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DESCRIPCION

Glutamina:fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT) que comprende una etiqueta de purificacién interna, y su
utilizacién para el cribado de compuestos.

La presente invencion se refiere a una glutamina:fructosa-6-fosfato aminotransferasa modificada, purificable rapi-
damente y en cantidades suficientes para el cribado de compuestos que modifican su actividad.

Las glutamina:fructosa-6-fosfato aminotransferasas (GFAT), EC 2.6.1.16, denominadas asimismo glucosamina-6-
fosfato sintasas o 2-desoxi-glucosa-6-fosfato cetol isomerasas, estan implicadas en la via de biosintesis de las hexosa-
minas. La GFAT cataliza la primera etapa, limitante, de esta via de biosintesis segtin la reaccién:

L-glutamina + fructosa-6-fosfato — L-glutamato + glucosamina-6-fosfato mediante transferencia del nitrégeno
amidico de la L-glutamina sobre la funcién cetona del fructosa-6-fosfato. Las GFAT controlan por lo tanto el
flujo de glucosa en la via de las hexosaminas, a través del fructosa-6-fosfato, y por consiguiente la formacién
de las hexosaminas producidas.

Una forma bacteriana recombinante de la GFAT, la glucosamina-6-fosfato sintasa de Escherichia coli, ha sido
purificada hasta homogeneidad y estudiada de manera exhaustiva. Las propiedades y el mecanismo enzimdtico de la
transferencia de la amida han sido en particular ampliamente descritas (para revisién Teplyakov et al., Nat. Prod. Rep.
(2002) 19:60). En particular, esta enzima, cuya estructura cristalina ha sido resuelta (Teplyakov et al., J. Mol. Biol.
(2001) 313:1093), esta formada por dos dominios, uno que tiene una actividad hidrolasa (glutaminasa) y el otro una
actividad isomerasa.

Por otro lado, se han secuenciado unas GFAT de eucariotas, incluyendo en particular la de higado de rata (Huynh
et al., Arch. Biochem. Biophys. (2000) 379:307) y la de la levadura Candida albicans (Milewsky et al., J. Biol. Chem.
(1999) 274:4000).

En el ser humano, unos estudios preliminares han mostrado la presencia de una actividad GFAT en el higado
(Ghosh et al., J. Biol. Chem. (1960) 235:1265). A partir de entonces se conocen varias GFAT. GFAT1, la forma prin-
cipal, GFAT2, que se expresa preferentemente en el sistema nervioso central, y GFAT1Alt, una isoforma de GFAT1,
expresada esencialmente en los musculos estriados. Las secuencias peptidicas de GFAT1 y GFAT2 poseen 75% de
identidad de secuencias entre si, y las de GFAT1 y GFAT1Alt son idénticas salvo para una insercién de 18 aminoéci-
dos en la secuencia de GFAT1Alt. Las secuencias de GFAT estdn por lo tanto muy conservadas en el ser humano, pero
igualmente entre las especies, puesto que las secuencias peptidicas de la GFAT1 humana y de la GFAT de E. coli o de
la GFAT1 de raton presentan respectivamente 35% y 99% de identidad.

El gen de la GFAT1 humana ha sido clonado en 1992 (McKanight et al., J. Biol. Chem. (1992) 267:25208). Codifica
una proteina de 77 kDa formada por dos dominios distintos (Teplyakov et al., Nat. Prod. Rep. (2002) 19:60).

El aumento de la produccién de UDP-NAc-GIcNH,, el producto final de la via de biosintesis de las hexosaminas,
y su acumulacién en los tejidos han estado recientemente implicados en el desarrollo de la resistencia a la insulina
(Marshall et al., FASEB J. (1991) 5:3031, Yki-Jarvinen et al., Diabetes (1996) 45:302, Thompson et al., J. Biol. Chem.
(1997) 272: 7759, Hawkins et al., J. Clin. Invest. (1997) 99:2173, Robinson et al., Diabetes (1993) 42:1333, Daniels
et al., J. Clin. Invest. (1995) 96:1235, Baron et al., J. Clin. Invest. (1995) 96:2792).

Asi, se ha mostrado que un aumento del nivel celular de UDP-NAc-GIcNH, mediante una modesta sobreexpresion
de GFAT1, o una aportacién de glucosamina exdgena, puede inducir una resistencia a la insulina al mismo tiempo in
vivo y en unos adipocitos en cultivo (Robinson et al., Diabetes (1993) 42:1333, Daniels et al., J. Clin. Invest. (1995)
96:1235, Baron et al., J. Clin. Invest. (1995) 96:2792, Hebert et al., J. Clin. Invest. (1996) 98:930).

En efecto, la insulina activa su via de transduccién fijandose a su receptor, lo que induce la translocacién de los
vehiculos de glucosa, tales como el receptor GLUT4, almacenados en la célula, hacia la membrana, y aumenta el aflujo
de glucosa. La glucosa entra asi en la via de la glicolisis y se convierte en glucosa-6-fosfato y después en fructosa-6-
fosfato. Cuando el aflujo de glucosa es excesivo, el fructosa-6-fosfato entra en la via de biosintesis de las hexosaminas y
se convierte en glucosamina-6-fosfato por la GFAT. Varias observaciones indican que los metabolitos del glucosamina-
6-fosfato impiden la translocacién de los receptores a la glucosa hacia la membrana celular, disminuyendo asi el aflujo
de la glucosa celular (Marshall er al., FASEB J. (1991) 5:3031, Giacarri et al., Diabetologia (1995) 38:518, Marshall
et al., J. Biol. Chem. (1991) 266:4706, Paterson et al., Endocrinology (1995) 136:2809).

El mecanismo mediante el cual los metabolitos del glucosamina-6-fosfato ejercen sus efectos fisiolégicos no esta
claro. Se ha propuesto sin embargo una hipdtesis: una concentracion citosdlica elevada de UDP-NAc-GIcNH, provo-
carfa la hiperglicosilacién de los sitios de fosforilacién Ser o Thr, conduciendo de esta manera a la detencién de la via
de sefializacion de la insulina (Comer et al., J Biol. Chem (2000) 275:29179).

La actividad GFAT se considera por lo tanto como una de las causas de los altos niveles de glucosa en sangre;
por otro lado, se conoce por ser elevada en los pacientes que padecen diabetes azucarada no-insulino-dependiente o
diabetes de tipo II (Yki-Jarvinen et al., Diabetes (1996) 45:302).
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La obtencidn de inhibidores de la GFAT permitiria reducir la glicemia en particular en los individuos que padecen
patologias relacionadas con una hiperglicemia, tales como la diabetes de tipo II, la acidosis y/o la cetosis diabética,
por ejemplo.

Unos inhibidores de la GFAT de planta o de hongo podrian asimismo permitir obtener respectivamente unos fun-
gicidas y unos herbicidas.

Sin embargo, a pesar de la obtencién de formas recombinantes de GFAT, la inestabilidad de las preparaciones enzi-
madticas obtenidas, su baja cantidad, y su nivel de purificacion insuficiente, no han permitido obtener unos inhibidores
eficaces de GFAT.

Un objetivo de la invencién es por lo tanto proporcionar una GFAT modificada cuya actividad es estable y que se
puede obtener en gran cantidad, con un alto nivel de pureza y de actividad.

La presente invencion se refiere a una proteina enzimdticamente activa que comprende:

- una secuencia de GFAT y por lo menos una secuencia de una etiqueta de purificacion, siendo la secuencia de la
etiqueta de purificacion insertada entre dos aminodcidos consecutivos de la secuencia de GFAT,

estando dichos aminodcidos comprendidos en:

e una secuencia de GFAT que corresponde a la secuencia que se extiende entre los aminodcidos 30 a 80 de
la GFAT de Escherichia coli, o

e una secuencia de GFAT que corresponde a la secuencia que se extiende entre los aminoacidos 220 a 230
de la GFAT de Escherichia coli, o

- una secuencia que se deriva de la secuencia anterior por supresion, insercién o mutacién de por lo menos un
aminodcido, con la condicién de que dicha proteina presente una actividad enzimatica, o

- una secuencia que presenta por lo menos 35%, en particular por lo menos 90%, de identidad de secuencia y/o
por lo menos 44%, en particular por lo menos 95%, de similitud de las secuencias con una de las secuencias
anteriores, con la condicién de que dicha proteina presente una actividad enzimatica.

Se designa por el término GFAT una enzima de la clase E.C. 2.6.1.16 que cataliza la reaccién siguiente:

L-glutamina + fructosa-6-fosfato — L-glutamato + glucosamina-6-fosfato en particular en las condiciones
experimentales tales como las descritas en el ejemplo siguiente o en Broschat et al., J. Biol. Chem. (2002)
277:14764.

GFAT se designa con el nombre de glutamina:fructosa-6-fosfato aminotransferasa, o también glucosamina-6-fos-
fato sintasa o 2-desoxi-glucosa-6-fosfato cetol isomerasa.

Mediante la expresidn “proteina enzimdticamente activa” se designa una proteina que tiene una accién catalitica.
Ventajosamente, la proteina enzimdticamente activa posee una actividad GFAT.

Mediante la expresion “etiqueta de purificacién” se designa una secuencia peptidica susceptible de unirse especi-
ficamente a un ligando determinado. Ventajosamente, la unién de dicho ligando a la etiqueta de purificacién permite
formar un complejo entre la proteina que contiene la etiqueta de purificacién y dicho ligando, pudiendo dicho complejo
ser aislado especificamente.

Ventajosamente, las etiquetas de purificacién segtn la invencién no estian dispuestas en final de cadena peptidica,
en el extremo N-terminal o C-terminal, sino en el interior de la cadena peptidica.

Mediante la expresion “identidad de secuencia” se designa el porcentaje de aminodcidos idénticos entre dos se-
cuencias alineadas, en particular con la ayuda de algoritmos tales como el definido por Altschul et al., Nucleic Acids
Res. (1997) 25:3389, por ejemplo.

Mediante la expresion “similitud de secuencia” se designa el porcentaje de aminodcidos similares, es decir, de ami-
nodcidos cuyas cadenas laterales poseen unas propiedades fisicoquimicas parecidas, entre dos secuencias alineadas,
en particular con la ayuda de algoritmos tales como el definido por Altschul et al., Nucleic Acids Res. (1997) 25:3389,
por ejemplo.

La presente invencién se refiere en particular a una proteina tal como se ha definido anteriormente, en la que la
secuencia de GFAT corresponde a una secuencia de GFAT de bacteria o de eucariota, en particular de planta, de hongo
o de animal, en particular de insecto o de mamifero, mds particularmente de ser humano.
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La invencién se refiere mds particularmente a una proteina tal como se ha definido anteriormente, en la que la
secuencia de la etiqueta de purificacién se inserta entre dos aminodcidos consecutivos de la secuencia de GFAT,
estando dichos aminodcidos comprendidos en:

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homdloga a la secuencia que se extiende entre
la hoja 82 y la hoja 83 de la GFAT de Escherichia coli, o

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homdloga a la secuencia que se extiende entre
la hoja 813 y la hoja 814 de la GFAT de Escherichia coli.

La estructura de la GFAT de Escherichia coli esta descrita en particular por Teplyakov et al., J. Mol. Biol. (2001)
313:1093 (proteina entera), por Isupov et al., Structure (1996) 4:801 (dominio glutaminasa) y por Teplyakov et al.
Structure (1998) 6:1047 (dominio isomerasa). La estructura de la proteina completa se puede consultar en particular
con la ayuda del fichero de coordenadas atémicas 1JXA depositado en Protein Data Bank (http://www.pdb.org).

La secuencia peptidica de la GFAT de E. coli se define mediante la SEC ID n° 13.

La secuencia que se extiende entre la hoja 52 y la hoja 83 corresponde a la secuencia que se extiende aproximada-
mente entre los aminoécidos 30 a 80 de la GFAT de E. coli, situados en el dominio glutaminasa.

La secuencia que se extiende entre la hoja 513 y la hoja 514 corresponde a la secuencia que se extiende aproxima-
damente entre los aminodcidos 220 a 230 de la GFAT de E. coli, situados en el dominio glutaminasa.

Segin un modo de realizacién particular, la invencidn se refiere por lo tanto a una proteina tal como se ha definido
anteriormente, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacién se inserta entre dos aminoacidos consecutivos de
la secuencia de GFAT, estando dichos aminoacidos comprendidos en:

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homdloga a la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 30 a 80 de la GFAT de Escherichia coli, o

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homoéloga a la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 220 a 230 de la GFAT de Escherichia coli,

La identificacién de las partes de secuencias de una GFAT que corresponde y/o que es homéloga a unas estructuras
secundarias de la GFAT de E. coli se puede obtener alineando la secuencia de dicha GFAT con la de la GFAT de E.
coli, en particular con la ayuda de un algoritmo tal como el definido por Altschul et al., Nucleic Acids Res. (1997)
25:3389 o con la ayuda del programa Clustal W, bien conocido por el experto en la técnica y descrito por Thompson
et al., Nucleic Acids Res. (1994) 22 4673-4680, por ejemplo.

En particular, dos secuencias o partes de secuencias se denominan homélogas si el porcentaje de identidad entre
estas dos secuencias o partes de secuencias es superior a aproximadamente 35%, y/o si el porcentaje de identidad entre
estas dos secuencias o partes de secuencias es superior a aproximadamente 44%.

Mais particularmente, dos secuencias o partes de secuencias se denominan homdlogas si son susceptibles de hi-
bridarse en unas condiciones astringentes, tales como las condiciones siguientes: formamida 50%, NaCl 0,75 mol/1,
citrato de sodio 0,75 mmol/1, dodecilsulfato de sodio 1%, pH 7, 42°C.

Segtin otro modo de realizacién preferido, la invencidn se refiere a una proteina tal como se ha definido ante-
riormente, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacion se inserta entre dos aminodcidos consecutivos de la
secuencia de una GFAT humana, estando dichos aminodcidos comprendidos entre los aminodcidos 40 a 50 y/o 290 a
330, de dicha secuencia de GFAT humana.

Los aminodacidos 40 a 50 de dicha secuencia de GFAT humana corresponden y/o son homélogos a la parte de la
secuencia de la GFAT de E. coli que se extiende entre la hoja 52 y la hoja 33, es decir, la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 30 a 80 de la GFAT de E. coli.

