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ES 2322477 T3

DESCRIPCION

Deshidrogenasas de monofosfato de inosina, modificadas.
Resumen de la invencion

La presente invencion, se refiere a deshidrogenasas de monofosfato de inosina, modificadas. De una forma mas
particular, la invencidn, se refiere a deshidrogenasas de monofosfato de inosina, modificadas, provistas de colas de
histidina del tipo “tag”, en donde, las enzimas modificadas, tienen una actividad estabilizada para las deshidrogenasas
de monofosfato de inosina del tipo salvaje.

Antecedentes y trasfondo de la invencion

La inosin-5’-monofosfato deshidrogenasa (IMPDH; EC 1.1.1.205), es una enzima clave en la novo-sintesis de
las purinas. La IMPDH, cataliza la oxidacién NDA-dependiente del monofosfato del inosin-5’-monofosfato (IMP),
a xantosin-5’-monofosfato (XMP), dando como resultado la producciéon de NADH y XMP. La oxidacién de IMP a
XMP, catalizada mediante IMPDH, es el paso limitativo, en la sintesis de nucleétidos de guaninas.

El IMPDH, existe como un homotetrdmero (es decir que, la enzima tiene cuatro subunidades, comprendiendo,
cada una de ellas, a un polipéptido de IMPDH. La IMPDH humana del tipo I y la del tipo II, se han identificado
y secuenciado. Las IMPDH humanas del tipo I y II, son ambas de 514 aminodcidos de longitud, y éstas comparten
un 84% de identidad de secuencia. Las secuencia de nucledtidos y de aminodcidos de la IMPDH del tipo I, se dan a
conocer en Natsumeda, Y., ef al. J. Biol. Chem. 265:5292-5295 (1990), y la secuencia de nucle6tidos y aminoécidos de
la IMPDH humana del tipo II, se da a conocer en Natsumeda, Y., et al., J. Biol. Chem. 265-5292-5295 (1990), Collart,
FR. y Hubermann, E., J. Biol. Chem. 263 - 15769 - 15772 (1998), y en la patente estadounidense US n°® 5.665.583.
Las subunidades de los tipos de IMPDH humana del tipo I y II que forman el homotetrdmero de IMPDH, tienen, cada
una de ellas, un peso molecular medio de la subunidad de 56 kDa. La IMPDH humana del tipo II, tiene un dominio
de nucleo catalitico (aminodcidos 1 - 109 y 245 - 514) y una funcién desconocida de subdominio (aminodcidos 110 -
244).

La IMPDH, es una diana para la terapia antitumoral (por ejemplo, antileucémica) y la quimioterapia inmunosupre-
sora. La IMPDH, se encuentra aumentada, en las células neopldsticas y de diferenciacion. Adicionalmente, ademds,
los linfocitos B y T proliferativos, dependen de la novo-trayectoria, mds bien que de la trayectoria salvaje, para la
sintesis de nucleétidos de guanina, resultando, la inhibicion de la sintesis de nucle6tidos, en la inhibicion de la sintesis
del DNA. Asi, de este modo, la IMPDH, es una importante enzima para la proliferacién de las células By T, y la
inhibicién de la actividad IMPDH, inhibe ambas, la proliferacién de las células B y T, convirtiendo a la IMPDH en
una importante diana para la quimioterapia inmunosupresora.

El 4cido micofendlico (MPA), es un inhibidor no competitivo de la IMPDH humana de los tipos I y II y, el MPA,
enlaza a la IMPDH, después de que se haya liberado la NADH, pero antes de que se haya producido el XMP. El
MPA, es el un metabolito activo, in vivo, del profarmaco micofenolato mofetil (CellCept; MMF). El MMF, es un
inmunodepresor, el cual boquea la proliferacion de las células B y T, y el MMF, ha sido aprobado para el tratamiento
del rechazo de los trasplantes de rifién y del corazén. E1 MME, se ha utilizado también clinicamente para tratar el cancer
y las infecciones viricas, y se ha utilizado como un agente anti-vascular hiperproliferativo, un agente antipsoriatrico,
un agente antibacteriano, un agente antifiingico, y ha sido utilizado para el tratamiento de enfermedades autoinmunes.

El MME, se hidroliza al MPA, in vivo y, en concordancia con ello, el control de los niveles de MPA, in vivo, permite
el control de las dosificaciones de MPA. La medicién de los niveles de MPA, en pacientes tratados con MMF, es de
un gran significado clinico, debido al hecho de que, el control de los niveles de MPA, mejora la eficacia terapéutica,
por ejemplo, pueden determinarse los niveles de MMF necesarios para adecuar la inmunodepresioén, y minimiza los
efectos laterales adversos del farmaco. La IMPDH recombinada, aislada, se ha utilizado en ensayos para medir los
niveles de MPA en pacientes tratados con MMEF, tal como, en los ensayos descritos en las patentes estadounidenses
US n° 6.107.052 y 6.524.808.

La capacidad para producir y aislar grandes cantidades de IMPDH recombinante (por ejemplo, IMPDH que se
agrega minimamente), es importante para el uso en ensayos para el control de niveles de MPA, en pacientes tratados
con MMF, o para el uso en ensayos para controlar los niveles en muestras de pacientes de cualquier otro inhibidor de
IMPDH terapéuticamente ttil. Otros inhibidores de IMPDH, son los que se describen en Anderson, J. H. et al., J. Biol.
Chem. 242:4762-4768 (1968) y en las patentes estadounidenses US n° 5.380.879, US n° 5.444.072 y US n°® 5.807.876,
y en las publicaciones de documentos de prioridad PCT correspondientes a las patentes internacionales WO 94/01 105
y WO 94/12 184.

La patente internacional WO 01/85 952, da a conocer un polipéptido modificado de IMPDH, en donde, el subdo-
minio total, es decir, aproximadamente 130 aminodcidos desde el residuo 111 a 243, se ha reemplazado mediante un
tripéptido. Asi, de este modo, el subdominio en su totalidad, se ha eliminado, de tal forma que, la estructura total de
la IMPDH, se ha modificado a una extension considerable. La patente internacional WO 01/85 952, no dice nada con
relacion a la adicién de una tag de afinidad y su efecto en la estabilidad de la enzima.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2322477 T3

La capacidad para producir y para aislar grandes cantidades de IMPDH recombinante, estable, es también impor-
tante para otras aplicaciones clinicas y de investigacion, tales como la identificacién y disefio de nuevos inhibidores
de IMPDH de utilidad para las terapias contra el cancer e inmunodepresoras, y para determinar la sensibilidad de la
IMPDH a tales tipos de inhibidores.

La presente invencidn, estd dirigida a polipéptidos recombinantes, modificados, de IMPDH, y a moléculas de
acido nucleico, modificadas, aisladas, que codifican a estos polipéptidos recombinantes, modificados, de IMPDH. La
invencién, se dirige, también, a un procedimiento, vectores, y células huésped, para producir tal tipo de polipéptido
recombinante, modificado, de IMPDH, y a equipos, a modo de “kit”, que comprenden el polipéptido modificado de
IMPDH. Los polipéptidos modificados de IMPDH, se modifican, para contener una histidina-tag (cola de histidina),
para la purificacién mediante cromatografia de afinidad con quelato de niquel, y se modifican, también, en la region del
subdominio de los polipéptidos, de tal forma que, la tasa de estabilidad de los polipéptidos de IMPDH, modificados,
provistos de histidina-tag (colas de histidina del tipo tag) se mantenga de una forma relativa con respecto al polipéptido
de IMPDH del tipo salvaje.

En una forma de presentacion, el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag (cola de histidina
del tipo tag), tiene la secuencia de aminodcidos de la forma que se muestra en una cualquiera de las SEQ ID NOs: 14,
16, 18, 20 6 22. En otra forma de presentacién, uno o mds de los aminoécidos en las posiciones 116-250, tal y como se
muestra en la SEQ ID NO: 12, se encuentran sustituidos en el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-
tag, con un aminodcido negativamente cargada. En todavia otra forma de presentacién, uno o mas de las aminoacidos
cargados, en las posiciones 130, 132, 134, 140, 142, 143, 155, 159, 167, 173, 177, 187, 188, 201, 209, 211, 212,
214, 230, 234, 235, 237, 244, 247, 6 248, tal y como se muestra en la SEQ ID NO: 12, se encuentran sustituidos
en el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, con un aminodcido negativamente cargado. En
una forma alternativa de presentacién, uno o mas de las aminodcidos cargados, en las posiciones 130, 132, 134, 140,
142, 155, 159, 167, 6 173, tal y como se muestra en la SEQ ID NO: 12, se encuentran sustituidos en el polipéptido
modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, con un aminodcido negativamente cargado.

Se proporcionan, también, moléculas aisladas de 4cido nucleico, que codifican a los polipéptidos modificados de
IMPDH, provistos de histidina-tag. Correspondientemente en concordancia, las moléculas aisladas de dcido nucleico
que se proporcionan aqui, codifican un polipéptido modificado de IMPDH del tipo I 6 II, en donde, el polipéptido
modificado de IMPDH, tiene una histidina-tag, y en donde, el subdominio del polipéptido IMPDH, se encuentra
modificado, de tal modo que, la tasa de estabilidad del polipéptido modificado de IMPDH, provisto histidina-tag, se
mantiene de una forma relativa al polipéptido de IMPDH del tipo salvaje.

De una forma particular, se contempla una molécula aislada de acido nucleico, que codifica a un polipéptido
modificado de IMPDH, humano, del tipo I 6 del tipo II, en donde, el citado polipéptido tiene una histidina-tag, y en
donde, uno o mds aminoécidos en las posiciones 116 - 250, tal y como se muestra en la SEQ ID NO:12, se encuentran
sustituidos con un aminodcido negativamente cargado.

En una forma de presentacién, la molécula aislada de dcido nucleico, puede comprender una secuencia seleccio-
nada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID
NO:21, y secuencias complementarias de éstas. En otra forma de presentacion, se proporcionan moléculas aisladas de
dcido nucleico, en donde, las secuencias complementarias de las moléculas aisladas de acido nucleico, hibridan bajo
condiciones estridentes a una cualquiera de las secuencias de nucleétidos presentadas en las SEQ ID NO:13, 15, 17,
196 21.

En todavia otra forma de presentacion, se proporcionan moléculas aisladas de 4cido nucleico, en donde, las se-
cuencias complementarias de las moléculas aisladas de 4cido nucleico, hibridan bajo condiciones estridentes, a los
nucledtidos 246 - 750 de la secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21. En todavia otra forma de presentacion, se proporcionan mo-
Iéculas aisladas de acido nucleico que comprenden lo nucledtidos 346 - 750, de una secuencia seleccionada de entre
grupo consistente en SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21. En otra forma
de presentacion, se proporcionan moléculas aisladas de dcido nucleico, en donde, el polipéptido de IMPDH codificado,
comprende una secuencia de aminodcidos seleccionada de entre el grupo consistente en las SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:22. En todavia otra forma de presentacion, se proporciona un
vector que comprende la molécula aislada de 4cido nucleico de las SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17,
SEQ ID NO:19, 6 SEQ ID NO:21, obtenible a partir de E. coli H712 y que tienen el nimero de acceso de la ATCC,
PTA-5786, PTA-5782, PTA-5784, PTA-5785, y PTA-5783, respectivamente.

Descripcion resumida de los dibujos

La figura 1, es una representacion esquemdtica de un polipéptido de IMPDH del tipo salvaje, que muestra el
nucleo catalitico y regiones de subdominio del polipéptido IMPDH del tipo salvaje. Para la posiciones de aminodcidos
realizadas en los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, descritos aqui, en este documento,

véanse las figuras9 AyB, 11 AyB,13AyB,15AyB,y17AyB.

La figura 2, muestra un mapa del plasmido pKK117. El promotor T5 y el operdén lac (PT5), se encuentran locali-
zados en los nucleétidos 30 - 90, en el pKK117. La secuencia de codificacion de la IMPDH II humana, (1545 pares
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de bases), se encuentra localizada en los nucleétidos 141 - 1685, en el pldsmido, y se inserté en los sitios Munl y Hin-
dIIL. La regién de subdominio, se denomina “dominio extra”. La region de terminacién de transcripciéon (mBT1/T2),
se encuentra localizada en los nucledtidos 1842 - 2268. El gen de resistencia a la ampicilina (AmpR), se encuentra
localizado en los nucleétidos 2359-3219). El origen de replicacion (ColE1), se encuentra localizado en los nucleétidos
3924 -4024, en el pKK117. La secuencia codificadora para la histidina-tag (6 histidinas), se inserté en el nucleétido
144, en el extremo 5’ de la secuencia codificadora para la IMPDH humana, del tipo II, del tipo salvaje, después del
codon de inicio ATG.

La figura 3, muestra las secuencias de nucledtidos de los cebadores de PCR ((+) y (-)), utilizados para incorporar la
secuencia codificadora para una histidina-tag, en el extremo 5’ de la secuencia codificadora para la IMPDH humana,
del tipo II, del tipo salvaje (SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2). La figura 3, muestra también las secuencias de nucleétidos
de los cebadores de PCR ((+) y (-)), utilizados para mutar, mediante mutagénesis sitio-dirigida, la secuencia de la
IMPDH humana, del tipo I y del tipo II, del tipo salvaje, provista de histidina-tag. La secuencia de la IMPDH del tipo
II, en regiones de la secuencia codificadora correspondiente a los aminoacidos 130 - 142 (SEQ ID NO:3 y SEQ ID
NO:4), 155 - 159 (SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6), y 167 - 173 (SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8).

La figura 4, muestra la secuencia de nucleétidos de la IMPDH humana, del tipo II, del tipo salvaje (SQ ID NO:9).

Las figuras 5 A y B, muestran la secuencia de nucledtidos deducida de la IMPDH humana, del tipo II, del tipo
salvaje (SQ ID NO:10). El subdominio, se encuentra subrayado.

La figura 6, muestra la secuencia de nucleétidos de la IMPDH humana, del tipo II, del tipo salvaje, con una
secuencia de codificacidn para la histidina-tag, incorporada en el extremo 5’ de la secuencia codificadora (SEQ ID
NO: 11).

Las figuras 7 A y B, muestran la secuencia de aminodcidos deducida de la IMPDH humana, del tipo II, del tipo sal-
vaje, con una histidina-tag incorporada en el extremo amino-terminal del polipéptido (SEQ ID NO:12). El subdominio,
se encuentra subrayado y, los aminoacidos que codifican para la histidina-tag, se encuentran en bastardilla.

La figura 8, muestra la secuencia de aminoécidos de la IMPDH humana del tipo IT A 2B + AH clon A (SEQ ID
NO:13).

Las figuras 9 A y B, muestran la secuencia de aminodcidos deducida de la IMPDH humana del tipo IT A 2B + AH
clon A (SEQ ID NO:14). El subdominio, se encuentra subrayado y, los aminoécidos que codifican a la histidina-tag, y
las substituciones de aminoacidos, en el subdominio, se encuentran en bastardilla.

La figura 10, muestra la secuencia de aminodcidos de la IMPDH humana del tipo IT (A 3 + 1A) + AH clon A (SEQ
ID NO:15).

Las figuras 11 A y B, muestran la secuencia de aminoacidos deducida de la IMPDH humana del tipo IT (A 3 + 1A)
+ AH clon A (SEQ ID NO:16). El subdominio, se encuentra subrayado y, los aminodcidos que codifican a la histidina-
tag, y las substituciones de aminodacidos, en el subdominio, se encuentran en bastardilla.

La figura 12, muestra la secuencia de aminoécidos de la IMPDH humana del tipo I A 1,2A + AH clon B (SEQ ID
NO:17).

Las figuras 13 A y B, muestran la secuencia de aminoécidos deducida de la IMPDH humana del tipo I A 1,2A + +
AH clon B (SEQ ID NO:18). El subdominio, se encuentra subrayado y, los aminoécidos que codifican a la histidina-
tag, y las substituciones de aminodcidos, en el subdominio, se encuentran en bastardilla.

La figura 14, muestra la secuencia de aminodcidos de la IMPDH humana del tipo IT A 3B + AH clon B (SEQ ID
NO:19).

Las figuras 15 A y B, muestran la secuencia de aminodcidos deducida de la IMPDH humana del tipo II A 3B + AH
clon B (SEQ ID NO:20). El subdominio, se encuentra subrayado y, los aminodcidos que codifican a la histidina- tag,
y las substituciones de aminodcidos, en el subdominio, se encuentran en bastardilla.

La figura 16, muestra la secuencia de aminoacidos de la IMPDH humana del tipo II (A2 + I A) + AH clon B (SEQ
ID NO:21).

Las figuras 17 A y B, muestran la secuencia de aminodcidos deducida de la IMPDH humana del tipo IT (A2 + T A)
+ AH clon B (SEQ ID NO:22). El subdominio, se encuentra subrayado y, los aminodcidos que codifican a la histidina-
tag, y las substituciones de aminodcidos, en el subdominio, se encuentran en bastardilla.

La figura 18, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo II, del tipo salvaje, como un porcentaje de la tasa inicial (eje X) versus el dia de
sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH, se someti a test de ensayo, utilizando un sistema tampdén
R1 C(1)(a,0) 6 R1 F(+, %) y se someti6 a test de ensayo a 4°C (A, +)y a 25°C (O, X).

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2322477 T3

La figura 19, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo II, provista de histidina-tag, como un porcentaje de la tasa inicial (eje x) versus el dia
de sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH provista de histidina-tag, se someti6 a test de ensayo,
utilizando un sistema tamp6n R1 C(1)(a, O0) 6 R1 F(+, %) y se someti a test de ensayo a 4°C (A, +) y a 25°C (O, X ).

La figura 20, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo II, A 2B + AH clone A, como un porcentaje de la tasa inicial (eje X) versus el dia
de sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH del tipo II, A 2B + AH clone A, se someti6 a test de
ensayo, utilizando un sistema tamp6n R1 C(1)(a, 0) 6 R1 F(+, X ) y se someti6 a test de ensayo a 4°C (a, +) y a 25°C
(g, x).

La figura 21, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo IT (A3 + 1A) + AH clon A, como un porcentaje de la tasa inicial (eje x) versus el dia
de sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH del tipo II (A 3 + 14) + AH clon A, se someti6 a test de
ensayo, utilizando un sistema tampén R1 C(1)(a, O) 6 R1 F(+, *) y se someti6 a test de ensayo a 4°C (a,+) y a 25°C
(g, x).

La figura 22, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo IT A 1,2A + AH clon B, como un porcentaje de la tasa inicial (eje x) versus el dia de
sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPD del tipo IT A 1,2A + AH clon B, se sometié a test de ensayo,
utilizando un sistema tampén R1 C(1)(a, O) 6 R1 F(+, *) y se someti6 a test de ensayo a 4°C (A, +) y a 25°C (O, X).

La figura 23, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo II A 3B + AH clon B, como un porcentaje de la tasa inicial (eje x) versus el dia de
sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH del tipo IT A 3B + AH clon B, se someti6 a test de ensayo,
utilizando un sistema tamp6n R1 C(1)(a, O) 6 R1 F(+, %X ) y se sometio a test de ensayo a 4°C (A, +) y a 25°C (O, X).

La figura 24, muestra los datos de la tasa de estabilidad (es decir % de actividad remanente de IMPDHA/tiempo)
para la IMPDH humana del tipo II (A2 + 1A) + AH clon B, como un porcentaje de la tasa inicial (eje x) versus el dia
de sometimiento a test de ensayo (eje y). La actividad IMPDH del tipo II (A 2 + 1A) + 2H clon B, se someti6 a test de
ensayo, utilizando un sistema tampén R1 C(1)(a, O) 6 R1 F(+, %) y se sometio a test de ensayo a 4°C (A, +) y a 25°C
(g, x).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién, estd dirigida a polipéptidos recombinantes, modificados, de IMPDH, provistos de histi-
dina-tag, y a moléculas de 4cido nucleico, modificadas, aisladas, que codifican a estos polipéptidos de IMPDH. La
invencién, se dirige, también, a un procedimiento, vectores, y células huésped, para producir tal tipo de polipéptido
recombinante, modificado, de IMPDH, provisto de histidina-tag, y a equipos, a modo de “kit”, que comprenden el po-
lipéptido modificado de IMPDH. Los polipéptidos modificados de IMPDH, se modifican, para contener una histidina-
tag (cola de histidina), para la purificaciéon mediante cromatografia de afinidad con quelato de niquel, y se modifican,
también, en la regién del subdominio de los polipéptidos (véase la figura 1), de tal forma que, la tasa de estabilidad de
los polipéptidos de IMPDH, modificados, provistos de histidina-tag (colas de histidina del tipo tag) se mantenga de
una forma relativa con respecto al polipéptido de IMPDH del tipo salvaje.

