actacgcgcece
tccacatgga

acgactccat

tctcggggag
tcgeggececgyg
tttcggcaaa
gaaaacattt
cgcggaacat
agattcacgt
tatttgattt
ggctctggcect
actctececgece
agggaaaaga
agatcagcaa
tgtgttctcce
gtttcagagg
ggatgtggag
cggggcgcac
catcctcacc
ctegeectee
tggctaccgg
acccggetgg
gtgtcggaac
cctcatcacc
gccagtccte
atattcacgc
caacccggac
attcaccaac

ggagacgatt

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



tacaacatgc
cacggttacc
gacatcaggg
cacatcgtcc
cctgcggata
cggtttcact
aagctgctac
aagtaccagce
ctgggacaga
aagggcccca
gggcagggca
cgccggaaaa
cgctcagtgg
cagccccgaa
gatggtgggg
aaagtgacac
tacaagtccce
ctgcagaaca
gaagaatgtg
agaggctcca
ttgcgggagc
gacacgtgca
gcgcecctttct
tggtgcatga
ttcctagagt
ctggacaggg
ggttacaagc
agctatgagc
tccaaatcac
ctccaaaaac
tcecagcagac
acatgacaga
tgccectget
caaaaagtca
agagagattt
ggggaaaagc
taagaagcag
gagtcagtag

gaaactgcct

tggttgagac
acatcggcca
tccegttcta
tcaacattga
tggacgggaa
tgaaaaagaa
acaagagaga
gtgtgaagga
agtggcagtg
tgcggctggg
gcgaggectg
aactcttcaa
ccatcgaggt
acctcaccaa
acttcagtgg
atcggtgcta
tgcaggcctg
aaattaagaa
actgtcacaa
gtctgcatcc
agaagcgcaa
gcatgccagg
ggacactggg
ggaccatcaa
actttgatct
atgtcctcaa
agtgtaacce
aatacaggca
tgggacaact
atagaggcat
ctgtgctatt
ttctggagga
tttgctttag
ccactaaccc
ccttggaaat
agtcctgtte
gacagaggca
cacaaaagag

tcattgtata
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gggcgagctg
gtttggectg
cgtgaggggc
cctggccece
atccatccte
gatgagggtc
caatgacaag
cctgtgtcag
tgtggaggac
cggcagcaga
cacctgtgac
gaagaagtac
ggacggcagg
gcggcactgg
cactggaggc
catcctagag
gaaagaccac
cctgagggaa
aatcagctac
tttcaggaag
gaagaaactc
cctecacgtge
gcectttctgt
tgagactcac
caacacagac
ccagctacac
ccggactcga
gtttcagcgt
gtgggaaggc
cacctgactg
ggccaggagg
taaccagcag
attatacctc
tcccccagaa
ttctceccaag
taaatcctct
acgtggagag
atgacattta

tatgtgacta

gacaacacgt
gtgaaaggga
cccaacgtgg
accatcctgg
aagctgctgg
tggcgggact
gtggacgccece
cgtgctgagt
gccacgggga
gccctctcca
agcggggact
aaggccagct
gktgtaccacg
ccaggggcce
cttcccgact
aacgacacag
aagctgcaca
gtccgaggte
cacacccagc
ggcctgcaag
cgcaagctgce
ttcacccacg
gcctgcacca
aatttcctct
ccctaccage
gtacagctca
aacatggacc
cgaaagtggce
tgggaaggtt
cacaggcaat
cctgagaaag
gagcagagat
accagctgca
gctcacaaag
ggcgaaagtce
tattcttttg
gctgaaaaca
cctagcatat

tttacatgta

124

acatcgtata
aatccatgcc
aagccggetg
acattgcagg
acacggagcg
ccttcttggt
aggaggagaa
accagacgge
agctgaagcet
acctecgtgcece
acaagctcag
atgteccgcag
taggcctggg
ctgaggacca
actcagccge
tccagtgtga
tcgaccacga
acctgaagaa
acaaaggccg
agaaggacaa
tcaagcgect
acaaccagca
gcgccaacaa
tctgtgaatt
tgatgaatgc
tggagctgag
tgggacttaa
cagaaatgaa
aagaaacaac
gaaaaaccat
caagcacgca
aacttcagga
caaaatgcat
gaaaacggag
attggaattt
gtttgtcaca
gtgcagagac
aaaccctggt

atcaacatag

caccgccgac
atatgagttt
tctgaatcce
cctggacata
gccggtgaat
ggagagaggc
ctttctgeecce
gtgtgagcag
gcataagtgc
caagtactac
cctggccgga
tcgcetccatce
tgatgccgece
agatgacaag
caaccccatt
cctggacctg
gattgaaacc
aaagcggcca
cctcaagcac
ggtgtggetg
gcagaacaac
ctggcagacg
taacacgtac
tgcaactggc
agtgaacaca
gagctgcaag
agatggagga
gagaccttct
agaggtggac
gtgggtgatt
ctctcagtca
agtccatttt
tttttcgtat
agagcgagcg
ttaaatcata
aagaaggaac
gtttgacaat
tgcctctgaa

gaacttttag

1620
1680
1740
1800
1860
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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gggaacctaa
cagtgtaaaa
ctectagtat
aaatgaagtt
agtttaagta
gaacctttga
aaaaaaaaaa
<210> 31

<211> 870

<212> PRT

taagaaatcc
gaaaaaaaaa
ttctttgtta
gatgtatgtc
ttgtcataca
cattttgtaa

aadaaaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 31

ES 2380 147 T3

caattttcag
aaaaattgtg
tgtcccagaa
ccaagttttg
gtgttcaaaa

aaggccattt

gagtggtggt
gacatttctyg
ctgatgtttt
atgaaactgt
ccccagccaa

cttggggaaa

125

gtcaataaac
ttcctgteca
ttttttaagg
atttgtaaaa
tgaccagcag

daaaaadaaaa

gctctgtgge
gataccattt
tactgaaaag
aaaattttgt
ttggtatgaa

daaaaaaaaa

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4279



Met

Ser

Gly

val

Asn

65

ala

Thr

Cys

val

Leu

145

Val

Asn

Thr

Lys

Gly

Leu

Leu

50

Lys

Phe

Gly

Ser

Gly

Gly

Asp

Met
210

Pro

Leu

Phe

35

Thr

Thr

val

Lys

Ser

115

Leu

Glu

Leu

val

Leu
185

Tyx

Pro
Gly

20

Gln

Thr

Tyr
100

Pro

Asn

Leu

Lys

180

Ile

Pro

Sex

Gly

Arg

Asp

Arg

Thr

Val

Ser

Ser

Lys

165

Glu

Thr

His

Leu

Ser

Gln

Ile

70

Pro

His

Trp

Thr

Gly

150

Asn

Lys

Asn

ES 2380 147 T3

val

Ser

Met

Met

Asn

Gln

Gly

135

Ser

Ser

His

Asp

Pro
215

Leu

Ala

Arg

40

Val

Glu

Cys

His

Ala
120

Tyr

Arg

Gly

Ser

200

val

Cys

Phe

25

Asn

Glu

Gln

Cys

Asn

105

Gln

val

Phe

Ser

185

vVal

Leu

126

Leu

10

Leu

Ile

Leu

Gly

Pro

90

Thr

His

Thr

Pro

Tyr

170

Asp

Serx

Met

Leu

Ser

Arg

Gly
75

Ser

Glu

Ala

Pro

155

Asn

Tyr

Phe

Val

Ser

His

Pro

Ser

60

Ala

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

Phe

Ser

Asn

110

Thr

Gly

Lys

Leu

Asp

190

Thr

His

vVal

Leu

Ile

val

Ile

Ile

95

Glu

Phe

Lys

Glu

Cys

175

Tyr

Ser

Ala

Phe

Lys

Leu

Met

Asn

‘80

Leu

Asn

Ala

Leu

Lys

Ala



Pro

225

Asn

Asp

Met

Ser

Gly

- 305

Phe

Gly

Ile

Ser

385

Leu

Gly

Glu

Ala

Val

465

Met

Leu

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

Pro

Gln

His Trp

Phe

275

Asp

Leu

Gly

Ile

Leu

355

Asp

Leu

Lys

Leu

Phe
43S

Tyr

Asp

Leu

Gln

Leu
515

Asp

Asp

Gln

Axg

340

Asn

Ile

Lys

Lys

Leu

420

Leu

Gln

Ala

Gly

Gly

500

Ala

val

Glu

His

245

Ile

Asn

Ser

Asn

Phe

325

vVal

Pro

Ala

Leu

Met

405

His

Pro

Thr

Thr

Gly

485

ser

Gly

Arg

Asp

230

Ile

Met

Met

Met

Thr

310

Gly

Pro

Gly

Leu

390

Arg

Lys

Lys

Ala

Gly

470

Ser

Glu

Arg

Ser

Ser

Thr

Arg

Leu

Glu

295

Leu

Phe

Ile

Leu

375

Asp

val

Arg

Tyr

Cys

455

Lys

Ala

Arg

Arg
538

Ala

Pro

Gln

280

Thr

Ile

val

Tyr

val

360

Asp

Thr

Trp

Asp

Gln

440

Glu

Leu

Ala

Cys

Lys

520

sSer

ES 2380 147 T3

Pro

Ser

Thr

265

Axg

Ile

val

Lys

Val

345

Leu

Ile

Glu

Arg

Asn

425

Arg

Gln

Lys

Leu

Thr

505

Lys

Ile

Gln

Tyr
250
Gly

Lys

Tyr

Gly

330

Arg

Asn

Pro

Arg

Asp

410

Asp

val

Leu

Leu

Ser

490

cys

Leu

Arg

Tyr
235
Asn

Pro

Asn
Thr
315
Lys
Gly
Ile
Ala
Pro
395
Ser
Lys
Lys
Gly
His
475
Asn
Asp

Phe

Ser

127

Ser

Met
Leu
Met
300
Ala
Sex
Pro
Asp
Asp
380
val
Phe
val
Asp
Gln
460
Lys
Leu
Ser

Lys

val
540

Arg

Lys

Gln

285

Leu

Asp

Met

Asn

Leu

365

Met

Asn

Leu

Asp

Leu

445

Lys

Cys

Val

Gly

Lys

525

Ala

Leu

Pro

Pro

270

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

w
29
wn

Pro

Gly

Phe

Glu

415

Gln

Gln

Gln

Gly

Lys
495

Glu

Pro
240

Pro

His

Thr

w
N
o

Ala

Lys

His

400

Axrg

Glu

Axg

Cys

Pro
480

Tvr

Lys

Lys

Val



Asp

545

Asn

Lys

Ala

Lys

625

Lys

Pro

Gly

Leu

Lys

705

Ser

Thr

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

Tyr

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

Arg

565

ASp

Ile

Cys

Leu

Leu

645

Asp

His

Asp

Lys

Leu
725

Trp

Glu

Gln
805

Gln

Gly

His

550

His

Phe

Lys

Asp

His

630

Arg

Cys

Arg

Lys

Leu

710

Thx

Thr

Trp

Phe

Gln

790

Leu

Cys

Ser

val

Trp

Ser

val

Leu

615

Ile

Glu

Gly

vVal

6985

Leu

Cys

Leu

Cys

Ala

775

Leu

His

Asn

ES 2380 147 T3

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

Pro

Glu
840

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

Asp
555

Pro

Gly

Cys

Lys

Ile

635

His

His

Arg

Gln

715

Asp

Cys

Ile

Leu

val

795

Met

128

Ala

Glu

Leu

Ser

620

Glu

Leu

His

Pro

Glu

700

Asn

Asn

Ala

Asn

Glu

780

Asn

Glu

Asn

Gln

Asp

Pro

Ile

605

Leu

Thr

Lys

Thr

Phe

685

Gln

Asn

Gln

Cys

Glu
765

Tyx

Thr

Leu

Met

Phe
845

Gln

Gln

Asp

590

Leu

Gln

Leu

Lys

Gln

670

Axrg

Lys

Asp

His

Thr

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

Serx

815

Leu

Arg

Arg

560

Asp

Ser

Asn

Txrp

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 lLeu Gly Gln Leu
860

850 855

Trp Glu Gly Trp Glu Gly
865 870

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> Leu o Val
<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que se produce de manera natural
<220>

<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

<223> Cys o Ser
<220>

<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)

<223> Cualquier aminoacido
<400> 32

Xaa Xaa Xaa Pro Ser Arg
1l 5

<210> 33
<211> 23
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Secuencia derivada de arilsulfatasa A humana

129
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<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(23)

<223> Sustrato de formacién de FGly sintético; secuencia primaria de arilsulfatasa A humana

<400> 33

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

Ala Leu Leu Thr Gly Arg Ser
20

<210> 34
<211> 16
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Una variante del péptido ASA65-80, en la que los residuos Cys69, Pro71 y Arg73, criticos para la formacion
de FGly, estaban reorganizados al azar

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(16)

<223> Oligopéptido reorganizado al azar

<400> 34

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

<210> 35

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Una variante del péptido ASA65-80, en la que la Cys69 se sustituydé por una serina
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(16)

<223> Oligopéptido de Ser69

<400> 35
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Pro Val Ser Leu Ser Thr Pro Ser Arg 2Ala Ala Leu Leu Thr Gly Arg

1 S
<210> 36
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> Cebador de PCR especifico de FGE humana
<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223> Cebador 1199nc de PCR especifico de FGE humana

<400> 36

ccaatgtagg tcagacacg 19

<210> 37

<211> 16

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR especifico de FGE humana
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(16)

<223> Cebador 1c directo especifico de FGE humana
<400> 37

acatggcccg cgggac 16

<210> 38

<211>19

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR especifico de FGE humana

<220>

131
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<221> misc_feature

<222> (1)..(19)

<223> Cebador 1182c inverso especifico de FGE humana
<400> 38

cgactgctcc ttggactgg 19

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR especifico de FGE humana
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(24)

<223> Cebador 5’ de PCR especifico de FGE humana que contiene EcoRI
<400> 39

ggaattcggg acaacatggc tgcg 24

<210> 40

<211> 54

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador especifico de HA

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(54)

<223> Cebador especifico de HA

<400> 40

cccaagctta tgcgtagtca ggcacatcat acggatagtc catggtgggce aggc 54
<210> 41

<211> 57

<212> ADN

<213> Atrtificial

132
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60

<220>

<223> Cebador especifico de c-myc

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(57)

<223> Cebador especifico de c-myc

<400> 41

ES 2380 147 T3

cccaagctta caggtcttct tcagaaatca gcttttgttc gtccatggtg ggcagge 57

<210> 42

<211> 54

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador especifico de RGS-His6

<220>
<221> misc_feature

<222> (1)..(54)

<223> Cebador especifico de RGS-His6

<400> 42

cccaagctta gtgatggtga tggtgatgceg atcctctgte catggtggge agge 54

<210> 43

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Oligopéptido triptico de una preparacion de FGE humana

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(15)

<223> Oligopéptido triptico de una preparacion de FGE humana

<400> 43

Ser Gln Asn Thr Pro Asp Ser Ser Ala Ser Asn Leu Gly Phe Arg

1

5

133
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<210> 44

<211>19

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Oligopéptido triptico de una preparacion de FGE humana
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(19)

<223> Oligopéptido triptico de una preparacion de FGE humana

<400> 44

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

1 > 10

Gln Ile Lys
<210> 45

<211> 906

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 45

134
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atggcccgge
aagctaggaa
ggaacaaatt
ccectttgeea
aaaaagtaktc
tctgatgagc
gtggaaaagg
gagcacccag
aaacgactgce
gtttacccat
cccaagggag
gcccagaaca
ccgtaccagg
gctgatgget

tcagcctcag

ctgtaa 906
<210> 46
<211> 301

<212> PRT

atgggttacc
atggacaggc
cteccagacag
tcgacatatt
ggacagaagc
tgagaaacaa
cattttggag
tgttacacgt
ccacggagga
gggggaactg
acaaagctga
actacgggct
ctgctgagca
ctgccaatca

acaacctcgg

<213> Homo sapiens

<400> 46

ES 2380 147 T3

gctgectgccce
tactagcatg
cagagatggt
tcctgtcacc
tgagatgttt
agccacccag
gcagcctgca
gagctggaat
agagtgggag
gttccageca
ggatggcttc
ctatgacctc
ggacatgecgc
ccgggcccgg
tttcecgetgt

ctgctgtcge
gtccaactgce
gaagggcctyg
aacaaagatt
ggatggagct
ccaatgaagt
ggtcctggct
gacgcccgtyg
tttgecegecce
aaccgcacca
catggagtct
ctggggaacg
gtcctceggg
gtcaccacca

gctgcagacg

135

tcctggtcgg
agggtgggag
tgcgggaggce
tcagggattt
ttgtetttga
ctgtactctg
ctggcateccg
cctactgtgce
gagggggcett
acctgtggca
ccccagtgaa
tgtgggagtg
gggcatcctg
ggatgggcaa

caggccggcece

cgcgtggctce
attcctgatg
gacagtgaaa
tgtcagggag
ggactttgte
gtggcttcca
agagagactg
ttggcgggga
gaagggtcaa
gggaaagttc
tgetttceccee
gacagcatca
gatcgacaca

cactccagat

gccaggggag

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



Met

Gly

Leu

Asp

Asp

Lys

Glu

Lys

Pro

Leu

145

Lys

Leu

Thr

Gly

Tyr

225

Pro

Trp

Ala

Ala

Gln

Gly

50

Ile

Lys

Asp

Ser

Ala

130

His

Arg

LysS

Phe
210

Gly

Tyr

Ile

Arg
Trp
Gly
35

Glu
Phe
TYr
Phe
Val
115
Gly
val
Leu
Gly
Leu
195
His
Leu
Gln

Asp

His

Leu

Gly

Gly

Pro

Arg

val

100

Leu

Pro

Ser

Pro

Gln
180

Trp

Gly

Tyr

Ala

Thx
260

Gly

Lys

Pro

val

Thr

8S

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

ES 2380 147 T3

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

120

Ile

Ala

Glu

Trp

Phe

200

val

Gly

Asp

Ser

Leu

Gly

25

Gly

Ala

Asp

Met

Arg

105

val

Arg

Arg

Trp

Gly

185

Pro

Asn

Asn

Met

Ala
265

Pro
10

Gln
Thr
Thr
Phe
Phe
a0

Asn
Glu
Glu
Ala
Glu
170
Asn
Lys
Ala
val
Arg
250

Asn

136

Leu

'Ala

Asn

Vval

Arg

75

Gly

Lys

Lys

Tyr

155

Phe

Trp

Gly

Phe

Trp

val

His

Leu

Ser

Lys

60

Asp

Trp

Ala

Ala

Leu
140

Cys

Ala

Phe

Asp

Pro

220

Glu

Leu

Axg

Ser

Ser

Pro

45

Pro

Phe

Ser

Thr

Phe

125

Glu

Ala

Ala

Gln

Lys

205

Ala

Txrp

Ala

Leu

Met

30

Phe

val

Phe

Gln

110

Trp

His

Trp

Pro

190

Ala

Gln

Thr

Gly

Arg
270

Leu

val

Ser

Ala

Arg

val

95

Pro

Pro

Gly

175

Asn

Glu

Asn

Ala

Ala

255

val

val

Gln

Ile

Glu

80

Phe

Met

Gln

val

Gly

160

Gly

Asp

Asn

Ser

240

Ser

Thr
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Thr Arg Met Gly Asn Thr Pro ASp Ser Ala Ser Asp Asn Leu Gly Phe
280

