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ES 2319 828 T3

DESCRIPCION

a-N-acetilglucosaminidasa sintética de mamiferos y secuencias genéticas que la codifican.

La presente invencion se refiere en general a la a-N-acetilglucosaminidasa de mamiferos y a secuencias genéticas
que la codifican y al uso de éstas en la investigacion, diagnéstico y tratamiento de individuos que padecen, o se
sospecha que padecen una deficiencia de a-N-acetilglucosaminidasa.

Los detalles bibliograficos de las publicaciones mencionadas por el autor en esta memoria descriptiva se retinen al
final de la descripcion. Los nimeros de identidad de secuencias (SEQ ID NOs.) para las secuencias de nucledtidos y
aminodcidos mencionados en la memoria descriptiva se definen a continuacion de la bibliografia.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, se considerard que
la palabra “comprender”, o variaciones tales como “comprende” o “que comprende”, implican la inclusién de un
elemento indicado o niimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros pero no la exclusién de ningin otro
elemento o nimero entero o grupo de elementos o nimeros enteros.

La creciente sofisticacion de la tecnologia de ADN recombinante estd facilitando en gran medida la eficacia de
muchas industrias de importancia comercial que incluyen las dreas de investigacion y desarrollo médico y farmacéu-
tico. La capacidad para purificar proteinas nativas y posteriormente clonar secuencias genéticas que codifican estas
proteinas es un primer paso importante en el desarrollo de una variedad de procedimientos terapéuticos y diagndsti-
cos. Sin embargo, los profesionales se han topado con muchas dificultades para purificar moléculas diana en un grado
suficiente para determinar secuencias de aminodcidos que permitan el desarrollo de sondas de oligonucleétidos para
asistir en la clonacion de secuencias genéticas que codifican las moléculas diana.

Se han topado con tales dificultades particularmente en la investigacion y desarrollo de enzimas lisosémicas. Una
enzima lisosémica importante es la @-N-acetilglucosaminidasa (EC 2.1.50). Esta enzima actia como una exoglicosi-
dasa en los lisosomas para hidrolizar los restos de a-N-acetilglucosamina terminales presentes en el extremo terminal
no reductor de los fragmentos de heparan sulfato y heparina (Hopwood, 1989). Una deficiencia de esta hidrolasa li-
sosOmica es responsable de la patogénesis del sindrome de Sanfilippo B (mucopolisacaridosis tipo IIIB (MPS-IIIB)
(von-Figura y Kresse, 1972; O’Brien, 1972). Este es un trastorno recesivo autosémico del catabolismo de los glico-
saminoglicanos que lleva al almacenamiento y excrecion de cantidades excesivas de hepardn sulfato y una variedad
de fenotipos clinicos, pero que presenta cldsicamente retardo mental progresivo en combinacién con deformidades
esqueléticas (McKusick y Neufeld, 1983).

En consecuencia, se necesita purificar la @-N-acetilglucosaminidasa y clonar secuencias genéticas que la codifiquen
para permitir el desarrollo de una gama de procedimientos terapéuticos y diagndsticos para asistir en el diagndstico
y tratamiento de estados patoldgicos que se originan en la deficiencia de a-N-acetilglucosaminidasa. En un primer
aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para la produccion de a-N-acetilglucosaminidasa o un
fragmento o derivado de la misma en donde la @-N-acetilglucosaminidasa o fragmento o derivado de la misma hidro-
liza restos de a-N-acetilglucosamina a partir del extremo terminal no reductor del heparédn sulfato, que comprende:

(i) transfectar células de mamifero con un vector de expresion que comprende una molécula de ADN que codifica
a-N-acetilglucosaminidasa o un fragmento o derivado de la misma al menos 40% idéntico a la SEQ ID NO: 1 o SEQ
ID NO: 3;

(i) cultivar las células transfectadas, por lo que se produce la proteina deseada y se secreta al medio; y
(iii) recuperar la proteina deseada del medio.

Las realizaciones preferidas de la invencion en cualquiera de sus diversos aspectos son como se describen a conti-
nuacién o como se definen en las sub-reivindicaciones.

La Figura 1 es una representacion fotografica de a-N-acetilglucosaminidasa purificada de placenta humana después
de SDS/PAGE. Calle 1: M= estandares (kDa); Calles 2 y 3: @-N-acetilglucosaminidasa purificada de placenta humana.
Calles 4 y 5, albtimina sérica bovina.

La Figura 2 es una representacion fotografica de un gel de SDS/poliacrilamida que muestra los pesos moleculares
de los polipéptidos de a-N-acetilglucosaminidasa producidos en células CHO antes (-) y después (+) de la digestién
con PNGasa F. Se indican las fracciones de NaCl 50 mM y NaCl 75 mM. Los pesos moleculares de los polipéptidos
de @-N-acetilglucosaminidasa estdn indicados a la izquierda de la figura. Los pesos moleculares de las proteinas
marcadoras estdn indicados a la derecha de la figura (calle 5).

Las abreviaturas de una y tres letras de los restos de aminodcidos convencionales usadas en la presente memoria
se definen en la Tabla 1.

Las sustituciones de aminodcidos adecuadas mencionadas en la presente memoria se definen en la Tabla 2.
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TABLA 1

Los c6digos para los restos de aminoécidos no convencionales usados en la presente se definen en la Tabla 3.

Aminoacido Abreviatura de tres letras Simbolo de una letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle |
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y
Cualquier resto Xaa X
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TABLA 2

Restos adecuados para sustituciones de aminodcidos

Resto original

Ejemplos de sustituciones

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
fle
Leu
Lys
Met
Phe
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Ser