La purificacién del la enzima de IMPDH del tipo salvaje, tiene como resultado un reducido rendimiento productivo
y una reducida pureza. Correspondientemente en concordancia, se incorpora, a menudo, una tag de afinidad, tal como
la 6-histidina-tag, en la IMPDH del tipo salvaje, con objeto de acortar el tiempo de purificacién y para incrementar
el rendimiento productivo y la pureza. La adicién de tal tipo de tag de afinidad, puede tener como resultado una
solubilidad y estabilidad decrecidas de la IMPDH en solucién. Correspondientemente en concordancia, se procedié a
modificar las moléculas de dcido nucleico que codifican a polipéptidos de la IMPDH humana, provista de histidina-
tag, mediante mutagénesis sitio-dirigidas, tal y como se describe aqui, en este documento, para codificar sustituciones
de aminoécidos en la regién del subdominio de los polipéptidos. Estas sustituciones de aminodcidos, tienen como
resultado el mantenimiento de la tasa de estabilidad de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina,
con relacién a los polipéptidos de IMPDH del tipo salvaje (véanse las paginas 18 - 24).

El mantenimiento de la tasa de estabilidad de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina, con
relacion a los polipéptidos de IMPDH del tipo salvaje, significa el hecho de que, la tasa estabilidad del polipéptido
modificados de IMPDH, provisto de histidina, a una temperatura de 4°C, es por lo menos la correspondiente a un
porcentaje del 80% de la tasa de estabilidad del polipéptido de IMPDH del tipo salvaje, por lo menos aproximadamente
un 85% de la tasa de estabilidad del polipéptido de IMPDH del tipo salvaje, por lo menos aproximadamente un 95%
de la tasa de estabilidad del polipéptido de IMPDH del tipo salvaje, o por lo menos aproximadamente un 95% de la
tasa de estabilidad del polipéptido de IMPDH del tipo salvaje.

Tal y como se utiliza aqui, el término “polipéptido modificado de IMPDH”, se refiere a un polipéptido de IMPDH
que tiene un subdominio de IMPDH (es decir un subdominio interno, no catalitico) del polipéptido de IMPDH del tipo
salvaje, modificado mediante la sustitucién de por lo menos un aminoacido normalmente presente en el subdominio,
con una aminoacido no normalmente presente. Los “polipéptidos modificados de IMPDH”, son funcionalmente catali-
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ticos, y pueden formar un multimero (por ejemplo un homotetrametro), el cual es también un “polipéptido modificado
de IMPDH” en concordancia con la presente invencion. Los “polipéptidos modificados de IMPDH” descritos aqui, en
este documento, son tipicamente recombinantes, pero pueden ser sintéticos.

Tal y como se utiliza aqui, el término “ secuencia complementaria”, se refiere a la capacidad de las secuencias
de nucleétidos de purina y pirimidina para asociarse a través de enlace de hidrégeno, para formar moléculas de 4ci-
do nucleico de doble hebra. La guanina y citosina, adenina y timina, y adenina y uracilo, son complementarias, y
pueden asociarse mediante un enlace de hidrégeno, dando como resultado la formacién de moléculas de 4cido nu-
cleico de doble hebra, cuando dos moléculas de 4dcido nucleico, tienen secuencias “complementarias”. Las secuencias
complementarias pueden ser secuencias de DNA 6 de RNA.

Tal y como se utiliza aqui, en este documento, una molécula de acido nucleico “aislada”, es una molécula de acido
nucleico, la cual se encuentra substancialmente separada de otras moléculas de 4cido nucleico contaminantes que
codifican a otros polipéptidos.

La letra individual, codifica para los aminodcidos, de la siguiente forma: A = alanina, R = arginina, N = asparagina,
D = 4cido aspartico, C = cisteinia, Q = glutamina, E = 4cido glutdmico, G = glicina, H = histidina, I = isoleucina, L =
leucina, K = lisina, M = metionina, F = fenilalanina, P = prolina, S = serina, T = treonina, W = tript6fano, Y = tirosina,
y V = valina.

Los polipéptidos de IMPDH del tipo I y II, incluyen al dominio catalitico N-terminal, un subdominio interno no
catalitico, y un dominio catalitico C-terminal (véase la figura 1). Los polipéptidos de IMPDH del tipo I y II, de una
variedad de especies, pueden encontrarse provistos de histidina-tag, y modificados en la regién del subdominio de los
polipéptidos, tal y como se describe aqui, en este documento, para producir y aislar, en un alto rendimiento productivo
y una alta pureza, polipéptidos recombinantes de IMPDH, estabilizados, provistos de histidina-tag. La histidina-tag,
puede ser de cualquier longitud de utilidad para la purificacién de proteinas, mediante cromatografia de afinidad con
quelato de niquel.

Los polipéptidos de IMPDH del tipo I 6 II proporcionados aqui, que se han modificado para contener una histidina-
tag y que se han modificado en el subdominio de IMPDH, pueden sustituirse adicionalmente, suprimirse, truncarse,
o fusionarse con otros polipéptidos, o combinaciones de éstos, siempre y cuando el polipéptido resultante expresado
de IMPDH, o un fragmento de éste, retenga substancialmente la misma actividad IMPDH que la de los polipéptidos
de IMPDH modificados, provistos de histidina-tag, ejemplificados aqui. Estos polipéptidos sustituidos, suprimidos,
truncados, y fusionados, se consideran como equivalentes de los polipéptidos modificados de IMPDH ejemplificados.

“Adicionalmente sustituidos”, significa el hecho de que, el equivalente, difiere en la sustitucién de uno o mas
aminodcidos, con respecto a los polipéptidos de IMPDH descritos aqui, y que la sustitucion adicional, puede ser
conservadora o no conservadora y, la sustitucion adicional, puede ser con un analogo de aminodacido. La sustitucién
adicional, puede también realizarse para optimizar el nivel de produccién del polipéptido modificado de IMPDH,
en una célula huésped procaridtica o eucaridtica particular (es decir, una variante de uso de codén). La sustitucién
adicional, puede acontecer, bien ya sea en el subdominio, o bien ya sea en cualquier otra porcién del polipéptido de
IMPDH (por ejemplo, en el dominio catalitico N-terminal o en el dominio catalitico C-terminal).

En una forma de presentacion, se proporciona un polipéptido modificado de IMPDH del tipo I 6 II. El polipéptido
modificado de IMPDH, tiene una histidina-tag y, el subdominio del polipéptido de IMPDH, se encuentra modificado,
de tal forma que, la tasa de estabilidad del polipéptido modificado de IMPDH provisto de histidina-tag, se mantiene
de una forma relativa al polipéptido de IMPDH del tipo salvaje. En otras formas de presentacion, el polipéptido
modificado de IMPDH, tiene la secuencia de aminodcidos de la forma que se muestra en una de las SEQ ID NOS:
14, 16, 18, 20, 6 22. En la forma de presentacion que se presenta en la SEQ ID NO:14, cada una de las argininas en
las posiciones 155 a 159 (véase la SEQ ID NO:12), se encuentran sustituidas con un 4cido glutdmico SEQ ID NO:14,
posiciones 155 a 159). En la forma de presentacién que se muestra en la SEQ ID NO:16, la arginina en la posicién
167, 1a lisina en la posicién 173, y la valina en la posicién 390 (véase la SEQ ID NO:12), se encuentran sustituidas
con un 4cido glutdmico, un 4cido glutdmico, y dcido aspartico, respectivamente (SEQ ID NO:16 posiciones 167, 173
y 390). En la forma de presentacion que se presenta en la SEQ ID NO:18, la lisina en la posicién 140 y la arginina
en la posicién 142 (véase la SEQ ID NO:12), se encuentran sustituidas con un acido glutdmico (SEQ ID NO:18,
posiciones 140 y 142). En la forma de presentacién que se muestra en la figura 20, la arginina en la posicién 167 y la
lisina en la posicién 173 (véase la SEQ ID NO:12), se encuentran sustituidas con un 4cido glutdmico (SEQ ID NO:20
posiciones 167 y 173). En la forma de presentacion que se presenta en la SEQ ID NO:22, 1a lisina en la posicién 130,
la arginina en la posicién 132, la arginina en la posicién 134, la lisina en la posicién 140, la arginina en la posicién
142, la arginina en la posicién 144, la arginina en la posicién 155, y la arginina en la posicién 139 (véase la SEQ ID
NO:12), se encuentran cada una de ellas sustituidas con un 4cido glutdmico (SEQ ID NO:22, posiciones 130, 132,
134, 140, 142, 155 y 159.

En todavia otra forma de presentacion, uno o mds de los aminodcidos en las posiciones 116-250, tal y como se
muestra en la SEQ ID NO:12, se encuentran sustituidos en polipéptido modificado de IMPDH, con un aminoacido
negativamente cargado, tal como el dcido aspartico o el dcido glutdmico. En todavia otra forma de presentacién, uno
o mas de los aminodcidos positivamente cargados en las posiciones 130, 132, 134, 140, 142, 143, 155, 159, 167, 173,
177, 187, 188, 201, 209, 211, 212, 214, 230, 234, 235, 237, 247, 6 248, tal y como se muestra en la SEQ ID NO:12,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2322477 T3

se encuentran sustituidos, en el polipéptido modificado de IMPDH, con un aminodcido negativamente cargado. En
una forma alternativa de presentacién, uno o mds de los aminodcidos positivamente cargados en las posiciones 130,
132, 134, 140, 142, 155, 159, 167, 6 173, tal y como se muestra en la SEQ ID NO:12, se encuentran sustituidos, en el
polipéptido modificado de IMPDH, con un aminodcido negativamente cargado.

Los ejemplos de moléculas de dcido nucleico que codifican a la IMPDH del tipo I 6 II, que pueden modificarse en la
region codificadora del subdominio de la IMPDH de las moléculas de 4cido nucleico, y que se utilizan para producir
polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, incluyen a los dcidos de nucleicos que codifican a
la IMPDH procedente de una fuente humana, o de otras fuentes de mamiferos, o fuentes bacterianas, fingicas, de
levaduras o de plantas. Cualquier otro tipo de molécula de acido nucleico que codifica a la IMPDH del tipo I 6 1II,
procedente de una fuente eucaridtica o procaridtica, puede utilizarse para producir polipéptidos de IMPDH del tipo
I 6 11, provistos de histidina-tag, modificados en la regién de subdominio, de tal forma que se mantenga la tasa de
estabilidad de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, con relacién al polipéptido de
IMPDH del tipo salvaje.

En una forma de presentacion, pueden las moléculas de dcido nucleico obtenidas, por ejemplo, a partir de mi-
croorganismos aislados, tales como las bacterias, hongos, o levadura, que exhiban una particularmente alta actividad
IMPDH. En otra forma de presentacion, la molécula de 4cido nucleico expresada de IMPDH, puede ser una molécula
heterdloga de dcido nucleico y, en todavia otra forma de presentacion, la molécula expresada de 4cido nucleico de
IMPDH, puede ser una molécula homéloga de dcido nucleico. Una molécula heter6loga de dcido nucleico, se define,
aqui, como una molécula de dcido nucleico que se origina a partir de una especie diferente que la especie utilizada
para la expresion de la molécula de 4cido nucleico. Una molécula homoéloga de dcido nucleico, se define, aqui, como
una molécula de 4cido nucleico que se origina a partir de la misma especie utilizada para la expresién de la molécula
de 4cido nucleico.

Los ejemplos de secuencias de 4cido nucleico o de aminodcidos de la IMPDH que pueden utilizarse, se describen
en Natsumeda et al., J. Biol. Chem. 265:5292-5295 (1990), Collart, F. R. y Hubermann, E., J. Biol. Chem. 263:15769-
15772 (1988), patente estadounidense US n° 5.665.583, Gu et al., J. Biol. Chem. 272:4458-4456 (1997), Dayton et
al.,J. Immunol. 152-984 (1994), Zimmermann et al, J. Biol. Chem. 270:6808-6814 (1995), y Glesne et al., Biochem.
And Biophys. Res. Comm. 537-544 (1994).

Las moléculas de 4cido nucleico que codifican a la IMPDH del tipo I 6 II que se han modificado para contener la
secuencia para una histidina-tag, y que se han modificado en la regién de subdominio que codifica a la IMPDH de las
moléculas de 4cido nucleico que se encuentran adicionalmente sustituidas, suprimidas, truncadas y/o fusionadas con
otras moléculas de dcido nucleico, en donde, el polipéptido de IMPDH resultante, expresado, o un fragmento de éste,
retiene substancialmente la misma actividad IMPDH que la de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de
histidina-tag, se consideran equivalentes de los polipéptidos modificados de IMPDH provistos de IMPDH.

También, en el dmbito de la presente invencion, se encuentran moléculas de dcido nucleico complementarias a
las moléculas de acido nucleico que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag,
descritos aqui, y también aquéllos que hibridan a las moléculas de 4cido nucleico complementarias, bajo condiciones
astringentes. Las condiciones astringentes tipicas, incluyen, por ejemplo, a la hibridacién a una temperatura de 55°C
a 65°C, en 5X SSPE y 50% formamida, y el lavado una temperatura de 55°C a 65°C, en 0,5X SSPE y 50%, 6 la
hibridacién a 65°C en 0,1% SDS y 1X SSC. Otras condiciones astringentes, son las que se describen en Sambrook et
al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 3* Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001).

Las moléculas de 4cido nucleico que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH provistos de histidina-tag
descritos aqui, en este documento, pueden ser DNA 6 RNA, y pueden ser recombinantes o sintéticos. En una forma
de presentacidn, las moléculas de 4cido nucleico, se marcan con un marcador detectable, al como un radioisétopo,
un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un quelato metélico,
0 una enzima, y se utilizan como sondas. En otra forma de presentacién, las moléculas de 4cido nucleico descritas
aqui, incluyen dcidos nucleicos de polipéptidos (PNAs), o derivados, tales como el tioato de fosforo, triéster fosforico,
amidato de fésforo, y fosfonato de metilo, los cuales se unen especificamente a las DNA 6 RNA de hebra de individual
(Goodchild, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 83:4143-4146 (1986).

En todavia otra forma de presentacion, se aislan las moléculas de dcido nucleico que codifican a los polipéptidos
modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag. Para aislar las moléculas de acido nucleico que codifican a los
polipéptidos modificados de IMPDH provistos de histidina-tag descritos aqui, en este documento, pueden utilizarse
las técnicas conocidas en el arte de la técnica especializada. Tal tipo de técnica, se describe en mayor detalle, abajo,
a continuacién, y otras técnicas para aislar moléculas de 4cido nucleico, se describen por parte de Sambrook et al.,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 3* Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (2001).

Por ejemplo, las moléculas de dcido nucleico que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH provistos
de histidina-tag, pueden generarse procediendo a aislar un clon de cDNA que codifica a la proteina de IMPD del tipo
salvaje. Puede entonces utilizarse tecnologia de DNA recombinante, para modificar la secuencia de cDNA para codi-
ficar las sustituciones de aminodcidos en el subdominio de la IMPDH, y para incorporar la secuencia de codificacion
para una histidina-tag, por ejemplo, en el extremo 5’ de la secuencia de codificacién de IMPDH. La modificacién de
la secuencia de cDNA, puede realizarse, por ejemplo, procediendo a utilizar PCR de mutagénesis sitio-dirigida, para
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modificar la secuencia de DNA, para codificar las sustituciones de aminodcidos en el subdominio de la IMPDH, o
mediante la utilizacién de PCR, para insertar la secuencia de codificacién para una histidina-tag, en el extremo 5’ de
la secuencia de codificacién de la IMPDH (véase la patente estadounidense US n° 4.603.102).

Se procedi6 a utilizar técnicas similares, para aislar las moléculas de dcido nucleico que codifican a los polipéptidos
modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, descritos aqui, en este documento. Los cebadores de PCR que
tienen las secuencias correspondientes a las SEQ ID NOS: 1 y 2 (véase la figura 3), son los que se utilizaron para
insertar la secuencia de codificacion para una histidina-tag, en el extremo 5’ de la secuencia codificadora de la IMPDH
humana del tipo II, del tipo salvaje, en el plasmido pKK117 (véase la figura 2). Se utilizaron los cebadores de PCR
que tienen las secuencias correspondientes a las SEQ ID NOS: 3-8 (véase la figura 3), para modificar la secuencia de
IMPDH humana del tipo II, en el pKK117, que tiene la secuencia de codificacién para una histidina-tag, en el extremo
5’°, para producir moléculas de dcido nucleico que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de
histidina-tag, descritos aqui, en este documento (es decir con las sustituciones de aminodcidos en el subdominio de la
IMPDH).

Las moléculas de 4cido nucleico y polipéptidos de IMPDH modificados, provistos de IMPDH, resultantes, se
denominan A2B + AH clon A, (A3 + 1A) + AH clon A, A 1,2A + AH clon B, A 3B + AH clon B y (A2 + 1A) +
AH clon B. Estos clones, tienen las secuencias de nucleétidos mostradas en las SEQ ID NOS: 13, 15, 17, 19, y 21,
respectivamente (véanse las figuras 8, 10, 12, 14 y 16), y las secuencias de aminodcidos deducidas mostradas en las
SEQ ID NOS: 14, 16, 18, 20 y 22, respectivamente (véanse la figuras 9 Ay B, 11 Ay B, 13 Ay B,y 15 Ay B).
La secuencia codificadora de la IMPDH humana del tipo II, del tipo salvaje, tiene la secuencia correspondiente a la
SEQ ID NO:9 (figura 4), y la secuencia de aminodcidos deducida correspondiente a la SEQ ID NO:10 (figuras 5 A
y B). La secuencia codificadora de la IMPDH humana del tipo II, del tipo salvaje, con una secuencia de codificacién
para una histidina-tag incorporada en el extremo 5’ de la molécula, tiene la secuencia de nucleétidos correspondiente
ala SEQ ID NO:11 (figura 6), y la secuencia de aminodcidos deducida correspondiente a la SEQ ID NO:12 (figuras 7
AyB).

Todas las moléculas de dcido nucleico que codifican a las IMPDH modificadas, provistas de histidina-tag, y a
las IMPDH modificadas, provistas de histidina-tag, del tipo salvaje, se depositaron en la American Type Culture
Collection, 10801 University Blvd., Manassas, Va. Cada una de estas moléculas de dcido nucleico, se insertd en el
pKK117, y el vector con inserto, se transformé en la E. coli H712. Los clones que contenian el DNA de la IMPDH
humana del tipo II, del tipo salvaje, con una secuencia codificadora para una histidina-tag incorporada en el extremo
5’ de la molécula, y los clones denominados A2B + AH clon A, (A3 + 1A) + AH clon A, A 1,2A + AHclon B, A 3B +
AH clon B y (A2 + 1A) + AH clon B, tienen los nimeros de acceso de la TCC, de PTA-5787, PTA-5786, PTA 5782,
PTA-5784, PTA-5785, y PTA-5783, respectivamente.

Asi, de este modo, se proporciona una molécula aislada de acido nucleico. Las molécula aislada de 4cido nuclei-
co, codifica a un polipéptido modificado de IMPDH del tipo I 6 II, en donde, el polipéptido de IMPDH, tiene una
histidina tag, y en donde, el subdominio del polipéptido de IMPH, se encuentra modificado, de tal forma que, la tasa
de estabilidad del polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, se mantiene de una forma relativa al
polipéptido de IMPDH del tipo salvaje. En una forma de presentacién, la molécula aislada de 4cido nucleico, puede
comprender una secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID
NO:17, SEQ ID NO:19, y la SEQ ID NO:21, y secuencias complementarias de éstas. En otra forma de presentacion,
se proporcionan moléculas aisladas de 4cido nucleico, en donde, las secuencias complementarias del dcido nucleico
aisladas, hibridan bajo condiciones astringentes, a una cualquiera de las secuencias de nucledtidos presentadas en la
SEQID NO:13, 15, 17,19 6 21.