275

285

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

290

<210> 47
<211> 927

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 47
atgcgctctg
aggctcctgt
ctgeccaggtg
cctgceecggg
gacttcaggg
agcttcgtct
gctgttcact
tctggecatece
gcttactgcyg
cgagggggcet
aacttatggc
tcaccagtga
gtgtgggagt
ggggcatcat
aggatgggaa
gcaggccgac
<210> 48
<211> 308

<212> PRT

agttctggtt
cctgecccecag
geecggtttcet
aagtgacagt
agtttgtcag
ttgaggattt
ggtggcagce
gagagaaact
catggcgggg
tgaagggtca
agggaaagtt
acgctttcee
ggacagcgtc
ggatcgacac
acactccaga

cgaaggagga

<213> Mus musculus

<400> 48

295

cccecagcatg
gcttcagcta
gatggggaca
aaaaccecttt
ggagaagaag
tgtctceecct
agtgccaaag
ggagectteccec
gagacgcttg
ggtttatcca
ccccaaaggt
cccacagaac
cacataccaa
cgcagacggce
ctcagcctca

cctgtga

ggttecttge
ggacatgccc
gacgctccag
gccatcgaca
taccagactg
gagctcagaa
gcattttgga
gtggtacacg
cccacagaag
tgggggaacc
gacaaagctg
aactacggac
cctgctggece
tctgctaatc

gacaacctgg

137

300

tccectecggt
aggatcctge
atggcagaga
tatttccagt
aagccgagge
agcaagaaaa
ggcagcctgc
tgagctggaa
aggagtggga
ggttcecagece
aagatggttt
tgtatgacct
aggécatgcg
acagggctcg

gcttccgetg

gttgctgetg
catggtgcat
cggtgaaggg
caccaataaa
attcgggtag
tctgatgccg
aggtcccggce
cgacgctggt
gtttgcagec
aaaccgcacc
tcatggactg
catgggcaat
tgtccteccgg
ggtcaccacc

cgecctecagt

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

927



Met

Val

Ala

Gly

val

65

Asp

Arxrg

Leu

Gln

Thr

Thr

Phe

Ser

Leu

ASp

35

val

Arg

Glu

Leu

20

Pro

Ala

Lys

Glu

Phe

Ala

Pro

Pro

Phe
85

Trp

Leu

Met

Asp

Phe

70

VvVal

ES 2380 147 T3

Phe

Leu

val

Gly

55

Ala

Pro

Ser

His

40

Arg

Ile

Glu

Ser

Cys

25

Leu

Asp

Asp

Lys

138

Met Gly
10

Pro Arg

Pro Gly

Gly Glu

Ile Phe
75

Lys Tyr
90

Ser

Leu

Gly

Gly

60

Pro

Gln

Leu

Gln

Arg

45

Pro

val

Thr

Leu

Leu
30

Phe

Ala

Thr

Glu

Pro
15

Gly

Leu

Asn

Ala
a5

Pro

His

Met

Glu

Lys

80

Glu
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Ala

Pro

Glu

145

Ala

Glu

Asn

Lys

Ala

225

val

Asn

Ala

Lys
305

Phe

Lys

Lys

130

Lys

TYr

Phe

Gly
210

Phe

Trp

val

His

Ser

290

Glu

<210> 49

<211> 855

<212> ADN

Gly

Gln

115

Ala

Leu

Cys

Ala

Phe

195

Pro

Glu

Leu

Arg

275

Asp

Asp

Trp

100

Glu

Phe

Glu

Ala

Ala

180

Gln

Lys

Pro

Trp

Arg

260

Ala

Asn

Leu

<213> Mus musculus

<400> 49

Ser

Asn

Trp

Leu

165

Arg

Pro

Ala

Gln

Thr

245

Gly

Arg

Leu

Phe

Leu

Pro

150

Arg

Gly

Asn

Glu

Asn

230

Ala

Ala

val

Gly

val

Met

Gln

135

Val

Gly

Gly

Asp

215

Asn

Ser

Ser

Thr

Phe
285

ES 2380 147 T3

Phe

Pro

120

Pro

Val

Arg

Leu

Thr

200

Gly

Tyr

Thr

Trp

Thr
280

Glu

ios

Ala

Ala

His

Lys

185

Asn

Phe

Gly

Tyr

Ile

265

Cys

Asp

vVal

Gly

val

Leu

170

Gly

Leu

His

Leu

Gln

250

Asp

Met

Ala

139

Phe

His

Pro

Ser

155

Pro

Gln

Trp

Gly

TYT

235

Pro

Thr

Gly

Ser

val

Trp

Gly

140

Trp

Thr

val

Gln

Leu

220

Asp

Ala

Ala

Ser
300

Serxr

125

Ser

Asn

Glu

Gly

205

Ser

Leu

Gly

Asp

285

Ala

Pro Glu
110

Gln Pro

Gly Ile

Asp Ala

Glu Glu
178

Pro Trp
150

Lys Phe

Pro Val

Met Gly

Gln Asp

255

Gly Ser
270

Pro Asp

Gly Arg

Leu

val

Gly

160

Trp

Gly

Pro.

Asn

Asn

240

Met

Ala

Ser

Pro
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atggtcccecea
gatggagaag
gtcagcaatg
aagtttggag
caccaggcag
ccagagggtc
tggaacgatg

tgggaataca

cagcccaaag
ggcgaggatg
ttatacaaca
tctgttgagyg
agtggatcct
cagaacacac
cccaccgcag
<210> 50

<211> 284

<212> PRT

ttcctgectgg
cccctgecag
cggattttga
actctttcgt
ttgcagctgce
cggactccag
ctgttgccta

gctgtagagg

gacagcatta
gcttccaagg
tagtggggaa
aaacgttcaa
acatgtgcca
cagatagctc

actga

<213> Mus musculus

<400> 50

ES 2380 147 T3

agtattcaca
gagagtcact
gaagtttgtg
ctttgaagge
tccatggtgg
tattctgcac
ctgcacatgg

aggcctgcag

tgccaacatce
aactgccccee
tgtgtgggag
cccaaagggt
taagtcctat

tgcatccaac

atgggcactg
gttgatggct
aactcgactg
atgttgagcg
ttgcctgtea
aggtcaaatc
gcgggcaaga

aacaggcttt

tggcagggca
gttgatgcct
tggacctcag
cccacttctg
tgctataggt

ctgggattce

140

atgatcctca
tttacatgga
gctatttgac
agcaagtgaa
agggagctaa
at;cggttct
ggttgecctac

tcccectgggg

agtttcctgt
ttcctcccaa
actggtggac
ggaaagaccg
accgctgtgce

gatgtgcagc

gatcaggcag
cgcctatgaa
agaggctgag
aacgcatatc
ttggagacac
ccatgtttcce
tgaggcagag

caacaaactg

gagcaacact
tggctatggce
tgttcaccat
agtgaagaag
agctcgaagce

cgaccacctg

60
120
180
240
300

' 360

420
480

540
600
660
720
780
840

855



Met

Gln

Gly

Phe

Ser

65

His

Asn

Asn

Thr

Cys

145

Gln

vVal

Ala

Trp

val

Ile

Phe

val

50

Phe

Gln

Trp

His

130

Axg

Pro

Ser

Phe

Glu
210

Pro

Asn

val

Ala

Arg

Pro

115

Ala

Gly

Lys

Asn

Pro
195

Trp

Ile

Gln

20

Met

Ser

Phe

Val

His

100

Vval

Gly

Gly

Gly

Thr

180

Pro

Thr

Pro

Asp

Asp

Thr

Glu

Ala

Pro

Leu

Lys

Leu

Gln

165

Gly

Asn

Serxr

Ala

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Ala

Glu

His

Gln

150

His

Glu

Gly

Asp

ES 2380 147 T3

Gly

Glu

Tyr

55

Met

Ala

Gly

val

Leu

135

Asn

Asp

215

val

Ala

Glu

40

Leu

Leu

Pro

Pro

Ser

120

Pro

Ala

Gly

Gly

200

Trp

Phe

Pro

val

Ser

Trp

Asp
105

Trp

Thr

Leu

Phe
185

Leu

Thr

141

Thr

10

Ala

Ser

Glu

Glu

Trp

90

Ser

Asn

Glu

Phe

Ile

170

Gln

val

Met

Arg

Asn

Ala

Gln

75

Leu

Ser

Asp

Ala

Pro
155

Trp

Gly

Asn

His

Gly

Arg

Ala

Glu

60

val

Pro

Ile

Ala

Glu
140

Trp

Glin

Thr

Ile

His
220

Thr

val

Asp

45

Lys

Lys

val

Leu

val

125

Trp

Gly

Gly

Ala

val

205

Ser

Thr

30

Phe

Phe

Thr

Lys

His

110

Ala

Glu

Asn

Lys

Pro

190

Gly

val

Asp
15

val

Glu

His
Gly

95

Arg

Lys

Phe

175

val

Asn

Glu

Pro

Asp

Lys

Asp

Ile

80

Ala

Sexr

Cys

Ser

Leu

160

Pro

Asp

val

Glu



10

15

Thr Phe Asn

225

Pro Lys

Gly Gly Ser Tyr Met

245

ES 2380 147 T3

Gly Pro Thr

230

Cys His Lys

Ser

Ser

Gly Lys

Tyr Cys

235

250

Asp Axrg Val Lys Lys

240

Tyr Arg Tyr Arg Cys
255

Ala Ala Arg Ser Gln Asn Thr Pro Asp Ser Ser Ala Ser Asn Leu Gly

260
Phe Arg Cys Ala Ala
275
<210> 51
<211> 1011
<212> ADN

<213> Drosophila melanogaster

<400> 51

atgacaacaa
gactgtggct
gtgtgecage
gagccaaata
aaaccgcact
tacatcgaca
tacaccacgg
ttggagcaga
gccggegtga
cacccggtag
cggttgeccca
tttccctagg
gactttceccg
ttecgacaga
gatctgtggg
tatctgtgte

gaagacagtt

<210> 52

<211> 336

ttatattagt
gccaaaagct
aacgagcaca
ttgcggacat
tteceggeecga
agtatgaggt

aggctgagcg

agaacctaga,

actggcgaca
tgcacgtatce
gcgaggcgga
gcaacaagct
atggcaacct
atatttacga
acgtaaatga
acaagtccta

cagccggtaa

Asp His Leu Pro

265

280

cctctttatt
cgaccggaag
gggtgcacac
gtcactgctt
ccgcgaggct
ttccaacgaa
atatggcgac
ggacttcega
tccaaatggc
gtggcgcgac
gtgggaggcg
gatgccaagg
ggctgaagat
cctgcacaac
cgttagcgat
ctgctacagg

cctgggtttt

tggatagttt
gcecccggata
agccactacce
ccgggaggca
ccggaacggc
geetttgega
agttttctgt
gtggcgagcg
gtggacagceg
gctgtggagt
gcttgcaggg
aatgaacatt
gggtttgagt
atggtgggca
aatccaaatce
tacaggtgcg

cggtgcgeca

142

Thr Ala

Asp

tattcaatga
tgccgtecat
gggattacta
cggtttacat
aggtgaagct
agtttgttct
ttaagagcct
ctgtctggtg
atatagacca
actgtaagtg
gcggcaagga
ggctgaacat
acaccagcce
acgtcbtggga
gggtcaagaa
cggcacgcte

agaatgcgtg

270

cgtatccagce
ttccggacaa
tggcgaactg
gggtactgac
gaatgacttc
gcacactaac
tttgagccca
gtacaaagtg
cttaggccga
ggccggeaag
gcgcaaactg
ctggcaggga
cgtggatgcc
gtggacggca
gggcggttct
gcagaacaca

a

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

1011
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<212> PRT
<213> Drosophila melanogaster

<400> 52
Met Thr Thr Ile Ile Leu Val Leu Phe Ile Txp Ile Val Leu Phe Asn
1 5 10 15

Asp Val Ser Ser Asp Cys Gly Cys Gln Lys Leu Asp Arg Lys Ala Pro
20 25 30

Asp Met Pro Ser Ile Ser Gly Gln Val Cys Gln Gln Arg Ala Gln Gly
35 40 45

Ala His Ser His Tyr Arg Asp Tyr Tyr Gly Glu Leu Glu Pro Asn Ile

143



ES 2380 147 T3

50 . S5 60

Ala Asp Met Ser Leu Leu Pro Gly Gly Thr Vval Tyr Met Gly Thr Asp
65 70 75 80

Lys Pro His Phe Pro Ala Asp Arg Glu Ala Pro Glu Arg Glmn Val Lys
85 90 95

Leu Asn Asp Phe Tyr Ile Asp Lys Tyr Glu Val Ser Asn Glu Ala Phe
100 105 110

Ala Lys Phe Val Leu His Thr Asn Tyr Thr Thr Glu Ala Glu Arg Tyr
115 120 125

Gly Asp Ser Phe Leu Phe Lys Ser Leu Leu Ser Pro Leu Glu Gln Lys
130 135 140

Asn Leu Glu Asp Phe Arg Val Ala Ser Ala Val Trp Trp Tyx Lys Val
145 150 155 160

Ala Gly Val Asn Trp Arg His Pro Asn Gly Val Asp Sexr Asp Ile Asp
165 170 175

His Leu Gly Arg His Pro Val Vval His Val Ser Trp Arg Asp Ala Val
180 185 190

Glu Tyr Cys Lys Trp Ala Gly Lys Arg Leu Pro Ser Glu Ala Glu Trp
195 200 205

Glu Ala Ala Cys Arg Gly Gly Lys Glu Arg Lys Leu Phe Pro Trp Gly
210 215 220

Asn Lys Leu Met Pro Arg Asn Glu His Trp Leu Asn Ile Trp Gln Gly
225 230 235 240

Asp Phe Pro Asp Gly Asn Leu Ala Glu Asp Gly Phe Glu Tyr Thr Ser
245 250 255

Pro Val Asp Ala Phe Arg Gln Asn Ile Tyr Asp Leu His Asn Met Val
260 265 270

Gly Asn Val Trp Glu Trp Thr Ala Asp Leu Trp Asp Val Asn Asp Val
275 280 285

Ser Asp Asn Pro Asn Arg Val Lys Lys Gly Gly Ser Tyr Leu Cys His
290 295 300

Lys Ser Tyr Cys Tyr Arg Tyr Arxrg Cys Ala Ala Arg Ser Gln Asn Thr
305 310 315 320

Glu Asp Ser Ser Ala Gly Asn Leu Gly Phe Arg Cys Ala Lys Asn Ala
325 330 335

144
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15

20

<210> 53
<211> 870

<212> ADN

<213> Anopheles gambiae

<400> 53

ccggagagct

ccaggaggtg
ccggeceggce
cagttcaagg
agcttcgtct
gtggcggegg
gatgtgtcac
gatgcggtcg
gcggecctgee
aaggagcagc
gatggctacg
aacatcgttg
atcgagcgca
tgtcacgaat
agttcggegy
<210> 54

<211> 290

<212> PRT

tgctcgatct

aatatgtaat
ccgcgacgat
cattcgtcga
tccagcagcet
cgcecetggtg
gtgatataag
cgtactgcgce
ggggcggtcg
acatgatgaa
agaccacctg
gcaacgtgtg
agccgggcag
cgtactgcta

gcaatctggg

<213> Anopheles gambiae

<400> 54

ES 2380 147 T3

ggtggaacat tccaagcggt

cggcacaaat
ccgcgacttt
ccagacgggc
gctcagcgaa
gtacaaggta
cgaccgattg
ctggaaaggg
caagcagaag
catatggcag
cccggtgacg
ggagtggacg
cgatccaccg
tcgctatcege

cttceggtge

gaacctatct
tacctcgace
tacgtcacgg
ccggtgegee
cgtggagcct
gaccatcecgg
aagcgcctgce
ctgtteccect
ggcgagttce
tcettecgece
gcggatcttt
aatcgggtga

tgtgcggctce

145

tcgaagacat gagccttatce

tcgtcaagga
agtacgaagt
aggcggaaaa
agcagtacga
cctggcagca
tggtgcacgt
cgacggaagc
ggggtaacaa
cggacagcaa
agaacccgtt
gggacgcgaa
aaaagggtgg

gatcgcagaa

tcgecgaatca
ctccaacgca
gtttggcgac
agatttccge
tccggaaggt
gtcctggaac
ggaatgggaa
gctgatgccg
tctgaaggag
cgagctgtac
ggatgcggcc
ctcatacctg

caccgaggac

60

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

870



Pro

Met

Ile

Asp

Phe

65

Ser

Glu

Ala

145

Ala

Glu

Ser

Phe

Phe

50

val

Phe

Asp

Ser

Leu

130

Cys

Ala

Ser Leu

Leu Ile
20

val Lys
35

Tyr Leu

Asp Gln

Val Phe

Phe Arg

100

Trp Gln
115
Asp His

Ala Trp

Cys Arg

Leu

Pro

Asp

Thr

Gln

85

val

His

Pro

LysS

Gly

Asp

Gly

Gln

Gly

70

Gln

Ala

Pro

val

Gly

150

Gly

ES 2380 147 T3

Leu

Gly

Glu

Leu

Ala

Glu

val

135

Lys

Arg

val Glu

Glu Tyr

Ser Pro

40

Glu val

val Thr

Leu Ser

Ala Pro

105

Gly Asp

120

His Val

Arg Leu

Lys Gln

146

His

10

Val

Ala

Ser

Glu

Glu
90

Trp

val

Ser

Pro

Lys

Ser

Ile

Arg

Asn

Ala

75

Pro

Trp

Ser

Trp

Thr
155

Leu

Lys

Pro

Ala

60

Glu

val

Asn
140

Glu

Phe

Thr

Ala

45

Gln

Lys

Lys

Asp
125

Ala

Pro

Phe

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

Ala

Asp

Gly

AsSp

Ala

Glu

160

Asn
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Lys

Phe

val

Asn

225

Ile

Gly

Ala

Arg

Leu

Pro

Thr

210

val

Glu

Serxr

Arg

Cys
290

<210> 55

<211> 945

Met
Asp

195

Ser

Trp

Arg

Ser
275

<212> ADN

Pro

180

Ser

Phe

Glu

Lys.