Lys

Gin; His

Glu

Ser

Asn

Asp

Pro

Asn; GIn
Leu; Val

ile; Val

Arg; Gin; Glu
Leu; lle

Met; Leu; Tyr
Thr

Ser

Tyr

Trp; Phe

lle; Leu
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TABLA 3

Aminoacido no convencional | Cédigo Aminoacido no convencional |Cédigo
acido a-aminobutirico Abu L-N-metilalanina Nmala
a-amino-a-metilbutirato Mgabu L-N-metilarginina Nmarg
aminociclopropan- Cpro L-N-metilasparagina Nmasn
carboxilato acido L-N-metilaspartico Nmasp
acido aminoisobutirico Aib L-N-metilcisteina Nmcys
aminonorbornil- Norb L-N-metilglutamina Nmgin
carboxilato acido L-N-metilglutamico Nmglu
ciclohexilalanina Chexa L-N-metithistidina Nmbhis
ciclopentilalanina Cpen L-N-metilisoleucina Nmile
D-alanina Dal L-N-metilleucina Nmleu
D-arginina Darg L-N-metillisina Nmlis
acido D-aspartico Dasp L-N-metiimetionina Nmmet
D-cisteina Dcys L-N-metilnorleucina Nmnle
D-glutamina Dgln L-N-metilnorvalina Nmnva
acido D-glutamico Dglu L-N-metilornitina Nmorn
D-histidina Dhis L-N-metilfenilalanina Nmfe
D-isoleucina Dile L-N-metilprolina Nmpro
D-leucina Dleu L-N-metilserina Nmser
D-lisina Dlis L-N-metiltreonina Nmtr
D-metionina Dmet L-N-metiltriptofano Nmtrp
D-ornitina Dorn L-N-metiltirosina Nmtir
D-fenilalanina Dfe L-N-metilvalina Nmval
D-prolina Dpro L-N-metiletilglicina Nmetg
D-serina Dser L-N-metil-t-butilglicina Nmtbug
D-treonina Dtr L-norleucina Nle
D-triptofano Dtrp L-norvalina Nva
D-tirosina Dtyr a-metil-aminoisobutirato Maib
D-valina Dval a-metil-y-aminoisobutirato Mgabu
D-a-metilalanina Dmala a-metilciclohexilalanina Mchexa
D-a-metilarginina Dmarg a-metilciclopentilalanina Mcpen
D-a-metilasparagina Dmasn a-metil-a-naftilalanina Manap
| D-a-metilaspartato Dmasp a-metilpenicilamina Mpen
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D-a-metilcisteina
D-a-metilglutamina
D-a-metilhistidina
D-a-metilisoleucina
D-a-metilleucina
D-a- metillisina
D-a-metilmetionina
D-a-metilornitina
D-a-metilfenilalanina
D-a-metilprolina
D-a-metilserina
D-a-metiltreonina
D-a-metiltriptofano
D-a-metiltirosina
D-a-metilvalina
D-N-metilalanina
D-N-metilarginina
D-N-metilasparagina
D-N-metilaspartato
D-N-metilcisteina

D-N-metilglutamina

D-N-metilglutamato
D-N-metilhistidina
D-N-metilisoleucina
D-N-metilleucina
D-N-metillisina
N-metilciclohexilalanina
D-N-metilornitina
N-metilglicina
N-metilaminoisobutirato
N-(1-metilpropil)glicina
N-(2-metilpropil)glicina
D-N-metiltriptofano

D-N-metiltirosina

Dmcys
Dmgin
Dmhis
Dmile
Dmleu
Dmlys
Dmmet
Dmorn
Dmphe
Dmpro
Dmser
Dmtr
Dmtrp
Dmty
Dmval
Dnmala
Dnmarg
Dnmasn
Dnmasp
Dnmcys

Dnmgln

Dnmglu
Dnmhis
Dnmile
Dnmleu
Dnmlys
Nmchexa
Dnmorn
Nala
Nmaib
Nile
Nleu
Dnmtrp
Dnmtyr

N-(4-aminobutil)glicina
N-(2-aminoetil)glicina
N-(3-aminopropil)glicina
N-amino-a-metilbutirato
a-naftilalanina
N-bencilglicina
N-(2-carbamiletil)glicina
N-(carbamilmetil)glicina
N-(2-carboxietil)glicina
N-(carboximetil)glicina
N-ciclobutilglicina
N-cicloheptilglicina
N-ciclohexilglicina
N-ciclodecilglicina
N-cilcododecilglicina
N-ciclooctilglicina
N-ciclopropilglicina
N-cicloundecilglicina
N-(2,2-difeniletil)glicina
N-(3,3-difenilpropil)-glicina
N-(3-guanidinopropil)-
glicina
N-(1-hidroxietil)glicina
N-(hidroxietit)glicina
N-(imidazoliletil)glicina
N-(3-indoliletil)glicina
N-metil-y-aminobutirato
D-N-metilmetionina
N-metilciclopentilalanina
D-N-metilfenilalanina
D-N-metilprolina
D-N-metilserina
D-N-metiltreonina
N-(1-metiletil)glicina

N-metil-naftilalanina

Nglu
Naeg
Norn
Nmaabu
Anap
Nphe
Ngin
Nasn
Nglu
Nasp
Ncbut
Nchep
Nchex
Ncdec
Nedod
Ncoct
Ncpro
Ncund
Nbhm
Nbhe
Narg

Nthr.
Nser
Nhis
Nhtrp
Nmgabu
Dnmmet
Nmcpen
Dnmphe
Dnmpro
Dnmser
Dnmtyr
Nval

Nmanap
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D-N-metilvalina Dnmval N-metilpenicilamina Nmpen
acido y-aminobutirico Gabu N-(p-hidroxifenil)glicina Nhtyr
L-t-butilglicina Tug N-(tiometil)glicina Ncis
L-etilglicina Etg penicilamina Pen
L-homofenilalanina Hfe L-a-metilalanina Mala
L-a-metilarginina Marg L-a-metilasparagina Masn
L-a-metilaspartato Masp L-a-metil-t-butilglicina Mtbug
L-a-metilcisteina Mcys L-metiletilglicina Metg
L-a-metilglutamina Mgin L-a-metilglutamato Mglu
L-a-metilhistidina Mhis L-a-metilhomofenilalanina Mhfe
L-a-metilisoleucina Mile N-(2-metiltioetil)glicina Nmet
L-a-metilleucina Mleu L-a-metillisina Mlys
L-a-metilmetionina Mmet L-a-metilnorleucina Mnle
L-a-metilnorvalina Mnva L-a-metilornitina Morn
L-a-metilfenilalanina Mfe L-a-metilprolina Mpro
L-a-metilserina Mser L-a-metiltreonina Mtr
L-a-metiltriptofano Mtrp L-a-metiltirosina Mtyr
L-a-metilvalina Mval L-N-metilhomofenilalanina Nmhfe
N-(N-(2,2-difeniletil)- Nnbhm N-(N-(3,3-difenilpropil)- Nnbhe
carbamilmetil)glicina carbamilmetil)glicina
1-carboxi-1-(2,2-difenil- Nmbc

etilamino)ciclopropano

La presente invencién proporciona una molécula de 4cido nucleico aislado que comprende una secuencia de nu-
cledtidos que codifica, o son complementarios de una secuencia que codifica, una @-N-acetilglucosaminidasa de ma-
mifero o fragmento o derivado de la misma o su molécula semejante.