Los aminodcidos 290 a 330 de dicha secuencia de GFAT humana corresponden y/o son homélogos a la parte de la
secuencia de la GFAT de E. coli que se extiende entre la hoja 513 y la hoja 814, es decir, la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 220 a 230 de la GFAT de E. coli.

La invencién se refiere en particular a una de las proteinas anteriores, en la que la secuencia de GFAT corresponde
a:

- SECID n° 2, que corresponde a la secuencia de la GFAT1 humana,
- SECID n° 4, que corresponde a la secuencia de la GFAT2 humana,
- SECID n° 6, que corresponde a la secuencia de la GFAT1Alt humana.
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La secuencia de la GFAT1 humana se describe en particular en McKnight et al., J. Biol. Chem. (1992) 267: 25208,
y corresponde a la secuencia nucleotidica SEC ID n° 1.

La secuencia de la GFAT2 humana se describe en particular en Oki et al., Genomics (1999) 57:227, y corresponde
a la secuencia nucleotidica SEC ID n° 3.

La secuencia de la GFAT1Alt humana se describe en particular en DeHaven et al., Diabetes (2001) 50:2419, y
corresponde a la secuencia nucleotidica SEC ID n° 5.

La invencién se refiere en particular a una de las proteinas anteriores, en la que la secuencia de la etiqueta de
purificacion se inserta entre dos aminodcidos consecutivos, estando dichos aminodcidos comprendidos entre los ami-
nodcidos:

43 a 47 ylo 298 a 306, de SEC ID n° 2,
- 42 a45y/0299 a307,de SECID n° 4,

42 a 45 y/o 299 a 307, de SEC ID n° 4,

43 a47 y/o 316 a 324, de SEC ID n° 6,

Los aminoécidos 43 a 47 de SEC ID n° 2, 42 a 45 de SEC ID n° 4 y 43 a 47 de SEC ID n° 6 corresponden, a saber
son homologos, a la parte de la secuencia de la GFAT de E. coli que se extiende entre la hoja 32 y la hoja 53, es decir,
a la secuencia que se extiende aproximadamente entre los aminoacidos 30 a 80 de la GFAT de E. coli.

Los aminodcidos 298 a 306 de SEC ID n° 2,299 a 307 de SEC ID n° 4 y 325 a 330 de SEC ID n° 6 corresponden, a
saber son homdlogos, a la parte de la secuencia de la GFAT de E. coli que se extiende entre la hoja 513 y la hoja 514,
es decir, a la secuencia que se extiende aproximadamente entre los aminodcidos 220 a 230 de la GFAT de E. coli.

Segtin otro modo de realizacién particular, la invencién se refiere mds particularmente a una proteina tal como
se ha definido anteriormente, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacién se inserta entre dos aminodcidos
consecutivos de la secuencia de GFAT, estando dichos aminoédcidos comprendidos en:

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homdloga a la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 43 a 47 de la GFAT1 humana,

- una parte de la secuencia de la GFAT que corresponde y/o que es homoéloga a la secuencia que se extiende
aproximadamente entre los aminodcidos 298 a 306, en particular 299 a 300, de la GFAT1 humana,

La invencion se refiere mds particularmente a una de las proteinas anteriores, en la que la secuencia de la etiqueta
de purificacion se inserta entre los aminoacidos:

- 299y 300 de SEC ID n° 2,
- 300y 301 de SEC ID n° 4,
- 317y 318 de SECID n° 6.

La invencién se refiere en particular a una de las proteinas anteriores, en la que la etiqueta de purificacion corres-
ponde a una secuencia de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 aminodcidos, en particular de aproximadamente
4 a aproximadamente 8 aminoécidos.

Unas etiquetas de purificacion preferidas segin la invencion se refieren en particular a unas etiquetas denominadas
FLAG (Sigma-Aldrich, Francia). Estas etiquetas se unen especificamente a un paratope determinado, pudiendo dicho
paratope pertenecer a un anticuerpo o a un fragmento de anticuerpo por ejemplo. Un ejemplo particular de etique-
ta FLAG estd constituido por la secuencia peptidica Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys (SEC ID n° 18), por
ejemplo.

Otras etiquetas preferidas segiin la invencién son unas etiquetas formadas por varias histidinas. Estas etiquetas
pueden formar unos complejos con unos cationes metdlicos divalentes tales como Ni** o Co** por ejemplo.

La invencion se refiere en particular a una proteina tal como se ha definido anteriormente, en la que la etiqueta de
purificacion es una hexa-histidina.

Se designa por el término “hexa-histidina” la secuencia His-His-His-His-His-His (SEC ID n° 19).
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La invencidn se refiere mds particularmente a una proteina tal como se ha definido anteriormente, que corresponde
a las secuencias:

- SEC ID n° 8, que corresponde a las secuencia SEC ID n° 2 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 299 y 300,

- SEQ ID n° 10, que corresponde a la secuencia SEC ID n° 4 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 300 y 301, y

- SEQ ID n° 12, que corresponde a la secuencia SEC ID n° 6 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 317 y 318.

La presente invencion se refiere asimismo a un 4cido nucleico que comprende o que estd constituido por una
secuencia que codifica para una proteina tal como se ha definido anteriormente.

La invencién se refiere mas particularmente a un 4cido nucleico que comprende o que estd constituido por la
secuencia nucleotidica:

- SECID n° 7 que codifica para la proteina SEC ID n° §, o
- SEC ID n° 9 que codifica para la proteina SEC ID n° 10, o
- SECID n° 11 que codifica para la proteina SEC ID n° 12,

o por su complementario, o que se deriva de dicha secuencia por mutacidn, insercién o delecién de por lo menos un
nucledtido, con la condicién de que dicha secuencia nucleotidica codifique para una proteina enziméticamente activa.

Segin otro modo de realizacion, la presente invencion se refiere asimismo a un vector eucariota o procariota que
comprende un 4cido nucleico tal como se ha definido anteriormente.

Estos vectores permiten en particular sintetizar las proteinas segun la invencién en un organismo eucariota o pro-
cariota.

Ventajosamente, la invencion se refiere a un vector de expresion de tipo baculovirus que permite la sintesis de las
proteinas segiin la invencién en unas células de insecto.

La presente invencion se refiere asimismo a un procedimiento de purificaciéon de una proteina tal como se ha
definido anteriormente, a partir de una disolucién que comprende dicha proteina, que comprende una etapa de puesta
en presencia de dicha disolucién con un compuesto que se une especificamente a la etiqueta de purificaciéon de dicha
proteina, y una etapa de separacién del complejo formado por la unién de dicha proteina a dicho compuesto de los
demds constituyentes de la disolucién.

El compuesto puede ser fijado sobre un soporte sélido de manera que el complejo formado entre dicho compuesto y
dicha proteina pueda ser recuperado mediante centrifugacién o mediante filtracién. Opcionalmente, dicho compuesto
fijado sobre su soporte puede ser dispuesto en una columna a través de la cual se eluye dicha disolucién.

Ventajosamente, el procedimiento anterior puede comprender asimismo una etapa de disociacién del complejo
formado por la unién de dicha proteina a dicho compuesto con el fin de recuperar la proteina purificada.

La invencion se refiere mds particularmente a un procedimiento de purificacion tal como se ha definido anterior-
mente, que comprende una etapa de puesta en presencia de una disolucién que comprende una proteina tal como se ha
definido anteriormente con un compuesto que comprende un catién metélico divalente seleccionado de entre el Ni**
0 el Co?, en particular el Ni**, y una etapa de separacién del complejo formado por la unién de la proteina a dicho
compuesto de los demds constituyentes de la disolucion.

Ventajosamente, el procedimiento anterior puede comprender asimismo una etapa de disociacién del complejo
formado por la unién de dicha proteina a dicho compuesto que comprende un catién metélico divalente, en particular
con la ayuda de imidazol, con el fin de recuperar la proteina purificada.

Segtin otro modo de realizacidn, la presente invencién se refiere a un procedimiento de conservacién de una pro-
tefna tal como se ha definido anteriormente, en una forma enzimaticamente activa, en particular a -80°C o a 4°C, que
comprende la adicién de dicha proteina a una disolucién que comprende:

- aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM de fructosa-6-fosfato, en particular aproximadamente 1
mM,

- aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM de Tris(2-carboxietil)fosfina, en particular aproximadamen-
te 1 mM,
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- aproximadamente 5% a aproximadamente 20% de glicerol, en particular aproximadamente 10%.
El fructosa-6-fosfato es un sustrato de dicha proteina.

La tris(2-carboxietil)fosfina es un compuesto reductor que permite ventajosamente mantener las propiedades de
resinas que contienen unos iones Ni** o Co?*.

Ventajosamente, el glicerol es un agente crioprotector.

A este respecto, la presente invencion se refiere asimismo a una composiciéon que comprende una proteina GFAT
activa unida a una etiqueta de purificacion tal como una proteina tal como se ha definido anteriormente, siendo dicha
proteina susceptible de poder ser conservada en una forma enzimdticamente activa, durante por lo menos 8§ dias a una
temperatura de 2°C a 10°C, en particular aproximadamente 4°C, y durante por lo menos 12 meses a una temperatura
de -100°C a -20°C, en particular aproximadamente -80°C, estando dicha proteina en asociacién con:

- aproximadamente 1 mM a aproximadamente 10 mM de fructosa-6-fosfato, en particular aproximadamente 1
mM,

- aproximadamente 1 mM a aproximadamente 5 mM de tris(2-carboxietil)fosfina, en particular aproximadamente
1 mM,

- aproximadamente 5% a aproximadamente 20% de glicerol, en particular de aproximadamente 10%.

La presente invencidn se refiere asimismo a la utilizacién de una proteina tal como se ha definido anteriormente,
para el cribado de compuestos que modifican la actividad de dicha proteina, en particular para el cribado de inhibidor
de dicha proteina.

La actividad de las proteinas segtn la invencion se puede medir en particular con la ayuda de los métodos siguien-
tes:

- el método radiométrico descrito por Broschat et al., Analytical Biochem. (2002) 305:10-15,
- el método denominado con Nitro Bleu Tétrazolium descrito por Nakata et al., J. Antibio. (2001) 54:737-743.

- el método Morgan-Elson descrito por Ghosh et al., Method. Enzymol. (1960) 5:414 y detallado en el ejemplo
siguiente.

- el método APAD descrito por Badet et al., Biochemistry (1987) 26:1940 y detallado en el ejemplo siguiente.

Ventajosamente, estos métodos se pueden utilizar para el cribado, en particular de alto caudal, de compuestos que
modifican la actividad de las proteinas segin la invencion.

La invencién se refiere en particular a la utilizacién tal como se ha definido anteriormente, para el cribado de
compuestos Utiles en el marco del tratamiento o de la prevencién de la diabetes, en particular de la diabetes de tipo II,
de la obesidad, de la acidosis, de la cetosis, de la artritis, de los cdnceres o de la osteoporosis.

Descripcion de la figura 1

La figura 1 representa el pldsmido pFastBac-gfat-His6 de peso molecular 6,89 kb. El casete “Ampr” representa
un gen de resistencia a la ampicilina, el casete “ori” representa un origen de replicacion bacteriana, el casete “Gmr”
representa un gen de resistencia a la gentamicina, el casete “Polh Pr” representa el promotor de la polihedrina, el
casete gfat-his6 representa el gen gfatl modificado mediante la insercion de una secuencia que codifica para una
etiqueta hexahistidina. Estan representados asimismo los sitios de restriccion Xbal en posicion 4,11 kb, y EcoRI en
posiciones 4,56 kb y 6,60 kb.

Ejemplo 1
1. Sintesis y clonacion del gen gfatl-His6

El fragmento EcoRI de un ADNc que corresponde al gen gfat! humano ha sido clonado en el sitio EcoRI 1
del vector pCRII (Invitrogen) para formar el plasmido pCRII-gfatl. La secuencia nucleotidica de una etiqueta de
purificacién interna compuesta por 6 restos de histidina ha sido introducida en la posicién 898 de la secuencia del gen
gfatl clonado en pCRII mediante PCR con la platinum pfx polymerase (Roche) y el par de cebadores apropiados:

- Start Aat II-His6:

5’TGGACGTCTTTCTATCCATCGAATTAAACGAACTGCAGGACATCACCATCACCATCACGATCACC
CCGGACG3’ (SECID n° 14)
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- End Hinc I1:
5’CAAAGTTGACTCTTCCTCTCATTGTGTTCACGACAGACTCTGGC3’ (SECID n° 15)

segun el protocolo siguiente: 94°C, durante 2 min. y después 30 ciclos (94°C durante 45 s, 55°C durante 1 min.,
72°C durante 5 min.) seguidos de una polimerizacién de 5 min. a 72°C y vuelta a 4°C.

Después de la digestion por Aatll y Hincll y después purificacion sobre gel de agarosa Seaplaque 1,5% (Tebu), el
amplicon (170 pb) ha sido insertado a nivel de los sitios de restriccion correspondientes en la construccién pCRII-gfat1.
El inserto de 170 pb ha sido introducido mediante ligacién en la construccién con una relacién 3:1 a 16°C durante la
noche en presencia de T4 DNA ligase (Nebs). La mezcla de ligacion (20 ul) asi obtenida ha permitido transformar una
cepa de E. coli IM109. A continuacidn, el fragmento Xbal-HindlIl del plasmido recombinante pCRII-gfat1-His6 ha
sido clonado en el pldsmido donante pFastBac1 (Life Technologies Ltd). El pldsmido pFastBac-gfat-His6 asi generado
(figura 1) ha sido verificado mediante multiples digestiones: Smal, Accl/Dral, PstE1/Xbal, y mediante secuenciacion.
Con vistas a mejorar la construccion, la secuencia corriente arriba del codén de partida ha sido mutada sobre dos
posiciones mediante PCR, con el par de cebadores siguiente, con el fin de retirar dos fases de lectura abiertas corriente
arriba del gen gfatl:

- Start Xbal

5’ AATCTAGATTCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATTGATATC3’ (SEC ID n° 16)
- End Afel

5’ ATTTTTATCAGAGCGCTGGGGGTGGCTATTGACAGG3’ (SECID n° 17)

segun el protocolo: 94°C durante 2 min., después 30 ciclos (94°C durante 15 s, 55°C durante 30 s, 68°C durante 1
min.) seguidos de una polimerizacién de 1 min. a 68°C y vuelta a 4°C.