Leu
260

Gln

165

Lys

Asn

Arg

Trp

Pro

245

Cys

Asn

Glu

Leu

Gln

230

Gly

His

Thr

<213> Streptomyces coelicolor

<400> 55

Gln

Lys

Asn

215

Ala

Ser

Glu

Glu

His

Glu

200

Pro

Asp

Asp

Ser

Asp
280

ES 2380 147 T3

Met

i85

asp

Phe

Leu

Pro

170

Met

Gly

Glu

Trp

Pro

250

Cys

Ser

Leu

Asp

235

Asn

Tyx

Ala

Ile

Glu

TYX

220

Ala

Arg

Arg

Gly

147

Trp

Thr

205

Asn

Lys

val

Asn
285

Gln

190

Thr

Ile

Asp

Lys

Arg

270

Leu

175

Gly

Cys

Val

Ala

Lys

255

Cys

Gly

Glu

Pro

Gly

Ala

240

Gly

Ala

Phe
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gtggccgtgg
cgctegaccee
ggggagggat
cacatcgacg
catgtgaccyg
ccggacgceg
gcccactggce
gtcgtecacg
cccaccgagg
tggggcgacg
ccgecacgtca
cccaacggcce
ttctegecea
gcggcacggg
cgggtcgeeg
tgcgccaacy
<210> 56
<211> 314

<212> PRT

ccgcececcgte
gcggacaggt
atccggceccga
agaccgeegt
acgccgaacg
acgtcctcgg
gcegeccega
tctecctggaa
ccgaatggga
agctgaccce
acacggccga
acggecctgtyg
cctactacge
tgctgcgegg
cccgctcectc

acgcggacct

<213> Streptomyces coelicolor

ES 2380 147 T3

ccccgeggec
gcgectgecg
cggcgagaca
caccaacgcc
cttcggectcee
cagcgeccgece
gggcgccege

cgatgccacc

gtacgcecgec

gggcggccgg
ggacgggcac
gaacaccgceyg
cgaatcacce
cggctcctac
caacaccccg

cacgtccgga

gccgcggage
ggcggtgagt
cccgtgcaca
cggttegecg
tcggccgtct
ggcgecccect
tcegacatcea
gcctacgegce
cgcgggggac
tggcgctgca
ctgagcaccg
ggcaacgtgt
accgtcgacce
ctgtgccacg
gactcctcgt

tcagcegetg

148

cggggcccgce
tcgcgatggg
cggtgcgect
ccttcgtcaa
tccacctggt
ggtggatcaa
ccggecggee
ggtgggccgg
tggccggceceg
acatctggca
caccggtcaa
gggaatggtg
cgcacggeece
actectactg
ccggcaacct

agtga

cgecccgteecg
ggacgccttce
gcggcectte
ggcgaccggce
cgtecgecgec
cgtgcgggge
gaaccatecg
caagcgcctg
ccgctacgcece
gggceecgcectte
gtcctaccgg
ctcecgactgg
cgggaccggg
caaccgctac

cggattecge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945
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<400> 56
Met Ala Val Ala Ala Pro Ser Pro Ala Ala Ala Ala Glu Pro Gly Pro
1 5 10 15

Ala Ala Arg Pro Arg Ser Thr Arg Gly Gln Val Arg Leu Pro Gly Gly
20 25 30

Glu Phe Ala Met Gly Asb Ala pPhe Gly Glu Gly Tyr Pro Ala Asp Gly
35 40 45

R - - . el

S0

.
"

[
(VN

Leu Arg Pro FPhe His Ile Asp Glu
60

s
'
5

Thr Ala Val Thr Asn Ala Arg Phe Ala Ala Phe Val Lys Ala Thr Gly
65 70 75 80

His Val Thr Asp Ala Glu Arg Phe Gly Ser Ser Ala Val Phe His Leu
: 85 90 95

Val vVal Ala Ala Pro Asp Ala Asp Val Leu Gly Ser Ala Ala Gly Ala
100 105 110

Pro Trp Trxrp Ile Asn Val Arg Gly Ala His Trp Arg Arg Pro Glu Gly
115 120 125

Ala Arg Ser Asp Ile Thr Gly Arg Pro Asn His Pro Val Val His Val
130 135 140

Ser Trp Asn Asp Ala Thr Ala Tyr Ala Arg Trp Ala Gly Lys Arg Leu
145 150 155 160

Pro Thr Glu Ala Glu Trp Glu Tyr Ala Ala Arxrg Gly Gly Leu Ala Gly
165 170 175

Arg Arg Tyr Ala Trp Gly Asp Glu Leu Thr Pro Gly Gly Arg Trp Arg
180 ' 185 190

Cys Asn Ile Trp Gln Gly Arg Phe Pro His Val Asn Thr Ala Glu Asp
195 200 205

Gly His Leu Ser Thr Ala Pro Val Lys Ser Tyr Arg Pro Asn Gly His
210 215 220

Gly Leu Trp Asn Thr Ala Gly Asn Val Trxp Glu Trp Cys Ser Asp Trp
225 230 235 240

Phe Ser Pro Thr Tyr Tyr Ala Glu Ser Pro Thr Val Asp Pro His Gly
245 250 255

Pro Gly Thr Gly Ala Ala Arg Val Leu Arg Gly Gly Ser Leu Cys

260 265

V]
~3
[o]

His Asp Ser Tyr Cys Asn Arg Tyr Arg Val Ala Ala Arg Ser Ser Asn
275 280 285

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

149
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15

20

ES 2380 147 T3

Ala Asp Leu Thr Ser Gly Ser Ala Ala Glu

305
<210> 57
<211> 1005

<212> ADN

<213> Corynebacterium efficiens

<400> 57

gtggttcgcce
tgctgctcece
aatcccacca
getttceccaca
catgaggttce
ggacgattta
gtattctacg
cecctggtage
ctggacgggce
tgcacctyggg
ggactgcagg
tgcaatatct
actgcaccgg
gtatgggaat
aacccgcggg
catgattcct

acctcgggga
<210> 58
<211> 334

<212> PRT

atcgactggg
cgtcaagcgce
ctccatgcaa
tgggcgatca
acctcgccecec
ttgaagccac
cagcgttcca
tggcggtcaa
ttgaggacca
ctggcggtceg
gcgcacgata
ggcagggggayg
tgaagaccta
ggtgccagga
gaccggatac
actgcaacag

ataccggttt

<213> Corynebacterium efficiens

<400> 58

310

ccaceggccec
acaatggcgt
cccggaacaa
tcacggggag
ctteggceatt
agggtatacg
agggcaacgce
gggtgcgaac
ccecgtegtt
tctgececace
tgcctggggg
ctteceecaty
cacgcccaat
ctggtittgat
cggtgcgcgce
ataccgggtg

ccggktgegtt

tgcacactga
accactaccce
tccegecgatg
gggtaccegg
aatgtcacca
acgacagegg
gctgacattc
tggcagecgte
cacgtttcct
gaagccgagt
gataacctcg
gagaacaccg
ggatacggtc
gcggagtact
cgggtgatgc
gccgececcgca

ttcgatagtce

150

ggattacgtc
gggatttatc
ctgtgacact
¢ggacgggga
cggtcacgaa
aacgctacgg
ttcgeccaggt
ccaacggccec
gggatgatgc
gggaatacgce
ccctagacgg
cegeggatgg
tgtggcagat
acteccegtge
gcggaggcetce
attcgaacac

cttga

catgagtaac
agatcctgte
gccgggtgga
ggggecagta
tgccgagttc
tgtctegget
tccecggegtyg
cggatccace
cgttgectac
cgcceggggt
gaggtggaac
ttacctcace
ggcagggaat
ttcctcecatce
gtatctctgc

cccggattece

60
120
180
240
300
360
420
486
540
600
660
720
780
840
900
960

1005



Met

Ser

Thr

Glu

Gly

65

His

Asn

Val

Met

Gln

20

Asp

Glu

aAla

Arg

Ser

Asp

35

Ser

His

val

Glu

His

Asn

20

Leu

Arg

His

His

Phe

Cys

Ser

Asp

Gly

Leu

85

Gly

Leu

Cys

Asp

Ala

Glu

70

Ala

Arg

Gly

Ser

Pro

val

55

Gly

Pro

Phe

ES 2380 147 T3

His

Pro

val

40

Thr

Phe

Ile

Arg

Ser

25

Asn

Leu

Pro

Gly

Glu

Pro

10

Ser

Pxro

Pro

Ala

Ile

90

Ala

Cys

Ala

Thr

Gly

Asp

75

Asn

Thr

151

Thr

Gln

Thr

Gly

60

Gly

val

Gly

Leu

Trp

Pro

45

Ala

Glu

Thr

Arg

Arg

30

Cys

Phe

Gly

Thr

Ile

15

Thr

Asn

His

Pro

val

95

Thr

Pro

Met

val

80

Thr

Thx



Ala

Gln

Ala

145

Leu

Ala

Glu

Trp

Gln

225

Thr

Met

Tyx

Ala

Cys
305

Thr

Glu

Arg

130

val

Val

Trp

Gly

210

Gly

Ala

Ala

Tyr

Arg

290

Asn

Ser

<210> 59

<211>1017

<212> ADN

Arg

115

Ala

Lys

Gly

Ala

Glu

195

Asp

Gly

Pro

Gly

Ser

275

Arg

Gly

100

Tyr

Asp

Gly

Leu

Tyxr

Asn

Phe

Val

AsSn

260

Arg

Val

Asn

Gly

Ile

Ala

Glu
165

Cys

Ala

Leu

Pro

Lys

245

val

Ala

Met

Thr
325

val

Leu

Asn

150

Asp

Thr

Ala

Ala

Met

230

Thxy

Trp

Ser

Arg

val

310

Gly

ES 2380 147 T3

Ser

Arg

135

Trp

His

Txp

Leu
215

Glu

Glu

Ser

Gly

295

Ala

Phe

<213> Novosphingobium aromaticivorans

Ala

120

Gln

Gln

Pro

Ala

Gly

200

Asp

Asn

Thr

Trp

Ile

280

Gly

Ala

Arg

105

val

Val

val

Gly

185

Gly

Gly

Thr

Pro

Cys

265

Asn

Ser

Cys

Phe

Pro

Pro

val

170

Gly

Leu

Arg

Ala

Asn

250

Gln

Pro

Asn

val
330

152

Gly
Asn

155

His

Gln

Trp

Ala
235

Gly

Asp

Leu

Ser
315

Phe

Ala

val

140

Gly

val

Leu

Gly

Asn

220

Asp

Trp

Gly

Cys

300

Asn

Asp

Ala

125

Pro

Pro

Ser

Pro

Ala

205

Gly

Gly

phe

Pro

285

His

Thr

Ser

110

Phe

Trp

Gly

Trp

Thr

190

Asn

Leu

Asp

270

AsSD

Asp

Pro

Pro

Gln

Trp

Ser

Asp

175

Glu

Ile

Leu

255

Ala

Thr

Ser

Asp

Gly

Leu

Thrx

160

Asp

Ala

Ala

Trp

Thr

240

Gln

Glu

Gly

TYX

Ser
320



10

15

<400> 59

atggcgcaac
cccaattgca
ggcactttca
aaggtagaca
gtggaggcca
ggcatgctce

gtcgacatgg

ccacttggac
tatgccgatg
ttcgaatatg
gcacctgaag
tgcctcgatg
ctttacgaca
ctgactcecge
aaggacagct
ggttegecacce
gaaatggttg
<210> 60

<211> 338

<212> PRT

cattccgatce
ggagcacgtce
ccatgggctce
gcttcectggat
cgggatacgt
cgggcatgga

cggatgcgtc

cgggcagttc
ccgaggecta
ctgcgcgegg
gccggatgat
gctgggaacg
tgatcgggaa
aaaggaaatc
tecgaccegte
tgtgtgcggce

ataccgcgac

ES 2380 147 T3

gacggcggcc
gcgaatggtc
ggaagcctte
cgatgaagcg
cactgtggece
ccgcgecggga

caactggtgg

catcgatggg
tgccaaatgg
cgggttggac
ggccaactac
gacatcgcce
cacgtgggag
ggcatgctge
gcaacccgca
caattactgce

gacgcacatc

<213> Novosphingobium aromaticivorans

<400> 60

agtcgtacaa
gaacgcceeg
tacccggagg
ccggtgacga
gagatcgagce
tcgctggtgt

cactttacct

atcgaggacc
gcgggcaagg
ggttccgaat
tggcaaggcc
gtccgcaact
tggacctgcg
gcgatcagca
atgcgcatcg
cagcgctatce

ggcttcaggt

153

gtattgaacg
gcatgcgecct
aagcgccget
acgcacagtt
cggatceccaa
tccagaaaac

ttggcgccectg

atccecgtegt
atctgccgac
tttcctgggg
tgtttccctt
tecegeecaa
attggtgggc
atccgegegg
gccggaaggt
gccecgeage

gtgtggtgcg

ccatctcgaa
gatcgaaggc
tcgccgggtg
cgccgcecatte
ggactacecce
agcagggccg

ctggaagcat

tcacgtegcece
cgaagccgag
agacgaactc
cgccaaccag
cggctatggt
cgacaagccg
cggcaagctc
cataaagggc
acgccatcct

gcectga

€0
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
840
900
860
1017



Met

Pro

Ala

Phe

val

Lys

Val

Trp

Gly

145

Tvyxr

Thrx

Glu

Ala

His

Gly

Phe
50

Trp

Glu

Asp

Phe

130

Ser

Ala

Glu

Phe

Gln

Leu

Met
35

Tyr

Ile

Ala

Gln

115

His

Ser

Asp

Ala

Ser

Pro
Glu
20

Pro
Asp
Thr
Pro
100
Lys
Phe
Ile

Ala

Glu
180

Trp

Phe
]
Pro
Leu
Glu
Glu
Gly
85
Gly
Thr
Thxr
Asp
Glu
165

Phe

Gly

Arg
ésn
Ile
Glu

Ala
70

Tyr

Met
Ala
Phe
Gly
150
Ala

Glu

Asp

ES 2380 147 T3

Ser

Cys

Glu

Ala

55

Pro

val

Leu

Gly

Gly

135

Ile

Tyrx

Glu

Thr Ala

Arg Ser

Gly Gly

Pro Leu

val Thr

Thxr Val

Pro Gly

105

Pro Val

120

Ala Cys

Glu Asp

Ala Lys

Ala Ala

185

Leu Ala

154

Ala
10

Thr

Thr

Asn

Ala

90

Met

Trp

His

170

Axg

Pro

Ser

Ser

Phe

Ala
15

Glu

Met

Lys

Pro

155

Ala

Gly

Glu

Thr

Val

60

Gln

Ile

Ala

His

140

VvVal

Gly

Gly

Gly

Thr

Met

Met

45

Lys

Phe

Glu

Ala

Asp

125

Pro

val

Lys

Leu

Ser

Val

30

Gly

val

Ala

Pro

Gly

110

Ala

Leu

His

Asp
190

Met

Ile

15

Glu

Ser

Asp

Ala

Asp

95

Ser

Ser

Gly

val

Leu

175

Gly

Met

Glu

Glu

Ser

Phe

80

Pro

Leu

Asn

Pro

Ala

160

Pro

Ser

Ala



10

195

Asn Tyr Trp Gln

Trp Glu Arg Thr

Leu Tyr Asp Met

Ala Asp Lys Pro
260

Ser Asn Pro Arg
278

Pro Ala Met Arg
2590

Cys Ala Ala Asn
305

Glu Met Val Asp

Arg Pro

<210> 61

<211> 1119

<212> ADN

<213> Mesorhizobium loti

<400> 61

Gly

Ser

Ile

245

Leu

Gly

Ile

Tvyr

Thr
325

Leu

Pro

230

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys

310

Ala

ES 2380 147 T3

Phe

215

val

Asn

Pro

Lys

Arg

295

Gln

Thr

200

Pro

Thr

Gln

Leu

280

Lys

Arg

Thr

Phe

Asn

Trp

Arg

265

Lys

val

His

155

Ala

Phe

Glu

250

LyS

Asp

Ile

Ile
330

Asn

Pro
235

Trp

Ser

Ser

Lys

Pro

315

Gly

Gln

220

Pro

Thr

Ala

Phe

Gly

300

Ala

Phe

205

Cys

Asn

Cys

Cys

Asp

285

Gly

Ala

Leu

Gly

Cys
270

Pro

Ser

Cys

Trp

255

Ala

Ser

His

His

val
335

Gly

Gly

240

Trp

Ile

Gln

Leu

Pro

320

val



10

atgggcccac
tgccgggaag
tttcgggate
tcgtacceceg
tatcecggagg
accgtctcca
gagaaacccey
tegatgatgt
gtctatgtcec
gttgcagatc
gcaggcaagg
gccgecgaat
tggcaaggag
gtaggctcgt
tggacgaccg
aatccgegtg