Preferentemente, el mamifero es un ser humano, animal de crfa, animal de compafiia, animal salvaje o animal
empleado en ensayos de laboratorio (por ej., conejo, rata, ratén o cobaya). Con maxima preferencia, el mamifero es
un ser humano. En forma conveniente, la a-N-acetilglucosaminidasa se puede aislar del higado, rifién o placenta.
Sin embargo, la presente invencion se extiende a todas las enzimas @-N-acetilglucosaminidasas de mamiferos y de
cualquier fuente anatémica o celular y/o de cualquier fuente de fluido biolégico, tal como, sin limitacién, plasma,
suero, extracto celular o fluido linfatico.

Si bien la presente invencién contempla el uso de a-N-acetilglucosaminidasa humana o secuencias genéticas ge-
némicas o recombinantes (por €j., ADNc) que codifican la misma en la investigacion, diagndstico y/o tratamiento de
individuos humanos (es decir, un sistema homdélogo), los expertos en la técnica apreciardn que la enzima o secuencias
genéticas que la codifican provenientes de un animal no humano también pueden ser ttiles. Tal sistema heterélogo
estd comprendido en la presente invencion.

El término “molécula de acido nucleico” como se usa en la presente memoria se considera que se refiere a cualquier
molécula de ARN o ADN (por ej., ADNc), sea monocatenaria o bicatenaria o en forma lineal o cerrada covalente-
mente. La molécula de dcido nucleico también puede ser ADN correspondiente al gen genémico entero o una porcioén
sustancial del mismo o un fragmento o derivado del mismo.
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La molécula de 4cido nucleico de la presente invencién puede constituir inicamente la secuencia de nucleétidos
que codifica @-N-acetilglucosaminidasa o una molécula semejante a a-N-acetilglucosaminidasa o puede ser parte de
una molécula de 4cido nucleico mas grande. Por consiguiente, la presente invencion se extiende al gen de a-N-ace-
tilglucosaminidasa genémico aislado. Las secuencias no traducidas de una molécula de 4cido nucleico mds grande
pueden incluir vector, secuencias reguladoras de transcripcion y/o traduccion, promotor, terminador, potenciador, se-
cuencias de replicacion o sefial o regiones no codificadoras (por ej., secuencias de intrén) de un gen genémico aislado.

La referencia en la presente memoria a un “gen” se toma en su contexto mas amplio e incluye:

(1) un gen genémico clésico que consiste en secuencias reguladoras de transcripcién y/o traduccién, y/o una regién
codificadora y/o secuencias no traducidas (es decir, intrones, secuencias no traducidas 5’ y 3°);

(i1)) ARNm o ADNCc correspondiente a las regiones codificadoras (es decir, exones) que comprenden opcionalmente
secuencias no traducidas 5’ 0 3° del gen; o

(iii) fragmentos sintéticos de ADN amplificado, u otras moléculas de 4cido nucleico recombinante producidas in
vitro y que comprenden toda o parte de la regién codificadora y/o secuencias no traducidas 5’ o 3’ del gen.

El término “gen” también se usa para describir las moléculas sintéticas o de fusién que codifican el total o parte
de un producto funcional. Un producto funcional es uno que comprende una secuencia de nucleétidos o es comple-
mentario a una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido funcional, en particular un polipéptido que tiene
actividad catalitica de a-N-acetilglucosaminidasa o un homdlogo, andlogo o derivado de este.

Para el presente propdsito, se considerara que “homdlogos” de una secuencia de nucleétidos se refiere a una molé-
cula de 4cido nucleico aislada que es sustancialmente igual a la molécula de 4cido nucleico de la presente invencién o
su secuencia de nucleétidos complementaria, a pesar de la aparicién dentro de dicha secuencia, de una o mas sustitu-
ciones, inserciones, supresiones o reordenamientos de nucleétidos.

Se considerard que los “andlogos” de una secuencia de nucleétidos expuestos en la presente memoria se refieren
a una molécula de 4cido nucleico aislada que es sustancialmente igual a una molécula de 4cido nucleico de la pre-
sente invencion o su secuencia de nucledtidos complementaria, a pesar de la aparicién de cualquier constituyente no
nucleotidico normalmente ausente en dicha molécula de dcido nucleico aislado, por ejemplo carbohidratos, compues-
tos radioquimicos que incluyen radionucleétidos, moléculas indicadoras tales como, sin limitacion, DIG, fosfatasa
alcalina o peroxidasa de rdbano picante, entre otras.

Se considera que los “derivados” de una secuencia de nucleétidos expuestos en la presente memoria se refieren
a cualquier molécula de 4cido nucleico aislado que contiene similitud de secuencia significativa con dicha secuencia
o una parte de la misma. Generalmente, la secuencia de nucleétidos de la presente invencién se puede someter a
mutagénesis para producir sustituciones, supresiones y/o inserciones de nucleétidos tnicas o miltiples. Los derivados
por insercién de nucleétidos de la secuencia de nucleétidos de la presente invencién incluyen las fusiones terminales
5’ y 3* ademads de las inserciones intra-secuencia de nucledtidos tdnicos o multiples o andlogos de nucleétidos. Las
variantes de secuencias de nucledtidos por insercidon son aquellas en las que uno o mds nucleétidos o andlogos de
nucledtidos se introducen en un sitio predeterminado en la secuencia de nucleétidos de dicha secuencia, aunque la
insercion aleatoria también es posible con la adecuada identificacién del producto resultante preformado. Las variantes
por supresion se caracterizan por la eliminacién de uno o mds nucleétidos de la secuencia de nucledtidos. Las variantes
por sustitucién de nucledtidos son aquellas en las que al menos un nucleétido de la secuencia ha sido eliminado y se
ha colocado un nucleétido diferente o andlogo de nucleétido en su lugar.

Preferentemente, un homologo, andlogo o derivado de un gen de @-N-acetilglucosaminidasa de acuerdo con cual-
quiera de las realizaciones descritas en la presente memoria, comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 10
nucledtidos contiguos derivados de la SEQ ID NO: 1 o 1a SEQ ID NO: 3 o una hebra complementaria de las mismas,
en donde la secuencia de dicho homélogo, andlogo o derivado es al menos 40% idéntica a la SEQ ID NO: 1 o la SEQ
ID NO: 3 o una hebra complementaria de esta o donde dicho homélogo, andlogo o derivado es capaz de hibridarse a
dicha secuencia en condiciones de hibridacién de al menos baja rigurosidad.

Para el fin de la nomenclatura, la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 se refiere al ADNc que
codifica la enzima @-N-acetilglucosaminidasa humana.

La secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 3 se refiere al gen gendmico equivalente del ADNc que
codifica la enzima a-N-acetilglucosaminidasa hepatica humana. Los expertos en la técnica sabran que las secuencias
de ex6n especificas descritas en la SEQ ID NO: 3 corresponden a las regiones codificadoras del gen de a-N-acetilglu-
cosaminidasa, comprendiendo ademads dichas regiones de exén el marco de lectura abierto completo de la secuencia
de ADNCc expuesta en la SEQ ID NO: 1, cuando se alinea en la configuracién cabeza-cola. Las secuencias de intrén de
la SEQ ID NO: 3, que corresponden a las regiones no codificadoras del gen empalmadas del producto de transcripcién
primario de este, aunque no definidas explicitamente, pueden ser facilmente deducidas por los expertos en la técnica,
cuando se proveen con los datos de secuencia de exon provistos en el listado de secuencias de nucleétidos.
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La secuencia de nucledtidos de la presente invencién puede corresponder a la secuencia del gen de a-N-acetilglu-
cosaminidasa natural o puede comprender un homélogo, andlogo o derivado del mismo que contiene sustituciones,
supresiones y/o adiciones de nucleétidos tinicas o multiples. Todos estos homdlogos, andlogos o derivados codifican
a-N-acetilglucosaminidasa o moléculas semejantes a @-N-acetilglucosaminidasa o un homdélogo, andlogo o deriva-
do de la misma contemplados por la presente invencién. La longitud de la secuencia de nucledtidos puede variar
desde unas pocas bases, tales como en sondas o cebadores de dcidos nucleicos, hasta una secuencia de longitud
completa.

La presente invencion se refiere al dcido nucleico en forma de ADNc y en particular cuando se inserta en un
vector de expresion. El vector de expresion se puede replicar en una célula eucaridtica o procariética y puede producir
ARNm o el ARNm se puede traducir posteriormente en a-N-acetilglucosaminidasa o molécula semejante. Las células
eucaridticas particularmente preferidas incluyen células CHO pero pueden estar en otras células o lineas celulares de
mamiferos o células no mamiferas tales como células de levaduras o insectos.

Alternativamente, la presente invencion proporciona una molécula de dcido nucleico que comprende una secuencia
de nucleétidos que codifica o es complementaria a una secuencia que codifica un polipéptido capaz de hidrolizar los
restos de a-N-acetilglucosamina de los extremos terminales no reductores del hepardn sulfato y fragmentos de heparina
y en donde dicha secuencia de nucledtidos es capaz de hibridarse en condiciones de al menos baja rigurosidad a una
secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o un homdlogo, andlogo o derivado de la
misma.

La invencién también proporciona una molécula de dcido nucleico aislado que comprende una secuencia de nu-
cleétidos que es capaz de hibridarse en condiciones de al menos baja rigurosidad a una secuencia de nucleétidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o una hebra complementaria de un homélogo, andlogo o derivado de
la misma.

Preferentemente, la hibridacién es posible en al menos condiciones de rigurosidad media. Con mds preferencia, la
hibridacién es posible en condiciones de alta rigurosidad.

Para el fin de definir el nivel de rigurosidad, se puede hacer referencia en forma conveniente a Sambrook et al
(1989) o Ausubel et al (1987).

Una baja rigurosidad se define en la presente memoria como una hibridacién y/o lavado que se lleva a cabo en 4-
6X SSC/0,1-0,5% p/v SDS a 37-45°C durante 2-3 horas. Una hibridacién y/o lavado de rigurosidad media se lleva a
cabo en 1-4X SSC/0,25-0,5% p/v SDS a 45°C durante 2-3 horas y una hibridacién y/o lavado de rigurosidad alta se
lleva a cabo en 0,1-1X SSC/0,1% p/v SDS a 60°C durante 1-3 horas.

Se pueden emplear condiciones de rigurosidad alternativas a las mencionadas especificamente en la presente me-
moria. En general, la rigurosidad aumenta por reducciéon de la concentracion del tampén SSC y/o aumento de la
concentracion de SDS y/o aumento de la temperatura de hibridacion y/o lavado. Los expertos en la técnica sabrdn que
las condiciones de hibridacién y/o lavado pueden variar de acuerdo con la naturaleza de la membrana de hibridacién
o el tipo de sonda de hibridacién usada. Las condiciones para la hibridacién y lavados son bien conocidas por los
expertos en la técnica. Para el fin de clarificar los pardmetros que afectan la hibridacién entre las moléculas de dcido
nucleico, la referencia se halla en las paginas 2.10.8 a 2.10.16. de Ausubel er al. (1987).

Los expertos en la técnica sabrdn que las secuencias de nucledtidos expuestas en la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID
NO: 3 se pueden usar para aislar los genes correspondientes de otros tejidos humanos o alternativamente, de los
tejidos o células de otras especies, sin experimentacion indebida. Los medios para el aislamiento de dichas secuencias
relacionadas también serdn conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo hibridacion de dcidos nucleicos,
reaccion en cadena de la polimerasa, seleccion de anticuerpos a partir de genotecas de expresion, seleccion funcional
a partir de genotecas de expresién o complementacion de mutantes, entre otros. La presente invencion no esta limitada
por la fuente de la que se han aislado las secuencias génicas especificas descriptas en la presente memoria o por los
medios usados para aislar dichas secuencias.

La invencién también se refiere a la situacién en donde una secuencia genética relacionada que comprende ADN
genémico o ARNm o ADNc se pone en contacto con una cantidad efectiva de hibridacién de una secuencia genética
que codifica @-N-acetilglucosaminidasa, o su secuencia de nucle6tidos complementaria o un homélogo, analogo,
derivado o parte funcional de la misma y posteriormente dicha hibridacion se detecta usando un medio de deteccién
adecuado.

La secuencia genética relacionada puede estar en forma recombinante, en una particula viral, particula de bacteri6-
fago, célula de levadura; célula de animal o una célula de planta. Preferentemente, la secuencia genética relacionada
proviene de una especie animal o un ser humano. Con mayor preferencia, la secuencia genética relacionada proviene
de un ser humano.

Preferentemente, la secuencia genética que codifica a-N-acetilglucosaminidasa (es decir, sonda o dltima secuen-
cia genética) comprende una secuencia de nucleétidos de al menos 10 nucleétidos, con mas preferencia al menos 20
nucledtidos, atin con mas preferencia al menos 50 nucleétidos y atin con mas preferencia al menos 100 nucleétidos de-
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rivados de la secuencia de nucle6tidos expuesta en la SEC ID. NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o una secuencia complementaria
o un homologo, andlogo o derivado de la misma.