El fragmento de PCR obtenido, que contiene las dos mutaciones, ha sido purificado sobre gel Seaplaque (Tebu)
a 0,7%, y después digerido por Xbal y Afel para sustituir a su homélogo en pFastBac-gfat-His6 con el fin de pro-
porcionar el pldsmido donante pFastBac-gfat-His6-orf que sirve para la transposicion en las células DH10Bac (Life
Technologies Ltd). La construccién ha sido verificada mediante digestiones Smal, Xbal/PstEl, Xbal/Hindlll, y me-
diante secuenciacion.

Un bacmido recombinante ha sido aislado después de la transposicién en las células DH19Bac y utilizado para
transfectar unas células de insecto Sf9 en presencia de Lipofectin (Life Technologies Ltd). Los baculovirus obtenidos
han sido amplificados en las células Sf9 y el titulo virico ha sido medido a 5.107 pfu/ml.

2. Produccion de la proteina GFATI-His6

Unas células de insectos Sf9 han sido cultivadas a 28°C en presencia de medio SF900II (Life Technologies Ltd)
en frascos de 5 1 bajo agitacién a 100 rpm. Las células con una densidad de 2.10° células/l han sido infectadas por
el baculovirus recombinante obtenido anteriormente con una multiplicidad de infeccién de 2 (pfu/célula), y después
cultivadas durante 72 h.

Las células y el sobrenadante han sido separados por centrifugacion (2.500 g, 10 min a 4°C). Los residuos celulares
se han lavado en presencia de tampén Tris-HC1 20 mM, pH 7, centrifugado (4.000 g. 45 min a 4°C) y congelado a
-80°C.

3. Purificacion de la proteina GFATI-His6

El residuo celular (20 g) ha sido recogido en 50 ml de tampén de lisis (NaPO, 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, imi-
dazol 10 mM, fructosa-6-fosfato (fructosa-6P) 1 mM, TCEP (Tris(2-carboxietil)fosfina) 1 mM, PMSF 1 mM (fluoruro
de fenilmetilsulfonilo), 10% de glicerol y 1 tableta de mezcla de inhibidores de proteasas sin EDTA (Roche Applied
Sciences) y sometido a una trituracién con DynoMill a 4.500 rpm. (4 ciclos durante 30 s) en presencia de 40 g de
microbolas de 0,2 mm de didmetro. El conjunto ha sido enfriado mediante circulacién de etilenglicol/agua regulado
a -15°C. El extracto bruto obtenido (100 ml, 445 mg de proteinas totales) ha sido centrifugado a 4°C durante 20 min.
a 12.000 rpm. El sobrenadante ha sido sometido a una ultracentrifugacién a 4°C (350.000 rpm, 1 h). El sobrenadante
asi obtenido ha sido mezclado con 5 ml de matriz 50% Ni-NTA (Qiagen) durante 2 h a 4°C. La mezcla ha sido vertida
en una columna vacia y después aclarada con 40 ml de tamp6n de lavado (NaPO, 50 mM pH 7,5, NaCl 300 mM,
imidazol 40 mM, fructosa-6P 1 mM, TCEP 1 mM, PMSF 1 mM y 1 tableta de mezcla de inhibidores de proteasas sin
EDTA (Roche Applied Sciences). La elucién ha sido realizada por etapas sucesivas a 125 y 500 mM de imidazol en el
mismo tampo6n que anteriormente. Se han obtenido asi 12 mg de GFAT1-His6 funcional (dosificacion proteica segtin
el método de Bradford).
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4. Conservacion de la enzima GFATI-His6

La enzima se almacend entonces en fracciones de 100 ul en presencia de 1 mM de fructosa-6P, 1 mM de TCEP y
10% de gliceril a -80°C. La estabilidad de la enzima es de varios meses a -80°C y superior a 8 dfas a 4°C.
5. Dosificacion de la actividad de la enzima GFATI-His6

Se han usado diferentes ensayos de dosificacion de la actividad enzimdtica de la GFAT1-His6. Estos ensayos
pueden ser utilizados asimismo con el fin de cribar unos compuestos que modifican, y en particular que inhiben, la
actividad de la GFAT1-His6. Es posible adaptarlos facilmente a un cribado de alto caudal.
Dosificacion de Morgan-Elson

En este caso, la actividad enzimadtica se sigue mediante un ensayo colorimétrico cuyo principio es el siguiente:
la D-glucosamina-6P liberada por la enzima es N-acetilada por el anhidrido acético en medio alcalino (Ghosh et al.,
Method Enzymol. (1962) 5:414), y después la disolucién se trata mediante el agente reactivo de Ehrlich (para-dimetil-
amino-benzaldehido, PDAB) en medio 4cido concentrado; el compuesto rosa formado absorbe a 585 nm.

La reaccién enzimdtica se desarrolla durante 30 minutos a 37°C en presencia de:

- 0,2 ml de fructosa-6P a 100 mM

0,25 mM de L-glutamina a 60 mM

0,25 ml de tampén KPO, a 150 mM pH 7

- 0,1 ml de EDTA (tetra-acetato de etilendiamina) a 25 mM, pH 7

hasta 200 ul de muestra (a completar con H,O si es necesario)
La reaccién se detiene mediante inmersion durante 4 minutos en un bafio de agua a 100°C y después se centrifuga.

Se extraen 0,8 ml del sobrenadante para la dosificaciéon de la glucosamina-6P segun el protocolo siguiente:

- adicién de 0,1 ml de NaHCO; saturado,

- adicion de 0,1 ml de una disolucién de anhidrido acético al 5% en agua preparada extemporaneamente,

- agitacion e incubacion durante 5 minutos a temperatura ambiente,

- incubacién durante 5 minutos en un bafio a 100°C,

- adicién de 0,2 ml de borato de potasio 0,8 M pH 9,1 (a ajustar con KOH 10 N),

- agitacién e incubacién durante 7 minutos en un bafio a 100°C,

- adicién de 3 ml de agente reactivo de Ehrlich diluido 10 veces en dcido acético, preparado extempordneamente,
sobre la disolucion enfriada en hielo,

- incubacion durante 20 minutos a 37°C.

La actividad de la GFAT ha sido determinada en comparacién con una curva patrén establecida utilizando la D-
glucosamina como estdndar en una gama de concentracién de 0 a 200 nmoles. La actividad especifica de la GFAT1-
His6 obtenida ha sido asi medida a 1,7 U/mg. Lo que es superior al valor de 0,4 U/mg obtenido por Broschat et al., J.
Biol. Chem. (2002) 277:14764, para la purificacién de una GFAT1 humana recombinante. Esto traduce una actividad
superior de la GFAT1-His6 y/o una pureza mds importante de la preparacion enzimadtica segtn la invencion.

Los pardmetros cinéticos de la GFAT1-His6 han sido caracterizados frente a la glutamina (K, = 0,2 M) y a
la fructosa-6P (F6P) (K,,"" = 0,006 mM) mediante una dosificacion espectrofotométrica acoplada con la glutamato
deshidrogenasa segiin el ensayo APAD. Lo que estd de acuerdo con los valores citados en la técnica anterior (K" =
0,26 mM y K,,F% = 0,007 mM por Broschat e al., J. Biol. Chem. (2002) 277:14764).
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Dosificacion APAD
Se trata de una dosificacién espectrofotométrica en el ultravioleta de la actividad GFAT. Se basa en la determi-
nacién, en continuo, de la cantidad de L-glutamato formado con la ayuda de la GFAT y de un anédlogo del NAD

(nicotinamida adenina dinucleétido), la APAD (3-acetilpiridina adenina dinucledtido), segtn la reaccién siguiente
(catalizada por la glutamato deshidrogenasa (GDH)):

B ————

L-Glu + APAD GDH a-cetoglutarato + NH," + APADH

La medicién se efectda a 365 nm, a 37°C. En estas condiciones, una unidad de absorbancia corresponde a 0,11
umoles de ADADH formado.

El ensayo comprende:

- 100 ul de ADAP 3 mM (2 mg/ml)

25 ul de KC1 2M
- 100 pl de tampén KPO, 1 M pH 7,2
- 100 pl de fructosa-6P 100 mM (30,41 mg/ml)
- 100 ul de L-glutamina 60 mM purificada (8,77 mg/ml)
- H,0 csp 1 ml (teniendo en cuenta los volimenes a afiadir a continuacién)
- 50 ul de GDH
- muestra a dosificar: 0,5 ug
Es posible utilizar asimismo otros procedimientos de dosificacidn, tales como la dosificacién radiométrica descrita

por Broschat et al., Analytical Biochem. (2002) 305:10-15 o la dosificacién denominada Nitro Bleu Tétrazolium
descrita por Nakata et al., J. Antibio. (2001) 54:737-743.

10
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REIVINDICACIONES
1. Proteina que posee una actividad GFAT que comprende:
una secuencia de GFAT y por lo menos una secuencia de una etiqueta de purificacién, siendo la secuencia de
la etiqueta de purificacion insertada entre dos aminodcidos consecutivos de la secuencia de GFAT, estando dichos

aminodcidos comprendidos en:

¢ una secuencia de GFAT que corresponde a la secuencia que se extiende entre los aminodcidos 30 a 80 de la
GFAT de Escherichia coli, o

e una secuencia de GFAT que corresponde a la secuencia que se extiende entre los aminodcidos 220 a 230 de la
GFAT de Escherichia coli.

2. Proteina segun la reivindicacién 1, en la que la secuencia de GFAT corresponde a una secuencia de GFAT de
bacteria o de eucariota, en particular de planta, de hongo o de animal, en particular de insecto o de mamifero, mas
particularmente del ser humano.

3. Proteina segun la reivindicacién 1 6 2, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacién se inserta entre dos
aminodcidos consecutivos de la secuencia de una GFAT humana, estando dichos aminodcidos comprendidos entre los
aminodcidos 40 a 50 y/o 290 a 330 de dicha secuencia de GFAT humana.

4. Proteina segtin una de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la secuencia de GFAT corresponde a:

- SECID n° 2, que corresponde a la secuencia de la GFAT1 humana, o
- SECID n° 4, que corresponde a la secuencia de la GFAT2 humana, o

- SECID n° 6, que corresponde a la secuencia de la GFAT1Alt humana.

5. Proteina segiin una de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacion se inserta
entre dos aminoécidos consecutivos, estando dichos aminodcidos comprendidos entre los aminodcidos:

- 43 a47yl/o298 a306,de SECIDn°2, 0
- 42 a45y/0299 a307,de SECID n°4, o
- 43 a47yl/o316a324,de SECID n°6,

6. Proteina segtn la reivindicacion 5, en la que la secuencia de la etiqueta de purificacién se inserta entre los
aminoacidos:

- 299y 300de SECIDn°2, 0
- 300y 301 de SECIDn°4, o
- 317y 318 de SECID n° 6.

7. Proteina segtin una de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la etiqueta de purificacién corresponde a una secuencia
de 2 a 10 amino4cidos, en particular de 4 a 8 amino4cidos.

8. Proteina segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la etiqueta de purificacion es una hexa-histidina.
9. Proteina segtn las reivindicaciones 6 y 8, que corresponde a las secuencias:

- SEC ID n° 8, que corresponde a la secuencia SEC ID n° 2 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 299 y 300,

- SEQ ID n° 10, que corresponde a la secuencia SEC ID n° 4 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 300 y 301, y

- SEQ ID n° 12, que corresponde a la secuencia SEC ID n° 6 en la que una hexa-histidina se inserta entre los
aminodcidos 317 y 318.

10. Acido nucleico que comprende o que estéd constituido por una secuencia que codifica para una protefna segin
una de las reivindicaciones 1 a 9.

11
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11. Acido nucleico que comprende o que estd constituido por la secuencia nucleotidica:
- SEC ID n° 7 que codifica para la proteina SEC ID n° §, o

- SEC ID n° 9 que codifica para la proteina SEC ID n° 10, o

- SECID n° 11 que codifica para la proteina SEC ID n°® 12.

12. Vector eucariota o procariota que comprende un dcido nucleico segtn la reivindicaciéon 10 u 11.

13. Procedimiento de purificacidon de una proteina segtin una de las reivindicaciones 1 a 9, a partir de una disolucién
que comprende dicha proteina, que comprende una etapa de puesta en presencia de dicha disolucién con un compuesto
que se une especificamente a la etiqueta de purificacién de dicha proteina, y una etapa de separacién del complejo
formado por la unién de dicha proteina a dicho compuesto de los demds constituyentes de la disolucién.

14. Procedimiento de purificacién segun la reivindicacién 13, que comprende una etapa de puesta en presencia de
una disolucién que comprende una proteina segtin la reivindicacién 9, con un compuesto que comprende un catién
metélico divalente seleccionado de entre el Ni** o el Co**, en particular el Ni**, y una etapa de separacién del complejo
formado por la unién de la proteina a dicho compuesto de los demds constituyentes de la disolucion.

15. Procedimiento de conservacién de una proteina segtin una de las reivindicaciones 1 a 9 en forma enzima-
ticamente activa, en particular a -80°C o a 4°C, que comprende la adicidon de dicha proteina a una disolucién que
comprende:

- 1 mM a 10 mM de fructosa-6-fosfato, en particular aproximadamente 1 mM,
- 1 mM a 5 mM de Tris(2-carboxietil)fosfina, en particular aproximadamente 1 mM,
- 5% a 20% de glicerol, en particular aproximadamente 10%.

16. Composicién que comprende una proteina GFAT activa unida a una etiqueta de purificacién segtin una de
las reivindicaciones 1 a 9, siendo dicha proteina susceptible de poder ser conservada en una forma enzimiticamente
activa, durante por lo menos 8 dias a una temperatura de 2°C a 10°C, en particular 4°C, y durante por lo menos 12
meses a una temperatura de -100°C a -20°C, en particular -80°C, estando dicha proteina en asociacién con:

- 1 mM a 10 mM de fructosa-6-fosfato, en particular 1 mM,
- 1 mM a5 mM de Tris(2-carboxietil)fosfina, en particular 1 mM,
- 5% a 20% de glicerol, en particular 10%.