cctcgcaagg

cggcccocgegg cgcgaatgge gcaacccgtc gacactgcaa tctcccatcet

gaggtcgagg
ttctagccga
tttcgatgaa
gaatggtctg
aggcaccggc
accgcgactt
ccaatcceccga
tcaggaagcecce
gcggcgccaa
atccggtegt
aacttcceac
acgtctgggg
actttcecta
tecccggecaa
actggtacca
gcggccatcg

tcaccaaggg

ES 2380 147 T3

tcaaaaaccg
tagcgggtgg
cgeccectgee
gatcccecgge
ccaccgggte
cgaacgcttce
cgactatccce
ggccggecct
ctggcgecat
gcatgtggcce
cgaggccgag
caacgagctt
ccggaatact
cgactacggt
ggaccacaag
cgaagcgagce

tggctccecat

catgaaaggc
gcggctgatg
gaagtctteg
ggtaccttecc
agggtcgacg
gttgcggcga
ggtgccttac
gtcgaccttg
ccacgegggc
tacgaggatg
tgggaattcg
acgcecggccg
gtcgacgacg
ctctacgaca
gcgatcgaca
tatgacaccc

ctgtgecgcgc

tgcatcgtge gaaggaaaat ggaattgaac gcgcagtaa

<210> 62

<211> 372

<212> PRT

<213> Mesorhizobium loti

<400> 62

156

gacgcggtca
gagatgagca
agecgcgetgce
tgatgggctc
gcttctggat
caggacatgt
ccgatctgcet
gcaatcacta
cggcaagtac
tegtggccta
cggcgcgagyg
ggaagcacat
gttacgaata
tggccggcaa
gcececgtgcetyg
ggctacctga

cgaactactg

tgttcgacat
cgcegtgtea
agccgaacgg
agacaaccac
ggacaaattc
cactecttgcc
ggctcegtcee
caattggtgg
aatcaagaag
tgccaactgg
cggcctegat
ggccaacatc
tacggccecca
tgtctggcaa
caccgcetgte
cgttaagatc

tcggegetac

cggectttege

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

1020

1080
1119



Met

His

Asp

Pro

Met

Met

Ala

Arg
145

val

Thr

Ala

Val
225

Trp

Gly

Val

Gly

Ala

50

val

Pxo

Asp

Thr

Pro

130

Lys

Tvr

Ile

val

Glu
210

Trp

Gln

Thr

Pro
Arg
Asp
35

Glu
Trp
Glu
Lys
Gly
115
Gly
Pro
Val

Lys

Val
195

Trp
Gly
Gly

Ala

Arg

His

20

Glu

val

Ile

Glu

Phe

100

His

Ala

Ala

Lys

180

Ala

Glu

Asn

Asp

Pro

Gly

Cys

His

Phe

Ala

85

Thr

val

Leu

Gly

Gly

165

val

Tyr

Phe

Glu

Phe

245

val

Arg

Ala

Glu

Gly

Pro

val

Thr

Pro

Pro

150

Ala

Ala

Ala

Ala

Leu

230

Pro

Gly

ES 2380 147 T3

Gly

Glu

Val

Arg

55

Gly

Ala

Ser

Leu

Asp

135

val

Asn

Asp

Asn

Ala

215

Thx

Ser

Gln

val

Ser

Ala

Thr

His

Asn

Ala

120

Leu

Asp

Trp

His

Trp

200

Pro

Phe

Lys

Leu

25

Phe

Ala

Phe

Arg

105

Glu

Leu

Leu

Pro

185

Ala

Gly

Ala

Asn

Pro

Pro

10

Ala

Arg

Ala

Leu

Val

Asp

Lys

Ala

Gly

His

170

val

Gly

Gly

Gly

Thr

250

Ala

157

His

Asp

Asp

Glu

Met

Arg

Phe

Pro

Pro

Asn

155

Pro

vVal

Lys

Leu

Lys

235

Val

Asn

Glu

Ser

Leu

Arg

60

Gly

val

Glu

Ala

Ser

140

His

Arg

His

Glu

Asp

220

His

AsSp

Asp

Gly

Ser

Ser

Ser

Asp

Asn
125

Sexr

Gly

val

Leu

205

Ala

Met

Asp

Arg Arg Gly
15

Trp
30

Met

Asp

Gly

Phe

110

Pro

Met

Asn

Pro

Ala

190

Pro

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Asn

Pro

Asn

Phe

Val

Asp

Met

Trp

Ala
175

Tyr

Thx

Glu

Asn

Ala

Ala

Gly

His

80

Ala

Asp

Phe

160

Ser

Glu

Glu

Tyr

Ile

240

Glu



10

Asp

His

Gly

305

Pro

Cys

Ala

Leu

Met

Lys

290

His

Arg

Ile

Asn
370

<210> 63

<211> 1251

<212> ADN

Ala
275

Ala

Lys

Ser
355

Ala

260

Gly Asn

Ile Asp

Glu aAla

Val Thr
325

Tyr Arg
340

His Leu

Gln

<213> Burkholderia fungorum

<400> 63

ES 2380 147 T3

val Trp Gln
280

Ser Pro Cys
295

Ser Tyr Asp
310

Lys Gly Gly

Pro Ala Ala

Gly Phe Arg
360

265

Trp Thr

Cys

Thr

Thr Arg

Ser His

Arg
345

330

Met

Ile

158

Thr

Ala

Leu

315

Leu

Ala

Val

AsSp

val

300

Pro

Cys

Gln

285

Asn

Asp

Ala

Pro

Arg
365

270

Tyr Gln

Pro Arg

Val Lys

Pro Asn
335

Val Asp
350

Lys Met

Asp

Gly

Ile
320

Tyx

Thr

Glu



10

atgaagagtg
gcaacccaaa
atactgceccg
cacccgcaaa
ggcggccagt
cacaaggtca
cgeccgettcecg
accctgaaag
ggtgcaatgg
tggcgctatg
ggtaaagatag
tgggcecggea
gaacaggceca
gtctggcagg
ctcggtacaa
ggcaacgect
gtaagecacca
Cagggcgtgce
gaaatctatt
atgtegeate
cgeccaggette
<210> 64

<211> 416

<212> PRT

aaagagatcg
cgcgecgccgg
cetgtgtcecgg
tcgttttcgg
tcectecatggg
aggtgcacgg
tcgaagcgac
tccagttgec
tgttcgtcgg
tgecetggege
atcacccegt
agegtcectgece
cgtatgcgtg
gccageagce
gtecggtagg
ggcagtgggt
gcgegatcega
ccgtcaacge
gcctgageta
tgggcttceg

cggcgaaage

<213> Burkholderia fungorum

<400> 64

ES 2380 147 T3

agagcccgca
tcgegtgege
cgeecgeggte
cgacggcacg
cagcgacgce
cttctggatg
cggctacgte
gcccggecacg
caccagcecgt
taactggcgt
ggttcaagtg
gaccgaagcc
gggcgatcag
gcagtctttc
tactttcecg
tgccgackgg
caatceggtg
gcccaagegt
ccggceccage
gctggtgatg

tgccggegey

aagtcgtccece
aaactaatgt
agttgggcct
catggtccgce
aaacaggcgce
gaccgccatce
accacggccg
ccgegeecge
cccgtgeege
catccagecyg
tcctacgaag
gaatgggaat
ttcteteecca
cccegttgtca
gccaacggct
tatcgcgegg
ggccegageg
gtcacacgcyg
gcgagacgeg
gacgaagaca

cctggaaccc

159

gctcgaacgyg
tgtggggcege
tcacgecgeca
tcggcatggce
aaccgaacga
acgtgaccaa
agaagaaacc
ccgagagcgc
tagacgacta
ggcctgagag
atgcgcaggce
tcgccgcgqg
acggcaaaca
acccgaaagc
acggcctttce
atcagttcag
agtcgtggga
gcggttcgtt
gcaccgatcce
cctggaaaga

ctggcggcta

gtcggtcgca
cctgctegte
‘tgcaceccgct
gtgggtgcce
acgeccccgeg
cgccgaattce
cgactgggag
gatggtggcg
ttcgcagtgg
caacatcatc
ttatgegaaa
cggcggcctc
gatggccaac
gggtggcgceg
cgacatgacc
gcgtgaggcg
cccegcagac
cctctgecaac
ctacaacagce
agcecggtact

g

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

1020
1080
1140
1200
1251



Met

Gly

Met

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

His

val

130

Leu

Ala

Ser

Gly

val

210

Leu

Gln

Met

Asn

Ser

val

35

Ser

Gly

Gln

Pro

val

115

Thr

Pro

Met

Gln

Pro

195

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

Ala

20

Gly

Trp

Asp

Phe

Ala

100

Thr

Thr

Pro

val

Trp

180

Glu

Tyr

Thr

Thr

Asn

260

Lys

Arg

Ala

Ala

Ala

Gly

Leu

85

His

Asn

Ala

Gly

Phe
165

Trp

Ser

Glu

Glu

Tyr
245

vVal

Ala

Asp

Thr

Leu

Phe

Thr

70

Met

Lys

Ala

Glu

Thr

150

Val

Asn

Asp

Ala

230

Ala

Trp

Gly

Gln

Leu

Thr

55

His

Gly

Val

Glu

Lys

135

Pro

Gly

Tvyr

Ile

Ala

215

Glu

Trp

Gln

Gly

ES 2380 147 T3

Glu

Thr

val

40

Pro

Gly

Ser

Lys

Phe

120

Lys

Arg_

Thr

Val

Ile

200

Gln

Trp

Gly

Gly

Ala

Pro

Arg

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

Asp

Pro

Arg

170

Gly

Lys

Tyr

Phe

Gln

250

Gln

Gly

160

Lys

Gly

Pro

Pro

Gly

75

Lys

Gly

Phe

Trp

Glu

155

Pro

Ala

Asp

Ala

Ala

235

Phe

Pro

Thr

Ser

Arg

Ala

Ala

60

Met

Gln

Phe

val

Glu

140

Ser

val

Asn

Lys

220

Ala

Ser

Gln

Ser

Ser

Val

Ala

Ala

Trp

Glu

125

Thr

Ala

Pro

Trp

His

205

Trp

Arg

Pro

Ser

Pro

Axrg

Arg

30

val

Pro

Trp

Gln

Met

110

Ala

Leu

Met

Leu

Arg

150

Pro

Ala

Gly

Asn

Phe

270

val

Ser

15

Lys

Gly

Gln

vVal

Pro

95

Asp

Thr

Lys

val

Asp

175

val

Gly

Gly

Gly

255

Pro

Gly

Asn

Leu

Ala

Ile

Pro

80

Asn

Gly

val

Ala

160

Asp

Pro

val

Lys

Leu

240

Lys

val

Thr



ES 2380 147 T3

275 280 285

Phe Pro Ala Asn Gly Tyr Gly Leu Ser Asp Met Thr Gly Asn Ala Trp
290 295 300

Gln Trp val Ala Asp Trp Tyxr Arg Ala Asp Gln Phe Arg Arg Glu Ala
305 310 315 320

val Ser Thr Ser Ala Ile Asp Asn Pro Val Gly Pro Ser Glu Ser Trp
325 - 330 335

Asp Pro ala Asp Gln Gly Val Pro val Asn Ala Pro Lys Arg Val Thr
340 345 350

Arg Gly Gly Ser Phe Leu Cys Asn Glu Ile Tyr Cys Leu Ser Tyr Arg
355 360 365

Pro Ser Ala Arg Arg Gly Thr Asp Pro Tyr Asn Ser Met Ser His Leu
370 375 380

Gly Phe Arg Leu Val Met Asp Glu Asp Thr Trp Lys Glu Ala Gly Ala
385 390 395 400

Arg Gln Ala Ser Ala Lys Ala Ala Gly Ala Pro Gly Thr Pro Gly Gly
405 410 415

<210> 65

<211> 912

<212> ADN

<213> Sinorhizobium meliloti

<400> 65

161



10

atggtctggg
gcgcccgtge
cgccagttte
cgcgccgaag
acacccccga
ggtgccaact
ccggtegtce
ctcecgaccg
tcctggggceg
tttcecggteg
ccgccgaacg
tactggtcecg
cgcaatgccg
gtgctcaagg
gcgaggcacg

cgcgttcgat
<210> 66
<211> 303

<212> PRT

ttcceggage
atccggtaac
tcgaattcgt
actatccggg
agcgaccgcect
ggcggcacece
atgtcgctta
agaccgagtg
gcgagcettgce
agaattctat
gctacggect
tgecgccacce
atgccgatgce
gtggatcgca
cccaggaaat

aa

gaccttcatg
cgtcgacgga
aaatgcgacg
cgctcegeca
gcagggaacg
gctcgggcge
cagcgacgca
ggagctggcg
gccgggegga
ggacgatggt
ctacgacatg
ggaagcggcc
gagtatcgat
tctctgegeg

cgacacgacg

<213> Sinorhizobium meliloti

ES 2380 147 T3

atggggtcga
ttctggatcg
gggcatgtga
tccaatctaa
gatatatcgce
aagagcagca
aaggcctatg
gcccgeggeg
aatcacatgg
ttcgcgcgaa
atcggcaatg
gccaagcectt
ccggcggcega
ccgaactact

accagccatg

acgaccatta
atgtgacacc
ccttcgecgga
gggccggtte
agtggtggat
tcggagegat
ccgaatgggce
gcctcgatgg
ccaatacttg
catcgccggt
tgtgggagtg
gctgcattcce
gcgtgaaagt
gccggcggta

tcggtttccg

162

cccggaggaa
ggtaacgaac
aagaaagccg
gctcgtette
attcacgctg
tctggatcat
cggcaaggac
ggctgaattt
gcagggaagt
cagattttac
gaccacggat
gagcaatccc
tcecgegeegg
ccgeectgeg

atgtgtcagg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
912



<400>

66

Met Val Trp

1

Tyr

Ile

Ala

Tyr

65

Thr

Ile

Ser

Thr
145

Ser

Trp

Asp

Arg
225

Val

Thr

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

Trp

Gly

Gly

Ser

195

Ile

Pro

Ala

Arg

Arg
275

Thr,

val

Glu

20

Thr

His

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Ala

Glu

Gly

Ser

180

Prxo

Gly

Glu

Asp

Arg

260

Arg

Ser

Pro

Ala

Pro

vVal

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

Ala

Ala

150

Leu

Pro

Arg

val

Ala

230

Asp

Leu

vVal

Ala

val

Thr

Phe

55

Ser

Leu

Asn

Asp

Glu

13s

Ala

Ala

val

Phe

215

Ala

Ala

Lys

Pro

Gly
295

ES 2380 147 T3

Thr

His

Asn

Ala

Asn

Gln

Trp

His

120

Trp

Arg

Pro

Glu

Tyr

Glu

Lys

Ser

Gly

Ala

280

Phe

Phe

Pro

25

Arg

Glu

Leu

Gly

Arg

105

Pro

Ala

Gly

Gly

Asn

185

Pro

Trp

Pxo

Ile

Gly

265

Ala

Arg

Met

10

Val

Gln

Arg

Arg

Thr

90

His

val

Gly

Gly

Gly

170

Ser

Pro

Thr

Cys

Asp

250

Ser

Axrg

Cys

Met

Thr

Phe

Lys

Ala

75

Asp

Pro

Val

Lys

Leu

155

Asn

Met

Asn

Thr

Cys

235

Pro

His

His

val

163

Gly

val

Leu

Pro

60

Gly

Ile

Leu

His

Asp

140

Asp

His

Asp

Gly

Asp

220

Ile

Ala

Leu

Ala

Arg
300

Ser
Asp
Glu
45

Axrg
Ser
Ser
Gly
vVal
125
Leu
Gly
Met
Asp
Tyr
205
Tyrxr
Pro
Ala
Cys
Gln

285

Axg

Gly

30

rhe

Ala

Leu

Gln

Arg

110

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly

190

Gly

Trp

Ser

Ser

Ala

270

Glu

val

Asp

15

Phe

val

Glu

val

Trp

95

Lys

Thr

Glu

Asn

17S

Phe

Leu

Ser

Asn

val

255

Pro

Ile

Arg

Bis

Trp

Asn

Asp

Phe

80

Trp

Ser

Ser

Glu

Phe

160

Thr

Ala

val

Pro

240

Lys

Asn

Asp



10

15

20

<210> 67
<211> 1065

<212> ADN

<213> Microscilla sp.

<400> 67

atgaaataca
gaggacaaga
gttcccgaag
caggcttata
cttacagaag
attgctgaga
aagcecctcctg
gtttctctece
ccggagggtce
tttgaagatg
tgggaatggg
gtcgaacaag
gcectcecgatg
ctatatgata
tatgaaagct
gaccctaggg
gacagctact

tttaatcata
<210> 68
<211> 354

<212> PRT

tetttttagt
gagtggaaac
gaatggctta
aggatgaata
tgaccaatgc
aagatattga
attctgtget
aggattattc
caggtagtac
tccaagcgta
ccgccatggyg
catccgataa
gattcgaacg
tggctggcaa
ataagcaaaa
aaccgtatac
gtagtgggta

cgggattcag

<213> Microscilla sp.