Preferentemente, el medio de deteccién es una molécula indicadora capaz de dar una sefial identificable (por
€j., radioisétopos tales como **P o S o una molécula biotinilada) unida en forma covalente a la sonda de a-N-
acetilglucosaminidasa.

Alternativamente, el medio de deteccion es una reaccion en cadena de la polimerasa.

En particular, dos “moléculas cebadoras” de acidos nucleicos no complementarias opuestas de al menos 10 nucleé-
tidos de longitud, con mds preferencia al menos 20 nucleétidos de longitud, derivadas de la secuencia de nucleétidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3, pueden ponerse en contacto con una “molécula molde” de acido
nucleico y copias de moléculas de dcido nucleico especificas de 1la molécula del molde amplificarse en una reaccién
en cadena de la polimerasa.

Las moléculas cebadoras opuestas se seleccionan de modo que cada una sea capaz de hibridarse a las hebras
complementarias de la misma molécula molde, en donde la sintesis de ADN dependiente de ADN polimerasa que se
produce a partir de una primera molécula cebadora opuesta serd en una direccién hacia la segunda molécula cebadora
opuesta.

Por consiguiente, ambos cebadores hibridizan a dicha molécula molde de modo que, en presencia de una enzima
ADN polimerasa, un cofactor y sustrato apropiado, la sintesis de ADN se produce en la direccién 5’ a 3’ a partir de
cada molécula cebadora hacia la posicion del ADN donde la otra molécula cebadora se hibrida, amplificindose de este
modo el ADN interviniente.

Los expertos en la técnica saben de los requerimientos técnicos de la reaccién en cadena de la polimerasa y son
capaces de cualquiera de las modificaciones que se pueden realizar a las condiciones de reaccién. Por ejemplo, la reac-
cién en cadena de la polimerasa se puede usar en cualquier formato adecuado, tal como un polimorfismo de longitud de
fragmento amplificado (AFLP), polimorfismo de cadena monocatenaria (SSCP), deteccion de amplificacién y errores
de apareamiento (AMD), reaccién en cadena de la polimerasa de secuencia repetida interpuesta (IRS-PCR), reaccién
en cadena de la polimerasa inversa (iPCR) y reaccién en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR),
entre otros, para aislar una secuencia relacionada del gen de a-N-acetilglucosaminidasa o identificar una mutacién de
una secuencia genética de a-N-acetilglucosaminidasa. Tales variaciones de la reaccién en cadena de la polimerasa son
tratadas en detalle por McPherson et al (1991), que se incorpora en la presente memoria como referencia. La presente
invencion abarca todas estas variaciones, siendo el Gnico requerimiento que el producto final de la reaccién sea un
acido nucleico aislado que sea capaz de codificar a-N-acetilglucosaminidasa o un homélogo, andlogo o derivado de la
misma.

Preferentemente, la primera molécula cebadora con preferencia deriva de la hebra homosentido de un gen que
codifica a-N-acetilglucosaminidasa, en particular de la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ
ID NO: 3 o un homélogo, derivado o andlogo de la misma, y la segunda molécula cebadora preferentemente deriva de
la hebra antisentido de dicho gen.

Los expertos en la técnica sabrdn que no es esencial para la realizacion de la invencion que las moléculas cebadoras
deriven del mismo gen.

La molécula cebadora de 4cido nucleico ademds puede consistir en una combinacién de cualquiera de los nucle6-
tidos adenina, citidina, guanina, timidina o inosina, o andlogos funcionales o derivados de los mismos, capaces de
incorporarse en una molécula de polinucleétido con la condicién de que sea capaz de hibridarse en condiciones de al
menos baja rigurosidad a la molécula de 4cido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: I o SEQ ID NO: 3 o un homélogo,
analogo o derivado de la misma.

Las moléculas cebadoras de 4cido nucleico ademds pueden estar cada una contenidas en una mezcla acuosa que
comprende otras moléculas cebadoras de dcido nucleico. Con mayor preferencia, la molécula cebadora de dcido nu-
cleico esta en forma sustancialmente pura.

La molécula de acido nucleico molde puede estar en forma recombinante, en una particula viral, particula de
bacteridfago, célula de levadura, célula animal o célula de planta. Preferentemente, la secuencia genética relacionada
proviene de una célula, tejido u érgano derivado de una especie animal o un ser humano. Con mayor preferencia, la
secuencia genética relacionada proviene de una célula, tejido u 6érgano derivado de un ser humano.

Por consiguiente, la presente invencidn se extiende a una molécula de 4cido nucleico aislado que es al menos 40%
idéntica a la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o a una hebra complementaria
de las mismas o un homdélogo, andlogo o derivado de las mismas.

Preferentemente, el porcentaje de identidad con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3 es al menos aproximadamente
55%, atin con mayor preferencia al menos aproximadamente 65%, atin con mayor preferencia al menos aproximada-
mente 75-80% y atin con mayor preferencia al menos aproximadamente 85-95%.
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Atn con mayor preferencia, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislado que es al
menos 40% idéntica a la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o a una hebra com-
plementaria de las mismas o un homélogo, andlogo o derivado de las mismas y es capaz de hibridarse en condiciones
de al menos baja rigurosidad a una secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3.

En particular, la molécula de acido nucleico aislada descrita en la presente memoria es ademads capaz de codificar
una secuencia de aminoécidos que es capaz de llevar a cabo la reaccidon enzimadtica catalizada por una enzima «@-N-
acetilglucosaminidasa.

La molécula de 4cido nucleico aislada de la presente invencién también es util para desarrollar una construccién
genética que comprende una molécula homosentido, para la expresion o sobreexpresion de a-N-acetilglucosaminidasa
en células procaridticas o eucariéticas. Las células eucariéticas particularmente preferidas incluyen células CHO pero
pueden estar en cualquier otra célula o lineas celulares de mamifero adecuadas o células no mamiferas tales como
células de levaduras o insectos.

Se considera que el término “molécula homosentido” como se usa en la presente memoria se refiere a una molécula
de 4cido nucleico aislada de la invencién descrita en la presente memoria, que se provee en un formato adecuado para
su expresion para producir un polipéptido recombinante, cuando dicha molécula homosentido se introduce en una
célula hospedante.

En particular, una molécula homosentido que codifica la @-N-acetilglucosaminidasa comprende una secuencia de
nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o una hebra complementaria, homdélogo, andlogo o derivado
de las mismas.

Mas particularmente, la molécula homosentido de la invenciéon comprende la secuencia de nucledtidos expuesta
en la SEQ ID NO: 1 o una hebra complementaria, homdélogo, andlogo o derivado de la misma.