17. Utilizacién de una proteina segtin una de las reivindicaciones 1 a 9, para el cribado de compuestos que modifi-
can la actividad de dicha proteina, en particular para el cribado de un inhibidor de dicha proteina.

18. Utilizacién segun la reivindicacién 17, para el cribado de compuestos ttiles en el marco del tratamiento o de

la prevencién de la diabetes, en particular de la diabetes de tipo II, de la obesidad, de la acidosis, de la cetosis, de la
artritis, de los cénceres, o de la osteoporosis.

12
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<120> GLUTAMINA:FRUCTOSA-6-FOSFATO AMIDOTRANSFERASA (GFAT) QUE COMPRENDE UNA ETI-
QUETA DE PURIFICACION INTERNA, Y SU UTILIZACION PARA EL CRIBADO DE COMPUESTOS
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
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tct
ser
145

gac
Asp

gtt
val

cat
His

att
Ile

ctc
Leu
228

gtg
val

tat
Tyr

gte
val

ctt
Leu

gect
Ala
305

ttc
FPhe

gtg
val

ttg
Leu

ttg
Leu

cgt
Arg
385

130

gaa
Glu

aat
Asn

atc
Ile

tet
Phe

ggt
Gly
210

tac
Tyr

gac
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tac

ate
Ile

tct
Ser
290

gtg
val

agt
Ser

aac
Asn

ggt
Gly

att
Ile
370

caa
Gln

aca
Thr

cgg

caa
Gln

cece
Pro
195

gta
val

aga
Arg

age
Ser

tet
Phe

tte
Phe
275

ate
Ile

caa
Gln

tca
Ser

aca
Thr

ggt
Gly
355

ctt
Leu

qtt
Val

gac
Asp

gaa
Glu

caa
Gln
180

999
Gly

cgg

aca

aca
Thr
gct
260
ctg

Leu

cat
His

aca
Thr

ttt
Phe

atg
Met
340

ttg
Leu

att
Ile

ctt
Leu

aca
Thr

agt
Ser
165

ttg
Leu

caa
Gln

agt
sex

ggac
Gly
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245
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gaa
Glu

cga
Axg

cte
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atg
Met
325
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Arg

aag
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gag
Glu
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Glu
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caa
Gln

gaa
Glu

gca
Ala

gaa
dlu

aaa
Lys
230

tge
Cys

gat
Asp

gat
Asp

att
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cag
Gln
310

cag
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gga
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gat
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tgt
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gag
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350
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Thr

gat
Asp
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val

cat
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215

gac
Asp

ctt
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Ala

gat
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295

atg
Met

aag
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aga

cac
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gga
Gly
375

ctg
Leu
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att
Ile

ace
Thr

gct
Ala

g9g9c¢
Gly
200
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Lys

aag
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tte
Phe

agt
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gat
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280

cga
Arg

gaa
Glu

gaa
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val

ata
Ile
360

aca
Thr

act

gee
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ttt
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aca
Thr

ctt
Leu
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265

gtt
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cte
Leu

ata
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aac
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345
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gtg
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ttt
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ttt
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ttg
Leu

ctc
Leu
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act
Thr

ctt
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cga
Arg
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age
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235

gaa
Glu

ata
Ile
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cag
318
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Asp

ate
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cct
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gtt
Val
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Thr

gtg
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ggt
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220
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gaa
Glu
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gta
val
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300

atc

Ile

cag
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cag
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get
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380

gtg
val
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ttg
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205
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cgg
Arg

gca
Ala

gaa
Glu

tat

Tyr
160

aga
Arg

gtt
Val

ttg
Leu

ata
Ile

Arg
240

gag
Glu

cge
Arg
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gca
Ala

tgc
Cys

ctt
Leu

aca
Thr

aat
Asn
465

cag
Gln

atc
Ile

ctg
Leu

aaa
Lys

cga
Arg
545

gaa
Glu

cat
His

atc
Ile

gtg
val

act
Thr
625

gtg
val

agt
ser

ttt
phe

cgt
Arg

gtt
val
450

gct
Ala

ttt
Phe

tcc
Ser

cct
Pro

cta
Leu
530

ggc
Gly

att
Ile

ggc
Gly

atg
Met

gtt
Val
610

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

ttc
Phe

tac

435

ggc
Gly

ggt
Gly

gta
val

atg
Met

gat
Asp
515

gca

Ala

tat

act
Thr

cct
Pro

aga
Arg
595

gct
Ala

acc
Thr

tgce
cys

ttc
Phe

ctt
Leu
420

tgt
Cys

agt
Ser

cct
Pro

tce
Ser

caa
Gln
500

ttg

Leu
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Thr

cat
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tat

ctg
Leu
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Asp

cgg

atc
Ile

ttg
Leu

ctg
Leu
405

agt
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aag
Lys

tce
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gag
Glu

ctt
Leu
485

gaa
Glu

att
Ile

gaa
Glu
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atg
Met
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gect
Ala

cac
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cag
Gln

aag
Lys

cag
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caa
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gag
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ata
Ile

att
Ile
470
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Leu
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cac
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ttg
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455

ggt
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atg
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cge
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gaa
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tat
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tct
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gtg
Val

tat
Tyr

cg9
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615

aca

Thr

att
Ile

aac
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ggt
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gga
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440
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gtg
val

ttt
Phe
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Lys

gta
Val
520

cat
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tgt
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gaa
Glu

gat
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gcc
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Lys

ctc
Leu

aca
Thr

gag
Glu
425
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ctg
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cag
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daa
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S8S
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gtg
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aca gca
Thr Ala
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Leu Thr
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atc atg
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Ile Leu
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get ttc cac
Ala Phe Has

aat ctt gcc
Asn Leu Ala
678

<210>2
<211> 681
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (57)..(57)
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ctt gct gtg ctg aga ggc tat gat gtt gat tte cca cgg
Leu Ala Val Leu Arg Gly Tyr Asp Val Asp Phe Pro Arg
660 665 670

aaa tct gtg act gta gag tga
Lys Ser Val Thr Val Glu
680

<223> El “Xaa” en posicién 57 representa Thr o Ile.

<400> 2

Met Cys Gly Ile phe Ala Tyr Leu Asn Tyr His Val Pro Arg

Arg Glu Ile Leu Glu Thr Leu Tle Lys Gly Leu Gln Arg Leu

Arg Gly Tyr Asp Ser Ala Gly Val Gly Phe Asp Gly Gly Asn
35 40 45

Asp Trp Glu Ala Asn Ala Cys Lys Xaa Gln Leu Ile Lys Lys

50

55 60

Lys Val Lys Ala Leu Asp Glu Glu Val His Lys Gln Gln Asp

65

70 75

Leu Asp Ile Glu Phe Asp Val His Leu Gly Ile Ala His Thr

85 90

Ala Thr His Gly Glu Pro Ser Pro Val Asn Ser His Pro Gln

100 105 110

Asp Lys Asn Asn Glu Phe Ile Val Ile His Asn Gly Ile Ile
115 120 125

Tyr Lys Asp Leu Lys Lys Phe Leu Glu Ber Lys Gly Tyr Asp

130

138 140

Ser Glu Thr Asp Thr Glu Thr Ile Ala Lys Leu Vval Lys Tyr

145

150 155

Asp Asn Arg Glu Ser Gln Asp Thr Ser Phe Thr Thr Leu val

165 170

Thr

15

Glu

Asp

Lys

Met

Axg
95

2016

2046

Arg

Lys

Gly

Asp

80

Txp

Ard Ser

Thr

Phe

Met

Glu
175

Asn

Glu

160

Axg
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val

His

Ile

Leu

225

vVal

Val

Leu

Ala

305

Phe

Val

Leu

Leu

Leu

Ile

Phe

Gln

Pro
195

Gly val

210

Asp

Ile

Ser

290

Val

Ser

Asn

Qly

Ile

370

Gln

Ser

Phe

Rrg

Arg

Ser

Phe

Phe

278

Ile

Gln

Ser

Thr

Gly

355

Leu

Val

Asp

Phe

Gln

180

Gly

Arg

Thr

Thr

Ala

260

Leu

His

Thr

Phe

Met

340

Leu

Ile

Leu

Phe

Leu
420

Leu

Gln

Ser

Gly

Thr

245

ser

Glu

Arg

Leu

Met

325

Arg

Lys

Ala

CGlu

Leu

405

Ser

Lys

Glu

Ala

Glu

Lys

230

Cys

Asp

Asp

Ile

Gln

310

Gln

Gly

Asp

cys

Glu

390

Asp

Gln

Glu
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Met
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Ala
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Lys
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Asp

280

Arg

Glu
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Ile

360
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Asn
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Asn

Lys

His
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Arg
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Thr
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<210> 3
<211> 2049
<212> ADN

Asn

465

Gln

Ile

Leu

Lys

Arg

545

Glu

His

Ile

val

Thr

625

Val

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

val

450

Ala

Phe

Ser

Pro

Leu

530

Qly

Ile

Gly

Met

Val

610

Glu

ABp

Phe

Leu
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Gly

Gly

Val

Met

Asp

515

Ala

Thr

Pro

Arg

595

Ala

Thx

Cys

Ala
6§75

Ser

Pro

Ser

Gln

500

Leu

Thr
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Leu

580
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Arg

Ile

Leu

Leu
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Lys

Serx

Glu

Leu
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Glu

Ile

Glu

Tyr

Met

565

Ala
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Gln

Lys

Gln

645

Ala

Ser
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550
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Arg
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val
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Pro
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Leu

Arg
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Glu
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Leu

Gln

Leu

Gly
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Val

Arg
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Thr Asp

Ser Thr
475

Leu Met
490

Ile Met
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Lys Sex

Glu Gly
555
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570

Leu Met
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val Ile
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635
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650
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Met
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Val
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Pro
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620

Lys

Pro

Val
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His Ser
640

Leu Leu
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Pro Arg
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<222> (1)..(2049)

<223>

<400> 3

atg
Met

aag
Lys

aga
Arg

gtc
Val

gct
Ala
65

gag
Glu

999
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

gat
Asp
145

gaa
Glu

cag
Gln

gga
Gly

cgg

tge
cys

gag
Glu

99¢
Gly

aaa
Lys
50

cte
Leu

ttt
Phe

gte
Val

gaa
Glu

agg

130

aca
Thr

act
Thx

ttg
Leu

gaa
Glu

agc
Ser
210

gga ate
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atc ttc
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tac gac
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5

gaa aga
Clu Arg

gat gaa
Asp Glu
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Glu Thr
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ttt gtt
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Glu Gly
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Ala Val
195
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tet
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acqg
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aac
Asn

atc
Ile
465

agt

.tgc

cys

ctg
Leu

ttc
Phe

gtc
val

ctc
Leu
290

gec
Ala

tte
-Phe

ttc
Phe

ctg
Leu

cte
Leu
370

cgg

gct
Ala

tgc
Cys

ctg
Leu

acc
Thr
450

aac
Asn

cag

act
Thr

gac
Asp

ttc
Phe

atc
Ile
275

tce
Ser

atc
Ile

agt
Ser

aat
Asn

ggt
Gly
355

[
atce
Ile

caa
Gln

agt
Ser

ttt
Phe

cgc
Arg
435

gtg
val

gca
Ala

tte

ctg
Leun

agce
Ser

Lttt
Phe
260
tte
Phe

att
Ile

cag
Gln

gcg
Ala
act

340

gge
Gly

gtg
val

gtt
val

gat
Asp

tte
Phe
420

tac
Tyr

gge
Gly

999
Gly

ate

gag
Glu

tcc
Ser
245

gct
Ala

ctg
Leu

cac
His

acc
Thr

tet
Phe
325

atg
Met

ttg
Leu

att
Ile

ttg
Leu

oA A 4
Phe
405

atc
Ile

tgt
Cys

age
Serx

ccg
Pro

tct

aat
Asn
230

gcc
Ala

tct
Ser

gag
Glu

cgg

ttg
Leu
310

atg
Met

aga
Axg

aag
Lys

ggce
Gly

gag
Glu
350

ctg

Leu

age
Ser

aag
Lys

tcc
Ser

gag
Glu
470

ctg

gtg
vVal

tgc
Cys

gat
Asp

gac
Asp

gtc
val
295

cag
Gln

cag
Gln

gagt
Gly

gac
Asp

tgt
cys
375

gaa
Glu

gac
Asp

cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile
455

gtc
Val

gtg
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aag
Lys

ctg
Leu

gea
Ala

gat
Asp
280

aag

Lys

atg
Met

aag
Lys

€99
Axg

cac
His
360

gga
Gly

ctg
Leu

agg

tca
Ser

cgc
Arg
440

tct
Ser

ggc
Gly

atg

aat
Asn

cat
His

agc
Ser
265

gac
Asp

cgce
Arg

gaa
Glu

gag
Glu

gtg
val
345

ttyg
Leu

ace
Thr

act
Thr

aac
Asn

gg9c
Gly
425

ggc
Gly

cgc
Axg

gtg
Val

ttt

atce
Ile

gct
Ala
250
gct
Ala

atc
Ile

tcg
Ser

ctg
Leu

ate
Ile
330
aat
Asn

aag
Lys

age
Ser

gag
Glu

aca

410

gag
Glu

gct
Ala

gag
Glu

gcc
Ala

ggt

tgt
Cys
235

gtg
val

atc
Ile

gce
Ala

gcc
Ala

cag
Gln
318

tte
Phe

ttt
Phe

gag
Glu

tac

ctt
Leu
395

cct

Pro

ace
Thr

ctc
Leu

acc
Thr

agce
ser
475

ttg

aag
Lys

ggc
Gly

ata
Ile

gca
Ala

agt
Ser
300

caa
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu

att
Ile

cac
His
380
cet
Pro

gtyg
val

gcg
Ala

ace
Thr

gac
Asp
460

acc
Thr

atg

aca
Thr

gac
Asp

gag
Glu

gtg
val
285
gat
Asp

ate
Ile

cag
Gln

acc
Thr
cga
365
gct

Ala

gtg
val

tte
Phe

gac
Asp

gtg
val
445

tgc
Cys

aag
Lys

atg

cgg

aag
Lys

cac
His
270
gct
Ala

gac
Asp

atg
Met

cca
Pro

aac
Asn
350

cga

gce
Ala

atg
Met

agg
Arg

acc
Thr
430

ggc
CGly

ggc
Gly

gct
Ala

tct

atg
Met

gcc
Ala
255

acc
Thr

gat
Asp

cca
Pro

aaa
Lys

gaa
Glu
335

aca

Thr

tgc
Cys

gtg
val

gtt
val

gat
Asp
415

ctce
Leu

gtc
Val

gtc
val

tat
Tyr

gaa

aag
Lys
240

gtg
Val

aac
Asn

999
Gly

tct
Ser

ggt
Gly
320

tca
Ser

gtg
val

cga

gct
Ala

gaa
Glu
400

;gac
"ASp

ctyg
Leu

ace
Thr

cac
His

acc
Thr
480

gac

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1182

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488
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Ser