<400> 68

ES 2380 147 T3

tcttttetta
tgatacttecce
tattccegeg
tccecegecat
ggagtttaag
ctgggaagag
tcaggcaggt
acagtggtgg
gattgaggat
tgcggattgg
aggccaaaat
agcaaacttt
caccgceect
tgtgtgggaa
aggactgaca
tcctaagcat
tcgtgttteca

gtgtgtgaaa

tgggccttga
agaccaaaag
ggccagtaca
aacgtgaagg
cggtttgtag
ttaaagtctc
tcactggttt
gaatggacta
cgtatggatc
gccggtaagc
gacgtgaaat
tggcagggga
gtacgcectcect
tggtgccagg
gaagacccca
gtgatcagag
cgtcgtatga

gatgtaaatg

164

ccegatgtac
ccgaagegtce
tgatgggagg
tttcggcttt
acgaaacggg
aggtgccaca
tcaagcagac
tcggagccaa
atccggtggt
gcctgectac
atccatgggg
attttccaca
tcccagcgaa
ataagtatga
cgggttectga
ggggttcttt
gttccagtag

gatag

cggaaagtat
agatataaaa
taaatcagac
ttatatggac
ctacgtgacc
gggtaccccg
agatgaaccc
ctggcgaaat
acacgtttcc
tgaggcagaa
aaatgaatcg
tcaaaactat
tgggtacggc
tgtcaatgct
gcactacaac
cctatgcaat

agattcaggt

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

1020

1065



ES 2380 147 T3

Met Lys Tyr Ile Phe Leu Val Leu Phe Leu Trp Ala Leu Thr Arg Cys

Thr Gly Lys Tyr Glu Asp Lys Axrg Val Glu Thr Asp Thr Ser Arg Pro

Lys Ala Glu Ala Sexr Asp Ile Lys Val Pro Glu Gly Met Ala Tyr Ile

Pro Ala Gly Gln Tyr Met Met Gly Gly Lys Ser Asp Gln Ala Tyr Lys
50 55 60

Asp Glu Tyr Pro Arg His Asn Val Lys Val Ser Ala Phe Tyr Met Asp
65 70 75 80

Leu Thr Glu Val Thr Asn Ala Glu Phe Lys Arg Phe Val Asp Glu Thr
85 S0 95

Gly Tyr Val Thr Ile Ala Glu Lys Asp Ile Asp Trp Glu Glu Leu Lys
100 105 110

165



ES 2380 147 T3

Ser Gln Val Pro Gln Gly Thr Pro Lys Pro Pro Asp Ser Val Leu Gln
115 120 125

Ala Gly Ser Leu Val Phe Lys Gln Thr Asp Glu Pro Val Ser Leu Gln
130 135 140

Asp Tyr Ser Gln Trp Trp Glu Trp Thr Ile Gly Ala Asn Trp Arg Asn
145 150 155 160

Pro Glu Gly Pro Gly Ser Thr Ile Glu Asp Arg Met Asp His Pro Val
165 170 175

val His Val Ser Phe Glu Asp Val Gln Ala Tyr Ala Asp Trp Ala Gly
180 185 190

Lys Arg Leu Pro Thr Glu Ala Glu Trp Glu Trp Ala Ala Met Gly Gly
195 . . 200 205

Gln Asn Asp Val Lys Tyr Pro Trp Gly Asn Glu Ser Val Glu Gln Ala
210 215 220

Ser Asp Lys Ala Asn Phe Trp Gln Gly Asn Phe Pro His Gln Asn Tyr
225 230 235 240

Ala Leu Asp Gly Phe Glu Arg Thr Ala Pro Val Arg Ser Phe Pro Ala
245 250 255

Asn Gly Tyr Gly Leu Tyr Asp Met Ala Gly Asn Val Trp Glu Trp Cys
260 265 270

Gln Asp Lys Tyr Asp Val Asn Ala Tyr Glu Ser Tyr Lys Gla Lys Gly
275 280 285

Leu Thr Glu Asp Pro Thr Gly Ser Glu His Tyr Asn Asp Pro Axrg Glu
290 295 300

Pro Tyr Thr Pro Lys His Val Ile Arg Gly Gly Ser Phe Leu Cys Asn
305 310 31s 320

Asp Ser Tyr Cys Ser Gly Tyr Arg Val Ser Arg Arg Met Ser Ser Ser
325 330 335

Arg Asp Ser Gly Phe Asn His Thr Gly Phe Arg Cys Val Lys Asp Val
340 345 350

Asn Gly

<210> 69
5 <211>876

<212> ADN

166



10

15

ES 2380 147 T3

<213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 69

atggtgcacg
ggcccgecte
gcccagtteg

cgtgtcgagg

catcagggtg
cacccgcaag
gccctggaag
cagctggaat
gagcagccca
gcggcgaagg
ggcctgttceg
catgacgcac
gacccggeag
gcggacegcet
acctcgcacg
<210> 70

<211> 291

<212> PRT

tgccgggcgg
acccecgcecaa
cgecgettegt

acgaccctgce

cggacgtgct
ggccgggeag
atgeccaggce
acgccatgcg
agggcaagct
atggttttac
atgccggegg
agcgcgacgc
accccggegt
gcatgcgcecta

tgggtttcag

cgagttcagc
ggtgtcecggce
caaggccacg

cctgecccgac

cggcccegge
cagcctggcec
ctatgecccge
cggcggcectg
catggccaat
cggtacatcg
caatgtctgg
caagctcgac
gccggtggeg
ccgccectcg

aacgattecgg

<213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 70

tttggttcaa
ttctggattg
gggtatgtca

gcgetgcegga

tggcagttcg
gggctggaca
tgggcaggcc
accgatgecyg
acctggcagg
ccegtgggtt
gagctgactc
ccctcaggcece
gtaatcaaag
gcacgccagce

caatga

167

gccgetttta
acgtgcatcc
cccatgcecga

taccgggtgc

tgceccggege
accatccggt
gcgaactgecce
acttcagctg
gtcagtteccce
gcttcceggce
gcacgggcta
cggcectgag
gcggctcgea

cgcagccggt

cgacgaagaa
ggtcaccaac
gcgeggtacc

gatggtgttt

caactggcga
ggtgcagatc
cagcgaggcg
gggtaccacc
ttatcgcaat
caacggcttt
tcggccaggce
tgacagcttc
cctgtgttcag

gttcatgacg

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

876



Met

Ile

Asp

His

Ala

Asp

Ala

Ala

145

Glu

Pro

val

Asp

Asp

Thr

50

Pro

Gln

Asn

Asn

Arg

130

Met

Gln

His

Glu

val

35

Gly

Ala

Gly

Trp

His

115

Trp

Arg

Pro

Arg

val

Glu

20

His

Leu

Ala

Arg

100

Pro

Ala

Gly

Lys

Asn
180

Pro

Gly

Pro

val

Pro

Asp

85

His

Val

Gly

Gly

Gly

165

Ala

Gly

Pro

Val

Thr

Asp

val

Pro

Val

Arg

Leu

150

Lys

Ala

Gly

Pro

Thr

His

55

Ala

Leu

Gln

Gln

Glu

135

Thr

Leu

Lys

ES 2380 147 T3

Glu

His

Asn

40

Ala

Leu

Gly

Gly

Ile

120

Leu

Asp

Met

Asp

Phe

Pro

25

Ala

Glu

Arg

Pro

Pro

105

Ala

Pro

Ala

Ala

Gly
185

Ser

10

Ala

Gln

Arg

Ile

Gly

90

Gly

Leu

Ser

Asp

Asn

170

Phe

Phe

Lys

Phe

Gly

Pro

75

Trp

Ser

Glu

Glu

Phe

155

Thr

168

Gly

val

Ala

Thr

60

Gly

Gln

Ser

Asp

Ala

140

Ser

Trp

Gly

Ser

Ser

Arg

-45

Arg

Ala

Phe

Leu

Ala

125

Gln

Trp

Gln

Thr

Ser

Gly

30

Phe

val

Met

Val

Ala

110

Gln

Leu

Gly

Gly

Ser
190

Arg

15

Phe

val

Glu

val

Pro

95

Gly

Ala

Glu

Thr

Gln

17s

Pro

Phe

Trp

Lys

Asp

Phe

Gly

Leu

vVal



10

15

Phe
195

Gly Cys

val Trp Glu:

Arg Ala

225

Asp

Agp Pro Ala

His Leu Cys

Gln
275

Gln Pro

Ile Arg Gln

290

<210> 71

<211> 780

<212> ADN

Ala Asn

Leu Thr Arg

Lys Leu Asp

230

Pro
245

Asp Gly

Ser Ala

260

Asp

Pro Val Phe

<213> Ralstonia metallidurans

<400> 71

atggtcgegg
tggcgctggt
tccatcgaag
tacgccaagt
ggcggectgy
atggcgaatg
ggcggcgcgg
gacatgaccg
cgcgaagceca
cegaccgaac
ctctgcaacg

tacaccagca

gttcgcaage

<210>72

<211> 259

gcgggatggt
ggcgcecttcegt
gcaaggacaa
gggccggcaa
agcaggccac
tctggcaggg
ctggcaccag
gcaacgcectyg
cggtggcgge
ctggcgtgcec
aggacttctg
tgtcgecacct

agccagceccegt

ES 2380 147 T3

Phe
200

Gly Gly

Thr
215

Gly Tyr

Pro Ser Gly

val Pro Val

Met
265

Arg Cys

Thr
280

Met Thr

gttecgtegge
acctggcgcg
tcatcccgtce
gcgtetgece
ctacgcctgg
ccagcaggta
tgctgtcgge
gcagtgggtyg
agtgctgcag
ggtgtcggeg
cctcagctac
éggcttccgg

ggcaatggcce

Leu Phe Asp

Pro Gly

220

Axg

Ala
235

Pro Leu

Ala VvVal Ile

250

Arg Tyr Arg

Ser His Vval

accaacagcc
gactggegtce
gtgcaggtct
accgaggccyg
ggtgacaagt
cagcegttce
acgttceccgg
gccgactggt
aatccgaccg
cccaageggg
cgcccgagtg
ctcgtgatgg

gcgggcgggc

169

Ala
205

Gly Gly

His Asp Ala

Ser Asp Ser

Lys Gly Gly

255

Ser Ala

270

Pro

Gly Phe

285

cggtgccget
acccgaccgg
cgtatgaaga
agtgggagtt
tcgcgecgga
cggtggtcag
gcaatggcta
atcgegegga
gcccggecga
tcacgecgegg
cccggcgegg
atgacgeccg

agcagaacgt

Asn

Gln

Phe
240

Ser

Arg

Thr

gcgcgaatac
cccgggcecagt
cgcgcaggcg
tgccgcecogt
tggccggeag
cgccaaggeg
tgggctctat
ccagttccegce
ttcgtgggac
tggctcgtte
taccgacccg
ttgggcagaa

gcagaaataa

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



ES 2380 147 T3

<212> PRT
<213> Ralstonia metallidurans
<400> 72

Met Val Ala Gly Gly Met Vval Phe val Gly Thr Asn Ser Pro Val Pro
1 5 10 15

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

170



10

Pro

Ala

65

Gly

Asp

Phe

val

Asn
145

Ser

Ser

225

val

Val

val

50

Gly

Gly

Gly

Pro

Gly

130

Ala

Glu

Ser

val

Tyrx
210
His

Arg

Gln

<210>73

<211> 876

<212> ADN

35

val

Lys

Leu

Arg

val

115

Thr

Trp

Ala

Trp

Thr

1585

Arg

Leu

Lys

Lys

Gln

Arg

Glu

Gln

100

val

Phe

Gln

Asp

180

Arg

Pro

Gly

Gln

val

Leu

Gln

85

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

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 73

Thx

Thr

Asn

Lys

Asn

135

Ala

Ala

Glu

Sex

aArg

215

Leu

Val

ES 2380 147 T3

40

Glu

Glu

val
Ala

120

Gly

Val

Pro

Phe

200

Arg

val

Ala

Asp

Ala

Ala

Tzp
105

Gly

Trp
Leu
Gly
185
Leu
Gly

Met

Met

Ala

Glu

90

Gln

Gly

Gly

Tyx

Gln

170

Val

cys

Thr

Asp

Ala
250

171

Gln

Trp

75

Gly

Gly

Ala

Ala

60

Glu

Asp

Gln

Ala

Leu Tyx

Arg

155

Asn

Pro

Asn

Asp

Asp

235

Ala

Ala

Pro

Val

Glu

Pro

220

aAla

Gly

45

Tyx

Phe

Ala

Ala

Lys

Ala

Lys Phe Ala

Gln

Gly

125

Asp

AsSp

Thr

Ser

Asp

205

Tyr

Arg

Gly

val

110

Thr

Met

Gln

Gly

Ala

190

Phe

Thr

Trp

Gln

95

Gln

Serxr

Thr

Phe

Pro

175

Pro

Cys

Ser

Ala

Gln
255

Trp

Arg

80

Pro

Pro

Ala

Gly

Arg

160

Ala

Lys

Leu

Met

Glu

240

Asn



10

grtgaccacat
tgtgatcget
gaagtgcagc
gctttcegtta
tatcecgatce
gcaacggtgg

cgtcatccece

gtcgectatg
gaagagtggg
gaactcactc
aacgaggagc
tatggactct
gcgtcaggcce
tactgcgtac

cacatgggct
<210> 74

<211> 291

<212> PRT

ctttgccagt
gctatccgga
ttgactcatt
gecgeccacgcea
tagcgcccga
atcgcagcaa

aaggacccga

ccgacgecat
aagtagccgce
ccaataaccg
tagacggctg
tggatgtttg
accaggaacg
gttatcgacc

ttcgetgtge

<213> Prochlorococcus marinus

<400> 74

ES 2

agagatggta
tggttcagtt
ccagatcgac
gcatctcaca
ggaacgcatc
acccttgage

aagcacgatc

cgcctatgece
ccgcgggggt
ctggatggcg
gttctggacc
cggcaatgtg
gcgaactatce
ckctgcacta

aaaaggaggg

380 147 T3

accatccceg
cgetgctate
gtagggccag
gtctecggage
cctgaatcag
tggtggaccc

gatggccettg

cactgggctg

cagggctcta
cggaggaaac
tcaccaatgce
taccacctga
ttgtctttca
tcatggctgg

atgatcaccc

cttgtcgatg
aacatctggc
tcgeeegttg
tgggaatgga
aaaggcggat

caaggccaga

cctkga

172

cccaatacge
aaggtccttt
gcagectttcce
ccaactctgt
cgtttctectg

cagtagacac

tcgagectggce
acccgegega
ccagttccga
tccaacgctce
accgcctcca
ggctgattgg

tgtcgtgcat

gcaagcgtct cccctetget

ctgggggaat
cccttggeac
tgccaacggce
ttatccegtg
cgcagataat

tgccacctgt

60
120
180
240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
876



Met

Tyr

Ile

Ala

65

Gln

Thr

Thr

145

Glu

Ala

Trp

Trp

Thr

Pxo

ASD

50

Thr

Pro

Pro

Leu

Ile

130

Ala

Glu

Trp

Gln

Thr

Thr

val

Glu

35

Val

Gln

Pro

Met
115

Ile

Trp

Gly
195

Ser

Ser

Gly

20

Glu

Gly

His

Leu

Pro

100

Ala

Gly

Ala

Glu

Asn
180

Pro

Pro

Leu
5

Cys

Thr

Pro

Leu

Ala

Ala

Gly

Leu

val
165
Glu

Phe

val

Pro

Asp

Pro

Val

Pro

Thr

aAla

Asp

Ala

150

Ala

Leu

Pro

Gly

ES 2380 147 T3

val

Arg

Ala

Thr

55

val

Glu

Val

Asp

Asp

135

His

Ala

Thr

Trp

Serxr

Glu

Cys

Arg

40

Asn

Ser

Glu

Asp

Trp

120

His

Trp

Pro

His
200

Phe

Met

Glu

Ala

Glu

Arg

105

Pro

Ala

Gly

Asn

185

Asn

Pro

173

val

Pro

val

Gln

Leu

Ile

Ser

His

Val

Gly

Gly

170

Asn

Glu

Ala

Thr

ASD

Gln

Phe

Pro

75

Pro

Lys

Pro

val

Lys

155

Leu

Glu

Asn

Ile

Gly

Leu

Arg

60

Pro

Glu

Pro

Gln

His

140

Arg

val

Trp

Leu

Gly

Pro

Ser

Asp

45

Ala

Asp

Ser

Leu

Gly

125

VvVal

Leu

Asp

Met

AsSp
205

Ala
val
30

Ser
Phe
Pro
Val
Ser
110
Pro
Ala
Pro
Ala
Ala
190
Gly

Gly

Gly

15

Arg

Phe

Val

Thr

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



10

ES 2380 147 T3

210 215

Asp Val Cys Gly Asn Val Trp Glu Trp Thr Asn
225 230 235

Ala Ser Gly His Gln Glu Arg Arg Thr Ile Lys
245 250

Cys Ala Asp Asn Tyr Cys Val Arg Tyxr Arg Pro
260 265

Gln Thr Val Asp Thr Ala Thr Cys His Met Gly
275 280

Gly Gly Pro
290

<210> 75

<211> 1017

<212> ADN

<213> Caulobacter crescentus CB15

<400> 75

174

220

Ser val Tyr Pro Val
240

Gly Gly Ser Phe Leu
255

Ser Ala Leu Gln Gly
270

Phe Arg Cys Ala Lys
285



10

ttgggaaaac
ccggecgecca
ggtatggtte
gagggaccgc
aacgeccgecet
ctcgaccecg
ttegtggggg
ggcgccgact
ccggtggtagce
ctgcccacag
acctggggcyg
ttceceggecee
ttccegececa
gactggttca
gccegegege
ttcectgtgeg