Los expertos en la técnica sabrdn que la expresién de una molécula homosentido puede requerir que la molécula
de 4cido nucleico de la invencidn sea colocada en una conexién operable con una secuencia promotora para producir
una “construccién homosentido”. La eleccién del promotor para el presente fin puede variar de acuerdo con el nivel
de expresién requerido de la molécula homosentido y/o la especificidad de tejido o especificidad de desarrollo de la
expresion de la molécula homosentido que se requiere. La construcciéon homosentido ademds puede comprender una
secuencia terminadora e introducirse en una célula hospedante adecuada donde sea capaz de expresarse para producir
un polipéptido recombinante como producto génico.

En el contexto de la presente invencidn, una molécula homosentido que corresponde a una secuencia genética o
molécula de 4cido nucleico aislado que codifica el polipéptido @-N-acetilglucosaminidasa o un homdélogo, andlogo o
derivado del mismo, colocado en forma operativa bajo el control de una secuencia promotora adecuada, se introduce
en una célula mediante cualquier método para la transformacién de dicha célula y dicha secuencia genética o molécula
de 4cido nucleico aislado se expresa alli para producir dicho polipéptido.

La presente invencién se extiende claramente a construcciones genéticas disefiadas para facilitar la expresion de
cualquier molécula de dcido nucleico descrita en la presente memoria.

Una construccion genética de la presente invencién comprende la anterior molécula homosentido, colocada ope-
rativamente bajo el control de una secuencia promotora capaz de regular la expresion de dicha molécula de acido
nucleico en una célula procariota o eucariota, preferentemente una célula de mamifero tal como una célula CHO,
una célula de levadura, una célula de insecto o una célula bacteriana. Dicha construccién genética opcionalmente
comprende, ademds de un promotor y una molécula homosentido, una secuencia terminadora.

El término “terminadora” se refiere a una secuencia de ADN en el extremo de una unidad de transcripcion que
sefializa la terminacién de la transcripcion. Las terminadoras son secuencias de ADN no traducidas 3’ que contienen
una sefial de poliadenilacion, que facilita la adicién de secuencias de poliadenilato al extremo 3’ de un transcripto
primario. Las terminadoras activas en células de plantas son conocidas y se describen en la bibliografia. Pueden
aislarse de bacterias, hongos, virus, animales y/o plantas.

La referencia en la presente memoria a un “promotor” debe tomarse en su contexto mds amplio e incluye las
secuencias reguladoras de transcripcién de un gen genémico cldsico, que incluye la caja TATA que se requiere para la
iniciacion de la transcripcién exacta, con o sin una secuencia de la caja CCAAT y elementos reguladores adicionales
(es decir, secuencias activadoras corriente arriba, potenciadores y silenciadores) que alteran la expresion génica en
respuesta a estimulos del desarrollo y/o externos, o en forma especifica de tejido. Un promotor usualmente, pero no
necesariamente, se ubica corriente arriba o 5, de un gen estructural, cuya expresion regula. Ademds, los elementos
reguladores que comprenden un promotor se ubican usualmente dentro de 2 kb del sitio de inicio de la transcripcién
del gen.

En el presente contexto, el término “promotor” también se usa para describir una molécula sintética o de fusioén o
derivado que confiere, activa o potencia la expresion de dicha molécula homosentido en una célula.
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Los promotores preferidos pueden contener copias adicionales de uno o més elementos reguladores especificos,
para aumentar adicionalmente la expresion de la molécula homosentido y/o para alterar la expresién espacial y/o
temporal de dicha molécula homosentido. Por ejemplo, los elementos reguladores que confieren inducibilidad por
cobre se pueden colocar adyacentes a una secuencia promotora heter6loga que dirige la expresion de una molécula
homosentido, confiriendo de este modo inducibilidad por cobre sobre la expresién de dicha molécula.

Colocar una molécula homosentido bajo el control regulador de una secuencia promotora significa ubicar dicha
molécula de modo que la expresion sea controlada por la secuencia promotora. Los promotores generalmente se ubican
5’ (corriente arriba) de los genes que controlan. En la construccién de combinaciones génicas heter6logas de promo-
tor/estructurales se prefiere generalmente ubicar el promotor a una distancia del sitio de comienzo de transcripcién
génica que sea aproximadamente igual a la distancia que existe entre el promotor y el gen que controla en su marco
natural, es decir, el gen del cual deriva el promotor. Como se sabe en la técnica, esta distancia puede contener alguna
variacién sin pérdida de la funcién promotora. De modo similar, la ubicacién preferida de un elemento regulador de
la secuencia con respecto a un gen heter6logo que se ha de colocar bajo su control estd definida por la ubicacién del
elemento en su marco natural, es decir, los genes de los que deriva. Nuevamente, como se sabe en la técnica, también
puede producirse alguna variacion de esta distancia.

Los ejemplos de promotores adecuados para usar en las construcciones genéticas de la presente invencién incluyen
promotores virales, flingicos, bacterianos, derivados de animales y plantas capaces de funcionar en células animales,
humanas, de levadura, de insectos o bacterianas. El promotor puede regular la expresion de dicha molécula en forma
constitutiva o diferencial con respecto al tejido en que se produce la expresion o, con respecto a la etapa de desarrollo en
que se produce la expresion o en respuesta a estimulos externos tales como estrés fisioldgicos, o agentes patégenos de
plantas, o iones metdlicos, entre otros. Preferentemente, el promotor es capaz de regular la expresiéon de una molécula
homosentido en una célula derivada de una especie animal o un ser humano.

En particular, el promotor deriva del gen genémico que codifica @-N-acetilglucosaminidasa, preferentemente el
gen de @-N-acetilglucosaminidasa humana. En una realizacién mas preferida, sin embargo, el promotor deriva de la
secuencia de nucledtidos expuesta en la SEQ ID NO: 3 o es al menos capaz de hibridarse a los restos de nucledtidos 1
a 989 de la SEQ ID NO: 3 o al menos 20 nucleétidos contiguos derivados de los mismos.

Atn mas particularmente, el promotor es una secuencia promotora del CMV o una secuencia promotora derivada
del mismo.

En forma alternativa, la invencidn se refiere a una construccién que comprende un promotor o derivado funcional,
fragmento parcial, homélogo o andlogo del mismo, derivado del gen genémico de @-N-acetilglucosaminidasa definido
por la SEQ ID NO: 3.

Preferentemente, dicha construccion genética ademas comprende la secuencia de @-N-acetilglucosaminidasa defi-
nida por la SEQ ID NO: 1 ubicada en conexién operativa con dicho promotor.

La presente invencidn también se refiere a la a-N-acetilglucosaminidasa sintética o molécula semejante.