cga
Arg

tct
Ser

cac
Hisg

999
Gly
545

aaa
Lys

aag
Lya

gtc
val

caa
Gln

gat
Asp
625

act

ctg
Leu

aga
Arg

<210> 4
<211> 682
<212> PRT

Gln

att
Ile

tta
Leu

gac
Asp
530

cgg

gag
Glu

cac
His

att
Ile

gtc
val
610

act

gtg
Val

tce
Sex

aat
Asn

<213> Homo sapiens

<400> 4

Phe

tca
Ser

cct
Pro
515

ttg
Leu

g9c¢
Gly

ata
Ile

g99
Gly

atg
Met
595

acg

gaa
Glu

gac
Asp

tte
Phe

ctg
Leu
8§75

Ile

cta
Leu
500

gag
Glu

gcc
Ala

tac
Tyr

ace
Thr

cce
Pro
580

aag
Lys

gce
Ala

agt
ser

tgce

Cys

cac
His
660

gce
Ala

Ser
485

caa

Gln

ctg
Leu

ctg
Leu

aac
Asn
tac
565
ctg

Leu

gat
Asp

cge
Arg

tecc
ser

cte
Leu
64S

ctg
Leu

aag
Lys

Leu

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu
tat
550
atg

Met

gca
Ala

cct
Pro

cag
Gln

aag
Lys
630

cag

Gln

gct
Ala

tet
Sex

val

agg
Arg

aag
Lys

ctc
Leu
535

gcc
Ala

cac
Hisg

ctg
Leu

tgce
Cys

ggt
Gly
615

tee
Phe

gge
Gly

gtt
val

gta
val
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Met

agg

gaa
Glu
520

tac

acc
Thx

tca
Ser

att
Ile

tte
Phe
600

cge
Arg

gcg
Ala

ate
Ile

cte
Leu

act
Thr
680

Phe

caa
Gln
505

gtg
Vval

acg
Thx

tgc
Cys

gaa
Glu

gac
Asp
585
gce
Ala

cecce
Pro

tat
Ty

ctg
Leu
cga
665

gtg
val

Gly
490

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

ggce
Gly
570

aag
Lys

aaa
Lys

att
Ile

aag
Lys

age
Ser
650

gg9a
Gly

gaa
Glu

Leu

ate
Ile

tct
Ser

aga

gaa
Glu
555

atce
Ile

cag
Gln

tge
Cys

ata
Ile

aca
Thr
635

gtg
val

tat
Tyr

tga

Met

ate
Ile

ctg
Leu

tcg
Sex
540

gga
Gly

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln
ctg
620
atc

Ile

att
Ile

gac
Asp

Met

cgt
Arg

gag
Glu
525

ctg
Leu

gce
Ala

gct
Ala

cccC
Pro

aac
Asn
605

tgc
Cys

gag
Glu

ccg
Pro

gtt
val

Ser

ggc
Gly
510

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

999
Gly

gtc
val
590

gce
Ala

tce
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu

gac
Asp
670

Glu
495

ttg

aag
Lys

gtg
val

aaa
Lys

gag
Glu
575

atc

Ile

ctg

aag
Lys

cce
Pro

cag
Gla
655

tte

Phe,
t

Asp

aga
Arg

atc
Ile

atg
Met

att
Ile
560

ctyg
Leu

atg
Met

cag
Gln

gac
Asp

cac
His
640

ctg
Leu

cce
Pro

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2018

2049

Met Cys Gly Ile Phe Ala Tyr Met Asn Tyr Arg Val Pro Arg Thr Arg
10

1

5

15

Lys Glu Ile Phe Glu Thr Leu Ile Lys Gly Leu Gln Arg Leu Glu Tyr
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25
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Arg

val

Ala

65

Glu

Gly

Leu

Asp

145

Glu

Gln

Gly

Arg

Thr

225

Arg

Glu

Arg

Gly

Lys

S0

Leu

Phe

Val

Glu

Arg

130

Thr

Thr

Leu

Glu

Ser
210

Cys

Leu

Phe

Val

Tyr
35

Glu
Asp
Glu
Pro
Phe
11§
Lys
Glu
Glu
Glu
Ala
195
Lys
Thr
Asp

Phe

Ile
275

Asp

Arg

Glu

Thr

Ser

100

Val

Phe

Thr

Asp

Gly

180

val

Leu

Ser

Phe

260

Phe

Ser

His

Glu

His

85

Ala

val

Leu

Ile

Ile

165

Ala

Ala

Lys

Glu

Ser

245

Ala

Leu
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Ala Gly Val Ala

Ile Gln
S5

Leu Tyx
70

Phe Gly

val Asn

Ile Ris

Glu Ser

135

Ala Lys
150

Thr Phe

Phe Ala

Thr Arg

Leu Ser

215

Asn Val

230

Ala Cys

Ser Asp

Glu Asp

40

Leu

Lys

Ile

Ser

Asn

120

Lys

Leu

Ser

Leu

200

Thr

Lys

Leu

Ala

Asp
280

Val
Gln
Ala
His
105
Gly
Gly
Ile
Thr
Val
185
Giy
Glu
Asn
His
Ser

265

Asp

10

Ile

Lys

Asp

His

90

Pro

Ile

Lys

Leu

170

Phe

Ser

Gln

Ile

Ala

250

Ala

Ile

Asp Gly Asn
45

Lys

Ser

75

Thr

Gln

Ile

Glu

155

Val

Lys

Pro

Ile

Cys

235

val

Ile

Ala

Arg
60

Met

Arg

Thr

Phe

140

Val

Glu

Ser

Leu

Pro

220

Lys

Gly

Ile

Ala

Gly

Asp

Trp

Ser

Asn

125

Glu

Phe

Arg

val

Leu

205

Ile

Thr

Asp

Glu

val
285

Asn

Lys

Leu

Ala

Asp

110

Tyr

Ser

Asp

val

His

130

Ile

Leu

Arg

Lys

His

270

Ala

His

val

Lys

Thr

95

Lys

Lys

Glu

Asn

Ile
175

Tyr

Gly

Tyr

Met

Ala

255

Thr

Asp

Glu

Lys

Val

80

His

Gly

Asp

Thr

Arg

160

Gln

Pro

val

Arg

Lys

240

Val

Asn

Gly
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Lys

Arg

305

Asn

val

Leu

Arg

Thr

385

Leu

val

Ala

Ile

465

Sexr

Arg

Ser

His

Leu

290

Phe

Phe

Leun

Leu

370

Arg

Ala

Leu

Thr

450

Asn

Gln

Ile

Leu

Asp
S30

Ser

Ile

Ser

Asn

Gly

355

Ile

Gln

Ser

Phe

Arg

435

val

Ala

Phe

Ser

Pro

515

Leu

1le

Gln

Ala

Thr

340

Gly

val

val

Asp

Phe

420

Gly

Gly

Ile

Leu

500

Glu

Ala

His

Thr

Phe

328

Met

Leu

Ile

Leu

Phe

405

Ile

Cys

Ser

Pro

Ser

48S

Gln

Leu

Leu

Axg

Leu

310

Met

Arg

Lys

CGly

Glu

390

Leu

Ser

Lys

Ser

Glu

470

Leu

Asn

Ile

Glu
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val

295

Gln

Gln

Gly

Asp

Cys

37S

Glu

Asp

Gln

Asp

Ile

455

val

val

Arg

Lys

Leu
535

Lys

Met

Lys

Arg

His

360

Gly

Leu

Arg

Ser

Arg

440

Ser

Gly

Met

Arg

Glu
520

Tyx

Arg

Glu

Glu

val

345

Leu

Thr

Thr

Asn

Gly

425

Gly

Val

Phe

Gln

505

val

Thr

11

Ser

Ile
330

Asn

Lys

Sex -

Glu

Thr

410

Glu

Ala

Glu

Ala

Gly

490

Glu

Leu

Gln

Ala

Gln

315

Phe

Phe

Glu

Leu

395

Pro

Thr

Leu

Thr

Ser

475

Leu

Ile

Ser

Arg

Ser

300

Gln

Glu

Glu

Ile

His

380

Pro

Val

Ala

Thr

Asp

460

Thr

Met

Ile

Leu

Ser
540

Asp

Ile

Gln

Thr

Arg

365

Ala

val

Phe

Rsp

val
445

Cys

Lys

Met

Axg

Glu

525

Leun

Asp

Met

Pro

Asn

350

Arg

Ala

Met

Arg

Thr

430

Gly

Gly

Ala

Ser

Gly

510

Glu

Leu

Pro

Lys

Glu

335

Thr

cys

val

Val

Asp

415

Leu

val

val

Tyr

Glu

495

Leu

Lys

Val

Ser
Gly
320
Ser
Val
Arg
Ala
Glu
400
Asp
Leu
Thr
His
Thr
480
Asp
Arg

Ile

Met
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ES 2343 571 T3

Gly Arg Gly Tyr Rsm Tyr Ala Thr Cys Leu Glu Gly Ala lLeu Lys
545 550 555
Lys Glu Ile Thr Tyr Met HEis Ser Glu Gly Ile Leu Ala Gly Glu
565 570 575
Lys His Gly Pro Leu Ala Leu Ile Asp Lys Gln Met Pro val Ile
580 58S 590
Val Ile Met Lys Asp Pro Cys Phe Ala Lys Cys Gla Asn Ala Leu
53S 600 60S
Gln Val Thr Ala Arxg Gln Gly Arg Pro Ile Ile Leu Cys Ser Lys
610 615 620
Asp Thr Glu Ser Ser Lys Phe Ala Tyr Lys Thr Ile Glu Leu Pro
625 630 635
Thr Val Asp Cys Leu Gln Gly Ile Leu Ser Val Ile Pro Leu Gln
645 650 655
Leu Ser Phe His Leu Ala Val Leu Arg Gly Tyr Asp Val Asp Phe
660 665 670
Arg Asn Leu Ala Lys Ser Val Thr val Glu
675 680
<210>5
<211> 2100
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2100)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<222> (170)..(170)
<223>touc
<400> 5
atg tgt ggt ata ttt gct tac tta aac tac cat gtt cct cga acg aga
Met Cys Gly Ile Phe Ala Tyr Leu Asn Tyr His Val Pro Arg Thr Arg
1 S 10 15
cga gaa atc ctg gag acc cta atc aaa ggc ctt cag aga ctg gag tac
Arg Glu Ile Leu Glu Thr Leu Ile Lys Gly Leu Gln Arg Leu Glu Tyr
20 25 30
aga gga tat gat tct gct ggt gtg gga ttt gat gga ggc aat gat aaa
Arg Gly Tyr Asp Ser Ala Gly Val Gly Phe Asp Gly Gly Asn Asp Lys
is5 40 45

12

Ile

560

Leu

Met

Gln

Aasp

His

640

Leu

Pro

48

96

144
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gat
Asp

aaa
Lys
65

ttg

Leu

gca
Ala

gat
Asp

tac

tct
Ser
145

gac
Asp

gtt
val

cat
His

att
Ile

cte
Leu
225

gga
Gly

tet
Ser

gtg
Val

aat
Asn

g9a

tgg
Trp
50

gtt
val

gat
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys
130

gaa

Glu

aat
Asn

ate
Ile

ttt
Phe

ggt
Gly
210

tac
Tyr

tca
Ser

cgt

gag
Glu

cgc
Axg
290

cgt

gaa
Glu

aag
Lys

ata
Ile

cat
His

aat
AsSn
115
gac
Asp

aca
Thr

cgg
Arg

caa
Gln

ccc
Pro
195
gta
val

aga
Axg

cag
Gln

gtg
val

tat

275

gtc
val

ctt

gece
Ala

gca
Ala

gaa
Glu

gga
Gly
100

aat

Asn

ttg
Leu

gac

gaa
Glu

caa
Gln
180

999
Gly

€99
Arg

aca
Thx

gga
Gly

gac
Asp
260

tac

atc
Ile

tct

aat
Asn

ctg
Leu

ttt
Phe
85

gaa

Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

aca

agt
Ser
1§S
ttg
Leu

caa
Gln

agt
Ser

get
Ala

gaa
Glu
248

age
Serx

ttt
Phe

ttt
Phe

atc

gcc
Ala
gat
70

gat
Asp

ccce
Pro

tet
Phe

aag
Lys

gag
Glu
150

caa
Gln

gaa
Glu

gca
Ala

gaa
Qlu

agg
Arg
230

aga
Arg

aca
Thr

gct
Ala

ctg
Leu

cat

ES 2343571 T3

tgc
Cys
55

gaa
Glu

gta
Val

agt
Ser

atc
Ile

tect
Phe
135

aca
Thr

gat
Asp

gagt
Gly

gtt
Val

cat
His
215
act
Thr

ggc
Gly

acc
Thr

tct
Ser

gaa
Glu
295

cga

aaa
Lys

gaa
Glu

cac
His

cct
Pro

gtt
vVal
120

ttg
Leu

att
Ile

ace
Thr

gct
Ala

ggc
Gly
200

aaa

Lys

cag
Gln

aaa
Lys

tgc
Cys

gat
Asp
280

gat
Asp

att

anc
Xaa

gtt
Val

ctt
Leu

gte
val
105

atet
Ile

gaa
Glu

gee
Ala

agce
Ser

tet
Phe
185

aca
Thr

ctt
Leu

att
Ile

gac

ctt
Leu
265

gca
Ala

gat
Asp

aaa

cag
Gln

cac
His

gga
Gly

aat
Asn

cace
His

age
Ser

aag
Lys

tet
Phe
170

gca
Ala

agg
Arg

tet
Ser

gga
Gly

aag
Lys
250
tte
Phe

agt
Ser

gat
Asp

cga

13

ctt
Leu

aag
Lys
75

ata
Ile

agc
Ser

aat
Asn

aaa
Lys
cte
155

act

ctt
Leu

cga
Axg

act
Thr

attc
Ile
60

caa
Gln

gct
Ala

cac
His

gga
Gly

ggc
Gly
140

gtt
val

acc
Thr

gtg
val

ggt
QOly

gat
Asp

- 220

tca
Ser
235

aaa
Lys

ccg
Pro

gct
Ala

gtt
Val

act

aaa
Lys

gga
Gly

gtg
val

gte
val
gca
300

gca

aag
Lys

caa
Gln

cat
His

ccc
pro

atc
Ile
125

tat

aag
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

agce
Ser
205

cac

His

tte
Phe

age
ser

gaa
Glu

ata
1le
285

gca
Ala

gga

aag
Lys

gat
Asp

acc

cag
Gln
110

ate

Ile

gac
Asp

tat

atg
val

aaa
Lys
190

cct

Pro

att
Ile

aca

tgc
Cys

gaa
Glu
270

gaa
Glu

gta
val

gat

aaa
Lys

atg
Met

cgt
Arg
85

cgc

ace
Thr

tte
Phe

atg
Met

gag
Glu
175

agt
Ser

ctg
Leu

cct
Pro

C99=

aat
Asn
255

aaa
Lys

cac
His

gtg
val

cac

gga
Gly

gat
Asp
80

tgg
Trp

tct
Ser

aac
aAsn

gaa
Glu

tat
160

aga

gtt
Val

ttg
Leu

ata

Ile

tgg

240

cte
Leu

gea
Ala

ace
Thr

gat
Asp

cce

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960
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Gly Arg Leu