En todavia otra forma de presentacién, se proporcionan moléculas aisladas de acido nucleico, en donde, las se-
cuencias complementarias de las moléculas aisladas de 4cido nucleico, hibridan bajo condiciones astringentes, a los
nucledtidos 346 - 750 de una secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID
NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO19: y la SEQ ID NO:21. En todavia otra forma de presentacion, se proporcionan
moléculas de 4cido nucleico que comprenden los nucledtidos 346 - 750 de una secuencia seleccionada de entre el
grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO19: y la SEQ ID NO:21. En
todavia otra forma de presentacién, se proporcionan moléculas de dcido nucleico, en donde, el polipéptido de IMPDH
codificado, comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO: 14,
SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO: 20 y la SEQ ID NO:22. En todavia otra forma de presentacion, se
proporciona un vector que comprende la molécula asilada de acido nucleico de la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15,
SEQ ID NO:17, SEQ ID NO: 19 y la SEQ ID NO:21, obtenible de E. coli H712, que tiene los nimeros de acceso de
la TCC, de PTA-5786, PTA 5782, PTA-5784, PTA-5785, y PTA-5783, respectivamente.

Para la expresion de los polipéptidos de IMPDH modificados, provistos de histidina-tag, descritos aqui, en este
documento, puede utilizarse cualquier vector de célula huésped procaridtico o eucaridtico conocido por parte de la
persona experta en el arte especializado de la técnica. Asi, por ejemplo, puede utilizarse un sistema en donde, el vector
se replica autonémicamente o se integra en el genoma huésped. El término vector, incluye, pero no de una forma
limitativa en cuanto a éstos, a los plasmidos, césmidos, fago, fagomidos, y vectores viricos modificados. Los ejemplos
ilustrativos de vectores de expresion procaridtica, son BLUESCRIPT (Stratagene), vectores pIN (Van Heeke, et al.,
J. Biol. Chem. 264:5503-5508 (1989), que se incorpora aqui, en este documento, a titulo de referencia), el pET24a,
para la expresion en E. coli (Novagem, Inc. Madison, Wisconsin), y el pKK117, descrito aqui, en este documento. Un
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ejemplo ilustrativo de un vector de expresion eucariota, es un vector de expresion de adenovirus para la expresion en
células eucaridticas (Logan, ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3665-59 (1984).

En una forma de presentacion, el vector, tiene sitios de restriccion de segmentacién de endonucleasa, para la inser-
cion de moléculas de dcido nucleico, y marcadores genéticos, para la seleccion de transformantes de células huésped
(por ejemplo, marcadores de resistencia a la ampicilina, tetraciclina, canamicina). En un vector de expresion, la molé-
cula de 4cido nucleico que codifica a la IMPDH, puede encontrarse unida de una forma operativa a un promotor capaz
de dirigir la expresion del polipéptido de IMPDH, en un sistema de vectores de células huésped. Los ejemplos de
promotores de procaridticos, incluyen a los promotores constitutivos (por ejemplo, el promotor de la 3-fosfoglicerato-
quinasa del promotor del factor @), y promotores inducibles (por ejemplo, los ADH1, GAL-1-10, GAL 7, PHOS, T7,
TS, 6 promotor de metalotionina) y puede utilizarse una combinacién de promotor-operador, para regular la transcrip-
cién.

Los promotores eucariéticos a titulo de ejemplo, incluyen al promotor de CMV, promotor de ASV, promotor de
RSV-LTR, promotor de MMTV-LTR, los promotores tempranos y tardios de SV40, otros promotores viricos, pro-
motores para la sintesis de enzimas glicdlicas, y al promotor de hMTII. En otra forma de presentacién, se encuentran
también presentes las secuencias de sitios de unién de ribosomas. Otros sistemas de promotores, son los que se des-
criben por parte de Chang et al. en Nature 198:1056 (1977), Goeddel et al. en Nucleic Acids Tes. 8:4057 (1980), y
Shimatake, et al. en Nature 292:128 (1981).

Los vectores, puede incluir otras secuencias de control usualmente utilizadas. Por ejemplo, en una forma de pre-
sentacion, el dcido nucleico que codifica para la IMPDH, tiene una secuencia de terminacion para la terminacién de la
transcripcién (por ejemplo, terminacién rrn BT1/T2 6 HSP150). En otra forma de presentacion, la molécula de acido
nucleico que codifica a la IMPDH, estd cortada y empalmada en el marco, con un elemento de mejora transcripcional.
Los vectores, pueden también incluir origenes bacterianos de replicacién (por ejemplo, ColEI), de tal forma que, los
vectores, puedan replicarse en bacterias, para la facil produccion de DNA, y puedan incluir secuencias para estabilizar
el RNA mensajero.

Las células huésped mensajero, incluyen la expresion en bacterias gram positivas o gram negativas. Los ejemplos
de células huésped eucaridticas, incluyen a cualquier célula de mamiferos (por ejemplo, células COS, CHO, NIH/3T3,
HeLa, Daudi, 293, 293-EBNA y VERO), bien ya sea primaria o inmortalizada, células de levaduras, tales como
la S. cerevisae, S. pombe, y P. pastoris, y células de insectos, tales como las células S19 (Smith ez al., J. Virol,
46:584 (1983), Engelhard, et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 91:3224-7 (1994), y patente estadounidense U.S. n° 4.215.051,
incorporadas todas ellas, aqui, a titulo de referencia), y células fiingicas (por ejemplo, Trichoderma). Las células
huésped eucaridticas, pueden elegirse para asegurar una modificacién post-transcripcional correcta de las proteinas.
Se describen varios sistemas de células de vectores, en la patente estadounidense U.S. n° 6.4651.572 y en la publicacién
del documento de prioridad PCT de la patente internacional correspondiente a la publicaciéon n°® WO 01/36 607 Al.

En otra forma de presentacion, un sistema de vectores de células huésped para expresar los polipéptidos modifica-
dos provistos de histidina-tag, es el sistema vector pKK117-E.coli H/12, descrito aqui, en este documento. La figura 2,
muestra un mapa del pldsmido pKK117. El pKK117, contiene el promotor TS y operén lac (PT5) y estas secuencias
de regulacién, se encuentran localizadas en los nucledtidos 30-90, en el pKK117. La secuencia de codificacién de
la IMPDH II humana (SEQ ID NO:9; 1545 pares de bases), se insertd en los nucledtidos 141-1685 en el plasmido.
En los nucleétidos 1842-2268, se encuentra localizada una regién de terminacién de transcripciéon (mBT1/T2) y, en
los nucledtidos 2359-3219, se encuentra localizada un gen de resistencia a la ampicilina (AmpR). En los nucleéti-
dos 3924 - 4024, se encuentra localizado un origen de replicén (ColEl, para la replicacién de pKK117 en bacterias.
La secuencia de codificacion para la histidina-tag (SEQ ID NO:1; 6 histidinas), se insert6 en el nucledtidos 144, en
pKK117, en el extremo 5° de la secuencia de codificacién de la IMPDH humana, del tipo 11, del tipo salvaje, después
del codén de inicio ATG. En los ejemplos que se describen aqui, en este documento, se realizé la mutagénesis sitio-
dirigida utilizando PCR (véanse las SEQ ID NOS:3-8 para la secuencia de los cebadores de PCY), en el pkk117 que
contenia la secuencia de codificacién para el polipéptido de la IMPDH del tipo salvaje, provisto de histidina-tag.

En una forma de presentacidon, se proporcionan las células huésped que comprenden las moléculas de acido nu-
cleico descritas aqui, en este documento. La célula huésped, puede seleccionarse de entre el grupo consistente en una
bacteria, una levadura, una célula de mamiferos, una célula fiingica, y una célula de insectos. Las células huésped,
comprenden un vector, pldsmido, fagomido, o c6smido, que comprenden las moléculas de 4cido nucleico descritas
aqui, en este documento, que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, o frag-
mentos de éstos. En otra forma de presentacion, se proporciona un vector que comprende cualquiera de las moléculas
de 4cido nucleico descritas aqui, en este documento, que codifican a los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos
de histidina-tag, o fragmentos de éstos.

Las células huésped, pueden transformarse o transfectarse con una construccion de vector que comprenda la mo-
1écula de 4cido nucleico que codifica para el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, utilizando
cualquier procedimiento de transformacién o de transfeccidon conocido por parte de aquéllas personas expertas en el
arte especializado de la técnica. Tales tipos de procedimientos, incluyen a la electroporacién, transformacion de proto-
plastos, microinyeccién, transfeccién mediatizada por virus, transfeccién mediatizada por CaPQ,, transfecciéon media-
tizada por DEAE-dextrano, lipofeccidn, y shock de CaCl,. Para otros procedimientos de transformacién y transfeccién
y otras técnicas de clonacién conocidas en el arte especializado de la técnica, véase Sambrook et al., “ Molecular Clo-
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ning: A Laboratory Manual”, - Clonacién molecular: Un manual de laboratorio -, 3* Edicién, Cold Springer Harbor
Laboratory Press, (2001). Las condiciones de crecimiento para las células procaridticas o eucaridticas transformadas
o transfectadas, son conocidas, en el arte especializado de la técnica.

Las células huésped con las moléculas de dcido nucleico que codifica al polipéptido modificado de IMPDH, provis-
to de histidina-tag, puede identificarse mediante técnicas que se conocen bien en el arte especializado de la técnica. Asi,
por ejemplo, las células huésped bacterianas de la molécula de 4cido nucleico que codifica al polipéptido modificado
de IMPDH provisto de histidina-tag, pueden clonarse, para producir colonias individuales. Las colonias individuales,
pueden cultivarse y, las células huésped bacterianas en el cultivo, pueden lisarse, por ejemplo, mediante sonificacién
(sometimiento a ultra-sonidos), calor, o tratamiento quimico, tal como con lizosoma o un detergente, para liberar el
DNA, y puede centrifugarse el homogenato, para retirar los residuos de células. E1 DNA, puede aislarse utilizando
la técnica descrita en mayor detalle posteriormente, abajo, o procediendo a utilizar cualquier otra técnica conocida
en el arte especializado de la técnica. E1 DNA aislado, puede determinarse mediante técnicas conocidas en el arte
especializado de la técnica, tal como el andlisis de enzimas de restriccion, o la secuenciacién, para determinar si el
DNA contiene un inserto que codifica para el deseado polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag. La
bacteria que contiene DNA que codifica para el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, puede
cultivarse, a continuacion, para expresar polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag.

Para la expresion de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, se procede a cultivar
células huésped, bajo condiciones apropiadas para la expresion, tales como las que se describen en mayor detalle,
posteriormente, abajo. A continuacién, se procede a lisar las células cultivadas, por ejemplo, mediante sonificacién
(tratamiento a ultrasonidos), calor, o tratamiento quimico, tal como con lizosima o con un detergente, para liberar el
polipéptido expresado, y se centrifuga el homogenato, para retirar los residuos de células. La expresion de los poli-
péptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, pueden detectarse mediante procedimientos conocidos en
el arte especializado de la técnica. Asi, por ejemplo, los polipéptidos modificados de IMPDH, pueden detectarse me-
diante marcaje de tincion con Coomassie de geles de SDS-PAGE, inmunotransferencia en la que se utiliza anticuerpos
que enlazan a la IMPDH, o mediante ensayos de la actividad IMPDH.

Los polipéptidos modificados de IMPDH de provistos de histidina-tag, y los polipéptidos de IMPDH del tipo sal-
vaje, provistos de histidina-tag, pueden purificarse mediante cromatografia de afinidad de quelato de niquel, tal y como
se describe posteriormente, abajo, bien ya sea solamente con ella, o bien ya sea en combinacién con otras técnicas
convencionales de purificacion. Tales técnicas de purificacion, incluyen a la precipitacién con sulfato amoénico, la fil-
tracién en gel, cromatografia de intercambio de iones, cromatografia en columna de DEAE-Sefarosa, cromatografia
de afinidad, tal como la consistente en la utilizacién de anticuerpos IMPDH 6 anti-IMPDH, extraccion con disolvente-
disolvente, ultrafiltraciéon, y HPLC. La histidina-tag, puede también retirarse a continuacién de la cromatografia de
afinidad con quelato de niquel, mediante procedimientos basados en enzimas que son conocidos en el arte especia-
lizado de la técnica, tal como la segmentacion de enteroquinasa y, los polipéptidos modificados de IMPDH, pueden
purificarse a partir de la tag liberada, utilizando cualquiera de las técnicas convencionales anteriormente descritas,
arriba. En las formas ilustrativas de presentacion, purificacion, significa por lo menos aproximadamente un 60% puro,
por lo menos aproximadamente un 70-80% puro, por lo menos aproximadamente un 90% puro, o por lo menos apro-
ximadamente un 95% puro. Para técnicas de purificacion adicionales que pueden utilizarse, véase R. Scopes, “Protein
Purification, Principes and Practice”, - “Purificacién de proteinas; Principios y practica” -, 3* Edicién, Spriger-Verlag
(1994). Debe entenderse el hecho de que, los procedimientos de purificacién descritos anteriormente, arriba, para la
purificacion de polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, o para la purificacién de polipéptidos
de IMPDH del tipos salvaje, provistos de histidina-tag, no son limitativos, y pueden utilizarse cualesquiera técnicas de
purificacién conocidas por parte de aquéllas personas expertas en el arte especializado de la técnica, para purificar los
polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, o para purificar los polipéptidos de IMPDH del tipos
salvaje, provistos de histidina-tag. Los polipéptidos de IMPDH, pueden concentrarse, en caso necesario, mediante
técnicas tales como por ejemplo, las de ultrafiltracion y filtracién de flujo tangencial.

Asi, de este modo, en una forma de presentacidn, se proporciona un procedimiento para producir los polipépti-
dos modificados de IMPDH, provistos de histidina, descritos aqui, en este documento. El procedimiento, comprende
la etapa de cultivar la célula huésped transformada con una molécula de acido nucleico que codifica al polipéptido
modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag. La célula huésped transformada, se cultiva bajo condiciones apro-
piadas, para producir el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag. El procedimiento, comprende
adicionalmente la etapa de recuperacion, tal y como se describe anteriormente, arriba, del polipéptido modificado de
IMPDH, provisto de histidina, expresado en la célula huésped transformada. Se proporciona, también, un polipéptido
modificado de IMPDH, producido mediante este procedimiento.

La actividad de los polipéptidos modificados de IMPDH del tipo salvaje, de los polipéptidos modificados de
IMPDH del tipo salvaje provistos de histidina-tag, y de los polipéptidos modificados de IMPDH provistos de histidina-
tag, puede ensayarse, utilizando métodos in vitro descritos aqui, en este documento, o mediante métodos conocidos
en el arte especializado de la técnica, tal como los métodos descritos en Carr, et al., J. Biol. Chem. 268:27286-27290
(1993) y Xiang et al., J. Biol Chem. 271:1425-1440 (1996). Asi, por ejemplo, la actividad de los polipéptidos modifi-
cados de IMPDH del tipo salvaje, de los polipéptidos modificados de IMPDH del tipo salvaje provistos de histidina-
tag, y de los polipéptidos modificados de IMPDH provistos de histidina-tag, puede ensayarse mediante mediciones
espectrométricas, a 340 nm. En tal tipo de ensayo, se procede a medir la carga en absorbancia, a 340 nm de NADH
por unidad de tiempo, y la carga en absorbancia de NADH, refleja la tasa de formacién de NADH mediante IMPDH.
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En otra forma de presentacion, la actividad de los polipéptidos de IMPDH, puede ensayarse procediendo a medir la
produccién de XMD y NAD, a partir de IMPD y NAD, utilizando HPLC y ensayos espectrométricos (véase Montero,
C. et al., Clinica Chemica Acta 238:169-178 (1995)).

Pueden prepararse varias formulaciones de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag. Los
polipéptidos modificados de IMPDH, puede formularse, por ejemplo, como materias en polvo o liquidos, mediante
procedimientos conocidos. Las enzimas de IMPDH, pueden afiadirse a soluciones tampdn, y pueden estabilizarse
mediante la adicién de agentes quimicos (por ejemplo, glicerina, polietielenglicol, EDTA, otras proteinas, detergentes
y por el estilo). Los polipéptidos modificados de IMPDH, pueden almacenarse a una temperatura de 4°C, 6 pueden
congelarse para el almacenaje, o pueden liofilizarse.

En una forma de presentacion, se proporcionan equipos, a modo de “kits”, de utilidad para medir la concentracién
de un inhibidor de IMPDH, u otro analito, en una muestra. El inhibidor de IMPDH, puede ser un farmaco, un derivado
de farmaco, una hormona, un polipéptido, un oligonucleétido, o por el estilo. Los polipéptidos modificados de IMPDH,
provistos de histidina-tag, son un componente de estos equipos a modo de “Kit”, para su uso en ensayos tales como
que se describen en las patentes estadounidenses U.S. n° 6.107.052 y U.S. n°® 6.524.808. En resumen, en estos ensayos,
se procede a analizar una muestra, tal como por ejemplo de orina, sangre entera, plasma, suero, saliva, semen, heces,
esputo, fluido cerebral espinal, ldgrimas, mocos o por el estilo, con objeto de determinar los niveles de un inhibidor de
IMPDH, o un metabolito del inhibidor, u otro analito, en la muestra.

En este ensayo, se procede a medir el cambio en absorbancia, a 340 nm de NADH, por unidad de tiempo, y el
cambio en la absorbancia de NADH, refleja la tasa de formacién de NADH. El MPA u otro inhibidor de IMPDH, u
otro analito, puede inhibir la formacién de NADH vy, asi, de este modo, la concentracién de MPA, un metabolito de
MPA, u otro inhibidor de IMPDH, en una muestra, es inversamente proporcional a la absorbancia de NADH a 340 nm.
Correspondientemente en concordancia, puede determinarse el nivel de un inhibidor de IMPDH (por ejemplo MPA) u
otro analito, en una muestra, utilizando tal tipo de ensayo.

El equipo a modo de “kit”, puede contener el polipéptido modificado de IMPDH, provisto de histidina-tag, un
substrato de IMP, y NAS. Los IMPDH, IMPD y NAD, se combinan, usualmente, con un tampén apropiado y oros
materiales y, a continuacién, se envasan. En una forma de presentacidn, los reactivos, pueden permanecer en forma
liquida. En otra forma de presentacion, los reactivos, pueden liofilizarse. Puede también incluirse un reactivo de ca-
libracién en el equipo a modo de “Kit”, significando, un “reactivo de calibracién”, cualquier material standard o de
referencia que contenga una cantidad conocida del inhibidor a ser medido, tal como MPA o sus metabolitos, otro
inhibidor de IMPDH, u otro analito. La muestra sospechosa de contener el inhibidor (por ejemplo, MPA), y el reactivo
de calibracién, se ensayan bajo unas condiciones similares. La concentracion de inhibidor, se calcula, a continuacion,
procediendo a comparar los resultados obtenidos para el espécimen no conocido, con los resultados obtenidos para el
standard.

Otros materiales que pueden incluirse en los equipos a modo de “kit” son, por ejemplo, tampones, estabilizantes
para el medio de ensayo y los componentes de ensayo, proteinas adicionales, tales como la albimina, o tensioactivos
(surfactantes), de una forma particular, tensioactivos no iénicos, o por el estilo.

Los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag descritos aqui, en este documento, no Unica-
mente pueden utilizarse para controlar los niveles de inhibidores de IMPDH, sino que éstos son también importantes
para otras importantes aplicaciones clinicas y de investigacion. Asi, por ejemplo, los polipéptidos modificados de
IMPDH, provistos de histidina-tag, pueden utilizarse para la identificacién de inhibidores de IMPDH de origen natu-
ral, o de otros ligandos de enlace de IMPDH, o para el disefio de inhibidores sintéticos de utilidad para el cdncer y
otras terapias inmunosupresoras, y para determinar la sensibilidad de la IMPDH a estos inhibidores.

Los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos de histidina-tag, pueden ser también de utilidad para obtener
anticuerpos monoclonales o policlonales, o fragmentos de éstos (como por ejemplo, Fab, F(Ab’),, fragmentos de Fv,
o proteinas de fusién, mediante procedimientos conocidos en el arte especializado de la técnica. En una forma de pre-
sentacion, pueden producirse anticuerpos humanizados para aplicaciones terapéuticas. En otra forma de presentacion,
los anticuerpos pueden marcarse con un marcador detectable para su uso, por ejemplo, en ensayos de diagndstico, o
pueden utilizarse para la purificacién de IMPDH.

Los ejemplos que se facilitan a continuacién, son para prop6sitos ilustrativos.