El término “sintético” seglin se usa en la presente memoria incluird tanto moléculas recombinantes como sinteti-
zadas quimicamente producidas por la adicién sucesiva de restos de aminoacidos o grupos de restos de aminodcidos
en orden definido.

La invencidn se refiere a la a-N-acetilglucosaminidasa recombinante o molécula semejante codificada por o ex-
presada a partir de las moléculas de dcido nucleico descritas con anterioridad en la presente memoria.

La a-N-acetilglucosaminidasa sintética o molécula semejante comprende una secuencia de aminodcidos que es al
menos 40% idéntica a la secuencia de aminoacidos expuesta en alguna de las SEQ ID NOs: 2, 4,5 6 6.

Con mayor preferencia, el porcentaje de identidad es al menos 60% y atin con mayor preferencia al menos 80% o
85-90%.

En particular, la presente invencién proporciona una a-N-acetilglucosaminidasa sintética definida con anteriori-
dad en la presente memoria que comprende una secuencia de aminodcidos sustancialmente igual a la expuesta en
cualquiera de las SEQ ID NOs: 2, 4, 5 6 6 o un homdlogo, andlogo o derivado de las mismas.

Para el fin de la nomenclatura, la secuencia de amino4cidos expuesta en la SEQ ID NO: 2; comprende el producto
de traduccién de longitud completa del gen de la @-N-acetilglucosaminidasa humana (es decir, de aqui en adelante
denominado “polipéptido a-N-acetilglucosaminidasa” o “SEQ ID NO: 2) producido por expresion de la secuencia de
ADNc definida por SEQ ID NO: 1 o el gen gendmico definido por SEQ ID NO: 3. El polipéptido de @-N-acetilgluco-
saminidasa comprende al menos siete restos de Asn potencialmente glicosilados, en las posiciones 261, 272, 435, 503,
513,526 y 532. Ademas, la secuencia de aminodacidos del polipéptido de a-N-acetilglucosaminidasa puede compren-
der un péptido sefial de aproximadamente 23 restos de aminoacidos de longitud, apareciendo un probable sitio para la
ruptura del péptido sefial por la peptidasa entre Gly,; y Aspyg.
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Las secuencias de aminodcidos expuestas en las SEQ ID NOs: 4-6 se refieren a secuencias de aminoécidos N-
terminales e internas (es decir, CNBr) derivadas de a-N-acetilglucosaminidasa humana, purificadas segin se describe
en el Ejemplo 1. Segin se describe en el Ejemplo 2, la forma purificada de la enzima comprende dos polipéptidos
que tienen pesos moleculares aproximados de 82 y 77 kDa. La secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4 se refiere a la
secuencia N-terminal del polipéptido de 82 kDa, mientras que la SEC NO: 5 se refiere a la secuencia N-terminal del
polipéptido de 77 kDa. Ademds, la SEQ ID NO: 4 comprende los restos de aminoécidos 24-43 de la SEQ ID NO: 2,
mientras que la SEC NO: 5 comprende los restos de aminodcidos 59-76 de la SEQ ID NO: 2.

La secuencia de aminodcidos definida por la SEQ ID NO: 6 se refiere al péptido escindido por CNBr de la a-N-
acetilglucosaminidasa humana purificada. Esta secuencia de aminoécidos se alinea con los restos de aminoécidos 540-
554 del polipéptido de a-N-acetilglucosaminidasa (SEQ ID NO: 2).

En el presente contexto, los “homdlogos” de un polipéptido se refieren a aquellos polipéptidos, enzimas o protei-
nas que tienen una actividad enzimética similar a la de a-N-acetilglucosaminidasa, independientemente de cualquier
sustitucion, adicién o supresién de aminodcidos a los mismos. Un homdlogo se puede aislar o derivar de la misma
especie animal o de otra.

Ademads, los aminodcidos de un polipéptido homélogo se pueden reemplazar con otros aminoéacidos que tengan
propiedades similares, por ejemplo hidrofobia, hidrofilia, momento hidrofébico, carga o antigenicidad, y demads.

“Andlogos” abarca a los polipéptidos de a-N-acetilglucosaminidasa y sus derivados peptidicos, sin tener en cuenta
la presencia de aminodcidos no naturales andlogos en los mismos.

El término “derivado” con respecto a los polipéptidos de la invencion se refieren a mutantes, partes o fragmentos
de una molécula funcional. Los derivados incluyen péptidos modificados en los que los ligandos se unen a uno o mas
de los restos de aminodcidos alli contenidos, tales como carbohidratos, enzimas, proteinas, polipéptidos o moléculas
indicadoras tales como radionucleidos o compuestos fluorescentes. Las formas glicosiladas, fluorescentes, aciladas
o alquiladas de los presentes péptidos estdn particularmente contempladas en la presente invencion. Ademads, los
derivados de un polipéptido pueden comprender fragmentos o partes de una secuencia de aminoécidos revelada en
la presente memoria y estdn dentro del alcance de la invencién, como son los homopolimeros o heteropolimeros que
comprenden dos o mds copias de los presentes polipéptidos. Los procedimientos para derivatizar péptidos son bien
conocidos en la técnica.

Por consiguiente, la presente invencidn se refiere a cualquier molécula proteindcea que comprende una secuencia
de aminodcidos que corresponde a la enzima @-N-acetilglucosaminidasa de mamifero de longitud completa o a una
molécula semejante. La molécula semejante, en consecuencia, comprende partes, derivados y/o porciones de la enzima
a-N-acetilglucosaminidasa, sea funcional o no.

Preferentemente, el mamifero es un ser humano pero puede ser de origen no humand como se contemplé con
anterioridad.

La @-N-acetilglucosaminidasa sintética o recombinante de la presente invencién puede comprender una secuencia
de aminodcidos que corresponde a la secuencia de aminodcidos natural o puede contener sustituciones, supresiones
y/o adiciones de aminodcidos tnicas o multiples. La longitud de la secuencia de aminoacidos puede variar de unos
pocos restos a una molécula de longitud completa.

Las sustituciones de aminodcidos normalmente son de restos tnicos. Las inserciones de aminodcidos usualmente
estardn en el orden de aproximadamente 1-10 restos de aminodcidos y las supresiones variardn de aproximadamente
1-20 restos. Preferentemente, las supresiones o inserciones se realizan en pares adyacentes, es decir una supresion de
dos restos o insercién de dos restos.