305

gga
Gly

ggc
Gly

tet
Ser

gtg
Val
cgg
385

gca
Ala

gaa
Glu

gat
Agp

atg
Met

aca
Thr
465

cat
His

acc
Thx

gat

aaa
Lys

att
Ile
545

atg
Met

cga

Arg

aac
Asn

qtc
Val

aat
Asn
370

cgt
Arg

aca
Thr

cta
Leu

gtt
Val

ggt
Gly
450
aac
Asn

att
Ile

age
Ser

cgg

cgg
530

cag
Gln

gga
Gly

get
Ala

tte
Phe

gtg
Val
355

ttg
Leu

ttg
Leu

cgt
Arg

gca
Ala
tge
435

ctt
Leu

aca
Thr

aat
Asn

cag
Gln

atc
Ile
515

ctg
Leu

aaa
Lys

cga
Arg

Ser

gtg
val

agt
Ser
340
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ggt
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agt
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Leu
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caa
Gln
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qgt
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gtt
val
405

gac
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ggc
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ggt
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gta
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atg
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tat
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Leu
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ctt
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Pro
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caa
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ttg
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550

cat
His
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atg
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aga
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aag
Lys
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ctg
Leu
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aag
Lys
455
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gag
Glu

ctt
Leu

gaa
Glu

att
Ile
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gaa
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tat
TYyY
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cag
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gga
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360

gat
Asp
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Cys

gag
Glu
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Glu

ata
Ile

att
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Leu
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Ala
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atg
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Lys
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atg
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Leu

ata
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Lys

agt
Ser
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Glu

aca
Thr
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Ala
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ctg
Leu
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Gln
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ttt
Phe
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Thx
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Ile

agce
Ser
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cag
Gln
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Ala
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atg
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Gly
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cga
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Thr
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gga
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gga
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ctg
Leu
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Pxo
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gag
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Thr
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gta
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400
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gat
Asp
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atce
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ata
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<210> 6
<211> 699
<212> PRT

atc
Ile

ttg
neu

atg
Met

cag
Gln
625

gag
Glu

cac
His

ttg
Leu

cca
Pro

aaa
Lys

aaa
Lys

atc
Ile
610

caa

Gln

gat
Asp

tca
Ser

ctg
Leu

€99
690

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature
<222> (57)..(57)
<223> El “Xaa” en posicién 57 representa Thr o Ile.

<400> 6

Met

Lys
&5

gaa
Glu

cat
His
§95

atc
Ile

gtg
val

act
Thr

gtg
val

gct
Ala
675

aat
Asn

att
Ile
580

ggc
Gly

atg
Met

gtt
val

gag
Glu
gac
660
ttc
Phe

ctt
Leu

565

act

cct
Pro

aga

gct
Ala

acc
Thr
645

tgc
Cys

cac
His

gce
Ala

tat
Tyrx

ctg
Leu

gat
Asp

cqg9
630
att

Ile

ttg
Leu

ctt
Leu

aaa
Lys

Cys Gly Ile Phe
S

Glu Ile Leu Glu

20

Gly Tyr Asp Ser

as

Trp Glu Ala Asn

50

Val Lys Ala Leu
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atg
Met

gct
Ala

cac
His
615

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln

gct
Ala

tct
Ser
695

cac
His

ttg
Leu
600

act

999
Gly

aac
Asn

gge
Gly

gtg
val
680

gtg
val

tct
Ser
585

gtg
val

tat
Tyr

cgg
Arg

aca
Thr

att
Ile
665

ctg
Leu

act
Thr

Ala Tyr Leu

Thr Leu Ile

Ala Gly Vval

40

Ala Cys Lys

S5

Asp Glu Glu

70

15

570

gaa
Glu

gat
Asp

gcc
Ala

cct
Pro

aaa
Lys
650

cte

Leu

aga
Arg

gta
val

g9¢
Gly

aaa
Lys

aay
Lys

gtg
val
635

aga

Arg

age
Ser

gge
Gly

gag
Glu

atec
Ile

ttg
Leu

tgt
Cys
620
gta
val

acg
Thr

gtg
val

tat

tga

ctt
Leu

atg
Met
605

cag
Gln

att
Ile

ate
Ile

ate
Ile

gat
Asp
685

gct
Ala
590

cct
Pxo

aat
Asn

tgt
Cys

aag
Lys

cct
Pro
670

gte
val

Asn Tyr Hig Val Pro
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Lys Gly Leu Gln Arg

25

Gly Phe Asp Gly Gly

45

Xaa Gln Leu Ile Lys

60

Val His Lys Gln Gln

75

575

ggt
Gly

gty
val

gct
Ala

gat
Asp

gtg
val
655

tta

Leu

gat
Asp

Arg Thr Arg

Leu Glu Tyr

30

Asn 2sp Lys
Lys Lys Gly

Asp Metr Asp
80

gaa
Glu

atc
Ile

ctt
Leu

aag
Lys
640

cce
Pro

cag
Glo

tte
Phe
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Ala

Ser
145

Asp

val

Ile
Leu
225
Gly

Ser

val

Gly
305

Gly

Asp

Thr

Lys

Lys

130

Glu

Asn

Ile

Phe

Gly

210

Tyr

Ser

Arg

Glu

290

Axrg

Arg

Ile

His

Asn

115

Asp

Thr

Arg

Gln

Pro

185

val

Arg

Gln

val

275

val

Leu

Ala

Glu

Gly

100

Asn

Leu

Asp

Glu

Gln

180

Gly

Arg

Thr

Gly

Asp

260

Ile

Ser

Val

Phe
85

Glu

Glu

Lys

Thr

Ser

16s

Leu

Gln

Ser

Ala

Glu

245

Ser

Phe

Phe

Ile

Gln
325

Asp

Pro

Phe

Lys

Glu

150

Glp

Glu

Ala

Glu

Arg

230

Arg

Thr

Ala

Leu

His

310

Thr
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val
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Phe

135

Thr

Asp

Gly

Val

His

215

Thr

Gly

Thr

Ser

Glu

295

Arg

Leu

His
Pro
Val
120
Leu
Ile
Thx
Ala
Gly
200
Lys
Gln
Lys
Cys
Asp
280
Asp

Ile

Gln

Leu

val

105

Ile

Glu

Ala

Ser

Phe

185

Thr

Leu

Ile

Asp

Leu

265

Ala

Asp

Lys

Met

16

Gly
90

Asn
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Ser
Lys
Phe
170
Ala
Axrg
Ser
Gly
Lys
250
Phe
Ser
Asp

Arg

Glu
330

Ile
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Asn

Lys

Leu

18S

Thr

Leu

Thr

Ser

235

Lys

Pro

Ala

Val

Thr

31s

Leu
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His

Gly

Gly

140

Val

Thr

val

Gly
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Lys

Gly

val
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Ala

300

Ala

Gln

Risg

Pro

Ile

12§

Lys

Leu

Phe

Ser

205

His

Phe

Ser

Glu

Ile
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Gly

Gln

Thr

Gln

110

Ile

Asp

val

Lys
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Pro

Ile

Thr

Ccys

Glu

270

Glu

Val

Asp

Ile

Arg

95

Axg

Thr

Phe

Met

Glu
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Ser

Leu

Pro

Axg

Asn

255

Lys

His

Val
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Met
335

Ser

Asn

Glu

160

Arg

Val

Leu

Ile
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Leu -

Ala

Thr

Asp

Pro
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Gly

Ser

val

Arg

385

Ala

Glu

Asp

Met

Thr

465

Thrx

Asp

Lys

Ile

545

Met

Ile

Asn

Val
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370

Thr

Leu

val

Gly

450
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Ile
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Arg

530

Gln

Gly

Lys
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Leu

Leu

Arg

Ala

Cys

435S

Leu

Thr

Asn

Gln

Ile

515

Leu

Lys

Glu

Sex
340

Asn

Gly

Ile

Gln

Ser

420

Phe

Arg

val

Ala

Phe

500

Ser

Pro

Leu

Gly

Ser

Thr

Gly

Leu

val

405

Asp

Phe

Gly

Gly

485

val

Met

Asp

Ala

Tyr
565

Phe

Met

Leu

Ile

390

Leu

Phe

Leu

Ser

470

Pro

Ser

Gln

Leu

Thr

50

His

Ile Thr Tyr

580
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Arg

Lys
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Ala

Glu

Leu

Ser

Lys

455

Serx

Glu

Leu

Glu

Ile

535

Glu

Met
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360

Asp

Cys

Glu

Asp

Gln

440

Glu

Ile

Ile

val

Arg

520

Lys

Leu

Ala

His

Lys

345

Arg

Ris

Gly

Leu

Arg

425

Ser

Arg

Ser

Gly

Met

508

Arg

Glu

Thr

Ser
585

17

Glu

val

Ile

Thr

410

Asn

Gly

Gly

Arg

val

490

Phe

Lys

val

His

Cys

570

Glu

Ile

Asn

Lys
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395

Glu

Thr

Glu

Ala

Glu

475

Ala

Ala

Glu

Gln
555

Leu

Gly

Phe

Phe

Glu

380

Leu

Pro

Thr

Leu

460

Thr

Ser

Leu

Ile

Ser

540

Lys

Glu

Ile

Glu
Asp

365

Ile

Pro

val

Ala

445

Thr

Asp

Thr

Met

Met

525

Met

Ser

Gly

Leu

Gln

350

Asp

Gln

Ala

vVal

Phe

430

Asp

val

Cys

Lys

Met

510

Leu

Asp

val

Ala
590

Pro Glu

Tyr Thr

Arg Cys

Gly Val
400

Met Vval
415

Arg AsSp

Thr Leu

Gly Ile

Gly val
480

Ala Tyr
495

Cys Asp

Gly'Leu

Asp Glu

Leu Ile
560
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ES 2343 571 T3

Leu Lys His Gly Pro Leu Ala Leu Val Asp Lys Leu Met Pro Val
595 600 605
Met Ile Ile Met Arg Asp His Thr Tyr Ala Lys Cys Gln Asn Ala
610 615 620
Gln Gln Val val Ala Arg Gln Gly Arg Pro Val Val Ile Cys Asp
625 630 635
Glu Asp Thr Glu Thr Ile Lys Rsn Thr Lyas Arg Thr Ile Lys Val
645 650 655
His Ser Val Asp Cys Leu Gln Gly Ile Leu Ser Val Ile Pro Leu
660 665 670
Leu Leu Ala Phe His Leu Ala Val Leu Arg Gly Tyr Asp Val Asp
675 680 685
Pro Arg Asn Leu Ala Lys Ser Val Thr Val Glu
690 695
<210> 7
<211> 2064
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> GFAT1 modificada por una etiqueta de purificacién interna
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(2064)
<223>
<220>
<221> misc_feature
<222> (170)..(170)
<223>toc
<400> 7
atg tgt ggt ata ttt gct tac tta aac tac cat gtt cct cga acg aga
Met Cys Gly Ile Phe Ala Tyr Leu Asn Tyr His Val Pro Arg Thr Arg
1 5 10 15
cga gaa atc ctg gag acc cta atc aaa ggc ctt cag aga ctg gag tac
Arg Glu Ile Leu Glu Thr Leu Ile Lys Gly Leu Gln Arg Leu Glu Tyr
20 25 30
aga gga tat gat tct gct ggt gtg gga ttt gat gga ggc aat gat aaa
Arg Gly Tyr Asp Ser Ala Gly Val Gly Phe Asp Gly Gly Asn Asp Lys
35 40 45
gat tgg gaa gcc aat gcc tgc aaa anc cag ctt att aag aag aaa gga
Asp Trp Glu Ala Asn Ala Cys Lys Xaa Gln Leu Ile Lys Lys Lys Gly
S0 ss 60
aaa gtt aag gca ctg gat gaa gaa gtt cac aag caa caa gat atg gat