Formas especificas de presentacion
Ejemplo 1
Modificacion de la IMPDH humana del tipo I1, del tipo salvaje
Se procedi6 a clonar la secuencia de la IMPDH humana del tipo salvaje (SEQ ID NO:9), en el PKK117 (también
denominado pKK/T7; véase figura 2) en el sitio, mediante técnicas de clonacién conocidas en el arte especializado de

la técnica. La secuencia de la IMPDH II del tipo salvaje, se modificé, para codificar una 6-histidina-tag, en el extremo
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5’ de la secuencia de IMPDH 1I del tipo salvaje, procediendo a insertar la secuencia mostrada en la SEQ ID NO:1, en
la secuencia de IMPDH II del tipo salvaje, en el pKK117, después del codén de inicio ATG, mediante PCR, utilizando
los cebadores que se muestran en la SEQ ID NO:1 y la SEQ ID NO:2. Se procedi6 a utilizar el equipo a modo de
kit de mutagénesis sitio-dirigida, del tipo QuickChance® Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA) y, el
disefio de cebadores y el protocolo para la PCR, eran esencialmente de la forma que se describe en el manual de
instrucciones para el equipo a modo de kit de mutagénesis sitio-dirigida, del tipo QuickChance® Site-Directed Mu-
tagenesis. Los cebadores, se sintetizaron y purificaron por parte de Commonwealth Biotechnologies, Inc., Richmond,
VA.

En resumen, el protocolo de la PCR, era de la forma que sigue: Las reacciones de la PCR, contenian 2 ul de DNA
del pKK117, de doble hebra, con la secuencia de IMPDH II insertada en el plasmido (los 2 ul de volumen, contenian
5, 10, 20 6 50 ng de DNA del plasmido, en tampén TE), 5 ul de 10X tampén de reaccion, 125 ng de cada cebador en
tampdn TE (ul de cada uno, 1 pl de ANTP mix, y ddH,O (37 ul). Se procedié a afiadir Pfu Turbo-DNA polimerasa (2,5
U/ul; 1 ul), con objeto de conseguir un volumen final de 50 pl, y cada regién, se cubrié con 30 ul de aceite mineral.
Los pardmetros de la ciclacidn de la temperatura eran, para el segmento 1, un ciclo a 95°C durante 30 segundos y, para
el segmento 2, 18 ciclos a 95°C, durante 30 segundos y 68°C durante 12 minutos. Después de la reaccién de PCR, las
mezclas de reaccidn, se enfriaron a una temperatura de 4°C. Se realizd, también, un control de la reaccidn, utilizando el
plasmido pWhitescript y cebadores de PCR proporcionados en el equipo a modo de kit de mutagénesis sitio-dirigida,
del tipo QuickChance® Site-Directed Mutagenesis.

Se procedid, a continuacién, a digerir los productos de PCR, con Dpn I, mediante la adicién de 1 ul de Dpn
I, a las mezclas de reaccidn, procediendo a su adicion mediante pipeta, por debajo de la capa superficial de aceite
mineral, mezclando las mezclas de reaccién e incubando cada mezcla de reaccién, a una temperatura de 37°C, durante
un transcurso de tiempo de 1 hora, para digerir el DNA pldasmido. El DPn I, digiere el DNA pldsmido no mutado,
maternal, pero no DNA plasmido mutado.

El producto de PCR, es en forma de dsDNA relajado, mellado. Las células supercompetentes XL-1 Blue (propor-
cionadas con el equipo a modo de kit de mutagénesis sitio-dirigida, del tipo QuickChance® Site-Directed Mutage-
nesis), pueden recoger el dsDNA relajado, mellado, y puede reparar las mellas. Las células supercompetentes XL-1
Blue, se transformaron, con los pldsmidos mutados, de la forma que sigue. Las células supercompetentes XL-1 Blue,
se enfriaron en hielo, y se mantuvieron a una temperatura de 4°C. Las células supercompetentes, se alicuotaron (50 ul),
en tubos de propileno preenfriados del tipo Falcon 2059. Se procedi6 a transferir un alicuoto (1 ul) del DNA digerido
de Dpn [, procedente de cada muestra y, el tubo de muestra, se transfiri6 a alicuotos separados de células supercompe-
tentes. Las reacciones de transformacion, se mezclaron e incubaron a una temperatura de 4°C, durante un transcurso
de tiempo de 30 minutos. Las mezclas de reaccidn, se calentaron, a continuacion, a una temperatura de 42°C, durante
un transcurso de tiempo de 45 segundos, y se incubaron en hielo, durante un transcurso de tiempo de 2 minutos. Se
procedié a afiadir caldo de cultivo NZY (42°C, 0,5 ml), a cada mezcla de reaccién y, las reacciones, se incubaron
a una temperatura de 37°C, con agitacion (225 - 250 revoluciones por minuto), durante un transcurso de tiempo de
1 hora.

Las reacciones de transformacion, se emplazaron separadamente en placas (250 ul), sobre placas de agar de LB,
con X-gal e IPTG con pg/ml de ampicilina preparadas segiin se describe en el manual de instrucciones del equipo a
modo de kit de mutagénesis sitio-dirigida, del tipo QuickChance® Site-Directed Mutagenesis. Las placas, se incubaron
a un temperatura de 37°C, durante un transcurso de tiempo de por lo menos 16 horas. Se procedié a escoger colonias
individuales y se cultivaron durante el transcurso de toda la noche en caldo de cultivo LB, con 100 pg/ml de ampicilina,
a una temperatura de 37°C, y mediante agitacién a 225 revoluciones por minuto, con objeto de expandir los cultivos.
Los cultivos del transcurso de toda una noche, se centrifugaron a 440 x g, durante un transcurso de tiempo de 30
minutos, a las células de granulares, y se descartaron los sobrenadantes.

Las bacterias se lisaron y, el DNA pldsmido, se aisl6 a partir de las células XL-1 Blue, utilizando un equipo a modo
de kit, del tipo QIAprep® kit (Qiagen, Valencia, CA), en concordancia con las instrucciones de manual del equipo a
modo de kit. Se realizaron digestiones de las enzimas de restriccion, con objeto de identificar clones, en los cuales
se habia incorporado la secuencia de codificacién para la 6-histidina-tag. Las digestiones (productos de digestion)
resultantes, se analizaron utilizando un porcentaje del 4-20% de geles de gradiente de TBE (1,0 mm de espesor;
Invitrogen Cat. n° EC 62252) y tampones de ensayo de TBE (Invitrogen Cat. n® LC6678 y LC2675), en concordancia
con los procedimientos conocidos en el arte de la técnica especializada. Se utilizaron una escala de 100 pb (Gibco Cat.
n°® 15628-019) y un equipo, a modo de kit, de marcaje de DNA con plata (Pharmacia Cat. n° 17-6000-30).

Se utiliz6 un protocolo similar al descrito anteriormente, arriba (equipo a modo de kit de mutagénesis sitio-dirigida,
del tipo QuickChance® Site-Directed Mutagenesis), para modificar el subdominio de cada uno de los nucleétidos que
codifican a la IMPDH modificada, con contenido en histidina-tag, descritos aqui, en este documento (es decir, A2B
+ AH clon A, (A3 + 1A) + AH clon A, A 1,2A + AH clon B, A 3B + AH clon B y (A2 + 1A) + AH clon B). El
DNA utilizado para la PCR, era el DNA plasmido aislado a partir de células XL-1 Blue, utilizando el equipo a modo
de kit del tipo QIAprep®*kit. La secuencia de la IMPDH II del tipo salvaje que se habia modificado para codificar
a una 6-histidina-tag en el extremo 5’ de la secuencia de IMPDH II, se modificé adicionalmente, en la region de
subdominio para cada uno de los clones, mediante PCR (utilizando la secuencia de IMPDH II que se habia modificado
para codificar a una 6-, en el extremo 5’, en el pKK117, y utilizando los cebadores mostrados en las SEQ ID NOS:3
- 8). El protocolo, era tal y como se describe anteriormente, arriba, excepto en cuanto a lo referente al hecho de que,
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los pardmetros de la ciclacién de la temperatura, para la reacciéon de PCR, eran, para el segmento 2, 18 ciclos a una
temperatura de 95°, durante un transcurso de tiempo de 30 segundos, y 64°C, durante un transcurso de tiempo de 12
minutos.

Se utilizaron unos protocolos similares a los descritos anteriormente, arriba, incluyendo la transformacion de célu-
las XL-1 Blue supercompetentes, lisis de las células bacterianas, y aislamiento de DNA, utilizando un equipo a modo
de kit, del tipo QIAprep®, para aislar clones positivos para las deseadas modificaciones de la IMPDH, excepto en
cuanto a lo referente al hecho de que, los clones positivos, se confirmaron mediante secuenciacion realizada por parte
de Qiagen, Bothell, WA, en lugar de mediante digestion de enzimas de restriccion.

Ejemplo 2
Transformacion de E. coli H712

Se procedié a transformar E. coli H712 (Yale University), y se utiliz6 para la expresion de polipéptidos modificados
de IMPDH, provistos de histidina, y para la expresién de polipéptidos provistos de histidina, del tipo salvaje. El
DNA utilizado para la transformacién de E. coli H712, era el DNA plasmido procedente de clones positivos, aislados
utilizando el equipo a modo del kit del tipo QIAprep® kit (Qiagen, Valencia, CA) 6 el plasmido pKK117, con un
inserto que codifica para el polipéptido del tipo salvaje.

Las E. coli H712, se hicieron competentes, mediante el procedimiento de Cheng, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
86:2172 (1989) con modificaciones. En resumen, un cultivo fresco realizado a través de toda una noche de E. coli
H712 en caldo de cultivo LB, se diluy6 a razén de 1:50, en caldo de cultivo LB calentado, a un volumen final de 60
ml. El cultivo, se incub6 a una temperatura de 37°C, mediante agitaciéon a 225 revoluciones por minuto, hasta que
el cultivo alcanzara una ODgg ., de aproximadamente 0,3 - 0,4. Los 60 ml de cultivo, se centrifugaron durante un
transcurso de tiempo de 15 minutos, a 4100 x g y, el granulo, se resuspendié en 6 ml de TSS frio (caldo de cultivo LB,
10% PEG (MW 8000), 5% DMSO, 42 mM MgCl,). Se prepararon alicuotos de las células resuspendidas (0,1 ml), en
crioviales, en un bafio de nitrégeno liquido, y las células, se almacenaron a una temperatura de -70°C.

Se procedi6 a transformar células competentes de E. coli H712, de la forma que sigue. Se deshelaron tubos de
células competentes, en hielo. Se procedi6 a afiadir un alicuoto de 1 ul de cada pldsmido purificado, a tubos separados
y, el liquido, se mezclé cuidadosamente. Las mezclas de transformacidn, se incubaron en hielo, durante un transcurso
de tiempo de 30 minutos. Se afiadié caldo de cultivo NZYM (0,50 ml), precalentado (42°C) y las células, se sometieron
a tratamiento por calor, a una temperatura de 42°C, durante un transcurso de tiempo de 2 minutos. Las células, se
volvieron a poner inmediatamente, otra vez, sobre hielo, durante un transcurso de tiempo de 2 minutos. A continuacion,
se procedi6 a afiadir caldo de cultivo NZYM (0,9 ml) precalentado (37°C) y, el liquido, se agit6é cuidadosamente. Las
mezclas de transformacion, se incubaron a una temperatura de 37°C, con agitacién a 225 revoluciones por minuto,
durante un transcurso de tiempo de 30 minutos. A continuacién, se procedié a extender alicuotos (20 ul) sobre placas
de agar (agar LB + 10 pg/ml de ampicilina). Las placas, se incubaron a una temperatura de 37°C, durante el transcurso
de toda la noche. Las colonias se seleccionaron, los cultivos se cultivaron durante el transcurso de toda la noche, y se
prepararon provisiones de glicerina.

Ejemplo 3
Expresion de IMPDH, utilizando E. coli H712

Se procedio a cultivar un cultivo de toda la noche, a partir de provisiones de glicerol congeladas, a una temperatura
de 37°C, con agitacién. Las células, se cultivaron en caldo de cultivo Terrific + sales de medio minimo M9, 2% glucosa,
y 100 ug/ml de ampicilina. Las células, se diluyeron a un valor de relacién de 1:1000, en medio fresco, con IPTG (0,5
mM). Las células, se cultivaron durante un transcurso de tiempo de 22 horas, a una temperatura de 37°C, con agitacion.
Las células, se recolectaron mediante centrifugacién (4100 x g, durante 30 minutos), se lavaron con NaCl al 9%, se
centrifugaron otra vez, y se almacenaron a una temperatura de -70°C.

Las células, se deshelaron y lisaron mediante la adicién de 4,5 ml de tamp6n de lisis por gramo de células. El
tampo6n de lisis, era 10 mM Tris Base, 7,5 mM TECP-HCI, inhibidor de proteasa completo exento de EDTA (Roche
Diagnostics), a la concentracidon recomendada, S00 mM KCl, y 10 mM imidazol, pH 8,0). La solucién, se mezclé
hasta que, el granulo en su totalidad, se encontrara en solucién. A continuacidn, se procedié a afiadir Lysozime 20.000
U/ml (Epicenter Cat. n° R1810M) y, la solucidn, se agit6 durante un transcurso de tiempo de 30 minutos. Se afiadi
Benzonase (1 pl/ml; solucién de lisis de Novagen Cat. n° 70746) y, la solucién, se agité durante un transcurso de
tiempo de 30 minutos. A continuacion, se afiadieron dos partes de tampdn de dilucién de lisis, por una parte del lisado.
El tamp6n de dilucién de lisis, era 20 mM NaPO,, 7,5 mM TECP-HCI, 0,5 M KCl, 6,0 urea, 20 mM imidazol, y 0,3%
NP-40, pH. El lisado, se mezcl6é durante un transcurso de tiempo de por lo menos 30 minuto, y se almacené durante
el transcurso de toda la noche, en el frio, a una temperatura de mayor de 4°C. El lisado, se centrifug a 20.000 x g,
durante un transcurso de tiempo de 30 minutos y, el sobrenadante, se retuvo, se ajusté a un valor pH de 8,0, y se filtrd,
utilizando un filtro de acetato de celulosa.
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Ejemplo 4
Purificacion de IMPDH aislada a partir de E. coli H712

Se procedi6 a purificar los polipéptidos modificados de IMPDH del tipo salvaje, provistos de histidina-tag y los
polipéptidos de IMPDH provistos de histidina-tag, del tipo salvaje, mediante cromatografia de afinidad de quelato
de niquel, seguido de la aplicacién de la proteina diluida, a una columna de desalacidn, utilizando procedimientos
conocidos en el arte especializado de la técnica.
Cromatografia de afinidad de quelato de niquel

La resina de niquel, puede obtenerse, por ejemplo, de procedencia de las firmas Pharmacia (columna de XK 26) y
Qiagen (Valencia, CA; (Resina de superflujo del tipo Superflow Resin Ni-NTA). Los protocolos de purificacién que
se facilitan posteriormente, a continuacidn, son aplicables a las resinas de afinidad de quelato de niquel, procedentes
de las firmas Pharmacia o Qiagen. Todos los tampones, se desgasificaron, antes de su utilizacion.
Tampones

Tampon de dilucion de la muestra

20 mM NaPOy, 7,5 mM TCEP-HC], 0,5 M KCl, 6 M urea, 0,02 M imidazol, y 0,3% NP-40, pH 8,0.

Tampon de equilibrio/enlace/lavado

20 mM NaPO,, 7,5 mM TCEP-HCI, 0,5 M KCl, 4 M urea, 0,02 M imidazol, y 0,175% NP-40, pH 8,0.

Tampon de lavado (solo Qiagen)

20 mM NaPO,, 7,5 mM TCEP-HCI, 0,5 M KCl, 0,02 M imidazol, y 0,175% NP-40, pH 8,0.

Tampon de elucion A (solo Quiagen)

20 mM NaPO,, 7,5 mM TCEP-HC], 0,5 M KCl, 0,05 M imidazol, y 0, 175 NP-40, pH 8,0.

Tampon de elucion B

20 mM NaPO,, 7,5 mM TCEP-HC], 0,5 M KCl, 0,1 M imidazol, y 0,175 NP-40, pH 8,0.

Tampon de elucion C (solo Quiagen)

20 mM NaPO,, 7,5 mM TCEP-HCI, 0,5 M KCl, 0,2 M imidazol, y 0,175 NP-40, pH 8,0.

Tampon de elucion D (solo Pharmacia)

20 mM NaPOy, 7,5 mM TCEP-HCI, 0,5 M KCl, 0,02 M imidazol, y 0,175% NP-40, pH 8,0.
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Procedimientos de purificacion

Etapa Resina Pharmacia (columna de Resina de Quiagen (columna
100 ml) de 25 ml)
Carga 10 ml/minuto 3 ml/minuto (para no

exceder las especifica-

ciones de la presién

Lavado 1 Tampdn de equilibrio/ Tampén de equilibrio/
enlace/lavado, 10 ml/minuto enlace/lavadoe, 3 ml/minuto
Lavado 2 N/A Tampén de lavado, sin urea,

3 ml/minuto

Elucién 1 | Tampdn de elucidén B (0,1 M Tampén de elucidn A (0,05 M
imidazol), 10 ml/minuto imidazol), 3 ml/minuto

Elucién 2 | Tampdn de elucidén D (0,3 M Tampdén de elucidén B (0,1 M
imidazol), 10 ml/minuto imidazol), 3 ml/minuto

Etapa Resina de Pharmacia {columna Resina de Quiagen {columna
de 100 ml) de 25 ml)

Elucidén 3 | N/A Tampdn de elucidn (0,2 M

imidazol), 3 ml/minuto

producto Eluidos en 0,3 M imidazol Eluidos en 0,1 M imidazol

Cromatografia de columna de desalacion
Materiales

Columna de desalacién HiPrep 26/10, Pharmacia (Cat. N° 17-5087-01).

Tampon de desalacion
0,437 M TAPSO, 25,8 M acetato potésico, 4,23 mM IMP, 7,5 mM TECP-HCI, 0,2% Suttocide A y 0,175% NP-
40, pH 8,0.

Procedimiento de desalacion

Se procedi6 a desgasificar todos los tampones, antes de su utilizacién. La columna de desalacién, debe equilibrarse
bien y hacerse avanzar (puesta a cero) al tiempo de descarga. Cuando la proteina eluida a partir de la columna de
afinidad de quelato de niquel se aplic6 a la columna de desalacidn y, el colector de fracciones, se ajust6 para recoger
fracciones de 5 ml. Cuando el pico de enzimas se habia eluido a partir de la columna, el colector de fracciones, se
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desconectd6 vy, el flujo, se derivé hacia la salida de residuos. Las fracciones pico, se recogieron y se ensayaron. Se
observé una cima o un segundo pico, después de la IMPDH eluida, pero no existia actividad en esta cima, y ésta no se
extrajo. Las fracciones de las columnas con IMPDH, se identificaron mediante medicién de la actividad enzimética en
la fracciones, utilizando el ensayo descrito en el ejemplo 5. La IMPDH purificada, se almacené a una temperatura de
4°C 6 de -20°C.

Ejemplo 5
Ensayo de la actividad enzimdtica de IMPDH

Las fracciones de columna, se ensayaron en cuanto a lo referente a su actividad enzimatica, de la forma que
sigue a continuacién. Se determind, también, la actividad especifica de la IMPDH purificada. La actividad enzimatica,
combinada con la determinacién de la concentracién de proteinas, proporciona un medio para determinar la actividad
especifica de la proteina modificada, lo cual es también una indicacién del grado de agregacion.

Materiales para el ensayo enzimdtico
Diluyente: 100 mM TAPSO, 3,1 mM TCEP-HCI, 100 mM KClI, 0,2 mM IMP, pH 8,0.

Tampon de reaccién: 100 mM TAPSO, 3,1 mM TCEP-HCI, 10 mM KCl, 0,4 mM NAD, pH 8,0.

Equipo para el ensayo enzimdtico

Espectrofotometro UV/vis spectrophotometer, de temperatura cuidadosamente controlada, con 50 BioSpec.