ccggacagceg

<210> 76
<211> 338

<212> PRT

tgacggcgcect
aggcttgcect
ggctgageggg
cccagacggt
tcgcgegget
cgcgctacgce
cgaagggggc
ggcggcatcec
atatcgecgtg
aggccgaaty
accaggctca
aggaccptgg
acggctatgg
agecgggect
tggatcecega
ccgacgacta

gcgcategeca

ES 2380 147 T3

tceegtectg
ggcggacctg
cggcgactte
cacggtcceg
cgtcgaggece
écacgtaccg
gaggtcggac
cgaaggtccc
ggaggacgcc
ggagtacgcece
ggatcctgeca
caatgacggc
cctgegegac
ggatccggtc
ggacccgaac
ctgettcege

tgtcggtttce

<213> Caulobacter crescentus CB15

<400> 76

atgcttctgg
ccggttccag
cagatgggcg
ccgttctgga
acgggttatc
gcggegcage
gatccttcee
ggctcgaaca
atggcctacg
gcgcgeggcyg
aagccgcgcg
ttéaaggcca
atggccggca
agcgtcctcg
acgcccaage
tatcgacctg

cgcaccgtge

cgctggcecgg
atccccagaa
ctgcgceget
tcgatcagac
gcaccgtggc
ggcgtccgge
aatggtggca
tcecggggcag
cccgetgget
ggctggttgg
ccaatacttg
agececcgegec
atgtctggga
aaaccggcgyg
acgtcgtgaa
cggcgegaac

tecgegecga

ctgcggecag
ccgcacggceg
gcgtccggag
agaggtcacc
cgagcgaccyg
ctcgectegtce
ggtgatcccc
ggacgcctgg
gggccgtgac
caagcgctac
gcaaggcgtg
ggtcggetge
gtggaccecge
gccgcécgag
gggcggttceg
gccggggeceg

gecgetga

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
25

20

175

30

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

1017



Pro

Gln

65

Asn

Ala

Gln

Sex

Axg

145

Pro

Leu

Gly

Pro

Asp

225

Phe

Glu

Leu

Pro

Asp

305

Pro

Glu

Asp

Phe

50

Thr

Ala

Glu

Axg

Asp

130

His

val

Gly

Gly

Ala

210

Leu

Pro

Trp

Glu

Asn

2390

Asp

Asp

Arg

Pro

35

Gln

Val

Ala

Axg

Arg

115

Asp

Pro

Val

Arg

Leu

195

Lys

Gly

Pro

Thr

Thr

275

Thr

Ser

Gln ‘

Met

Thr

Phe

Pro

100

Pro

Pro

Glu

His

Asp

180

val

Pro

Asn

Asn

Arg

260

Gly

Pro

Cys

Gly

aAsn

Gly

val

Ala

85

Leu

Ala

Serx

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

Pro

Lys

Ala

Gly

230

Tyr

Trp

Pro

His

Arg

310

Ser

Thr

Ala

55

Pro

Phe

Pro

Leu

Trp

135

Gly

Thr

Arg

Asn

215

Phe

Gly

Phe

Pro

Val

295

His

Ala

40

Pro

Phe

val

Ala

val
120

Trp

Ser

Glu

Glu

Lys

Leu

Lys

Glu

280

val

Arg

Val

ES 2380 147 T3

Gly

Leu

Trp

Glu

Axg

105

Phe

Gln

Asp

Ala

185

Thr

Trp

Ala

Arg

Pro

265

Ala

Lys

Pro

Gly

Met

Arg

Ile

Ala
90

TYyx

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

176

Arg

Glu

60

Gln

Gly

His

Ala

Pro

140

Gly

Ala

Glu

Asp

val

220

Ala

Ala

Asp

Leu

Ser

300

Arg

Leu
45
Glu

Thr

val

Lys

125

Gly

Arg

Tyr

Gln

205

Phe

Pro

Gly

Pro

Asp

285

Phe

Thr

val

Ala

Gly

Glu

Pro

110

Gly

Ala

Asp

Ala

Ala

190

Ala

Pro

val

Asn

val

270

Pro

Leu

Pro

Leu

Gly

Pro

val

Thr

95

Ala

Ala

Asp

Ala

Axg

175

Ala

Gln

Ala

Gly

val

255

Ser

Glu

Cys

Gly

Arg
335

Gly

Pro

Thr

80

val

Ala

Arg

Trp

Trp

160

Trp

Arg

Asp

Gln

Cys

240

Trp

val

Asp

Ala

Pro

320

Ala



10

15

20

<210> 77
<211> 900

<212> ADN

ES 2380 147 T3

<213> Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 77
gtgctgaccg
taccccgaag
ccggtgacca
gaacaaccce
gcgatggtgt
gactgggtac
cgagccggec
gctggtcgac
gcaacctatg
cagggceggt
ggcaggtttce
accaccaccg
ccggtcaagce
cacctgtgcg
caggacaccg
<210>78
<211> 299

<212> PRT

agttggttga
aagcgecgat
acgcgcaatt
ttgacccecgg
tttgtcecgac
ctggcgceetg
acccggtcgt
gcctaccgac
cgtggggcga
ttccttaccg
cggccaacgg
agttctatcc
tcgctacage
cgccggagta

cgaccaccca

cctgeccegge
tcataccgtg
tgccgaattce
gctctaccca
ggccgggccyg
ctggcgccat
acaggtggcce
cgaggccgag
ccaggagaag
caacgacggt
gtttggcttg
acaccatcge
cgccgacccy
ctgccaccge

tatcgggtte

<213> Mycobacterium tuberculosis H37Rv

<400> 78

ggatcgttcce
accgtgcgeg
gtctecgega
ggagtggacg
gtcgacctge
ccgtttggee
tatccggacg
tgggagtacg
ccggggggca
gcattgggct
ctcgacatga
atcgatccac
acgatcagcce
taccgececegg

cggtgcgtgg

177

gcatgggctc
cctttgeggt
caggctatgt
cagcagacct
gtgactggceg
gggacagcga
ccgtggcecta
cggccegtgg
tgctcatgge
gggtgggaac
tcggaaacgt
cctegacggco
agaccctcaa
cggcgegete

ccgacceggt

gacgcgctte
agagcgacac
gacggttgca
gtgtcceggt
gcaatggtgg
tatcgccgac
cgcacgatgg
cggaaccacg
gaacacctgyg
cteccccggtg
ttgggagtgg
ctgctgegcea
gggcggcteg
gccgcagteg

gtcegggtag

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



Met

Ser

Glu
Asp

65

Ala

Gly

val

Leu

145

Ala

Ala

Gly

Gly

Phe

225

Pro

Lys

Pro

Gly

Leu

Thr

Ala

Phe

50

Pro

Met

Gln

Arg

Ala

130

Pro

Thr

Asn

Trp

Leu

210

val

Gly

Ala

Phe
290

Thr Glu

Arg Phe
20

Phe Ala
35

val Ser

Gly Leu

Val Phe

Trp Trp
100

Asp Ser
115

Tyr Pro

Thr Glu

Tyr Ala

Thr Trp
180

val Gly
195

Leu Asp

Pro His

Lys Leu

Gly Sex
260

Ala Arg
275

Arg Cys

Leu

Tyr

val

Ala

Cys

85

Asp

Asp

Asp

Ala

Trp

165

Gln

Thr

Met

His

Ala

245

His

Ser

val

val

Pro

Glu

Thr

Pxo

70

Pro

Trp

Ile

Ala

Glu

150

Gly

Gly

Ser

Ile

Arg

230

Thr

Leu

Pro

Ala

AsSp

Glu

Arg

Gly

55

Gly

Thr

val

Ala

val
135

Trp

Asp

Arg

Pro

Gly

215

Ile

Ala

Cys

Gln

Asp
295

Leu

Glu

His

40

Tyr

val

Ala

Pro

Asp
120

Ala

Glu

Gln

Phe

Val

200

Asn

Asp

Ala

Ala

Ser

280

Pro

ES 2380 147 T3

Pro

Ala

25

Pro

Val

Asp

Gly

Gly

105

Axrg

Glu

Pro

185

Gly

Val

Pro

Asp

Pro

265

Gln

val

Gly

10

Pro

val

Thr

Ala

Pro

S0

Ala

Ala

Ala

Ala

Lys

170

Arg

Trp

Pro

Pro

250

Glu

Asp

Ser

Gly Ser

Ile His

Thr Asn

val Ala

60

Ala Asp
15

val Asp

Cys Trp

Gly His

Arg Trp

140

Ala Arg

155

Pro Gly

Axrg Asn

Phe Pro

Glu Trp

220

Ser Thr

235

Thr Ile

Tyr Cys

Thr Ala

Gly

178

Phe Arg

Thr Val
30

Ala Gln
45

Glu Gln

Leu Cys

Leu Arg

Arg His
110

Pro Val
125

Ala Gly

Gly Gly

Gly Met

Asp Gly
190

Ala Asn
205

Thr Thr

Ala Cys

Ser Gln

His Axg

270

Thr Thr
285

Met

15

Phe

Pro

Pro

Asp

95

Pro

val

Arg

Thr

Leu

175

Ala

Gly

Thr

Cys

Thr
255

Tyx

His

Gly

Val

Ala

Leu

Gly

80

Phe

Gln

Arg

Thr

160

Met

Leu

Phe

Glu

Ala

240

Leu

Arg

Ile



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2380 147 T3

<210>79

<?211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> dominio conservado en procariotas y procariotas
<220>

<221> DOMINIO

<222> (1)..(7)

<223> dominio conservado
<220>

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

<223> cualquier aminoacido
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> cualquier aminoacido
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Gly o Ala

<400> 79

?rg Val Xaa Xaa Gly Xaa Ser
5

<210> 80

<211> 630

<212> ADN

<213> Oncorhynchus mykiss

<400> 80

179



10

15

20

25

tcaggtggcet
gggccccgac
ggacgctgtg
gtacgcctgce
taaaggacag
ggacgggtac
caacatggta
agatgaacag
ctcectacatg
cacccctgac

acctttcacc

<210> 81
<211> 655

<212> ADN

<213> Danio rerio

<220>

gctgeccccct
tccagcatca
gcctactgcet
agagggggcc
cactacgcca
actaaaacct
gggaatgcat
cacaacccgg
tgccataagt
agctctgect

ctecgacecetg

<221> misc_feature

<222> (590)..(590)

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (626)..(626)

<223>nesa,c,got

<400> 81

caaatggttt
gtgatgtttg
aactgtccgg
ggcacatgta
taaacttgte
tteccaccat
tggcatagcc
agtgctgceec
Ctctacaggce
acgcecgtge

ttgaatctgg

tatttacata
aggttatgga
tgtgttctga
ggatcctcct
ttctgcagtg
gtcatacagg
gtcctctgeca
tcttggecatt
caactcccat
atcatcccat

tcectttctgyg

ggtggttgee
cagacaggct
cctgggecta
tacaggagag
acctctggca
caccagtgaa
gggagtggac
caggtccacc
catactgtta

ctaacctagg

ES 2380 147 T3

acatgggtag

aaaaaatcct
tcaacatcayg
ctgcgagcgg
ttcttgactc
tgatgcacag
ccaaagccat
gtgttgtgat
aatttatttce
tcagcttetg
gaaacatgca

tgtctncagt

tgtcagagga
ggaccaccct
caagagacta
actttacccg
gggaaagttc
gtcatttcct
atctgactgg
atcaggcaca
caggtacagg

gttecgectgt

gcagactgga
gtgctgcatg
cccacagagg
tgggggaaca
cccacacaca
gcaaatggct
tggactgtac
gaccgagtga
tgtgcagcac

gtctcecagg

cttagtttga
aggegecageg
cacacctgta
tgtctgtcce
tccaccagtce
tgggaggaaa
tagggaaatc
cccatgggta
taggaagtct
gagcagggtg

ctgecaccttt

180

ggcaccctga
tgtcatggca
ctgagtggga
aactgaaacc
actcagaaga
atggcctgta
accacaccac
agaaaggagg
ggagtcagaa

agcagccgta

agtgtaagac
gaagcccaag
tctgtagecag
tgattctggt
tgcecgtccac
agacatcacc
tccctgeccac
catcctgtec
gcgtttggcece
attcattctn

cactggtgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
630

agtgagatta
ttcgaggctg
taagacttgt
ccctttgggt
tcccacgeat
ggggatgtgt
aggttagcat
tgtagtccte
cattgacagt
gtgtgtatgg

cacca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
655



10

15

20

25

30

35

40

<210> 82
<211>773

<212> ADN

<213> Oryzias latipes

<220>

<221> misc_feature

<222> (690)..(690)

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (755)..(755)

<223>nesa,c,got

<400> 82

tctecttttt
gagacagtac
gacttcttca
gagccagaag
agcgaaaacc
tgtacctgta
tgcctgacgg
agtctgaggt
ggaaggacat
attccccectg
ggtagagtct
gtctcttgtt

atgatccatc
<210> 83
<211> 566

<212> ADN

tccataaata
aaaaaatctg
gaattgtecgg
ttcttggate
aagattggaa
acaataagac
aggaccecgtt
ccactcccat
caccggggag
ccagaggttg
gtccttcagg
gacccaggag

ctgtctgtga

<213> Xenopus laevis

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

ES 2380 147 T3

acattagagt
cctttgtaaa
tggcagcaaa
aaactgattt
gcggagetgt
ttgtggcaca
gggttgtgct
gcgttcecca
gttttagtgt
gcgtaatget
ccgeecctge
cagtaagcen

tgttggagtc

ccttacatte
attagagtta
agaatcggat
ggttctgtca
ctggagtgtt
tgtacgagce
gatggtctgt
ccatgtcata
agccatcctc
gtcectttgg
aggcaacctc
aggcatcatt

tgganctica

181

tgcctttaca
caaaaatata
tgatctcatg
tcgtttctgt
ttggcttcga
tcectttette
tgtgtggtgce
cagaccaaaa
tgcagagttg
gtttagcttg
ccactctgcce
cccagaaacc

gggtgcttcc

tacattgtca
ttttagattt
acaagagcgt
tcagcagcac
gcagcacatc
accttatctg
acgctccace
gcattgecctg
tgtgctggga
tttccececagg
tcagtgggaa
tgaacgacgg

agt

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

773



10

15

20

25

30

<223>nesa,c,got

<220>

<221> misc_feature

<222> (47)..(47)

<223>nesa,c,g,o0t

<220>

<221> misc_feature

<222> (81)..(81)

<223>nesa,c,got

<400> 83

atatgnaact
attgctcectg
ttggaggceg
taggactcat
cctttcgggt
tcccaagceat
ggtgaagtet
acattcgcat
tcaagtccece
caggtgcaga
<210> 84

<211> 647

<212> ADN

aaaggtaatg
cttgtcgtgt
agctgtcggg
ggcacatgta
tgtgaacctc
ttccceaccat
gcacataacce
aatgttgtce
cgcggeaggce

aagcagaagc

<213> Silurana tropicalis

<400> 84

ES 2380 147 T3

taattggaat
nacaggtcac
tgtattctga
ggagcctect
atctgctgta
gttatataga
atcctcteca
ctttggttcc
gtatteccac

atcatt

gatggattte
ggagccggcyg
cttcgagcag
ttcttecactce
tgatgagtgt
ccataaccat
gtgttttggg
agcttgttcce

tcagcttcag

182

acaaggnctg
ccacacagceg
cacagcgata
tatcatttcc
cccaccaatc
tggctgggaa
ttggaaaatc

cccatggaaa

ttggaaggcg

agagttccct
aaatcccagg
cctgtagcaa
cgtagaaggt
agatgtccac
agcagttaca
ceccectgecag
aatcctgttce

tttacctgce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
566



10

15

20

gccgettttt
ggattttgtg
caaggtcttg
acgcagcgga
cagcgatacc
tctttteceg
caccaatcgg
gctgggaaag
ggaaattcce
cacggaaaaa
ggaaggcgct
<210> 85

<211> 636

<212> ADN

tctttttttt
ttcattctta
ggagttcctt
atcccaggtt
tgtagcagta
taaaaggacc
atgtccactc
cggttacagg
cctgccagac
gecctgttete

tacccgecca

<213> Salmo salar

<400> 85
atagacattt
ggtaatcctg
atttgtttceg
gaatggtaca
ggctgctcect
tgactccgtyg
cctttcttea
gtgtggtgta
aggccatagc
tctgagttgt
ttcagtttgt
<210> 86
<211> 415

<212> ADN

tttaaatatt
catttcatga
cctggegggce
daaagggaaa
gggagacaca
ctgcacacct
cteggtetgt
cagtccacca
catttgcagg
gtgtggggaa

tccececcacgg

<213> Sus scrofa

<400> 86

ES 2380 147 T3

cttecettete
ttatgaagga
cctgctcagg
agaggccgag
ggactcatgg
tttegggottyg
ccaagcattt
tgaagtctgc
attcgcataa
aagtccccca

ggtgcagaag

ttacaacaaa
agaacactga
aagataggca
agtcagacta
gcggaacccet
gtacctgtaa
gecctgatggt
gtcagatgtc
aaatgacttc
ctttcecetge

gtaaagtctg

catcacaaaa
caaggaatgt
tcattttgca
ctgtcaggtg
cacatgtatg
taagtctcat
cccaccatgt
acatagccgt
tgttctccet
cgggaggcat

gcagaagcat

atatattcca
catcactgge
gagttagcac
cccatgtcag
aggttagagg
cagtatgact
ggacctgeecg
cactcccecatg
actggtgagg
cagaggttgg
tcctgt