18

Ile

Leu

Lys

640

Pro

Gln

Phe

48
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144

132

240
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ttg
Leu

gca
Ala

gat
Asp

tac
Tyr

tct
Ser
145

gac
Asp

gttt
val

cat
His

att
Ile

ctc
Leu
225

gtg
val

tat
Tyx

gtc
val

ctt
Leu

cac
Hisg
308

cag
Gln

val

gat
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

aaa
Lys
130

gaa
Glu

aat
Asn

atc
Ile

ttt
Phe

ggt
Gly
210

tac

Tyr

gac
Asp

tac

ate
Ile

tct
Ser
290

gat
Asp

atc
Ile

Lys

ata
Ile

cat
His

aat
Asn
115

gac
Asp

aca
Thr

cgg

caa
Gln

ccc
Pro
195

gta
val

aga
Arg

agc
Ser

ttt
Phe

tte
Phe
278

atc
Ile

cac
His

atg
Met

Ala

gaa
Glu

gga
Gly
100

aat

Asn

ttg
Leu

gac
Asp

gaa
Glu

caa
Gln
180

999
Gly

cgg

aca
Thr

aca

get
Ala
260

ctg
Leu

cat
His

cce
Pro

aag
Lys

Leu

tee
Phe
85

gaa
Glu

gaa
Glu

aaa
Lys

aca
Thr

agt
Sexr
165

ttg

Leu

caa
Gln

agt
Ser

ggc
Gly

acc
Thr
245

tect
Ser

gaa
Glu

cga

gga
Gly

ggc
Gly

ASBp

gat
Asp

ccc
Pro

ttt
Phe

aag
Lys

gag
Glu
150

caa
Gln

gaa
Glu

gca
Ala

gaa
Glu

ada
Lys
230

tgce
Cys

gat
Asp

gat
Asp

att
Ile

cga
Arg
310

aac
Asn
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Glu
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vVal

agt
Ser

atc
Ile

ttt
Phe
1385

aca
Thr

gat

ggt
Gly

gtt
val

cat
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215

gac
Asp

ctt
Leu

gca
Ala

gat
Asp

aaa
Lys
295

gct
Ala

ttc
Phe

Glu

cac
His

cect
Pro

gtt
Val
120

ttg
Leu

att
Ile

acc
Thr

gct
Ala

ggc
Gly
200

aaa
Lys

aag
Lys

ttc
Phe

agt
ser

gat
Asp
280

cga
Arg

gtg
val

agt
ser

val

ctt
Leu

gtc
Val
105

att
Ile

gaa
Glu

gcc
Ala

agc
Ser

ttt
Phe
185

aca
Thr

ctt
Leu

aaa
Lys

ccg
Pro

gct
Ala
265

gtt
val

act
Thr

caa
Gln

tca
Ser

His

gga
Gly
90

aat
Asn

cac
His

age
Ser

aag
Lys

ttt
Phe
170

gca
Ala

agg

tect
Ser

gga
Gly

gtg
val
250

gte
val

gca
Ala

gca
Ala

aca
Thr

ttt
Phe

19

Lys
75

ata
Ile

age
Ser

aat
Asn

aaa
Lys

ctc
Leu
155

act
Thr

ctt
Leu

cga
Axg

act
Thry

age
Ser
235

gaa
Glu

ata
Ile

gca
Ala

gga
Gly

cte
Leu
315

atg
Met

Gln

gct
Ala

cac
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gga
Gly

ggc
Gly
140

gtt
val

ace
Thr

gtg
Val

ggt
Gly

gat
Asp
220

tgc
Cys

gaa
Glu

gaa
Glu

gta
val

cat
His
300
cag

Gln

cag
Gln

Gln

cat
His

cce
Pro

atc
Ile
125

tat
Tyx

aag
Lys

ttg
Leu

ttt
Phe

agc
Ser
205

cac
His

aat
Asn

aaa
Lys

cac
His

gtg
val
285

cac
His

atg
Met

aag
Lys

Asp

acc
Thr

cag
Gln
110

atc
Ile

gac
Asp

tat

gtg
val

aaa
Lys
150

cct
Pro

ate
Ile

ctc
Leu

gca
Ala

acec
Thr
270

gat
Asp

cat
His

gaa
Glu

gaa
Glu

Met Asp
80

cgt tgg
Arg Trxp
95

cge tet
Arg Ser

acc aac
Thr Asn

tte gaa
Phe Glu

atg tat

Met Tyr
lé0

gag aga
Glu Arg
175

agt gtt
Ser Val

ctg ttg
Leu Leu

cct ata
Pro lle

tct cgt
Sex Arg
240

gtg gag
Val!Glu
255°

aat cgc
Asn Arxg

gga cgt
Gly Arg

cac cat
His His

ctc cag
Leu Gln
320

ata tct
Ile Phe

288
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432
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672
720
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Blé
864
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960

1008



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

gag
Glu

gat
Asp

atc
Ile

cat
His
385

cct
Pro

gtc
val

geca
Ala

act
Thr

gat
Asp
465

aca
Thr

atg
Met

atg
Met

atg
Met

tca
Ser
545

999
Gly

ctt
Leu

cag
Gln

gac
Asp

cag
Gln
370

gct
Ala

gtg
Val

ttt
Phe

gat
Asp

gtg
Val
450

tgt
Cys

aag
Lys

atg
Met

ctt
Leu

gat
Asp
530

gtt
Val

gca
Ala

gct
Ala

cCa
Pro

tat

Tyx
355

aga
Arg

ggt
Cly

atg
Met

cga
Arg

act
Thr
435

ggg
Gly

gga
Gly

gct
Ala

tgt
Cys

gga
Gly
51S

gac
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ctg
Leu

ctg
Leu

qgt
Gly

gag
Glu
340

act
Thr

tge
Cys

gta
val

gtg
val

gat
Asp
420

ttg
Leu

atc
Ile

gtt
val

tat

gat
Asp
500

ttg
Leu

gaa
Glu

ata
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu
580
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tct
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val

cgg
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gaa
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405

gat
Asp

atg
Met

aca
Thr

cat
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acc
Thr
485

gat
Asp

aaa
Lys

att
Ile

atg
Met

atce
Ile
565

ttg
Leu

gte
val

aat
Asn

cgt
Arg

aca
Thr
390

cta
Leu

gtt
val

ggt
aly

aac
Asn

att
Ile
470

agc
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c€gg

cgg
Arg

cag
Gln

gga
Gly
550

aaa

Lys

daa
Lys
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gtg
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ttg
Leu

ttg
Leu
375

cgt
Arg

gca
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tgc
Cys

ctt
Leu

aca
Thr
455

aat
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cag
Gln

ate
Ile

ctg
Leu

aaa
Lys
535

cga
Arg
gaa
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cat
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aac
Asn

gqgt
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360

att
Ile
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Gln

agt
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tte
Phe

egt
Arg
440

gtt
val

gct
Ala

ttt
Phe

tee
ser

cct
Pro
520

cta

Leu

gge
Gly

att
Ile

ggc
Gly

aca
Thr
345

ggt
Gly

ctt
Leu

gtt
Val

gac

tte
Phe
425

tac

ggc
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ggt
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gta
val

atg
Met
505

gat
Asp

gca
Ala

tat

act
Thr

cct
Pro
585

20

330

atg
Met

ttg
Leu

att
Ile

ctt
Leu

tte
Phe
410

ctt
Leu

tgt
Cys

agt
Ser

cct
Pro

tce
Ser
490

caa
Gln

ttg
Leu

aca
Thr

cat
His

tat

Tyx
570

ctg
Leu

aga

aag
Lys

gct
Ala

gag
Glu
395

ctg
Leu

agt
Ser

aag
Lys

tece
Ser

gag
Glu
475
ctt
Leu

gaa
Glu

att
Ile

gaa
Glu
tat
555
atg

Met

gct
Ala

gga
Gly

gat
Asp

tgt

Cys
380

gag
Glu

gac
Asp

caa
Gln

gag
Glu

ata
Ile
460

att
Ile

gtg
val

aga

aag
Lys

ctt
Leu
540

get
Ala

cac
His

ttg
Leu

aga
Arg

cac
His
365

gga
Gly

ctg
Leu

aga
Arg

tca
Ser

aga
Arg
445

tca

Sexr

ggt
Gly

atg
Met

cgce
Arg

gaa
Glu
525

tat

act
Thr

tet
Ser

gtg
val

gtc
val
350

ata
Ile

aca
Thr

act
Thr

aac
Asn

ggt
Gly
430

gga
Gly

cgg

gtg
val

ttt
Phe

aaa
Lys
510

gta
val

cat
His

tgt
cys

gaa
Glu

gat
Asp
590

135

aac
Asn

aag
Lys

agt
Ser

gag
Glu

aca
Thr
415

gag
Glu

gct
Ala

gag
Glu

gce
ala

gcc
Ala
495

gag
Glu

ctg
Leu

cag
Gln

ctt
Leu

ggc
Gly
575

aaa
Lys

tet
Fhe

gag
Glu

tac

ttg
Leu
400

cca
Pro

aca
Thr

tta
Leu

aca
Thr

agt
ser
480

ctt
Leu

ate
1le

age
Ser

aag
Lys

gaa
Clu
560

atc
Ile

ttg
Leu

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776
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<210> 8
<211> 687
<212> PRT

atg
Met

cag
Gln

att
Ile
625

atc
Ile

atc
Ile

gat

cct
Pro

aat
Asn
610

tgt
Cys

aag
Lys

cct
Pro

gtt
val

gtg
val
595

gct
Ala

gat
Asp

gtg
val

tta
Leu

gat
Asp
675

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature
<222> (57)..(57)
<223> El “Xaa” en posicién 57 representa Thr o Ile.

<220>

atc atg
Ile Met

ctt cag
Leu Gln

aag gag
Lys Glu

cce cac
Pro His
645

cag ttg
Gln Leu
660

ttc ceca
Phe Pro

atc
Ile

caa
Gln
gat
630

tca
Ser

ctg
Leu

cgg

ES 2343 571 T3

atc
Ile

gtg
val
61S

act
Thr

gtg
val

gct
Ala

aat
Asn

atg
Met
600

qtt
val

gag
Glu

gac
Asp

tte
Phe

ctt
Leu
680

aga
Arg

gect
Ala

acc
Thr

tgc
Cys

cac
His
665

gce
Ala

gat

¢gg

att
Ile

ttg
Leu
650

ctt
Leu

aaa
Lys

cac act tat gcec
His Thr Tyr Ala

cag 999
Gln Gly
620

aag aac
Lys Asn
635

cag ggc
Gln Gly

get gtg
Ala Val

tct gtg
Ser Val

<223> GFAT1 modificada por una etiqueta de purificacién interna

<400> 8

Met Cys Gly Ile
1

Arg Glu

Arg Gly

Asp Trp

50

Lys Val

65

Leu Asp

Ile Leu
20

Tyr Asp
35
Glu Ala

Lys Ala

Ile Glu

Phe

Glu

Ser

Asn

Leu

Phe
85

Ala

Thr

Ala

Ala

Tyr

Leu

Gly

cys
55

Asp Glu

70

Asp Val

Leu Asn Tyr Hisg
‘10

Ile Lys
25

val Gly

40

Lys Xaa

Glu Vval

His Leu

21

Gly Leu

Phe Asp

Gln Leu

His Lys

75

Gly Ile
50

605

c€gg
Arg

aca
Thr

att
Ile

ctg
Leu

act
Thr
68S

cct
Pro

aaa
Lys

cte
Leu

aga
Arg
670

gta
Val

aag tgt
Lys Cys

gtg gta
Val val

aga acg
Arg Thr
640

agc gtg
Ser Val
655

ggc tat
Gly Tyr

gag tga
Glu

val Pro Arg Thr Arg

15

Gln Arg Leu Glu Tyr

30

Gly Gly Asn Asp Llys

45

Ile Lys Lys Lys Gly

60

Gln Gln Asp Met Asp

80

Ala His Thr Arg Trp

95

1824

1872

1920

1968

2016

2064
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Ala .