Procedimiento de ensayo enzimdtico

Se procedi6 a diluir la enzima purificada y a emplazarla en una cubeta, emplazdndose, la cubeta, en el interior
de un portador de cubetas y, la solucién, se equilibré a una temperatura de 37°C. El tampdn de reaccién de ensa-
yo (990 ul), se afiadié a una cubeta por separado y, la cubeta en cuestion, se cubrid y se colocé en el portador de
cubetas. La solucidn, se equilibré a una temperatura de 37°C. Se procedi6 a afiadir muestra calentada (115,55 ul)
al tampo6n de reaccién calentado y, la solucién, se mezclé mediante inversién y se emplazé de nuevo en el espec-
trofotometro. La reaccién, se controlé inmediatamente, a 340 nm, procediendo a tomar una lectura de absorbancia
cada 10 segundos, durante un periodo de tiempo de 3 minutos. La actividad enzimadtica, se calcul6 de la siguiente
forma:

A absorbencia L volumen total . L.
——— x factor de dilucién x = total de actividad enzimatica
6,22 volumen de muestra

Se procedié a analizar los niveles de proteina, utilizando el juego de reactivos de preparacién de ensayo de proteinas
del tipo Compat-Able® Protein Assay Preparation Reagent Set (Pierce Cat. n® 23215) o el ensayo de proteinas del
tipo Protein Assay ELC (Roche Diagnostics Cat. n® 1767003). La actividad especifica, se define como la actividad
por masa de proteina, y ésta era de aproximadamente 1 unidad/mg, para los polipéptidos modificados de IMPDH
II.

Ejemplo 7
Ensayo de tasa de estabilidad de la IMPDH

Se procedié a medir las tasas de estabilidad de las enzimas modificadas de IMPDH, provistas de histidina-tag
(figuras 20 - 24), con objeto de comparar la tasa de estabilidad de las enzimas modificadas, provistas de histidina-tag
(es decir, modificadas en el subdominio) con la tasa de estabilidad de la enzima de IMPDH, del tipo salvaje, provista
de histidina-tag (figura 19). Se procedid, también, a medir la tasa de estabilidad de la enzima del tipo salvaje, sin una
“tag” (figura 19). Las tasas de estabilidad, se midieron de la forma que se describe a continuacién:

Tampones

R1 C (1): 0,437 M TAPSO, 0,0258 M acetato sddico, 2,35 mM TCEP, 4,32 mM IMP, 0,3 mM EDTA disddica,
0,72 mM fosfato sédico, 10,7 mM KCl, y 0,1% Suttocide A, pH 8,0. Una formulacién alternativa del tampén R1 C
(1), es la de 0,437 M TAPSO, 25,8 M acetato potdsico, 7,5 mM TCEP, 4,32 mM IMP, 0,175 NP40, y 0,2% Suttocide
A, pH 8,0.
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R1 F: 0,115 M TAPSO, 0,347 M acetato sddico, 2,35 mM TCEP, 4,32 mM IMP, 3,51 mM EDTA disddica, 0,72
mM fosfato sédico, 10,7 mM KCl, y 0,05% Suttocide A, pH 8,0.

R2: 2,5 mM NAD, 0,0175% NP40, y 0,05% Suttocide A, pH 6,0. Una formulacién alternativa de R2, es 0,1 M
ACES, 10 mM NAD, 7,5 mM TCEP, 0,175% NP40, y 0,05% Suttocide A, pH 6,0.

ACES = acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico ¢ acido N-(carbamoilmetil)-2-aminoetanosulfénico ¢ N-
(carbamoilmetil)taurina 6 acido 2-(carbamoilmetil-amino)-etanosulfénico.

TAPSO = 4cido N-[tris(hidroximetil)metil]-3-amino-2-hidroxi-propanosulfénico 6 &cido 2-hidroxi-3-[tris-
(hidroximetil)metilamino]- I -propanosulfénico.

TCEP = Tris(2-carboxietil)fosfina 6 4cido 3,3°,3” -fosfinidin-tripropidnico.

TCEP-HCI = Clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina 6 clorhidrato del 4cido 3,3’,3”-fosfinidrin-tripropidnico.

Procedimiento de ensayo enzimdtico

Los ensayos de tasa de estabilidad, se realizaron a unas temperaturas de 4°C y 37°C. Las tasas, se compararon a la
tasade t = 0,4°C, y se utiliz6 o bien el tamp6én R1 C(1) 6 bien el R1 F. Los ensayos de tasa de estabilidad, se realizaron
en un analizador del tipo Hitachi 917 analyzer, con los siguientes parametros:

Tasa A, 10 minutos, ventana de lectura 28 - 33.
Longitud de onda primaria: 340 nm.

Longitud de onda secundaria: 700 nm.
Volumen de la muestra: 2 ul.

Volumen de R1: 167 ul.

Volumen de R2: 33 pul.

Tipo de calibracién: lengiieta.

Tal y como se ha discutido anteriormente, arriba, se procedi6 a medir las tasas de estabilidad de las enzimas mo-
dificadas de IMPDH, provistas de histidina-tag (figuras 20 - 24), con objeto de comparar la tasa de estabilidad de las
enzimas modificadas, provistas de histidina-tag (es decir, modificadas en el subdominio), con la tasa de estabilidad
de la enzima de IMPDH, del tipo salvaje, provista de histidina-tag (figura 19). Los resultados representados en las
figuras 18 - 24, muestran el hecho de que, la tasa de estabilidad de los polipéptidos modificados de IMPDH, provistos
de histidina-tag, es aproximadamente igual a de la proteina del tipo salvaje (es decir que, los polipéptidos modificados
de IMPDH, provistos de histidina tag, no exhiben la tasa de estabilidad decrecida observada para los polipéptidos
de IMPDH provistos de histidina-tag que no se habian modificado en el subdominio). Correspondientemente en con-
cordancia, la modificacién de un polipéptido de IMPDH provisto de histidina-tag, en el subdominio, tal y como se
describe aqui, en este documento, tiene como resultado el mantenimiento de la tasa de estabilidad de la enzima, con
relacién a la enzima de IMPDH del tipo salvaje.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido modificado de ionosin-5’-monofosfato deshidrogenasa IMPDH, humano, en donde, el citado
polipéptido de IMPDH, tiene una histidina tag y en donde, uno o mas aminodcidos de dicho polipéptido de IMPDH
correspondientes a las posiciones 116 - 250, segtin se muestra en la figura SEQ ID NO:12, se encuentran sustituidos
con un aminodcido negativamente cargado.

2. El polipéptido modificado de IMPDH de la reivindicacién 1, en donde, el citado polipéptido modificado de
IMPDH, es IMPDH del tipo I 6 del tipo II.

3. El polipéptido modificado de IMPDH de Ia reivindicacién 1, que tiene la secuencia de aminoécidos segtin se
muestra enana cualquiera de las SEQ ID NOS: 14, 16, 18, 20 6 22.

4. El polipéptido modificado de IMPDH de la reivindicacién 1, en donde, uno o mds aminoécidos positivamente
cargados en las posiciones 130, 132, 134, 140, 142, 143, 155, 159, 167, 173, 177, 187, 188, 201, 209, 211, 212, 214,
230, 234, 235, 237, 244, 247, 6 248, tal y como se muestra en la SEQ ID NO: 12, se encuentran sustituidos con un
aminodcido negativamente cargado.

5. Un vector que comprende una molécula de 4cido nucleico la cual codifica al polipéptido modificado de IMPDH
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacién 5, en donde, la citada célula huésped, se
selecciona de entre el grupo consistente en una bacteria, una levadura, una célula de mamifero, una célula fingica, y
una célula de insecto.

7. Un procedimiento para producir el IMPDH modificado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4, que
comprende las etapas de:

(a) cultivar la célula huésped de la reivindicaciéon 6, bajo unas condiciones apropiadas, para producir el citado
polipéptido modificado de IMPDH y

(b) recuperar el citado polipéptido modificado de IMPDH producido.
8. El polipéptido modificado de IMPDH, producido mediante el procedimiento de la reivindicacién 7.

9. Una molécula aislada de 4cido nucleico que codifica a un polipéptido modificado de IMPDH, humano, del tipo
1 6 del tipo 11, en donde, el citado polipéptido de IMPDH, tiene una histidina tag y, en donde, uno o mas aminoacidos
del citado polipéptido de IMPDH, correspondientes a las posiciones 116 - 250, tal y como se muestran en la SEQ ID
NO:12, se encuentran sustituidas con un aminoéacido negativamente cargado.

10. Las moléculas aisladas de acido nucleico de la reivindicacion 9, en donde, el citado acido nucleico, es DNA 6
RNA.

11. Lamolécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 9, en donde, la secuencia complementaria de la citada
molécula aislada de 4cido nucleico, hibrida bajo condiciones astringentes a la secuencia de nucleétidos presentada en
las SEQ ID NOS: 13, 15,17, 19 6 21.

12. La molécula aislada de 4cido nucleico de la reivindicacién 9, que comprende una secuencia seleccionada de
entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, y
secuencias complementarias de éstas.

13. Un vector de expresion que comprende la molécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 12, operati-
vamente enlazada a un promotor.

14. Un vector que comprende la molécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 12.
15. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacién 14.

16. La célula huésped de la reivindicacion 15, en donde, la citada célula huésped, se selecciona de entre el grupo
consistente en una bacteria, una levadura, una célula de mamifero, una célula fingica, y una célula de insecto.

17. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacién 9, en donde, la secuencia complementaria de la
citada molécula aislada de 4cido nucleico, hibrida, bajo condiciones astringentes, a los nucleétidos 246 - 750 de una
secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:21.
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18. Un vector de expresion que comprende la molécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 17, operati-
vamente enlazada a un promotor.

19. Un vector que comprende la molécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 17.
20. Una célula huésped que comprende el vector de la reivindicacién 19.

21. La célula huésped de la reivindicacién 20, en donde, la citada célula huésped, se selecciona de entre el grupo
consistente en una bacteria, una levadura, una célula de mamifero, una célula fiingica, y una célula de insecto.

22. La molécula aislada de 4cido nucleico de la reivindicacién 9, en donde, el citado polipéptido de IMPDH,
comprende una secuencia de aminoécidos seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:14, SEQ ID
NO:16, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:22.

23. La molécula aislada de 4cido nucleico de la reivindicacién 9, que comprende los nucleétidos 346 - 750 de una
secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:17, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:21.

24. Un vector que comprende la molécula aislada de dcido nucleico de la reivindicacién 12, obtenible a partir de
E. coli H712 que tiene los ndmeros de acceso de la ATT, PTA-5786, PTA-5782, PTA-5784, PTA-5285 6 PTA 5783.

25. Un equipo, a modo de “kit”, que comprende el polipéptido modificado de una cualquiera de las reivindicaciones
1-4
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FIGURA 1
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GCA
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GTT
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GAT

AGT

cCT

ATC

ATC
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ATA CAT ATG CAT

CGG CGT GAT GGT

CAG CCC CGA AGA
CGA GCA TGG TTT

ACC ATG CTC GGC
TTC GGG GCT GAG

ACA GAC ACA GGC

CTC GCT CCC CAT

ATC TCC TCC GAA
C 3’ (SEQ 1ID NO:

CCT CCT CGA GAA
C 3' {(SEQ ID NO:

CAC

TGA

TTC
GAC

TTC

GAC
7)

AAT
8)

FIGURA 3

CAT CAC CAT CAC GCC
GGT GAT GCA TAT GTA

GGT GGA AGA TGT TTT
C 3’ (SEQ ID NO:3)

GGC CTC AAA AAC ATC
C 3’ (SEQ ID NO:4)

ATG GGG AGC GAG TTG
GCC TGT GTC TGT GAT

ATT GAT TTT CTC GAG

CAA TGT CTT CGG AGG

22

GAC TAC C 3’ (SEQ ID NO:1)

TAT CTC C 3’ (SEQ ID NO:2)

TGA GGC

TTC CAC

GTG 3’ (SEQ ID NO:5)

TGG 3’ (SEQ ID NO:6)

GAG

AGA



atggcegact
cagcagctet
tacatcgact
cttaagacce
gcaatggege

gccaatgaag

acctgattag
tcaactgegg
tcactgcaga
cactggtttc
ttacaggegg

ttcggaaagt

ctcageecca
ggtatcccaa
agggacattg
aagagggaag
ctgcagcgcea
‘atcattgcce
aagaaacagc
gacttgetcg
atcttccaga
ggaggcaatg
ctgcgggorgg
cggcecccaag
gtcattgctg
gececcacag
ttectettecey
gacaagcacc
cagggagtgt
attgetggea
gcratgatgt

ggrggegtcee

aggatcgcg

tcacagacac
attttctcaa
acttggtagt
gcaagaaggg
ggacagacct
tgectgtgtgg
cccaggetgg
tcaatatgat
tggtcactgce
gcatgggaag
caacagcagt
atggaggaat
tcatgatggg
atgggatccg
tcagcagceca
ctggtgctgt
tccaacacte
actctgggga

atagectcca
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tgggggcacg
agacggccte
ccaggtggac
ctctececatg
tattggette
gaagaaatat
gegggatgee
aggecggatg
agaggaggaa
agcccctgca
aaagttgccc
gaagaagaat
ggcagccatet
tgtggatgta
caagtacatc
tgeccaggec
tggctccate
gtacaaggtg
ccaaaatgtg
cteteteeeyg
gctaaagaaa
gaacagatat
gcaggacaaa
atgccaggac
gettaagttt

ttcgtatgag

FIGURA 4

tectacgtge
acctacaatg
ctgacttctg
gacacagtca
atccaccaca
gaacagggat
tetgaggeca
gggageceget
catgactgtt
ggcatcacac
attgtaaatg
cgggactace
ggcactcatg
gtggttttgg
aaagacaaat
aagaacctca
tgcattacge
tcagagtatg
ggtcatattg
gctgccacca
tatcgeggta
ttcagtgaag
gggtcaatcce
attggtgcca
gagaagagaa

aagcggetet

23

cagacgacgg
actttccecat
ctctgaccaa
cagaggetgg
actgtacacc
tcatcacaga
aggcccggcea
tggtgggcat
tcttggaaga
tgaaggaggc
aagatgatga
cactagcctec
aggatgacaa
actcttecca
accctaatcet
ttgatgcagg
aggaagtgct
cacggcgett
cgaaagcctt
ctgaggcccee
tgggttctct
ctgacaaaat
acaaatttgt
agagcttgac
cgtcctcage

tctga

actcacagca
tctcecetggg
gaaaatcact
gatggccata
tgaattccag
ccectgtggte
tggtttetge
catctectee
gataatgaca
aaatgaaatt
gcttgtggee
caaagatgce
gtataggctg
gggaaattce
ccaagtcatt
tgtggatgce
ggcctgtggg

tggtgttccyg

‘ggeccttggg

tggtgaatac
cgatgccatg
caaagtggcc
cccttacetg
ccaagtccga

ccaggtggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500
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FIGURA 5A

Met Ala Asp Tyr Leu Ile Ser Gly Gly Thr Ser Tyr Val Pro Asp Asp
-] 15
Gly Leu Thr Ala Gln Gln Leu Phe Asn Cys Gly Asp Gly Leu Thr Tyr
20 25 io

Asn Aap Phe Leu Ile Leu Pro Gly Tyr 1lle Asp Phe Thr Ala Asp Gln
a5 40 45

Val Asp Leu Thr Ser Ala Leu Thr Lys Lys Ile Thr Leu Lys Thr Pro
S0 55 60

Leu Val Ser Ser Pro Met Asp Thr Val Thr Glu Ala Gly Met Ala Ile
65 70 75 8o

Ala Met Ala Leu Thr Gly Gly Ile Gly Phe 1le His His Asn Cys Thr
85 920 95

Pro Glu Phe Gln Ala Asn Glu Val Arg Lys Val Lys Lys Tyr Glu Gln
100 105 110

Gly Phe Ile Thr Asp Pro Val Val Leu Ser Pro Lys Asp Arg Val Arxg
115 120 128

Asp Val Phe Glu Ala Lys Ala Arg His Gly Phe Cys Gly Ile Pro Ile
130 135 140

Thr Aep Thr Gly Arg Met Gly Ser Arg Leu Val Gly Ile Ile Ser Serxr
148 150 155 160

Arg Asp 1le Asp Phe Leu Lys Glu Glu Glu His Asp Cys Phe Leu Glu
165 170 175

Glu Ile Met Thr Lys Arg Glu Asp Leu Val Val Ala Pro Ala Gly Ile
180 185 190

Thr Leu Lys Glu Ala Asn Glu Ile Leu Gln Arg Ser Lys Lys Gly Lys
198 200 205

Leu Pro Ile val Asn Glu Asp Asp Glu Leu Val Ala Ile Ile Ala Arg
210 218 220

Thr Asp Leu Lys Lys Asn Arg Asp Tyr Pro Leu Ala Ser Lys Asp Ala
22S 230 235 240

Lys Lys Gln Leu Leu Cys Gly Ala Ala Ile Gly Thr His Glu Asp Asp
245 250 25S

Lys Tyr Arg Leu Asp Leu Leu Ala Gln Ala Gly Val Asp Val Val val
260 265 270

Leu Asp Ser Ser Gln Gly Asn Ser Ile Phe Gln lle Asn Met Ila Lys
275 280 205

Tyr Ile Lys Asp Lys Tyr Pro Asn Leu Gln val Ile Gly Gly Asn val
290 295 300
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Ala
310
Gly
Pro
Gly
Ala
Leu
3so
Ile
Lys
Lys
His
Asp
470

Gly

Gly

Lys

Ser

Gln

val

Lys

375

Ala

Arg

His

val

Lys

455

Ile

Glu

val

FIGURA 5B
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360
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Thr

345
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Ile
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atgcatcace
gacgacggac
ccectcatte
ccgaccaags
gaggerggga
tgtacacctg
atcacagace
gcecggeacg
gtggacatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgage
ctagececcca
gatgacaagt
.testcccagg
cctaatctee
gatgcaggtg
gaagtgcrgg
cggegeteeg
aaagcecegg
gaggcceeceg
ggttctetcy
gacaaaatca
aaatttgree
agcttgacee
tectcagece

tga

atcaccecatca
tcacagcaca
tceetgggt a
aaaccacect
tggccatage
aatrccaggc
ctgtggtcct
gtttetgegg
tctectecag
taatgacaaa
atgaaattet
ttgrggecat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattccat
aagtcattgg
tggatgeect
cctgtggge g
gtgttceoggt
cocetggggc
gtgaatact ¢
atgccatgga
aagtggccca
cctacctgat
aagtcegage

aggtggaagg
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cgcegactac
gcagetette
catcgactec
taagacccca
aatggegett
caatgaagtt
cagccecaag
tatcccaatc
ggacattgat
gagggaagac
gcagcgcage
cattgecogg
gaaacagetg
cttgetegec
cttecagatce
aggcaatgtg
9cg9ggtgggc
gccccaagca
catcgetgat
ctccacagec
cttttecgat
caagcacctc
gggagtgtct
tgeeggeate
catgatgtac

tggcgtecat

FIGURA

ct gattageg
aa ctgcggag
ac tgcagace
ct ggtetect
ac aggegota
cg gsaagtgs
ga tcgegtge
ac agacacag
tt tctcaaag
tt ggtggtag
aa gaagggaa
a cagacctga
ct gtgeggag
Ca qgctggtg
aatatgatca
gt cactgetg
at gggaagtyg
ac agcagtge
gg aggaatcc
at gatgggct
gggatccgge
ag cagecaga
g9 tgctgtge
ca acactcat
tc tgaggage

agcctecate
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ggggcracgtec
acggce ceac
aggtgg acct
ctcocca tgga
ccgget ceat
agaaat atga
gagatg ceee
gcecgga €999
aggagg aaca
ccectg cagg
agttgc ccat
agaag aatcg
cagcca ttgg
tggatg tagt
agtacatcaa
cccagg ccaa
gctccatteetyg
acaaggtgtc
aaaatgtggyg
ctctce tgge
taaagaaata
acagat attt
aggaca aagg
gccagg acat
ttaagt ttga

cgtat gagaa

ctacgtgecca
ctacaatgac
gacttctget
cacagtcaca
ccaccacaac
acagggattc
tgaggccaag
gagccgettg
tgactgttte
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggtettggac
agacaaatac
gaaccteatt
cattacgcag
agagtatgca
tcacattgeg
tgccaccact
tcgeggtatg
cagtgaagct
gtcaatccac
tggtgccaag
gaagagaacg

geggettet ©

60
120
180
240
o0
6o
420
400
$40
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1563
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FIGURA 7A