183

ataattttat
cattgaaatt
gtggtcacgg
tattctgact
agcctccecttt
ctgctgtatg
tatataggct
cctectceccagt
ttggttccag
attecccactce

cgttcca

taaatatcca
tgtatgaaga
cctagactag
ggtcaagggt
cagagctgtc
tatggcacat
ggttgtgecg
cattccctac
ttttggtgta

cgtagtgctg

taataaaata
tttgttttca
agccgacgcc
tcgagcagceca
tttcaccttg
atgagtgtcc
ataaccattg
gttttgggtt
cttgttceccee

agcttctgte

catgtcatgc
ggtgcacttg
agccaatggc
aaaaggttac
aggggtgttc
gtaggagcct
ttcatctgtyg
catgttgtac
cccgtéctct

tcctttaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
647

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
636



10

15

20

25

30

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1608)
<223> hSULF3

<400> 88

ES 2380 147 T3

agtttcctgt gaccaacacc ggagaggatg

ttcctececcaa tggttatggce ctttacaata

actggtggac cattcaccat gctgctgaag

gcaccgaata acagagccgc cactacgtga

dAagaccgggt gaagaaaggg ggatcctata

getgtgetge tcgaagceccag aacacgccgg

gtgcagctga ccaccagccc accacaggcet

<210> 87

<211> 595

<212> ADN

<213> Bos taurus

<400> 87
ccacgcgtcc gggggcaaca aactgcagec
caaggcgagt ttcctgtgac caacaccggg
gacgecttte ctcecccaatgg ttattggett
gacttcagac tggtggactg ttcaccattc
cccttctggg aaagaccggg tgaagaaagg
ctacaggtat cgctgtgctg ctcgaagcca
gggattcecgt tgtgcagctg accacctgcece
cccgaacceg agaagtcecgtg tetactetge
tgctgtgaag aattcccacce ccaaggtggg
tatggcaaga ccaaattgct gagctgatca

<210> 88

<211> 1611

<212> ADN

gcttcecgagg
tagtagggaa
aaacaattaa
tgaaagcaga
tgtgccataa

acagctcgge

gagtcaggaa

gaaaggccag
gaggacggct
atacaatata
tgctgaagaa
tggatcctac
gaacacacegc
caccacaggc
acgcggctte
ttacatacct

gcatgtgege

184

aactgcgect
cgcctgggaa
cccatcaagt
gaaaggccce
gtcctactge

ttcaaatctg

gagtcttcce

cattatagcc
tccgagggac
gtagggaacg
acgattaacc
atgtgccata
gacagctctg
taagagccaa
cctcagaagg
tgcccagtgg

tttattggga

gttgatgcet
tggacctcag
tcttectgcet
ccttctgaga
tacaggtacc

gggttccget

gaatc

aacatcttgg
cgcgectgtt
cctgggagtg
caaaaggccc
aatcctattg
cttcgaatct
aaagagcectt
ctgaacaacc
ccaaaggacc

gatgg

60
120
180
240
300
360

415

60
120
180
240
300
360
420
480
540

595
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atg cta ctg ctg tgg gtg tcg gtg gtc gca gecec ttg gcg ctg gecg gta 48
Met Leu Leu Leu Trp Val Ser Val val Ala Ala Leu Ala Leu Ala Val
1 5 10 15
ctg gcc ccc gga gca ggg gag cag agg cgg aga gca gcc aaa gcg ccc 96
Leu Ala Pro Gly Ala Gly Glu Gln Arg Arg Arg Ala Ala Lys Ala Pro
20 25 30
aat gtg gtg ctg gtc gtg agc gac tcc ttc gat gga agg tta aca ttt 144
Asn Val Val Leu Val Val Ser Asp Ser Phe Asp Gly Arg Leu Thr Phe
35 40 45
cat cca gga agt cag gta gtg aaa ctt cct ttt atc aac ttt atg aag 192
His Pro Gly Ser Gln Val Val Lys Leu Pro Phe Ile Asn Phe Met Lys
50 55 60
aca cgt ggg act tcc ttt ctg aat gcc tac aca aac tct cca att tgt 240
Thr Arg Gly Thr Ser Phe Leu Asn Ala Tyr Thr Asn Ser Pro Ile Cys
65 70 75 80
tgc cca tca cgc gca gca atg tgg agt gge ctc ttc act cac tta aca 288
Cys Pro Ser Arg Ala Ala Met Trp Ser Gly Leu Phe Thr His Leu Thr
85 90 95
gaa tct tgg aat aat ttt aag ggt cta gat cca aat tat aca aca tgg 336
Glu Ser Trp Asn Asn Phe Lys Gly Leu Asp Pro Asn Tyr Thr Thr Trp
100 105 110
atg gat gtc atg gag agg cat ggc tac cga aca cag aaa ttt ggg aaa 384
Met Asp Val Met Glu Arg His Gly Tyr Arg Thr Gln Lys Phe Gly Lys
115 120 125
ctg gac tat act tca gga cat cac tcc att agt aat cgt gtg gaa gcg 432
Leu Asp Tyr Thr Ser Gly His His Ser Ile Ser Asn Arg Val Glu Ala
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Asn

Arg

Thr

340

Gly

AsSp

Ile

Leu

Arg

420

Trp

435 |

Asn

Ile

Asp

Ala

Phe

515

Glu

Lys

Arg

Leu

Ser

val

Ile

s00

Asn

Glu

Cys

Leu

Arg

Ile

Ile

Trp

Gly

325

Ser

Leu

val

Leu

Glu

405

val

Ile

Glu

Ala

vVal

485

Pro

Gly

Glu

Lys

Met
565

Lys
Thr
Phe
Pro

310

Leu

Ala
Trp
His
350
ély
Gly
Pro
Arg
Asp
470
Arg
val
Gly
Gly
Ile

550

Ser

Trp

Ser

295

Leu

Gly

Ala

Gly

Pro

375

Asn

Gly

Glu

Pro

Met

455

Pro

Thr

Arg

Ala

Arg

535

Cys

Gln

Ala

Ala

280

Ser

Arg

Phe

Leu

Gly

360

Ala

Ile

Phe

Trp

Gln

440

Ala

Leu

Tyr

520

Ala

Lys

Arg
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Ala

265

Leu

Asp

Gly

Val

Met

345

Thr

Ile

Asp

Gly

Lys

425

Thr

Ser

Glu

Leu

Pro

505

Gly

Arg

Leu

Ile

Met

Lys

Asn

His

330

His

Thr

Ser

Pro

Ile

410

Leu

Leu

val

Arg

Ala

490

Ala

Pro

Ser

Arg

val

Arg

Gly

Lys

315

Ser

Ile

ser

Glu

Leu

395

Trp

Leu

Ala

Arg

Glu

475

Arg

Glu

Trp

Phe

Ser
555

201

Gly

300

Gly

Pro

Thr

Ala

Gly

380

Asn

Thr

Thr

Gln

460

Asp

Leu

Asn

Ala

Ser

540

Phe

Gly

285

Gln

Thr

Leu

Asp

aAla

365

Arg

Asn

Thr

Gly

Phe

445

Ala

Leu

Ala

Pro

Ser

525

Arg

Phe

Met
270

Phe

Leu

Trp

350

Asp

Ala

His

Ala

Asp

430

Pro

Val

Ala

Glu

Arg

510

Asp

Gly

Arg

Asp

Phe

Trp

Lys

335

Tyr

Gly

Ser

Ala

val

415

Pro

Gly

Trp

Gly

Tyx

495

Ala

Glu

Arg

Lys

Glu

Asn

Ser

Glu

320

Arg

Pro

Leu

Pro

Gln

400

Gln

Gly

Ser

Leu

Gln

480

Asn

His

Glu

Axg

Leu
560
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<210> 94

<211> 2067

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

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

<400> 94

ES 2380 147 T3

202



atg
Met

aca
Thr

aca
Thr

tcce
Ser

tgce
Cys
65

cat

His

gct
Ala

gtg
val

aga

gtg
val
145

att
Ile

gct
Ala

tac

ttc
Phe

ttt
Phe
225

aaa
Lys

cta
Leu

gag
Glu

cgg
Arg

agc
Ser
50

att
Ile

ccg
Pro

ctt
Leu

tcc
Ser

aac
Asn
130

g99
Gly

gac
Asp

gct
Ala

ccc
Pro

acg
Thr
210

gcc
Ala

tagg
Trp

att
Ile

gta
val

aac
Asn
35

tcc
Ser

tta
Leu

tgt
Cys

gct
Ala

ctg
Leu
115

gce
Ala

gat

cge
Arg

tcc
Ser

atc
Ile
195

tgg
Trp

aag
Lys

cac
His

tca
Ser

gat
Asp
20

cca
Pro

aaa
Lys

ccc
Pro

gga

Gly

gcce
Ala
100

tgce
Cys

aga
Arg

ttg
Leu

ctg
Leu

atg
Met
180

aga
Arg

ctt
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

gga
Gly

tagt
Cys

cag
Gln

tgt
Cys

aga

gct
Ala
85

tct
Phe

tgt
Cys

cce
Pro

tgce
Cys

gca
Ala
165

tgc
Cys

tca
Ser

ggt
Gly

ctg
Leu

ggt
Gly
245

aga
Arg

ttt
Phe

cga
Arg

cag
Gln

tct
Ser
70

tta
Leu

aca
Thx

ttg
Leu

aac
Asn

tgc
Cys
150

agt
Ser

acc

gg9g9
Gly

gg9g9
Gly

cag
Gln
230

ttg
Leu

gaa
Glu

gtg
val

att
Ile

ctg
Leu
55

tca
Ser

ctt
Leu

gac

ttt
Phe

att
Ile
135

tac

Tyr

gaa
Glu

cca
Pro

atg
Met

tca
Ser
215

cac
His

agce
Ser

gag
Glu

gtt
val

tte
Phe
40

gac
Asp

aag
Lys

ctg
Leu

tce
Ser
tgc
120
gtc
val

ggt
Gly

gga
Gly

agt
Sex

gtg
val
200

ggt
Gly

cgt

tgc
Cys

ES 2380 147 T3

aac
Asn

gaa
Glu
25

acc

caa
Gln

ctc
Leu

tat

ctc
Leu
105

ggt
Gly

ctg
Leu

aat

gtg
val
cgg
185

tct
Ser

ggt
Gly

ggc
Gly

gcc
Ala

caa
Gln
10

tta
Leu

aag
Lys

ggt
Gly

ctc
Leu

aga
Arg
90

tct
Ser

gtt
val

ctg
Leu

aac
Asn

agg
170
gct
Ala

gece
Ala

ctt
Leu

tac

tct
Serx
250

ata
Ile

gga
Gly

cac
His

gga
Gly

tca
Ser
75

tcc
Ser

agg
Arg

gat
Asp

atg
Met

tca
Ser
155
ctt
Leu

gcc
Ala

tac
Tyr

cce
Pro

cgc
235

cgg

gac
Asp

agt
Ser

gtg
val

aaa
Lys
60

ccec
Pro

tca
Ser

age
Ser

ggc
Gly

gca
Ala
140

gtg
Val

acc
Thr

tte
Phe

aac
Asn

acc
Thr
220

acg
Thr

aat
Asn

203

ata
Ile

cta
Leu

gcc
Ala
a5

agce
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

tgc
Cys

aca
Thr
125

gat

agc
Ser

cag
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu
205

aat
Asn

gga
Gly

gat
Asp

tce
Ser

cac
His
30

acc
Thr

ctg
Leu

tgt
Cys

atc
Ile

tgg
110
ttt

Phe

gac
Asp

aca
Thr

cat
His
acce
190
aac

Asn

gaa
Glu

ctc
Leu

cac
His

aag
Lys
15

aat
Asn

aag
Lys

gtc
vVal

ctc
Leu

gce
Ala
95

ctg
Leu

atg
Met

ctt
Leu

cct
Pro

ctc
Leu
175

ggc
Gly

cgt
Arg

acg
Thr

ata
Ile

tgt
Cys
255

acce
Thr

cct
Pro

tca
Ser

cag
Gln

cce
Pro
80

tct
Ser

tca
Ser

aca
Thr

gga
Gly

aat
Asn
160

gca
Ala

cgg
Arg

gce
Ala

act
Thr

ggc
Gly
240

tac

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768



cac
His

ctt
Leu

ctc
Leu

ttt
Phe
305

aag
Lys

tgg
Trp

agg

tce
Ser

gaa
Glu
385

ate
Ile

gac
Asp

ctg
Leu

gac
Asp

ggc
Gly
465

gga
Gly

gct
Ala

acg
Thr

gac
Asp

gac
Asp
54S

agg

ccg
Pro

tta
Leuy

agg
290
ctg
Leu

gtc
val

tac

aac
Asn

ctec
Leu
370

cct
Pro

tcc
Ser

aat
Asn

gac
Asp

aac
Asn
450

tgg
Trp

ggt
Gly

ggg
Gly

ctg
Leu

ggc
Gly
530

cac
His

tgg

Trp

ctc
Leu

agce
Ser
275

atc
Ile

ctt
Leu

atc
Ile

tct
Ser

cat
His
355

atg
Met

ttt
Phe

aaa
Lys

gta
vVal

cag
Gln
435

ag9
Gly

aac
Asn

atc
Ile

aga
Arg

tct
Ser
515

cag
Gln

gag
Glu

cat
His

aac
Asn
260

gac
Asp

aaa
Lys

ctc
Leu

tte

Phe.

agt
Ser
340

gaa
Glu

ctg
Leu

ctc
Leu

aag
Lys

gaa
Glu
420

gag
Glu

ggc
Gly

gg9g9
Gly

cgt
Arg

gtg
val
500

tat
Tyr

aac
Asn

ttc
Phe

cag
Gln

cat
His

tgc
Cys

ctg
Leu

att
Ile

gtc
val
325

tat

att
Ile

aag
Lys

cte
Leu

aag
Lys
405

gaa
Glu

cgc
Arg

cac
His

atc
Ile

gtg
val
485

ate
Ile

ata
Ile

cta
Leu

ctce
Leu

aag
Lys

ggt
Gly

cag
Gln

tgg
Trp

cce
Pro
310

{4
Phe

gga
Gly

atc
Ile

gag
Glu

ttt
Phe
390

ttt
Phe

atg
Met

ctg
Leu

ctg
Leu

tac
Tyr
470

cca
Pro

aat
Asn

ggc
Gly

atg
Met

tte
Phe
550

gac
Asp

ttt
Phe

gca
Ala

atc
Ile
295

aag
Lys

gct
Ala

ttt
Phe

cag
Gln

gca
Ala
375

ttt
Phe

gtt
val

gat
Asp

gcc
Ala

gag
Glu
455

aaa
Lys

agg
Gly

gag
Glu

gga
Gly

ccc
Pro
535

cac

His

tgt
Cys

cac
His

tcce
Ser
280

tcc
Ser

tte
Phe

ctc
Leu

act
Thr

cag
Gln
360

ctt
Leu

tce
Ser

gag
Gly

tgg
Trp

aac
Asn
440

cce
Pro

ggt
Gly

ata
Ile

ccc
Pro

ggg
Gly
520

ctg
Leu

tac

Tyr

gca
Ala
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aag

acg
Thr

gce
Ala

ctc
Leu

cga
Arg
345

cca
Pro

gct
Ala

tte
Phe

cge
Arg

atg
Met
425

cac
His

ctg
Leu

ggc
Gly

tte
Phe

acc
Thr
505

atc
Ile

ctg
Leu

tgt
Cys

act
Thr

tee
Phe

aca
Thr

gta
val

cge

gcc
Ala
330

cgt
Axg

atg
Met

tte
Phe

ctg
Leu

agt
Ser
410

gtg
val

acc
Thr

gac
Asp

aaa
Lys
cgg
490
agc

Ser

ttg
Leu

gaa
Glu

ggg9
Gly

gtg
val

tac

cca
Pro

gcc
Ala

tgg
315

tte
Phe

tgg
Trp

aaa
Lys

att
Ile

cac
His
39S

aaa
Lys

ggt
Gly

ttg
Leu

ggg
Gly

gga
Gly
475

tgg
Trp

tta
Leu

tcc
Ser

gga
Gly

gtc
Val
555

tag
Trp

aggg
Gly

gaa
Glu

ctt
Leu
300

ttc
Phe

ctg
Leu

aat
Asn

gag
Glu

gaa
Glu
380
gta
val

tat

aaa
Lys

gtg
Val

gct
Ala
460
atg
Met

ceg
Pro

atg
Met

cag
Gln
agg
540

tat

aaa
Lys

204

gtg
Val

ctg
Leu
285

gce
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

tgc
Cys

gag
Glu
365

agg

cat
His

ggc
Gly

atc
Ile
tac
445
gtt
val

gga
Gly

tca
Ser

gac

gac
Asp
525

gcg
Ala

ctg
Leu

gct
Ala

cct
Pro
270

cac
His

ctg
Leu

gtg
Val

ttc
Phe

atc
Ile
350

aaa

Lys

tac

act
Thr

agg

ctg
Leu
430

ttc
Phe

cag
Gln

gga
Gly

gtc
val

atc
Ile
510

aga

tcc
Ser

cac
His

cat
His

tet
Phe

cgc
Arg

gtt
Val

cca
Pro

act
Thr
335
ctt
Leu

gta
val

aaa
Lys

cca
Pro
tat
415
gat
Asp

acc

ctg
Leu

tgg
Trp

ttg
Leu
495

tat

gtg
val

cac
His

acg
Thr

tat

gga’”