Asp

Sex

145

Asp

val

Ris

Ile

Leu

225

Val

val

Leu

His

305

Gln

Glu

Asp

Lys

Lys

130

Glu

Asn

Ile

Phe

Gly

210

Asp

Ile

Ser

290

Asp

Ile

Gln

Asp

His

Asn

11s

ASp

Thr

Arg

Gln

Pro

195

Val

Axg

Ser

Phe

Phe

275

Ile

His

Met

Pro

Gly

100

Asn

Leu

Asp

Glu

Gln

180

Gly

Thr

Thr

Ala

260

Leu

His

Pro

Lys

Glu

340

Thr

Glu

Glu

Lys

Thr

Serxr

165

Leu

Gln

Ser

Gly

Thr

245

Ser

Glu

Arg

Gly

Gly

325

Ser

val

Pro

Phe

Lys

Glu

150

Gln

Glu

Ala

Glu

Lys

230

Cys

Asp

Asp

Ile

Arg

310

Asn

Val

Asn

ES 2343571 T3

ser Pro val

Ile

Phe

135

Thr

Asp

Gly

val

His

215

Asp

Leu

Ala

Asp

Lys

298

Ala

Phe

val

Vval

120

Leu

Ile

Thr

Ala

Gly

200

Lys

Lys

Phe

Ser

Asp

280

Arg

val

Ser

Asn

105

Ile

Glu

Ala

Ser

Phe

185

Thr

Leu

Lys

Pro

Ala

265

val

Thr

Gln

Ser

Thr
345

Leu Gly Gly

22

Asn

His

Ser

Lys

Phe

170

Ala

Arg

Ser

Gly

val

250

Val

Ala

Ala

Thr

Phe

330

Met

Leu

Ser

Asn

Lys

Leu

155

Thr

Leu

Arg

Thr

Ser

235

Glu

Ile

Ala

Gly

Leu

315

Met

Arg

Lys

His

Gly

Gly

140

Val

Thr

val

Gly

Asp

220

Cys

Glu

Glu

Val

His

300

Gln

Gln

Gly

Asp

Pro

Ile

125

Lys

Leu

Phe

Ser

208

Asn

Lys

Val

285

His

Met

Lys

Arg

Gln
110

Ile

Asp

Val

Lys

190

Pro

Ile

Leu

Ala

Thr

270

Asp

Hisg

Glu

Glu

Val

350

Ile

Arg
Thr
Phe
Met
Glu
175
Sex
Leu
Pro
Ser
val
255
Asn
Gly
His
Leu
Ile
335

Asn

Lys

Sex

Asn

Glu

160

Arg

Val

Leu

Ile

Arg

240

Glu

Arg

Arg

His

Gln

320

Phe

Phe

Glu
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Ile

His

3ss

Pro

val

Ala

Thr

Asp

465

Thr

Met

Met

Met

Ser

545

Gly

Leu

Met

Gln

Gln

370

Ala

val

Phe

Rsp

Val

450

Cys

Lys

Met

Leu

Asp

530

val

Ala

Ala

Pro

Asn
610

358

Arg

Gly

Met

Arg

Thr

435

Gly

Gly

Ala

Cys

Gly

515

Asp

Leu

Leu

Gly

val

585

Ala

Cys

val

val

Asp

420

Leu

Ile

val

Asp

500

Leu

Glu

Ile

Lys

Glu

$80

Ile

Leu

Arg

Ala

Glu

405

Asp

Met

Thr

His

Thr

485

Asp

Lys

Ile

Met

Ile

565

Leu

Met

Gln

ES 2343571 T3

Arg

Thr

390

Leu

val

Gly

Asn

Ile

470

Ser

Arg

Arg

Gln

Gly

S50

Lys

Lys

Ile

Gln

Leu

375

Arg

Ala

Cys

Leu

Thr

455

Asn

Gln

Ile

Leu

Lys

5§35

Axg

Glu

His

Ile

val
615

360

Ile

Glo

Ser

Phe

Arg

440

val

Ala

Phe

Ser

Pro

520

Leu

Gly

Ile

Gly

Met

600

val

Leu

val

Asp

Phe

425

Gly

Gly

val

Met

505

AsSp

Ala

Thr

Pro

585

Arg

Ala

23

Ile

Leu

Phe

410

Leu

Cys

Ser

Pro

Ser

490

Gln

Leu

His

570

Leu

Asp

Arg

Ala

Glu

395

Leu

Ser

Lys

Ser

Glu

475

Leu

Glu

Ile

Glu

555

Met

Ala

His

Gln

Cys

380

Glu

Asp

Gln

Glu

Ile

460

Ile

val

Arg

Lys

Leu

540

Ala

His

Leu

Thr

365

Gly

Leu

Axg

Ser

Arg

445

Ser

Gly

Met

Arg

Glu

525

Thr

Ser

val

605

Gly Arg

620

Thr

Thr

Asn

Gly

430

Gly

Arg

val

Phe

Lys

510

Val

His

Cys

Glu

Asp

590

Ala

Pro

Ser

Glu

Thr

415

Glu

Ala

Glu

Ala

Ala

49S

Glu

Leu

Gln

Leu

Gly

575

Lys

Lys

val

Leu

400

Pro

Thr

Leu

Thr

Ser

480

Leu

Ile

Ser

Lys

Glu

560

Ile

Leu

Cys

val



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>9
<211> 2067
<212> ADN

ES 2343 571 T3

Ile Cys Asp Lys Glu Asp Thr Glu Thr 1le Lys Asn Thr Lys Arg Thr

625 630 635

640

Ile Lys Val Pro His Ser Val Asp Cys Leu Gln Gly Ile Leu Ser Val

645 650

655

Ile Pro Leu Gln Leu Leu Ala Phe His Leu Ala Val Leu Arg Gly Tyr

660 665

670

Asp Val Asp Phe Pro Arg Asn Leu Ala Lys Ser Val Thr val Glu
68S

675 680

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> GFAT2 modificada por una etiqueta de purificacién interna

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(2067)

<223>

<400> 9

atg
Met

aag
Lys

aga
Arg

gtc
val

gct
Ala
65

gag
Glu

999
Gly

aac
Asn

ctg

tge gga atc ttt gecc tac atg aac tac aga gtc cce
Cys Gly Ile Phe Ala Tyr Met Asn Tyr Arg Val Pro

S 10

gag atc ttc gaa acc ctc atc aag ggc ctg cag cgg
Glu Ile Phe Glu Thr Leu Ile Lys Gly Leu Gln Arg

20 25

gge tac gac tecg gca ggt gtg gcg atc gat ggg aat
Gly Tyr Asp Ser Ala Gly Val Ala Ile Asp Gly Asn

35 40 45

aaa gaa aga cac att cag ctg gtc aag aaa agg ggg

Ly
S0

8 Glu Arg His Ile Glo Leu Vval Lys Lys Arg Gly
55 60

ctc gat gaa gaa ctt tac aaa caa gac agc atg gac
Leu Asp Glu Glu Leu Tyr Lys Gln Asp Ser Met Asp

tt
Ph

70 75

t gag aca cac ttc ggec att gcc cac acg cgc tgg
e Glu Thr His Phe Gly Ile Ala His Thr Arg Trp
85 90

gtc ccc agt gct gtc aac age cac cct cag cge tca

Va

ga

1 Pro Ser Ala Val Asn Ser His Pro Gln Arg Ser
100 105

a ttt gtt gte atc cac aat ggg atc atec aca aat

Glu Phe Val Val Ile His Asn Gly Ile Ile Thr Asn

11s 120 . 125

agg aaa ttt ctg gaa agc aaa ggc tac gag ttt gag

24

cgg

ctg
Leu
30

aat

aaa
Lys

tta
Leu

gcc
Ala
gac
110
tac

Tyr

tca

acg agg
Thr Arg
15

gag tac
Glu Tyr

cac gaa
His Glu

gtc, aag
Val'Lys

aaa gtg
Lys Val
B0

acc cac
Thr His

aaa ggc
Lys Gly

aaa gat
Lys Asp

gaa aca

48

96

144

192

240

288

336

384

432
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Leu Arg Lys

gat
Asp
145

gaa
Glu

cag
Gin

gga
Gly

<99
Axg

acg
Thx
225

agg
Arg

gaa
Glu

c©gg

aaa
Lys

cat
His
305
cag
Gln

tte
Phe

ttt
Phe

gag
Glu

tac
Tyx

130

aca
Thx

act
Thx

ttg
Leu

gaa
Glu

age
Ser
210

tgc
Cys

ctg
Leu

tte
Phe

gtc
val
cte
2380
cac

His

caa
Gln

gaa
Glu

gaa
Glu

att
Ile
370

cac
His

gag
Glu

gag
Glu

gaa
Glu

gce
Ala
195

aaa
Lys

act
Thr

gac
Asp

tte
Phe

ate
Ile
275

tce
Ser

gat
Asp

atc
Ile

cag
Gln

acc
Thr
385

cga
Arg

gct
Ala

Phe

acc
Thr

gac
Asp

ggt
Gly
180

gtt
val

tac

ctg
Leu

age
Ser

ttt
Phe
260

tte
Phe

att
Ile

gac
Asp

atg
Met

cca
Pro
340

aac
Asn

cga
Arg

gce
Ala

Leu

atc
Ile

att
Ile
165

gca
Ala

gece
Ala

aag
Lys

gag
Glu

tcc
Ser
245

get

Ala

ctg
Leu

cac
His

cca
Pro

aaa
Lys
325

gaa
Glu

aca
Thr

tge
Cys

gtg
val

Glu

gcc
150

acg
Thr

ttc
Phe

aca
Thr

ctc
Leu

aat
Asn
230

gcce
Ala

tct
Ser

gag
Glu

cgg
Arg

tet
Ser
310

ggt
Gly

tca
Ser

gtg
val

cga
Arg

get
Ala

ES 2343571 T3

Ser
135

aag
Lys

tte
Phe

gcg
Rla

cgg
Arg

tce
Sex
215

gtg
val

tgc
Cys

gat
Asp

gac
Asp

gte
val
295
cga
Arg

aac
Asn

gtt
val

cte
Leu

cgg

375

acg
Thr

Lys

ctg
Leu

tca
Ser

ctg
Leu

aga
Arg
200

aca
Thr

aag
Lys

ctg
Leu

geca
Ala

gat
Asp
280

aag
Lys

gece
Ala

ttc
Phe

tte
Phe

ctg
Leu
360

cte

Leu

¢©gg
Arg

Gly

att
Ile

acg
Thr

gtt
Val
185

gagc
Gly

gaa
Glu

aat
Asn

cat
His

age
Ser
265

gac

Asp

cge
Arg

atc
Ile

agt
Ser

aat
Asn
345

ggt
aly

atc
Ile

caa
Gln

25

Tyr

aaa
Lys

ttg
Leu
170

ttc
pPhe

agc
Ser

cag
Gln

atc
Ile

gct
Ala
250

get
Ala

atc
Ile

teg
Ser

cag
Gln

gcg
Ala
330

act
Thr

gge
Gly

gtg
val

gtt
val

Glu

tat
155

gte
val

aag
LYs

cce
Pro

atce
1le

tgt
Cys
235

gtg
val

atc
Ile

gce
Ala

gce
Ala

ace
Thr
315

tte
Phe

atg
Met

ttg
Leu

att
Ile

ttg
Leu

Phe
140

gtg
val

gag
Glu

agt
Ser

ctg
Leu

cct
Pro
220

aag
Lys

gg¢
Gly

ata
Ile

gca
Ala

agt
Ser
300

ttg
Leu

atg
Met

aga
Arg

aag
Lys

ggc
Gly
3iso

gag
Glu

Glu

ttc
Phe

aga

gtc
val

cte
Leu
2085

atc
Ile

aca
Thx

gac
Asp

gag
Glu

gtg
val
285

cat
His

cag
Gln

cag
Gln

ggt
Gly

gac
Asp
365

tgt
cys

gaa
Glu

Ser

gac
Asp

gte
Val

cac
His
190

atc
Ile

tta
Leu

cgg

aag
Lys

cac
His
270

gct
Ala

cac
His

atg
Met

aag
Lys

c99
Arg
350

cac
His

gga
Gly

ctg
Leu

Glu

aac
Asn

att
Ile
178

tac
TYyr

gga
Gly

tac

atg
Met

gcc
Ala
255

acc
Thr

gat
Asp

cat
His

gaa
Glu

gag
Glu
335

gtg
val

ttg
Leu

acc
Thr

act
Thr

Thr

aga
160

cag
Gln

cca
Pro

gte
Val

agg
Arg

aag
Lys
240

gtg
Val

aac
Asn

9399
Gly

cac
His

ctg
Leu
320

atc
Ile

aat
Asn

aag
Lys

age
Ser

gag
Glu

480

528

576

624

672

720

768

816

B64

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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38S

ctt
Leu

cct
Pro

ace
Thr

cte
Leu

acc
Thr
465

agc

Ser

ttg
Leu

ate
Ile

tct
Ser
aga
545
gaa

Glu

ate
Ile

cag
Gln

tge
Cys

ata
Ile
625

aca
Thr

cect
Pro

gtg
val

geg
Ala

ace
Thr
450

gac
Asp

ace
Thr

atg
Met

ate
Ile

ctg
Leu
530

tcg
Ser

gga
Gly

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln
610

ctyg
Leu

atc
Ile

gtg
Val

tte
Phe

gac
Asp
435

gtg
val

tac
Cys

aag
Lys

atg
Met
cgt
515

gag
Glu

ctg
Leu

gce
Ala

gct
Ala

cCcc
Pro
595

aac
Asn

tgc
Cys

gag
Glu

atg
Met

agg
420

acc
Thr

ggc
Gly

ggc
Gly

gct
Ala

tct
Ser
500

ggc
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

999
Gly
580

gtc
val

gce
Ala

tce
Ser

ctg
Leu

gt
val
405

gat
Asp

ctc
Leu

gte
val

gtc
val

tat
485
gaa

Glu

ttg
Leu

aag
Lys

gtg
Val

aaa
Lys
565

gag
Glu

ate
Ile

ctg
Leun

aag
Lys

cce
Pro
645

390

gaa
Glu

gac

ctg
Leu

ace
Thr

cac
His
470

ace
Thr

gac
Asp

aga
Arg

ate
Ile

atg
Met
550

att
Ile

ctg
Leu

atg
Met

cag
Gln

gac
Asp
630

cac
His

ES 2343571 T3

ctt
Leu

gtt
val

gcg
Ala

aac
Asn
455

ate
Ile

agt
Ser

cga
Axg

tct
Ser

cac
His
535

999
Gly

aaa
Lys

aag
Lys

gtc
val

caa
Gln
615

gat
AsSp

act
Thr

gct
Ala

tgc

ctg
Leu
440

acc
Thr

aac
Asn

caqg
Gln

att
Ile

tta
Leu
520

gac
Asp

cgg

gag
Glu

cac
His

att
Ile
600

gtc
Val

act
Thr

gtg
val

agt
Ser

ttt
Phe
425

cgc
Arg

gtg
val

gca
Ala

tte
Phe

tca
Ser
505

cct

Pro

ttg
Leu

ggc
Gly

ata
Ile

999
Gly
585

atg
Met

acg
Thr

gaa
Glu

gac
Asp

26

gat
Asp
410

ttc
Phe

tac
Tyr

ggc
Gly

999
Gly

atc
Ile
490

cta
Leu

gag
Glu

gcc
Ala

tac

Tyr

acc
Thx
570

cec
Pro

aag
Lys

gecc
Ala

agt
Ser

tgc
Cys
650

395
tte
Phe

ate
Ile

tgt
Cys

agce
Ser

ccg
Pro
475
tct
Ser

caa
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu
aac
555

tac

ctg
Leu

gat
Asp

cge

tce
Ser
635

ctc
Leu

ctg
Leu

agce
Ser

aag
Lys

tee
Ser
460

gag
Glu

ctg
Leu

aac
Asn

atc
Ile

gag
Glu
540

tat
Tyr

atg
Met

gca
Ala
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<210> 12
<211> 705
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> misc_feature

<222> (57)..(57)

<223> El “Xaa” en posicién 57 representa Thr o Ile.

<220>

ES 2343 571 T3

<223> GFAT1Alt modificada por una etiqueta de purificacién interna
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<212> PRT
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<211>172
<212> ADN

Glu

Gly Ala

Tyr Ala Ala

Asp

Leu

val

545

Ile

Thr
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<213> Secuencia artificial
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ES 2343 571 T3

<211>43
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>16

aatctagatt catgctcgag cggecgecag tgtgattgat atc

<210> 17
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400>17
atttttatca gagcgctggg ggtggctatt gacagg

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Etiqueta FLAG

<400>18

Asp Thr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Etiqueta hexa-histidina

<400>19

His His His His His His
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