Met Mis His His His His His Ala Asp Tyr Leu Ile Ser Gly Gly Thr
1 H 10 15

Ser Tyr Val Pro Asp Asp Gly Leu Thr Ala Gln Gln Leu Phe Asn Cys
20 2s 30

Gly Asp Gly Leuv Thr Tyr Asn Asp Phe Leu Ile Leu Pro Gly Tyr Ile
35 40 45

Asp Phe Thr Ala Asp Gln Val Asp Leu Thr Ser Ala Leu Thr Lys Lys
50 13 60

Ile Thr Leu Lys Thr Pro Leu Val Ser Ser Pro Met Asp Thr Val Thr '
65 70 % . 80

Glu Ala Gly Met Ala Ile Ala Met Ala Leu Thr Gly Gly 1lle Gly Phe
8s 90 95

Ile His Kis Asn Cys Thr Pro Glu Phe Gln Ala Asn Glu Val Arg Lys
100 108 110

val Lys Lys Tyr Glu Gln Gly Phe lle Thx Asp Pro Val Val Leu Ser
115 120 125

Pro Lys Asp Arg Val Arg Asp Val Phe Glu Ala Lys Ala Arg His Gly
130 138 140

Phe Cys Gly Ile Pro Ile Thr Asp Thr Gly Arg Met Gly Ser Arg Leu
145 150 155 } 160

Val Gly Ile Ile Ser Ser Arg Asp Ile Asp Phe Leu Lys Glu Glu Glu
165 170 178

His Asp Cys Phe Leu Glu Glu Ile Met Thr Lys Arg Glu Asp Leu Val
180 185 190

val Ala Pro Ala Gly Ile Thr Leu Lys Glu Ala Asn Glu lle Leu Gln
195 200 208

Arg Ser Lys Lys Gly Lys Leu Pro Ile Val Asn Glu Asp Asp Glu Leu
210 21S 220

val Ala Ile I1le Ala Arg Thr Asp Leu Lys Lys Asn Arg Asp Tyr Pro
228 230 235 240

Leu Ala Ser Lys Asp Ala Lys Lys Gln Leu Leu Cys Gly Ala Ala Ile
245 250 255

Gly Thr His Glu Asp ASp Lys Tyr Arg Leu Asp Leu Leu Ala Gln Ala
260 265 270

Gly val Agp Val val Val Leu Asp Ser Ser Gln Gly Asn Ser Ile Phe
275 280 285

Gln Ile Asn Met Ile Lys Tyr Ile Lys Asp Lys Tyr Pro Asn Leu Gln
290 295 300

Val Ile Gly Gly Asn Vval Val Thr Ala Ala Gln Ala Lys Asn Leu Ile
305 310 315 320
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FIGURA 7B
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atgcatcacc
gacgacggac
ttectecatte
ctgaccaaga
gaggctggga
tgtacacctg
atcacagacc
gcceggeatg
gtgggcatca
_ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagc
ctagecctcca
gatgacaagt
tctteccayg
cctaatetcee
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggegetttg
aaagccttgg
gaggecectg
ggttctctecg
gacaaaatca
aaatttgtcce
A agcttgaccce
taectcagcee

tga

atcaccatca
tcacagcaca
teceegggta
aaatcactct
tggccatage
aattccagge
ctgtggtcct
gtttctgegg
tcetectceag
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggccat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattccat
aagtcattgg
tggatgcecct
cctgtgggeg
gtgttceggt
ceecttggyge
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggccca
cttacctgat
aagtccgagce

aggtggaagg
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FIGURA 8

cgcegactac
gcagetette
catcgactte
taagacceca
aatggcgctt
caatgaagtt
cagccccaag
tatcccaatc
ggacattgat
gagggaagac
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cttgetcgec
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tctggggage

agectceatt
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ggggcacgte
acggecatcac
aggtggacct
cteecatgga
ttggetrcat
agaaatatga
gggatgteee
gcgaaatggg
aggaggaaca
ceocetgeagg
agttgcccat
agaagaatcg
cagecattgy
tggatgtagt
agtacatcaa
cccaggecaa
getccatetg
acaaggtgtce
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cacagtcaca
ccaccacaac
acagggatte
tgaggccaag
aagcgagtty
tgactgtttc
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcag
agagtatgca
tcatattgeyg
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qQcggetttre

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
7320
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1390

1440

1500

1560

1563



Met His His His

1
Tyr val Pro
20

Ser

Gly Asp Gly Leu
as

Phe Thr
S0

Asp Ala

Ile Thr Leu

&S

Lys

Glu Ala Cly Met

Ile His His Asn

100
vVal

Lys Lys Tyx

His

Asp

Thr

Asp

Thr

Ala

85

cys

Glu

ES 2322477 T3

FIGURA 9A
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FIGURA 17A
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FIGURA 18
Tasa de estabilidad de Rl ampliada (wt)

R2 = NP40

AwtRI C(1)@ 4 °C — y = -0.0915x + 98.519 R'= 0.9522
+WeRIF @ 4°C —y=-0.1078x + 97.614 R*~0.9845

0 wt Rl C(1) @25 °C — y = -0.2847x + 93.606 R* = 0.9695
XwWtRIF  @25°C — y=-0.2884x + 92.907 R*=0.9778
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FIGURA 19
Tasa de estabilidad de R1 ampliada (wt + AH)
R2 = NP40
A witAH RI C(1) @ 4 °C —y = -0.0923x + 100.74 R*=0.9858
+WtrAHRIF @ 4°C —y=-0.1)14x +100.1) R'=0.987

O wt+tAH R1 C(1) @25 °C —y = -0.2930x + 94.937 R’=0.9531
XWHAHRIF @25 °C —- y=-03136x +92.970 R'= 09544
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FIGURA 20
Tasa de estabilidad de Rl ampliada

(A2B + AH clon A) R2 = NP40

A D2B+AH Clon A R1 C(1) @ 4 °C —y = -0.0766x + 97.756 R*= 0.9584
+DIB+ANClon ARIF  @4°C — y=-0.0944x + 96817 R*'=0.9782
0 D2B+AK Clon A RI C(§) @15 °C —y = -0.2864x + 93.951 R’'=0.9591
XD2B+AH Clon ARIF  @25°C — y=-0.3018x + 93.211 R*= 0.9648
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FIGURA 21
Tasa de estabilidad de Rl ampliada

((A 3 + 1) + AH clon A) R2 = NPA4O

A (DI+HIAYAH Clon A R1 C(1) @ 4 °C —y »-0.1015x + 100.50 R*=0.9260
+(D3+IAYAH Clon: ARIF @4 °C—y=-0.0973x + 100.731 R’ = 09414
O (D3+1AY*AH Clon: A R C(1) @25 °C — y = 0.3682x + 96.779 R’ = 0.9846
XOMIAPAHClon ARIF  @25°C —y=-03615x +99.830 R’ = 0.9957
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10
[1] v —_— — r v r T T —p————
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FIGURA 22
Tasa de estabilidad de R1 ampliada

(A 1,2A + AH clon B) R2 = NP40

4 D1,2A+AH Clon: B R) C(1) @ 4 °C —y = -0.0931x + 97.153 R'=0.9649
+D1,2A+AH Clon: BRIF @ 4 °C — y = -0.0926x + 97.304 R*=0.9730

@ DI1,2A+AH Clon. B R1 C(1) @18 °C ~—y = -0.2745x + 90.950 R'=0.9344
XDLIA+*AH Clon BRIE  @125°C -—y =-0.2717x + 92.849 R'=0.9613
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FIGURA 23
Tasa de estabilidad de Rl ampliada
(A 3B + AH clon B) R2 = NP40
4 D3B+AH Clon BRI C(1) @ 4°C ~——y =-0.0803x + 99.411 R*= (.9682
+D3B+AH Clon BRIF @4°C —y = -0.0935x +97.736 R*=0.9748

a D3B+AH Clon B R1 C(1) @25 °C ~~y = -0.2834x +93.158 R*= 09270
XD3IB+AH Clon BRIF @25°C —y = 0.2798x + 93.832 R'=0.9536
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FIGURA 24
Tasa de estabilidad de Rl ampliada
(A 1,2A + AH clon B) R2 = NP40
4 (D2+1A)+AH Clom B R1 C(1) @ 4 °C — y = -0.0843x + 101.03 R’=0.9233
+ (DAY AH Clont BRI F @ 4 °C ~—y = -0.0886x + 98.724 R”=0.9159

0 (D2HIAY*AH Clon: B RI C(1) @25 °C ~—y =-0.3218x + 99.304 R®=0.9943
X (DZ+IA*AH Clont BRI F @25 °C — y = -0.3305x + 98347 R*=0.9915
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Dorn, Allan R.
Rugaber, Janice E.

<120> DESHIDROGENASAS DE MONOFOSFATO DE INOSINA MODIFICADAS
<130> 35913-73956

<160> 22

<170> Patent In version 3.2

<210>1

<211>43

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
ggagatatac atatgcatca ccatcaccat cacgecgact acc 43

<210>2
<211> 43
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 2
ggtagtcggc gtgatggtga tggtgatgcea tatgtatate tce 43

<210>3

<211> 64

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3
ggtcctcage cccgaagatg aggtggaaga tgtttttgag gccgaagceceg agcatggttt 60
ctge 64
<210>4
<211> 64
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

gcagaaacca tgctcggctt cggcctcaaa aacatcttcc acctcatctt cggggetgag 60

gacc 64
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<210>5

<211> 39

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5
ccaatcacag acacaggcga aatggggagce gagttggte

<210> 6

<211>39

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
caccaactcg ctccccattt cgectgtgte tgtgattgg

<210>7

<211> 46

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
ggcatcatct cctccgaaga cattgatttt ctcgaggagg aggaac

<210> 8

<211> 46

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8
gttcctecte ctcgagaaaa tcaatgtctt cggaggagat gatgec

<210>9

<211> 1545

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> inicio de transcripcidn (caracteristicas misceldneas)
<222> (350)..(555)

<223> subdominio

<400> 9
atggccgact acctgattag tgggggcacg tcctacgtgc cagacgacgg actcacagca
cagcagctct tcaactgegg agacggecte acctacaatg actttctcat tetccctggg
tacatcgact tcactgcaga ccaggtggac ctgacttctg ctctgaccaa gaaaatcact

Ccttaagaccc cactggtttc ctctcccatg gacacagtca cagaggetgg gatggcecata
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46
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gcaatggege
gccaatgaag
ctcagcceca
ggtatcccaa
agggacattg
aagagggaag
ctgcagcgca
atcattgecce
aagaaacagc
gacttgctcg
atcttccaga
ggaggcaatg
ctgegggtgg
cggccccaag
gcca:téctg
gectecacag
ttctettecg:
gacaagcace
cagggagtgt
attgectggca
gccatgatgt

ggtggcgtce

<210> 10

<211> 514

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> DOMINIO
<222> (111)..(243)
<223> subdominio

ttacaggegg
ttcggaaagt
aggatcgcegt
tcacagacac
attttctcaa
acttggtggt
gcaagaaggg
ggacagacct
tgectgtgtgg
cccaggetgg
tcaatatgat
tggtcactgce
gcatgggaag
caacagcagt
atggaggaat
tcatgatggg
atgggatccg
tcagcagcca
ctggtgetgt
tccaacactc

actctgggga

atagcctcca
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tattggctte
gaagaaatat
gcgggatgtt
aggccggatg
agaggaggaa
agcccctgea
aaagttgccec
gaagaagaat
ggcagccatt
tgtggatgta
caagtacatc
tgcecaggcee
tggctccate
gtacaaggtg
ccaaaatgtg
ctctctectyg
gctaaagaaa
gaacagatat
gcaggacaaa
atgccaggac
gcttaagttt

ttcgtatgag

atccaccaca
gaacagggat
tttgaggceca
gggagccget
catgactgtt
ggcatcacac
attgtaaatg
cgggactacc
ggcactcatg
gtggttttgg
aaagacaaat
aagaacctca
tgcattacge
tcagagtatg
ggtcatattg
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aageggettt
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agagcttgac
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tctga
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cectgtggte
tggtttctge
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ggectgtagg
tggtgttccg
ggcccttggg
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Thx
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Pro
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Leu Asp Ala Met Asp Lys His Leu Ser

420

425

Glu Ala Asp Lys Ile Lys Val Ala Gln
435 440

Asp Lys Gly Ser Ile His Lys Phe Val

450 455

Gln His Ser Cys Gln Asp Ile Gly Ala

465 470

Ala Met Met Tyr Ser Gly Glu Leu Lys

485

Ala Gln Val Glu Gly Gly Val His Ser

500

Leu Phe

<210> 11

<211> 1563

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacién
<222> (4)..21)
<223> insercién

<220>

505

Ser Gln Asn Arg Tyr

Gly val

Pro Tyr

Lys Ser
475

Phe Glu
490

Leu His

430

Ser Gly Ala
445

Leu Ile Ala
460

Leu Thr Gln

Lys Arg Thr

Ser Tyr Glu
S10

<221> INICIO DE TRANSCRION (CARACTERISTICAS MISCELANEAS)

<222> (350)..(555)
<223> subdominio

<400> 11

atgcatcace atcaccatca cgecgactac
gacgacggac tcacagcaca gcagctctte
tttcteatte tocctgggta catcgactte

ctgaccaaga aaatcactet taagacccca

Phe

val

Gly

val

Ser

495

Lys

ctgattagtg ggggcacgtc ctacgtgeca

aactgcggag acggcctcac ctacaatgac

actgcagacc aggtggacct gacttctget

ctggtttcct ctcccatgga cacagtcaca

Ser

Gln

Ile

Arg

480

Ser

Arg
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gaggctggga
tgtacacctg
atcacagacc
gccecggeatg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagce
ctagccteca
gatgacaagt
tcttcccagg
cetaatetee
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggegetttg
aaagecttgg
gaggeccetg
ggttetctcg
gacaaaatca
asatttgtce
agcttgaccc
tcectcagece

tga

tggccatage
aattccagge
ctgtggtcct
gtrtctgegyg
tctccteeag
taatgacaaa
atgaaattct
trgtggccat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattcéat
aagccattgg
tggatgccet
cctgtgggeg
gtgttceggt
ccettggggac
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggcccea
cttacctgat
aagtccgage

aggtggaagg

ES 2322477 T3

aatggcgetet
caatgaagtt
cagccccaag
tatcccaatc
ggacattgat
gagggaagac
gcagcgeagce
cattgeecgyg
gaaacagctg
cttgetcgee
cttccagatc
aggcaatgtg
gcgggtgggc
gccccaagea
cattgctgat
cteccacagtce
ctrttccgat
caagcacctc
gggagtgtct
tgctggcatc
catgatgtac

tggcgtccat

acaggcggta
cggaaagtga
gatcgcgtge
acagacacag
tttctcaaag
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgggg
caggctggtg
aatatgatca
gtcactgetg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatgggcet
gggatccgge
agcagccaga
ggtgctgtge
caacactcat
tceggggage

agcctcceatt

<210> 12
<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> inicio de transcripcion (caracteristicas misceldneas)
<222> (2)..(7)

<223> his tag

ttggetteat
agaaatatga
gggatgtttt
gccggatggg
aggaggaaca
cccetgcagg
agttgcccat
agaagaatcg
cagccattygg
tggatgtagt
agtacatcaa
cccaggccaa
gctccatctg
acaaggtgtc
aaaatgtggg
ctctectgge
taaagaaata
acagatattt
aggacaaagg
gccaggacat
ttaagtttga

cgtatgagaa

ccaccacaac
acagggattce

tgaggccaag

gagccgeteg

tgactgtttce
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacqcag
agagtatgca
tcatattgceg
tgccaccact
tcgcoggtatg
cagtgaagct
gtcaatccac
tggtgccaag
gaagagaacg

geggetttte

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1563
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<400> 12

Met

Ser

Gly

-Asp

Ile

65

Glu

Ile

val

Pro

Phe

145

val

His

His

TYyx

Asp

Phe

50

Thr

Ala

Hie

Lys

Lys

130

Cys

Gly

Asp

His

val

Gly

3s

Thx

Leu

Gly

His

Lys

11s

Asp

Gly

Ile

Cys

His

Pro

Leu

Ala

Lys

Met

Asn

100

Tyr

Ile

Ile

Phe
i80

His

Asp

Thr

Asp

Thr

Ala

as

Cys

Glu

val

Pro

Ser

165

Leu

His

Asp

TYr

Gln

Pro

70

Ile

Thr

Gln

Arg

Ile

150

Ser

Glu

ES 2322477 T3

His

Gly

Asn

val

55

Leu

Ala

Pro

Gly

Asp

135

Thr

Arg

Glu

Ala

Leu

Asp

40

Asp

Val

Met

Glu

Phe

120

val

Asp

Asp

Ile

Asp

Thr

25

Phe

Ser

Ala

Phe

105

Ile

Phe

Thr

Ile

Met
185

Tyx

10

Ala

Leu

Thr

Ser

Leu

90

Gln

Thr

Glu

Gly

Asp

170

Thr

Leu

Gln

Ile

Ser

Pxo

75

Thr

Ala

Asp

Ala

Arg
155

Phe

Lys

Ile

Gln

Leu

Ala

60

Met

Gly

Asn

Pro

Lys

140

Met.

Leu

Arg

Serxr

Leu

Pro

45

Leu

Asp

Gly

Glu

Val

1258

Ala

Gly

Lys

Glu

Gly

Phe

30

Gly

Thr

Thr

Ile

Val

110

Val

Arg

Ser

Glu

Asp
190

Gly
15

Asn

Tyr

Lys

val

Gly

95

Arg

His

.Arg

Glu
175

Leu

Thr

Cys

Ile

Lys

Thr

80

Phe

Lys

Ser

Gly

Leu

160

Glu

val
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val

Arg

val

225

Leu

Gly

Gly

Gln

Val

305

Asp

Cys

Val

Ala

Leu

385

Glu

Ala

Ser

210

Ala

Ala

Thr

val

Ile

290

Ile

Ala

Ile

Tyr

Asp

370

Gly

Ala

Pro
195

Lys

Ile

Ser

His

Asp

275

Asn

Gly

Gly

Thr

Lys

355

Gly

Ala

Pro

Ala

Lys

Ile

Lys

Glu

260

val

Met

Gly

val

Gln

340

val

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Ala

Asp

245

Asp

val

Ile

Asn

ABp

325

Glu

ser

Ile

Thr

Glu
405

Ile

Lys

Arg

230

Ala

Asp

val

Lys

Val

310

Ala

val

Glu

Gln

val
390

Tyr

Thr

Leu

21§

Thr

Lys

Lys

Leu

Tyr

295

val

Leu

Leu

Tyx

Asn

375

Met

Phe

ES 2322477 T3

Leu

200

Pro

Asp

Lys

Tyr

Asp

280

Ile

Thr

Arg

Ala

Ala

360

val

Met

Phe

Lys

Ile

Leu

Gln

Arg

265

Sex

Lys

Ala

val

Cys

345

Arg

Gly

Gly

ser

Glu

val

Lys

Leu

250

Leu

Ser

Asp

Ala

Gly

330

Gly

Arg

His

Ser

Asp
410

Ala

Asn

Lys

235

Leu

Asp

Gln

Lys

Gln

315

Met

Arg

Phe

Ile

Leu

395

Gly

Asn

Glu
220

Asn

Cys

Gly

TYT

300

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

380

Leu

Ile

Glu
208

Asp

Arxg

Gly

Leu.