Gly

tgg
Trp

cct
Pro

tgg
320

tcc
Ser

atg
Met

gct
Ala

agg
Arg

ctc
Leu
400

ggg
Gly

gcc
Ala

tct
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu
480

gag
Glu

ccg
Pro

att
Ile

tce
Ser

gtc
val
560

gtg
val

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728
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act
Thx

ata
Ile

tet
Phe

aat
Asn
625

aga
Arg

tte
Phe

ccce
Pro

tga

cct
Pro

tgt
Cys

gac
Asp
610

gag
Glu

gag
Glu

aac
Asn

ttc
Phe

<210> 95

<211> 688

aaa
Lys

tca
Sexr
595

atc
Ile

cca
Pro

cat
His

aca
Thr

tgt
Cys
675

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95

ttc
Phe
580

tgt
Cys

tca
Ser

tta
Leu

cgt
Arg

att
Ile
660

ggg
Gly

565

tac

tcg
Ser

aga

ttt
Phe

agg
645

tgg
Trp

tgt
Cys

cct
Pro

ggg
Gly

gac

Asp,

gac
Asp
630

aca
Thr

aaa
Lys

gac
Asp

gaa
Glu

gat
Asp

cct
Pro
615

tcc
Ser

cta
Leu

cca
Pro

aag
Lys

gga
Gly

gta
val
600

tca

Ser

gtg
val

aca

tgg
Trp

gaa
Glu
680
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aca
Thr
585

acc
Thr

gaa
Glu

atc
Ile

cct
Pro

ctg
Leu
665

gat
Asp

570

ggt
Gly

tac

Tyr

gcce
Ala

aaa
Lys

gtc
val
650

cag

Gln

gac
Asp

gcc
Ala

cac
His

ctt
Leu

aag
Lys
635

cca
Pro

cct
Pro

atc
Ile

tge
Cys

gac
Asp

cca
Pro
620

atg
Met

cag
Gln

tge
Cys

ctt
Leu

205

tat

cca
Pro
605

ctg
Leu

gag
Glu

cag
Gln

tgt
Cys

ccc
Pro
685

gg99
Gly
590

cca
Pro

aac
Asn

gca
Ala

ttc
Phe

ggg
Gly
670

atg
Met

575

agt
Ser

ctc
Leu

cct
Pro

gcc
Ala

tct
Ser
655

acc
Thr

gct
Ala

gga
Gly

ctc
Leu

gac
Asp

ata
Ile
640

gtg
val

ttc
Phe

cccC
Pxo

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2067
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Met Leu Ile Ser Gly Arg Glu Glu Asn Gln Ile Asp Ile Ser Lys Thr

Thr Glu Val Asp Cys Phe Val val Glu Leu Gly Ser Leu His Asn Pro
20 25 30

Thr Arg Asn Pro Gln Arg Ile Phe Thr Lys His Val Ala Thr Lys Ser
35 40 45

Ser Ser Ser Lys Cys Gln Leu Asp Gln Gly Gly Lys Ser Leu Val Gln
50 55 60

Cys Ile Leu Pro Arg Ser Ser Lys Leu Leu Ser Pro Leu Cys Leu Pro
65 70 75 80

His Pro Cys Gly Ala Leu Leu Leu Tyr Arg Ser Ser Gly Ile Ala Ser
85 90 95

Ala Leu Ala Ala Phe Thr Asp Ser Leu Ser Arg Ser Cys Trp Leu Ser
100 105 110

Val Ser Leu Cys Cys Leu Phe Cys Gly Val Asp Gly Thr Phe Met Thr
115 120 125

Arg Asn Ala Arg Pro Asn Ile Val Leu Leu Met Ala Asp Asp Leu Gly
130 135 140

Val Gly Asp Leu Cys Cys Tyr Gly Asn Asn Ser Val Ser Thr Pro Asn
145 : 150 155 160

206



Ile

Phe

Phe

225

Lys

His

Leu

Leu

Phe

305

Lys

Trp

Ser

Glu

385

Ile

Asp

Leu

Asp

Asp
Ala
Pro
Thr

210

Ala
Trp
Pro
Leu
Arg
290
Leu
val
Tyr
Asn
Leu
370
Pro
Ser
Asn

Asp

Asn
450

Ser

Ile
195

Trp

Lys

His

Leu

Ser

275

Ile

Leu

Ile

Ser

His

355

Met

Phe

Lys

val

Gln

435

Gly

Leu
Met
180
Arxrg
Leu
Leu
Leu
Asn
260
Asp
Lys
Leu
Phe
Ser
340
Glu
Leu
Leu
Lys
Glu
420

Glu

Gly

Ala
165

cys

Ser

Gly

Leu

Gly

245

His

Cys

Leu

Ile

val
325

Tyx

Ile

Lys

Leu

Lys

405

Glu

Arg

His

Ser

Thr

Gly

Gly

Gln

230

Leu

Gly

Gln

Trp

Pro

310

Phe

Gly

Ile

Glu

Phe

390

Phe

Met

Leu

Leu

Glu

Pxo

Met

Ser

215

His

Ser

Phe

Ala

Ile

285

Lys

Ala

Phe

Gln

Ala

375

Phe

val

Asp

Ala

Glu
455
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Gly

Sexr

val

200

Gly

Arg

His

Ser

280

Ser

Phe

Leu

Thr

Gln

360

Leu

Ser

Gly

Trp

Asn

440

Pro

Val

Arg

185

Ser

Gly

Gly

Ala

TYX

265

Lys

Thr

Ala

Leu

Arg

345

Pro

Ala

Phe

Arg

Met

425

His

Leu

Arg

170

Ala

Ala

Leu

Ser

250

Phe

Thr

val

Arg

Ala

330

Arg

Met

Phe

Leu

Ser

410

vVal

Thr

Asp

Leu

Ala

Tyr

Pro

Arg
235

Pro

Ala

Trp

315

Phe

Trp

Lys

Ile

His

395

Lys

Gly

Leu

Gly

207

Thr

Phe

Asn

Thr

220

Thr

Asn

Gly

Glu

Leu

300

Phe

Leu

Asn

Glu

Glu

380

Val

TyY

Lys

val

Ala
460

Gln

Leu

Leu

205

Asn

Gly

Asp

val

Leu

285

ala

Ser

Phe

Cys

Glu

365

Arg

His

Gly

Ile

Tyr

445

val

His

Thr

190

Asn

Glu

Leu

His

Pro

270

His

Leu

Vval

Phe

Ile

350

Lys

Thr

Arg

Leu

430

Phe

Gln

Leu

175

Gly

Arg

Thr

Ile

Cys

255

Phe

Arg

val

Pro

Ala

Axg

Ala

Thr

Gly

240

Gly

Trp

Pro

Tro

. 320

Thr

335

Leu

val

Lys

Pro

Asp

Thx

Leu

Ser

Met

Ala

Arg

Leu

400

Gly

Ala

Ser

Gly



Gly

465

Gly

Ala

Thr

Asp

545

Thxr

Ile

Phe

Asn

625"

Phe

Pro

Trp

Gly

Gly

Leu

Gly

530

His

Trp

Pro

Cys

Asp

610

Glu

Glu

Asn

Phe

Asn

Ile

Arg

Ser

515

Gln

Glu

His

Lys

Ser

595

Ile

Pro

His

Cys
675

Gly

Arg

val

500

Asn

Phe

Gln

Phe

580

Cys

Ser

Leu

Arg

Ile

660

Gly

Ile

val

485

Ile

Ile

Leu

Leu

Lys

565

Ser

Phe

Arg

645

Trp

Cys

Asn

Gly

Met

Phe

550

Asp

Pro

Gly

Asp

Asp

630

Thr

Lys

Asp

Lys
Gly
Glu
Gly
Pro
535
His
Cys
Glu
Asp
Pro
615
Ser
Leu

Pro

Lys
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Gly

Ile

Pro

Gly

520

Leu

Ala

Gly

val

600

Serxr

val

Thr

Trp

Glu
680

Gly

Phe

Thr

505

Ile

Leu

Cys

Thr

Thr

585

Thr

Glu

Ile

Pro

Leu

665

Asp

Lys
Arg
490
Ser
Leu
Glu
Gly
val
570

Gly

Ala
Lys
val
650

Gln

Asp

Gly
475

Trp

Leu

Sex

Gly

val
558

Txrp

Ala

His

Leu

Lys

635

Pro

Pro

Ile

208

Met

Pro

Met

Gln

Arg

540

Lys

Asp

Pro

620

Met

Gln

Cys

Leu

Gly

Ser

Asp

525

Ala

Leu

Ala

Tyx

Pro

605

Leu

Glu

Gln

Cys

Pro
685

Gly

val

Ile

510

Ser

His

His

Gly

590

Pro

Asn

Ala

Phe

Gly

670

Met

Trp
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REIVINDICACIONES
1. Método para determinar el nivel de expresién de enzima generadora de C,-formilglicina (FGE) en un sujeto,
comprendiendo el método medir in vitro en una muestra obtenida de un sujeto la actividad de generacion de C,-
formilglicina de un péptido o polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:
aminoacidos 34-374 de 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
y 78.

2. Método para identificar un agente Util en la modulacién de la actividad de generacion de C,-formilglicina, que
comprende:

(a) poner en contacto una molécula que tiene actividad de generacion de C,-formilglicina o una molécula de acido
nucleico que codifica para una molécula con dicha actividad con un agente candidato,

(b) medir la actividad de generacién de C,-formilglicina de la molécula, y

(c) comparar la actividad de generacién de C,-formilglicina medida de la molécula con un control para determinar si
el agente candidato modula la actividad de generacién de C,-formilglicina de la molécula;

en el que la molécula es una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucledtidos expuesta como SEQ
ID NO: 1, o es un producto de expresién de la misma.

3. Método para determinar una deficiencia de sulfatasa en un sujeto caracterizada por una expresion aberrante de
una molécula de acido nucleico o un producto de expresién de la misma, que comprende:

monitorizar una muestra de un paciente para detectar un parametro seleccionado del grupo que consiste en:
(i) una molécula de acido nucleico que tiene la secuencia de nucleétidos expuesta como SEQ ID NO: 1,

(i) un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico,

(iii) un péptido derivado del polipéptido, y

(iv) un anticuerpo que se une selectivamente al polipéptido o péptido,

como determinacion de una deficiencia de sulfatasa en el sujeto.

4. Método segun la reivindicacion 3, en el que la muestra es un liquido biolégico o un tejido.

5. Método segun la reivindicacién 3, en el que la etapa de monitorizar comprende poner en contacto la muestra con
un agente detectable seleccionado del grupo que consiste en

(a) una molécula de acido nucleico que se hibrida selectivamente en condiciones rigurosas con la molécula de acido
nucleico de (i),

(b) un anticuerpo que se une selectivamente al polipéptido de (ii), o el péptido de (iii), y
(c) un polipéptido o péptido que se une al anticuerpo de (iv).

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que el anticuerpo, el polipéptido, el péptido o el &cido nucleico se marca
con un marcador radioactivo o una enzima.

7. Método segun la reivindicacion 3, que comprende someter a ensayo la muestra para detectar el péptido.

8. Kit, que comprende un envase que contiene un agente y un control; en el que el agente es un anticuerpo o
fragmento del mismo que se une selectivamente a un péptido o polipéptido segun la reivindicacion 1, o es un acido
nucleico que se une selectivamente a un acido nucleico que codifica para dicho péptido o polipéptido; y en el que el
control es para comparar un valor medido de unién de dicho agente a dicho péptido, polipéptido o acido nucleico.

9. Kit segun la reivindicacion 8; en el que el control es un valor predeterminado para compararlo con el valor medido.

10. Kit segun la reivindicacion 8; en el que el control comprende un epitopo del péptido o polipéptido.

11. Uso de una molécula de acido nucleico, péptido o polipéptido que modula la actividad de generacién de C,-
formilglicina en la preparacion de un medicamento para tratar una deficiencia de sulfatasa en un sujeto; en el que:
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(i) la molécula de acido nucleico se selecciona del grupo que consiste en:

(a) una molécula de acido nucleico de hibridacién que se hibrida en condiciones rigurosas con una molécula que
consiste en una secuencia de nucleotidos expuesta como SEQ ID NO: 1, o un complemento de dicha molécula de
hibridacién que codifica para un polipéptido que tiene actividad FGE;

(b) una molécula de acido nucleico que se diferencia de una molécula de acido nucleico de (a) debido a la
degeneracion del codigo genético; y

(c) un acido nucleico que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, 3, 4, 45, 47,
49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, 75, 77 y 80-87; y

(ii) el péptido o el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en:
(a) un péptido o un polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico tal como se describié anteriormente; y

(b) un péptido o un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: aminoacidos 34-
374 de 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 y 78.

12. Uso segun la reivindicaciéon 11; en el que el medicamento comprende ademas un agente seleccionado del grupo
que consiste en: una molécula de acido nucleico que codifica para iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-
acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C,
arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 o HSulf-6;
un producto de expresion de la molécula de acido nucleico; y un fragmento del producto de expresion de la molécula
de acido nucleico.

13. Uso segun la reivindicacion 11; en el que el agente que modula la actividad de generacion de C,-formilglicina se
produce mediante una célula que expresa dicha molécula de acido nucleico.

14. Uso segun la reivindicacion 13; en el que la célula expresa una molécula de acido nucleico de FGE exégena.
15. Uso segun la reivindicaciéon 13, en el que la célula expresa una molécula de acido nucleico de FGE enddgena.

16. Molécula de acido nucleico, péptido o polipéptido que modula la actividad de generacién de C,-formilglicina; para
su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa en un sujeto; siendo la molécula de acido nucleico, péptido o
polipéptido segun la reivindicacion 11.

17. Composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico, péptido, o polipéptido segun la
reivindicacion 11, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

18. Método para identificar un agente candidato util en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasa, que
comprende:

determinar la expresion de un conjunto de moléculas de acido nucleico in vitro en una célula o tejido en condiciones
que, en ausencia de un agente candidato, permiten una primera cantidad de expresién del conjunto de moléculas de
acido nucleico; en el que el conjunto de moléculas de acido nucleico comprende al menos una molécula de acido
nucleico que es una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 11;

poner en contacto la célula o tejido con el agente candidato in vitro, y
detectar una cantidad de prueba de expresion del conjunto de moléculas de acido nucleico;

en el que un aumento en la cantidad de prueba de expresion en presencia del agente candidato con respecto a la
primera cantidad de expresion indica que el agente candidato es util en el tratamiento de la deficiencia de sulfatasa.

19. Matriz de moléculas de acido nucleico en fase sodlida que consiste en un conjunto de moléculas de acido
nucleico, productos de expresion de las mismas, o fragmentos de los mismos, cuando se fija a un sustrato solido;
codificando cada molécula de &acido nucleico para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
aminoacidos 34-374 de 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
y 78, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa,
arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1,
HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6.

20. Matriz de moléculas de acido nucleico en fase sélida segun la reivindicacion 19, que comprende ademas al
menos una molécula de acido nucleico de control.
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21. Matriz de moléculas de acido nucleico en fase sdlida segun la reivindicacion 19; en la que el conjunto de
moléculas de acido nucleico comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica para un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en: aminoacidos 34-374 de 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 y 78, iduronato 2-sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa,
N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E,
arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6.

22. Matriz de moléculas de acido nucleico en fase sdlida segun la reivindicaciéon 19; en la que el conjunto de
moléculas de acido nucleico comprende al menos dos moléculas de acido nucleico, codificando cada molécula de
acido nucleico para un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: aminoacidos 34-374 de 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 y 78, iduronato 2-sulfatasa,
sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A, arilsulfatasa B,
arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-3, HSulf-4,
HSulf-5 y HSulf-6.

23. Alelo variante aislado de un gen de FGE humana que codifica para un polipéptido de FGE variante,
comprendiendo el polipéptido: una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una variacion en la SEQ ID
NO: 2, en el que la al menos una variaciéon comprende: Met1Arg; Met1Val; Ser155Pro; Cys218Tyr; Ala279Val;
Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys; Arg349Trp; Arg349Gin; Ser359Stop; o una combinacion de las mismas.

24. Polipéptido de FGE humana variante aislado que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos una
variacion en la SEQ ID NO: 2, en el que la al menos una variacion comprende: Met1Arg; Met1Val; Ser155Pro;
Cys218Tyr; Ala279Val; Arg327Stop; Cys336Arg; Arg345Cys; Arg349Trp; Arg349GIn; Ser359Stop; o a combinacion
de las mismas.

25. Anticuerpo que tiene el polipéptido de FGE humana variante segun la reivindicacion 23 como inmundgeno.
26. Anticuerpo segun la reivindicacion 25, que es un anticuerpo policlonal.

27. Anticuerpo segun la reivindicacion 25, que es un anticuerpo monoclonal.

28. Anticuerpo segun la reivindicacion 25, que es un anticuerpo quimérico.

29. Anticuerpo segun la reivindicacion 25, marcado de manera detectable.

30. Anticuerpo segun la reivindicacion 29, en el que dicho marcador detectable comprende un elemento radioactivo,
un compuesto quimico que fluoresce o una enzima.

31. Método de producciéon de una sulfatasa activada, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la sulfatasa con una enzima generadora de C -formilglicina (FGE) in vitro; en el que la enzima
generadora de C-formilglicina es un polipéptido o péptido segun la reivindicacion 1; o

(b) proporcionar una célula que coexpresa una sulfatasa y una enzima generadora de C,-formilglicina (FGE) de
modo que se produce sulfatasa activada dentro de la célula; en el que la célula comprende ARN o ADN heterélogo
que da como resultado una expresién aumentada de la sulfatasa activada, con respecto a lo que se produciria en
ausencia del ARN o ADN heterdlogo; y en el que la enzima generadora de C,-formilglicina es un polipéptido o
péptido segun la reivindicacion 1.

32. Método segun la reivindicaciéon 31, en el que la sulfatasa se selecciona del grupo que consiste en iduronato 2-
sulfatasa, sulfamidasa, N-acetilgalactosamina 6-sulfatasa, N-acetilglucosamina 6-sulfatasa, arilsulfatasa A,
arilsulfatasa B, arilsulfatasa C, arilsulfatasa D, arilsulfatasa E, arilsulfatasa F, arilsulfatasa G, HSulf-1, HSulf-2, HSulf-
3, HSulf-4, HSulf-5 y HSulf-6.

33. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 6 18, o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a
16; en el que la deficiencia de sulfatasa a la que se hace referencia con respecto a dicho método o uso se
selecciona del grupo que consiste en: deficiencia multiple de sulfatasas, mucopolisacaridosis 1l, mucopolisacaridosis
IlIA, mucopolisacaridosis IVA, mucopolisacaridosis VI, mucopolisacaridosis VIII, leucodistrofia metacromatica,
condrodisplasia punctata | recesiva ligada al cromosoma X e ictiosis ligada al cromosoma X.
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