Asn

285

Pro

Lys

Ser

Gln

Val

365

Lys

Ala

Arg

Ile

Asp

Asp

Ala

Ala

270

Ser

Asn

Asn

Gly

Ala

350

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

Glu

Ala
255
Gln
Ile
Leu
Leu
Ser
33s
Thr
val
Leu

Thr

Lys
41S

Gln

Leu

Pro

240

Ile

Ala

Phe

Gln

Ile

320

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

400

Lys
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Tyr Arg

Gln Asn

val Ser
450

Tyr Leu
46S

Ser Leu

Glu Lys

Hia Ser

<210> 13

<211> 1563

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacién
<222> (4)..21)
<223> insercién

<220>

Gly Met Gly
420

Axg Tyr Phe
435

Gly Ala val

Ile Ala Gly

Thr Gln val
485

Arg Thr Ser
500

Tyr Glu Lys
515

ES 2322477 T3

Ser Leu

Ser Glu

Gln Asp

455

Ile Gln
470

Arg Ala

Ser Ala

Arg Leu

Asp

Ala

440

Lys

His

Met

Gln

Phe
520

Ala Met Asp
425

Asp Lys Ile

Gly Ser Ile

Ser Cys Gln
475

Met Tyr Ser
4%0

val Glu Gly
508

<221> inicio de transcripcion (caracteristicas misceldaneas)

<222> (350)..(555)
<223> subdominio

<400> 13

Lys His

Lys Val
445

His Lys

460

Asp Ile

Gly Glu

Gly Val

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

His
510

Ser

Gln

val

Ala

Lys

495

Sexr

atgcatcacc atcaccatca cgccgactac ctgattagtg ggggcacgtc ctacgtgcca

gacgacggac tcacagcaca gecagctettc aactgeggag acggectcac ctacaatgac

tttetcatte

ctgaccaaga

tccctgggta catcgacttce actgcagace aggtggacct gacttetget

aaatcactct taagacccca ctggtttect ctcccatgga cacagtcaca

10

Ser

Gly

Pro

Lys

480

Phe

Leu

60
120
180

240
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gaggctggga
tgtacacctg
atcacagace
geccecggeatg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagc
ctagcctcca
gatgacaagt
tetteoeccagg
cctaatctee
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggegetttg
aaagccttgg
gaggceecctg
ggttctctcg
gacaaaatca
aaatttgtce
agcttgacce
tccteageee

tga

<210> 14
<211> 520
<212> PRT

tggccatage
aattccagge
ctgtggtect
gtttctgegyg
tctcctecag
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggccat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattccat
aagtcatcgg
tggatgccct
cctgtgggeg
gtgtteecggt
ccettgggge
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggcceca
cttacctgat
aagtccgage

aggtggaagyg

<213> Homo sapiens

<220>

aatggegett
caatgaagtt
cagecccaag
tatcccaatc
ggacattgat
gagggaagac
gcagegcage
cattgccecgyg
gaaacagctg
cttgctegec
cttccagatc
aggcaatgtg
gcaggtgggce
gceccecaagca
cattgctgat
ctccacagtc
cttttccgat
caagcaccte
gggagtgtcet
tgctggeatc
catgatgtac

tggcgtcecat

ES 2322477 T3

acaggcggta
cggaaagtga
gategegtge
acagacacag
tttctcaaag
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgqyag
caggctggtg
aatatgatca
gtcactgetg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatggget
gggatcegge
agcagccaga
ggtgctgtgc
caacactcat
tctggggagce

agcctccatt

ttggettcat
agaaatatga
gggatgtttt
gcgaaatggg
aggaggaaca
cccectgcagg
agttgcccat
agaagaatcg
cagccattgg
tggatgtagt
agtacatcaa
cccaggecaa
gctccatetg
acaaggtgtc
aaaatgtggg
ctctectgge
taaagaaata
acagatattt
aggacaaagg
gccaggacat
ttaagtttga

cgtatgagaa

ccaccacaac
acagggattc
tgaggccaag
aagcgagttg
tgactgttte
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcag
agagtatgca

tcatattgeg

tgccaccact -

tcgeggtatg
cagtgaaget
gtcaatccac
tggtgccaag
gaagagaacg
gcggecttee

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)

<222> (2)..(7)
<223> his tag

<220>

<221> CARACTERISTICAS MIISCELANEAS (INICION DE TRANSCRIPCION)

<222> (155)..(155)
<223> mutacién

<220>

<221> INICIO DE TRANSCRIPCION (CARACTERISTICS MISCELANEAS)

<222> (159)..(159)

11

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1563
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<223> mutacion

<400> 14

Met

Serx

Gly

Asp

Ile

65

Glu

Ile

Val

Pro

Phe

His

Tyr

Asp

Phe

50

Thr

Ala

His

Lys

Lys

130

Cys

His

val

Gly

3s

Thx

Leu

Gly

His

Lys

115

Asp

Gly

His

Pro

20

Leu

Ala

Lys

Met

Asn
100

Tyr

Arg

Ile

His

Asp

Thr

Asp

Thr

Ala

Cys

Glu

val

Pro

His

Asp

TYyT

Gln

Pro

70

Ile

Thr

Gln

Arg

Ile

His

Gly

Asn

val

S5

Ala

Pro

Gly

Asp

135

Thr

ES 2322477 T3

Ala

Leu

Asp

40

Asp

val

Met

Glu

Phe

120

val

Asp

Asp

Thr

25

Phe

Leu

Ser

Ala

Phe

105

Ile

Phe

Thr

Tyr

10

Ala

Leu

Thr

Ser

Leu

S0

Gln

Thr

Glu

Gly

12

Leu

Gln

Ile

Serx

Pro

Thr

Ala

Asp

Ala

Glu

Ile

Gln

Leu

Ala

60

Met

Gly

Asn

Pro

Lys

140

Met

Serxr

‘Leu

Pro

45

Leu

Asp

Gly

Glu

val

125

Ala

Gly

Gly

Phe

30

Gly

Thr

Thr

Ile

val

110

val

Arg

Serxr

Gly
15

Asn

Lys

val

Gly

95

Arg

His

Glu

Thr

Cys

Ile

Lys

Thr

80

Phe

Lys

Ser

Gly

Leu
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145

Val

His

val

Arg

val

225

Gly

Gly

Gln

val

305

Asp

Cys

val

Gly

Asp

Ala

Ser

210

Ala

Ala

Thr

val

Ile

290

Ile

Ala

Ile

Tyr

1le

Cys

Pro

195

Lys

Ile

Ser

His

Asp

27

Asn

Gly

Gly

Thr

Lys
355

Ile

Phe

180

Ala

Lys

Ile

Lys

Glu

260

val

Met

Gly

val

Gln

340

val

Ser

165

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

245

Asp

val

Ile

Asn

ASp

328

Glu

Ser

150

Ser

Glu

Ile

Lys

Arg

230

Ala

Asp

val

Lys

val

310

Ala

val

Glu

Arg

Glu

Thr

Leu

215

Thr

Lys

Lys

Leu

Tyr

295

val

Leu

Leu

Tyx

ES 2322477 T3

Asp

Ile

Leu

200

Pro

Asp

Lys

Tyr

Asp

280

Ile

Thr

Arg

Ala

Ala
360

Ile

Met

185

Lys

Ile

Leu

Gln

265

Sexr

Lys

Ala

val

cys
345

Arg

Asp

170

Thr

Glu

val

Lys

Leu

250

Leu

Ser

Asp

Ala

Gly

330

Gly

Arg

13

155

Phe

Lys

Ala

Asn

Lys

235

Leu

Asp

Gln

Lys

Gln

315

Met

Arg

Phe

Leu

Arg

Asn

Glu

220

Asn

Cys

Leu

Gly

300

Ala

Gly

Pro

Gly

Lys

Glu

Glu

208

Asp

Arg

Gly

Leu

Asn

288

Pro

Lys

Ser

Gln

val
365

Glu

Asp

190

Ile

Asp

Asp

Ala

Ala

270

Ser

Asn

Asn

Gly

Ala

350

Pro

Glu

175

Leu

Leu

Glu

Tyr

Ala

255

Gln

Ile

Leu

Leu

Serxr

335

Thr

val

160

Glu

val

Gln

Leu

Pro

240

Ile

Ala

Phe

Gln

Ile

320

Ile

Ala

Ile
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Ala Asp
370

Leu Gly
les

Glu Ala

Gln Asn

val Ser
450

Tyr Leu
465

Ser Leu

Glu Lys

His Ser

<210> 15
<211> 1563
<212> DNA

Gly

Ala

Pro

Gly

Arg

43S

Gly

Ile

Thr

Axg

Tyr
51S

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacién
<222> (4)..21)
<223> insercién

<220>

Gly

Ser

Gly

Met

420

Tyr

Ala

Ala

Gln

Thr

500

Glu

Ile

Thr

Glu

405

Gly

Phe

Val

Gly

val

485

Ser

Lys

Gln

val
390

Tyx

Ser

Ser

Gln

Ile

47¢

Ser

Arg

Asn

375

Met

Phe

Leu

Glu

Asp

455

Gln

Ala

Ala

Leu

ES 2322477 T3

val

Met

Phe

Asp

Ala

440

Lys

His

Met

Gln

Phe
520

Gly

Gly

Ser

Ala

425

Asp

Gly

Ser

Met

val
50S

His

Ser

ASp

410

Met

Lys

Ser

Cys

TYr

490

Glu

<221> caracteristicas misceldneas (inicio de transcripcién)
<222> (350)..(555)
<223> subdominio

14

Ile

Leu

395

Gly

Asp

Ile

Ile

Gln

475

Ser

Gly

Ala
380

Leu

Ile

Lys

Lys

His

460

Rsp

Gly

Gly

Lys

Ala

Arg

His

val

445

Lys

Ile

Glu

val

Ala

Ala

Leu

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

His
510

Leu

Thr

Lys

415

Ser

Gln

val

Ala

Lys

495

Serx

Ala

Thr

400

Lys

Ser

Gly

Pro

Lys

480

Phe

Leu
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<400> 15

atgcatcace
gacgacggac
tttcteatte
ctgaccaaga
gaggctggga
tgtacacctg
atcacagacc
gccecggeatyg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagc
ctagcctcca
gatgacaagt
tctteccagg
cctaatcrce
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggcgetttyg
aaagccttgg

gaggcccetg

_ggttctctcg

gacaaaatca
aaatttgtce

agcttgacce

tccteagece

tga

<210> 16

<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

atcaccatca
tcacagcaca
tecctgggta
aaatcactct
tggccatage
aattccagge
ctgtggtcct
gtttcetgegg
tctectecga
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggceat
aagatgccaa
ataggetgga
gaaattceat
aagtcattgg
tggatgcect
cctgtgggeg
gtgtteceggt
cecttgggge
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggcecca
cttacctgat

aagtccgage

aggtggaagg tggcgtccat

ES 2322477 T3

cgccgactac
gcagetettc
catcgacttc
taagacccca
aatggcgett
caatgaagtt
cagccecaag
tatcccaatc
agacattgat
gagggaagac
gcagegcagce
cattgceegg
gaaacagctg
cttgetegec
cttccagatc
aggcaatgtg
gcgggtgggc
gccccaagea
cattgctgat
ctccacagac
cttttccgat
caagcaccte
gggagtgtct

tgctggcatc

catgatgtac,

ctgattagtg
aactgcggag
actgcagacc
ctggtttcet
acaggcggta
cggaaagtga
gatcgegtge
acagacacag
tttctcgagg
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgggg
caggetggtg
aatatgatca
gtcactgctg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatgggct
gggatccgge
agcagccaga
ggtgetgtge
caacactcat

tctggggage

agcctccatt cgtatgagaa gecggettttce

ggggcacgte
acggccetcac
aggtggacct
cteccatgga
ttggetecat
agaaatatga
gggatgteet
gccggatggg
aggaggaaca
ccectgeagg
agttgcccat
agaagaatcg
cagccattgg
tggatgtagt
agtacatcaa
cccaggccaa
gctccatctg
acaaggtgtce
aaaatgtqggg
ctctectgge
taaagaaata
acagatattt
aggacaaagg
gccaggacat

ttaagtttga

ctacgtgcca
ctacaatgac
gacttetget
cacagtcaca
ccaccacaac
acagggatte
tgaggccaag
gagcecgettyg
tgactgttte
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcaq
agagtatgca
acatattgcg
tgccaccact
tcgeggtatg
cagtgaagct
gtcaatccac
tggtgccaag

gaagagaacg

<221> CONDICIONES MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)

<222> (2)..(7)
<223> his tag

15

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

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563
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<220>

<221> CONDICIONES MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)

<222> (167)..(167)
<223> mutation

<220>

<221> CONDICIONES MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)

<222> (173)..(173)
<223> mutacién

<400> 16

Met

Ser

Gly

Asp

Ile

65

Glu

Ile

His

Tyr

ASp

Phe

50

Thr

Ala

His

His

val

Gly

35

Leu

Gly

His

His

Pro

20

Leu

Ala

Lys

Met

Asn
100

His His
-

Asp AsSp

Thr Tyr

Asp Gln

Thr Pro
70

Ala Ile
85

Cys Thr

His

Gly

Asn

val

Leu

Ala

Pro

ES 2322477 T3

Ala

Leu

Asp

40

Asp

val

Met

Glu

Asp

Thr

25

Phe

Leu

Ser

Ala

Phe
105

TYX

10

Ala

Leu

Thr

Ser

Leu

90

Gln

16

Leu

Gln

Ile

Ser

Pro

75

Thr

Ala

Ile

Gln

Leu

Ala

60

Met

Gly

Asn

Ser

Leu

Pro

45

Leu

Asp

Gly

Glu

Gly

Phe

30

Gly

Thr

Thr

Ile

val
110

Gly

15

Asn

Tyr

Lys

Val

Gly

Arg

Thr

Cys

Ile

Lys

Thr

Phe

Lys
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val

Pro

Phe

145

val

His

val

val

225

Gly

Gly

Gln

val
305

Lys

Lys

130

cys

Cly

Asp

Ala

Ser

210

Ala

Ala

Thr

val

Ile

2590

Ile

Lys

115

Asp

Gly

Ile

Cys

Pro

195

Lys

Ile

Ser

His

Asp

275

Asn

Gly

Tyr

Axg

Ile

Ile

Phe

180

Ala

Lys

Ile

Lys

Glu

260

val

Met

Gly

Glu

val

Pro

Ser

165

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

245

Asp

val

Ile

Asn

Gln

Ile

150

Ser

Glu

Ile

Lys

Arg

230

Ala

Asp

val

Lys

val
310

Gly

Asp

135

Thr

Glu

Glu

Thr

Leu

215

Thr

Lys

Lys

Leu

Tyr

295

val

ES 2322477 T3

Phe
120

val

Asp

Asp

Ile

Leu

200

Pro

Asp

Lys

Asp
280

Ile

Thr

Tle

Phe

Thr

Ile

Met

185

Lys

Ile

Leu

Gln

Arg

265

Serxr

Lys

Ala

Thr

Glu

Gly

Asp

170

Thr

Glu

val

Lys

Leu

250

Leu

Sex

Asp

Ala

17

ASp

Ala

Arg

155

Phe

Lys

Ala

Asn

Lys

235

Leu

Asp

Gln

Lys

Gln
315

Pro

Lys
140

Met

Leu

Asn

Glu

220

Asn

Cys

Leu

Gly

Tyr

300

Ala

val
128

Ala

Gly

Glu

Glu

Glu

205

Asp

Arg

Gly

Leu

Asn

285

Pro

Lys

val

Arg

Ser

Glu

Asp

‘190

XIle

Asp

Asp

Ala

Ala

270

Ser

Asn

Asn

Leu

His

Arg

Glu

175

Leu

Leu

Glu

Tyr

Ala

255

Gln

Ile

Leu

Leu

Ser

Gly

Leu

160

Glu

val

Gln

Leu

Pro

240

Ile

Ala

Phe

Gln

Ile
320
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ES 2322477 T3

Asp Ala Gly Val Asp Ala Leu Arg Val Gly
325 330

Cys Ile Thr Gln Glu Val Leu Ala Cys Gly
340 345

val Tyr Lys Val Ser Glu Tyr Ala Arg Arg
355 360

Ala Asp Gly Gly Ile Gln Asn Val Gly His
370 375

Leu Gly Ala Ser Thr Asp Met Met Gly Ser
388 390

Glu Ala Pro Gly Glu Tyr Phe Phe Ser Asp
405 410

Tyx Arg Gly Met Gly Ser Leu Asp Ala Met
420 425

Gln Asn Arg Tyr Phe Ser Glu Ala Asp Lys
435 4490

Vval Ser Gly Ala Val Gln Asp Lys Gly Ser
450 455

Tyr Leu Ile Ala Gly Ile Gln His Ser Cys
465 470

Ser Leu Thr Gln Val Arg Ala Met Met Tyr
485 490

Glu Lys Arg Thr Ser Ser Ala Gln Val Glu
500 505

His Ser Tyr Glu Lys Axrg Leu Phe
515 520

<210> 17
<211> 1563
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacién
<222> (4)..21)
<223> insercion

<220>

<221> caracteristicas misceldneas (inicio de transcripcion)
<222> (350)..(555)

<223> subdominio

18

Met

Arg

Phe

Ile

Leu

395

Gly

Asp

Ile

Ile

Gln

475

Ser

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

ago

Ile

Lys

Lys

His

460

Asp

Gly

Gly

Ser
Gln
Val
36S

Lys

Ala

His
val
445
Lys
Ile

Glu

val

Gly

Ala

350

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

His
510

Ser

31s

Thr

val

Leu

Thr

Lys

415

Ser

Gln

val

Ala

Lys

495

Ser

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

400

Lys

Ser

Gly

Pro

Lys

480

Phe

Leu
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<400> 17

<210>

atgcatcace
gacgacggac
tctectcatte
ctgaccaaga
gaggctggga
tgtacacctg
atcacagacc
gccgageatg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagc
ctagectcca
gatgacaagt
tctteccagyg
Cctaatctce
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggcgetttg
aaagccttgg
gaggcccctyg
ggttctcteg
gacaaaatca
aaatttgtec
agettgaccc
tcctecageec

tga
18

<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

atcaccatca
tcacagcaca
tcectgggta
aaatcactct
tggccatagce
aattccaggce
ctgtggtcct
gtttectgegg
tctectecag
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggccat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattccat
aagtcattgg
tggatgccct

cctgeggagcy

gtgttccggt |

ccettgggge

cgeccgactac
gcagetctte
catcgactte
taagacccca
aatggcgett
caatgaagtt
cagceccaag
tatcccaatce
ggacattgat
gagggaagac
gcagcgcagce
cattgcccgg
gaaacagcetg
cttgctcgee
cttccagatce
aggcaatgtg
gcgggtggge
gccccaagea
cattgctgat

ctccacagete

gtgaatactt cttttccgat

atgccatgga caagcacctce

aagtggccca gggagtgtet

cttacctgat tgctggeatc

aagtccgage catgatgtac

aggtggaagg tggegtccat

ES 2322477 T3

ctgattagtg
aactgcggag
actgcagacc
ctggtttcet
acaggcggta
cggaaagtga
gategegtge
acagacacag
tttctcaaag
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgggg
caggctggtg
aatatgatca
gtcactgctg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatgggcet
gggatccgge
agcagccaga
ggtgetgtge
caacactcat
tctggggage

agcctcecatt

ggggcacgtc
acggectcac
aggtggacct
ctcccatgga
ttggcttcat
agaaatatga
gggatgtttt
gccggatggyg
aggaggaaca
ccectgeagy
agttgeecat
agaagaatcg
cagccattgg
tggatgtagt
agtacatcaa
ccecaggccaa
gcteccatetg
acaaggtgtc
aaaatgtggg
ctetectgge
taaagaaata
acagatatct
aggacaaagyg
gcecaggacat
ttaagtttga

cgtatgagaa

ctacgtgceca
ctacaatgac
gacttcrget
cacagtcaca
ccaccacaac
acagggatte
tgaggccgaa
gagccgeteg
tgactgtttc
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcag
agagtatgca
tcatattgceg
tgccaccact
tegeggtatyg
cagtgaagct

gtcaatccac

tggtgccaag-

gaagagaacg

gcggetttte

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (2). (7)
<223> his tag

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRAN SCRIPCI()N)
<222> (140)..(140)
<223> mutacién

<220>

19

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

1020
1080
1240
1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563
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ES 2322477 T3

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (142)..(142)
<223> mutacién

<400> 18

Met
1

Ser

Gly

Glu

Ile

val

Pro

Phe

145

val

His

val

val

228

Leu

Gly

. Gly

His

Tyr

Asp

Phe
50

Thr

Ala

His

Lys

Lys

130

Cys

Gly

Asp

Ala

Ser

210

Ala

Ala

Thr

val

His

val

Gly
3s

Thr

Leu

Gly

His

Lys

11§

Asp

Gly

Ile

Cys

Pro

195

Lys

Ile

Ser

His

Asp

His

Pro
20

Leu

Ala

Lys

Met

Asn
100

Tyr

Arg

Ile

Ile

Phe

180

Ala

Lys

Ile

Lys

Glu

260

val

His

Asp

Thr

Asp

Thr

Ala
85

Cys

Glu

val

Pro

Ser

165

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

245

Asp

val

His

ASp

Tyr

Gln

Pro

70

Ile

Thr

Gln

Ile

150

Ser

Glu

Ile

Lys

230

Ala

Asp

val

His

Gly

Asn

val
S5

Leu

Ala

Pro

Gly

Asp

135

Thx

Arg

Glu

Thx

Leu

215

Thr

Lys

Lys

Leu

Ala Rsp Tyr
10

Leu Thr Ala
25

Asp Phe Leu
40

Asp Leu Thr

val Ser Ser

Met Ala Leu
90

Glu Phe Gln
105

Phe Ile Thrx
120

val Phe Glu

Asp Thr Gly

Asp Ile Asp
170

Ile Met Thr
185

Leu Lys Glu
200

Pro Ile Vval

Asp Leu Lys

Lys Gln lLeu
250

Tyr Arg Leu
265

Asp Ser Ser

Leu

Gln

Ile

Ser

Pro

75

Thx

Ala

Asp

Ala

Arg

1585

Phe

Lys

Ala

Asn

Lys

235

Leu

Asp

Gln

20

Ile

Gln

Leu

Ala
60

Met

Gly

Asn

Pro

Glu

140

Met

Leu

Asn

Glu

220

Asn

Cys

Leu

Gly

Ser

Leu

Pro
45

Leu

Asp

Gly

Glu

val

125

Ala

Gly

Lys

Glu

Glu

20S

Asp

Gly

Leu

Asn

Gly Gly
15

Phe Asn
30

Gly Tyr

Thr Lys

Thr Val

Ile Gly
95

val Arg
110

val Leu

Glu His

Ser Arg

Glu Glu
175

ASp Leu
190

Ile Leu

Asp Glu

ABp Tyrxr

Ala Ala
255

Ala Gln
270

Ser Ile

Thr

cys

Ile

Lys

Thr

80

Phe

Lys

Ser

Gly

Leu '

160

Glu

val

Gln

Leu

Pro

240

Ile

Ala

Phe
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Gln

val
305

Asp

Cys

val

Leu
38s

Glu

Gln

val

Tyrx

465

Ser

Glu

His

<210> 19
<211> 1563
<212> DNA

275

Ile Asn
2%0

Ile Gly

Ala Gly

Ile Thr

Tyr Lys

355

Asp Gly
370

Gly Ala

Ala Pro

Arg Gly

Asn Arg

435

Ser Gly
450
Leu Ile

Leu Thr

Lys Axg

Ser Tyr
5158

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacion
<222> (4)..(21)
<223> insercion

<220>

Met

Gly

val

Gln
340

val

Gly

Ser

Gly

Met
420

TYyx

Ala

Ala

Gln

Thr
500

Glu

Ile

Asn

Asp
325

Glu

Ser

Ile

Thr

Glu

405

Gly

Phe

val

Gly

val
48S

Sex

Lys

Lys
val

310

Ala

val

Glu

Gln

val
3so
Ser
Ser
Gln
ile
470

Arg

Ser

Arg

ES 2322477 T3

280

Tyr Ile
295

val Thr

Leu Arg

Leu Ala

Tyr Ala
360

Asn Val
375

Met Met

Phe Phe

Leu Asp

Glu Ala

140

Asp Lys
458

Gln His

Ala Met

Lys

Ala

val

Cys

345

Gly

Gly

Ser

Ala
425

Asp

Gly

Ser

Met

Asp

Ala

Gly
330

Gly

Arg

His

Ser

Asp

410

Met

Lys

Ser

Cys

Tyr
490

Lys
Gln

318

Met

Arg

Phe

Ile

Leu

3s8s

Gly

Asp

Ile

Ile

Gln

475

Ser

Tyr

300

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

380

Leu

Ile

Lys

Lys

His

460

Asp

Gly

285

Pro

Lys

Ser

Gln

Val

365

Lys

Ala

Arg

His

val

445

Lys

Ile

Glu

Asn

Asn

Gly

Ala

350

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

Leu

Leu

Ser

335

Thr

‘val

Leu

Thx

Lys

415

Ser

Gln

val

Ala

Lys
49S

Gln

Ile
320

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

400

Lys

Ser

Gly

Pxo

Lys

480

Phe

Ala Gln Val Glu Gly Gly Val His Ser Leu

Leu Phe
520

505

510

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)

21
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<222> (350)..(555)
<223> subdominio

<400> 19

atgcatcacc
gacgacggac
ttecteatte
ctgaccaaga
gaggctggga
tgtacacctg
atcacagacc
gcccggcatg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgagc
ctagccteca

gatgacaagt

tctteccagg
cctaatctce
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggcgetttg
aaagccttgg
gaggcccctg
ggttcteteg
gacaaaatca
aaatttgtcc
agcttgacec
tcctecageec

tga

<210> 20
<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

atcaccatca
tcacagcaca
tcectgggta
aaatcactct
tggccatage
aattccaggc
ctgtqgtcet
gtttetgegg
tctcetecga
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggccat
aagatgccaa

ataggctgga

gaaattccat
aagtcattgg
tggatgcecct
cctgtgggeg
gtgttecggt
ceccttgggge
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggccca
cttacctgat
aagtccgage

aggtggaagg

ES 2322477 T3

cgecgactac
gcagctctte
catcgactte
taagacccca
aatggecgcett
caatgaagtt
cageccccaag
tatcccgatc
agacattgat
gagggaagac
gcagcgcage
cattécccgg
gaaacagctg

cttgctegec

cttccagate
aggcaatgtg
gcgggtgggce
gccccaageca
cattgectgat
ctccacagtc
cttttcegat
caagcaccte
gggagtgtct
tgetggcatc
catgatgtac

tggcgtccat

ctgattagtg
aactgcggag
actgcagacc
ctggtttecet
acaggcggta
cggaaagtga
gatcgegtge
acagacacag
tttctcgagg
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgggy

caggctggtg

aatatgatca
gtcactgetg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatgggct
gggatcegge
agcagccaga
ggtgetgtge
caacactcat
tctggggage

agectccatt

ggggeacgte
acggcctcac
aggtggacce
ctcccatgga
ttggcttcat
agaaatatga
gggatgtett
gccggatgag
aggaggaaca
cccetgeagg
agttgcceat
agaagaatcg
cagccattgg

tggatgtagt

agtacatcaa
cccaggccaa
gctccatcetg
acaaggtgtc
aaaatgtggg
ctcteetgge
taaagaaata
acagatattt
aggacaaagg
gccaggacat
ttaagtttga

cgtatgagaa

ctacgtgcca
ctacaatgac
gacttctget
cacagtcaca
ccaccacaac
acagggatte
tgaggccaag
gagccgettg
tgactgttte
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactacceca
cactcatgag

ggttteggac

agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcag
agagtatgca
tcatattgeg
tgccaccact
tcgcggtatg
cagtgaaget
gtcaatccac
tggtgccaag
gaagagaacg

geggettete

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (IINICO DE TRANSCRIPCION)
<222> (2)..(7)
<223> his tag

22

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563
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<220>

ES 2322477 T3

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRAN SCRIPCI()N)
<222> (167)..(167)
<223> mutacién

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (173)..(173)
<223> mutacién

<400> 20

Met
1

Ser

Gly

Asp

Ile

Glu

Ile

val

Pro

Phe

145

val

His

val

Arg

val
228

His

Tyr

Asp

Phe

S0

Thr

Ala

His

Lys

Lys

130

Cys

Gly

Asp

Ala

Ser

210

Ala

His

val

Gly

as

Thr

Leu

Gly

His

Lys

115

Asp

Gly

Ile

Cys

Pro

195

Lys

Ile

His

Pro

20

Leu

Ala

Lys

Met

Asn
100

Tyr

Arg

Ile

Ile

Phe

180

Ala

Lys

Ile

His

Asp

Thr

Asp

Thr

Ala
85

Cys

Glu

val

Pro

Sexr

165

Leu

Gly

Gly

Ala

His

Asp

Tyr

Gln

Pro

Ile

Thr

Gln

Arg

Ile

150

Ser

Glu

Ile

Lys

Arg
230

His

Gly

Asn

val

1

Leu

Ala

Pro

Gly

Asp

135

Thr

Glu

Glu

Thr

Leu

215

TThr

Ala

Leu

AsSp

40

AsSp

val

Met

Glu

Phe

120

val

Asp

Asp

Ile

Leu

200

Pro

Asp

Asp Tyr Leu Ile Ser Gly Gly Thr

10

1s

Thr Ala Gln Gln Leu Phe Asn Cys

25

Phe Leu Ile

Leu Thr Ser

Ser Ser Pro
75

Ala Leu Thr
90

Phe Gln Ala
105

Ile Thr Asp

Phe Glu Ala

Thr Gly Arg
155

Ile Asp Phe
170

Met Thr Lys
185

Lys Glu Ala

Ile val Asn

Leu Lys Lys
235

23

Leu

Ala

60

Met

Gly

Asn

Pro

Lys

140

Met

Leu

Arg

Asn

Glu

220

Asn

Pro

45

Leu

Asp

Gly

Glu

Val

125

Ala

Gly

Glu

Glu

Glu

205

Asp

Arg

30

Gly

Thr

Thr

Ile

val

110

Val

Arg

Ser

Glu

Asp

190

Ile

Asp

Asp

TYyr

Lys

val

Gly

95

Arg

Leu

Kis

Arg

Glu

178

Leu

Leu

Glu

Tyr

Ile

Lys

Thr

80

Phe

Lys

Ser

Gly

Leu

160

Glu

Val

Gln

Leu

Pro
240
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Leu Ala Ser Lys

Gly Thr His Glu
.360

Gly val Asp val
275

Gln Ile Asn Met
290

Vval Ile Gly Gly
305

Asp Ala Gly Val

Cys Ile Thr Gln
340

Val Tyr Lys Val
ass

Ala Asp Gly Gly
370

Leu Gly Ala Ser
38s

Glu Ala Pro Gly

Tyr Arg Gly Met
420

Gln Asn Arg Tyr
435

val Ser Gly Ala
450

Tyr Leu Ile Ala
465

Ser Leu Thr Gln

Asp
245
Asp
val
Ile
Asn
Asp
328
Glu
Ser
Ile
Thr
Glu
405

Gly

Phe

val

Gly

val
485

Ala

Asp

Val

Lys

val

310

Ala

val

Glu

Gln

val
390

Tyr

Ser

Ser

Gln

Ile
470

hArg

Lys

Lys

Leu

Tyr

295

val

Leu

Leu

Tyx

Asn

375

Met

Phe

Leu

Glu

Asp
455

Gln

Ala

Glu Lys Axrg Thr Ser Ser Ala

S00

His Ser Tyr Glu
515

Lys

Arg

Leu

ES 2322477 T3

Lys

Tyr

Asp

280

Ile

Thr

Arg

Ala

Ala

360

val

Met

Phe

Asp

Ala
440

Lys

His

Met

Gln

Phe
520

Gln

Arg

265

Ser

Lys

Ala

val

Cys

345

Arg

Gly

Gly

Ser

Ala

425

Asp

Gly

Ser

val
508

Leu

250

Leu

Ser

Asp

Ala

Gly

330

Gly

Arxg

His

Ser

Asp

410

Met

Lys

Ser

Cys

Tyr

490

Glu

24

Leu

Asp

Gln

Lys

Gln

315

Met

Arg

Phe

Ile

Leu

395

Gly

Asp

Ile

Ile

Gln

475

Ser

Gly

Cys

Leu

Gly

300

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

iso

Leu

Ile

Lys

Lys

His
460

Asp

Gly

Gly

Gly Ala

Leu

Asn

285

Pro

Lys

Ser

Gln

val

365

Lys

Ala

Axg

His

val
445

Lys

Ile

Glu

val

Ala

270

Ser

Asn

Asn

Gly

Ala

350

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

Ris
510

Ala
258
Gln

Ile

Leu

Ser
338
Thr
val
Leu
Thr
Lys
415

Ser

Gln

val
Ala
Lys
495

Ser

Ile

Ala

Phe

Gln

Ile

320

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

400

Lys

Ser

Gly

Pro

Lys

480

Phe

Leu
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<210> 21

<211> 1563

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacién
<222> (4)..21)
<223> insercion

<220>

ES 2322477 T3

<221> caracteristicas misceldneas (inicio de transcripcion)

<222> (350)..(555)
<223> subdominio

<400> 21

atgcatcacc
gacgacggac
tttctecatte
ctgaccaaga
gaggctggga
tgtacacctyg
atcacagacc
gccgageatg
gtgggcatca
ttggaagaga
aaggaggcaa
gatgatgage
ctagecteca
gatgacaagt
‘tetteccagg
cctaatctec
gatgcaggtg
gaagtgctgg
cggcgetteg
aaagccttgg
gaggcccctg
ggtecteteg
gacaaaatca
aaatttgtce
agcettgacce
tcctcagece

tga

atcaccatca
tcacagcaca
tecctgggta
aaatcactcet
tggccatagc
aatteccagge
ctgtggtcect
gtttectgegg
tcteetoeag
taatgacaaa
atgaaattct
ttgtggceat
aagatgccaa
ataggctgga
gaaattccat
aagtcattgg
tggatgcect
cctgtgggeg
gtgttccggt
ccettgggge
gtgaatactt
atgccatgga
aagtggccca
cttacctgat
aagtccgage

aggtggaagg

cgcecgactac
gcagetctte
categactee
taagacccca
aatggcgett
caatgaagtt
cagececegaa
tatcccaate
ggacattgat
gagggaagac
gcagcgeage
cattgceegg
gaaacagctyg
cttgetegee
cttccagate
aggcaatgtg
gegggtggge
gccccaagea
cattgctgat
ctccacagte
ctttteegat
caagcacctce
gggagtgtcet
tgctggcatc
catgatgtac

tggcgtccat

ctgattagtg
aactgcggag
actgcagacc
ctggtttect
acaggcggta
cggaaagtga
gatgaggtgg
acagacacag
tttctcaaag
ttggtggtag
aagaagggaa
acagacctga
ctgtgtgggg
caggctggtg
aatatgatca
gtcactgetg
atgggaagtg
acagcagtgt
ggaggaatcc
atgatgggct
gggatccgge
agcagccaga
ggtgctgtge
caacactcat
tctggggage

agectccatt

25

ggggeacgte
acggcctcac
aggtggacct
ctcecatgga
ttggetteat
agaaatatga
aagatgtttt
gcgaaatggg
aggaggaaca
cccetgeagg
agttgcccat
agaagaatcg
cagccattgg
tggatgtagt
agtacatcaa
cccaggccaa
getccatctg
acaaggtgtc
aaaatgtggg
ctctectgge
taaagaaata
acagatattt
aggacaaagg
gccaggacat
ttaagtttga

cgtatgagaa

ctacgtgeca
ctacaatgac
gacttctget
cacagtcaca
ccaccacaac
acagggattc
tgaggccgaa
aagcgagttg
tgactgttte
catcacactg
tgtaaatgaa
ggactaccca
cactcatgag
ggttttggac
agacaaatac
gaacctcatt
cattacgcag
agagtatgca
tcatattgcg
égccaccact
tcgeggtatg
cagtgaagct
gtcaatccac
tggtgccaag
gaagagaacg

gcggetttte

60

120

180

240

300

360

420

480

sS40

600

660

720

780

840

200

960

1020 -

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563
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ES 2322477 T3

<210> 22
<211> 520
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (2)..(7)
<223> his tag

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (130)..(130)
<223> mutacion

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (132)..(132)
<223> mutacion

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (134)..(134)
<223> mutacion

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRAN SCRIPCION)
<222> (140)..(140)
<223> mutation

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (142)..(142)
<223> mutacion

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (155)..(155)
<223> mutacion

<220>

<221> CARACTERISTICAS MISCELANEAS (INICIO DE TRANSCRIPCION)
<222> (159)..(159)
<223> mutacion

26
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<400> 22

Met His His
1

Ser Tyr Val

Gly Asp Gly
3s

Asp Phe Thr
S0

Ile Thr Leu
65

Glu Ala Gly

ES 2322477 T3

His His His His Ala Asp Tyr Leu Ile Ser Gly

5 10

Pro Asp Asp Gly Leu Thr Ala Gln Gln Leu Phe

20 25

30

Leu Thr Tyr Asn Asp Phe Leu Ile Leu Pro Gly

40

45

Ala Asp Gln Val Aap Leu Thr Ser Ala Leu Thr

55 60

Lys Thr Pro Leu Val Ser Ser Pro Met

70 75

Met Ala Ile Ala Met Ala Leu Thr Gly

85 920

Asp Thr

Gly Ile

Ile His His Asn Cys Thr Pro Glu Phe Gln Ala Asn Glu Val

val Lys Lys
118

Pro Glu Asp
130

Phe Cys Gly
145

val Gly Ile
His Asp Cys

val Ala Pro
195

Arg Sex Lys
210

val Ala Ile
228 :

Leu Ala Ser
Gly Thr His

Gly val Asp
275

Gln Ile Asn
290

100 105

Tyr Glu Gln Gly Phe Ile Thr Asp Pro
120

Glu Val Glu Asp Val Phe Glu Ala Glu
135 140

Ile Pro Ile Thr Asp Thxr Gly Glu Met
150 155

Ile Ser Ser Arg Asp Ile Asp Phe Leu
165 170

Phe Leu Glu Glu Ile Met Thr Lys Arg
180 18S

Ala Gly Ile Thr Leu Lys Glu Ala Asn
200

Lys Gly Lys Leu Pro Ile Val Asn Glu
215 220

Ile Ala Arg Thr Asp Leu Lys Lys Asn
230 235

Lys Asp Ala Lys Lys Gln Leu Leu Cys
245 250

Glu Asp Asp Lys Tyr Axg Leu Asp Leu
260 265

Val Val Val Leu Asp Ser Ser Gln Gly
280

Met Ile Lys Tyr Ile Lys Asp Lys Tyr
295 300

27

110

vVal val
125

Ala Glu

Gly Ser

Lys Glu

Glu Asp
190

Glu Ile
208

Asp Asp

Arg Asp

Gly Ala

Leu Ala
270

Asn Ser
285

Pro Asn

Gly Thr
15

Asn Cys

Tyr 1le

Lys Lys

val Thr
80

Gly Phe
9s

Arg Lys

Leu Ser

His Gly

Glu Leu
160

Glu Glu
178

Leu Val

Leu Gln

Glu Leu

Tyxr Pro
240

Ala Ile
255
Gln Ala

Ile Phe

Leu Gln
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Val
305

Asp

val

Ala

Leu

kY: 1

Glu

Tyr

Gln

val

Tyr

465

Ser

Glu

His

Ile Gly

Ala Gly

Ile Thr

Tyr Lys
3ss

Asp Gly
370

Gly Ala
Ala Pro
Arg Gly
Asn Arqg
435
Ser Gly
450
Leu Ile
Leu Thr

Lys Arg

Ser Tyr
515

Gly

val

Gln

340

val

Gly

Ser

Gly

Met

420

Tyr

Ala

Ala

Gln

Thr

500

Glu

Asn

Asp

325

Glu

Ser

Ile

Thr

Glu

405

Gly

Phe

val

Gly

val

485

Ser

Lys

val

310

Ala

Val

Glu

Gln

val
390

Tyr

Ser

Sex

Gln

Ile
470

Arg

Ser

Arg

val

Leu

Tyr

Asn

37s

Met

Phe

Leu

Glu

Asp

455

Gln

Ala

Ala

Leu

ES 2322477 T3

Thr

Arg

Ala

Ala

360

val

Met

Phe

Asp

Ala

440

Lys

His

Met

Gln

Phe
520

Ala

val

cys

345

Arg

Gly

Gly

Ser

Ala

425

Asp

Gly

Ser

Met

val
505

Ala

Gly

330

Gly

Arg

His

Ser

Asp

410

Met

Lys

Ser

Tyr
490

Glu

28

Gln

315

Met

Arg

Phe

Ile

Leu

395

Gly

Asp

Ile

Ile

Gln

475

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

iso

Leu

Ile

Lys

Lys

His

460

Asp

Gly

Gly

Lys

Ser

Gln

val

365

Lys

Ala

Arg

His

val

445

Lys

Ile

Glu

val

Asn

Gly

Ala

350

Pro

Ala

Ala

Leu

Leu

430

Ala

Phe

Gly

Leu

His
510

Leu

Ser

335

Thx

val

Leu

Lys

415

Ser

Gln

val

Ala

Lys

49S

Ser

Ile

320

Ile

Ala

Ile

Ala

Thr

400

Lys

Ser

Gly

Pro

Lys

480

Phe
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