Los derivados por insercién de aminodcidos de la a-N-acetilglucosaminidasa de la presente invencién incluyen
fusiones amino- y/o carboxilo-terminales ademads de inserciones intra-secuencia de aminoécidos unicos o multiples.
Las variantes de secuencias de aminodcidos por insercién son aquellas en las que se introducen uno o mas restos de
aminodcidos en un sitio predeterminado de la proteina, si bien la insercion aleatoria también es posible con adecuada
identificacién del producto resultante. Las variantes por supresion se caracterizan por la eliminacién de uno o mas
restos de aminodcidos de la secuencia. Las variantes por sustitucién de aminoécidos son aquellas en las que se ha
eliminado al menos un resto de la secuencia y se ha insertado un resto diferente en su lugar. Las sustituciones tipicas
son las que se realizan de acuerdo con la siguiente Tabla 2:

Las variantes de aminoacidos mencionadas anteriormente se pueden obtener facilmente mediante técnicas de sin-
tesis de péptidos bien conocidas en la técnica, tales como sintesis de péptidos en fase sdlida (sintesis de Merrifield)
y similares, o por manipulaciones de ADN recombinante. Las técnicas para obtener mutaciones por sustitucién en
sitios predeterminados del ADN que tienen una secuencia de ADN conocida o parcialmente conocida son bien cono-
cidas e incluyen, por ejemplo, la mutagénesis M13. La manipulacién de la secuencia del ADN para producir variantes
de proteinas que se manifiestan como variantes por sustitucion, inserciéon o supresion se describen en forma conve-
niente en otro lugar tal como Sambrook et al,. 1989 Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY.
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Los derivados o moléculas semejantes incluyen sustituciones, supresiones y/o adiciones tinicas o multiples de cua-
lesquiera componentes natural o artificialmente asociados con la enzima a-N-acetilglucosaminidasa tales como un car-
bohidrato, lipido y/u otros restos proteindceos. Por ejemplo, la presente invencién se extiende a las formas glicosiladas
y no glicosiladas de la molécula. Todas esta moléculas estdn comprendidas en la expresién “mutantes”, “derivados”,
“fragmentos”, “porciones” y moléculas “semejantes”. Estas moléculas pueden ser activas o no activas y pueden conte-
ner regiones especificas, tales como una region catalitica. En particular, las moléculas derivadas preferidas incluyen a
aquellas con patrones de glicosilacidn alterados respecto de la molécula natural. Alin mas particularmente, la molécula
recombinante estd mds altamente glicosilada que la molécula natural. Tales derivados altamente glicosilados pueden
presentar propiedades de captacion mejoradas y vidas medias aumentadas.

Como se indica en los Ejemplos, el peso molecular de la @-N-acetilglucosaminidasa purificada humana (es decir,
82kDay 77kDa) y la a-N-acetilglucosaminidasa recombinante de mamifero: producida en células CHO (es decir, 89
kDa y 79 kDa) son mayores que el peso molecular deducido del polipéptido de a-N-acetilglucosaminidasa expuesto
en la SEQ ID NO: 2 (es decir, 70 kDa), lo que sugiere que el polipéptido purificado y el recombinante se modifican en
forma post-traduccional. Los datos presentados en el Ejemplo 8 indican ademds que la enzima a-N-acetilglucosami-
nidasa recombinante producida en las células CHO, al menos, estd glicosilada y que la diferencia de peso molecular
determinada para los polipéptidos recombinantes y el polipéptido de la SEQ ID NO: 2 se debe casi totalmente a
la glicosilacion del polipéptido recombinante generado por las células CHO. Como se muestra en el Ejemplo 9, el
polipéptido de a-N-acetilglucosaminidasa recombinante glicosilado exhibe actividad enzimadtica.

La presente invencion también se extiende a una @-N-acetilglucosaminidasa sintética o moléculas semejantes
cuando se fusionan con otras moléculas proteindceas. Estas tltimas pueden incluir otra enzima, molécula indicadora,
sitio de purificacién o una secuencia de aminoacidos que facilite el transporte de la molécula fuera de una célula, tal
como una secuencia sefial.

La presente invencion se extiende ademds a modificaciones post-traduccionales a la enzima a-N-acetilglucosami-
nidasa. Las modificaciones se pueden realizar a la enzima natural o después de la sintesis por técnicas recombinantes.
Las modificaciones pueden ser a nivel estructural o, por ejemplo, a nivel electroquimico, tal como la modificacién de
la carga neta o de la conformacién estructural de la enzima. Tal modificacién puede ser importante para facilitar la
entrada o penetracion de la enzima en tejidos seleccionados tales como cartilago o las barreras hematoencefilicas o
para aumentar la vida media en circulacién.

Los andlogos de a-N-acetilglucosaminidasa contemplados en la presente memoria incluyen, pero sin limitacion,
modificaciones de las cadenas laterales, incorporacion de aminodcidos no naturales y/o sus derivados durante la sintesis
de péptidos y el uso de agentes de entrecruzamiento y otros métodos que imponen restricciones conformacionales a la
enzima.

Ejemplos de modificaciones de la cadena lateral contemplados por la presente invencién incluyen modificacio-
nes de grupos amino, tales como por alquilacién reductiva por reaccién con un aldehido seguida de reduccién con
NaBH,; amidinacién con metilacetimidato; acilacién con anhidrido acético; carbamoilacién de grupos amino con cia-
nato; trinitrobencilacién de grupos amino con dcido 2,4,6-trinitrobencensulfénico (TNBS); acilacién de grupos amino
con anhidrido succinico y anhidrido tetrahidroftalico y piridoxilacién de lisina con piridoxal-5’-fosfato seguida de
reduccién con NaBH,.

El grupo guanidino de los restos de arginina se puede modificar por formacién de productos de condensacién
heterociclicos con reactivos tales como 2,3-butanodiona, fenilglioxal y glioxal.

El grupo carboxilo se puede modificar por activacion con carbodiimida por formacién de O-acilisourea seguida de
ulterior derivatizacion, por ejemplo, a una amida correspondiente.

Los grupos sulfhidrilo se pueden modificar por métodos tales como carboximetilacién con acido yodoacético o yo-
doacetamida; oxidacién con dcido perférmico a acido cisteico; formacién de disulfuros mixtos con otros compuestos
con grupo tiol; reaccién con maleimida, anhidrido maleico u otra maleimida sustituida; formacién de derivados mercu-
riales usando 4-cloromercuribenzoato, acido 4-cloromercurifenilsulfénico, cloruro de fenilmercurio, 2-cloromercurio-
4-nitrofenol y otros mercuriales; carbamoilacién con cianato a pH alcalino.

Los restos de triptofano se pueden modificar, por ejemplo, por oxidacién con N-bromosuccinimida o alquilacién
del anillo inddlico con bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobencilo o haluros de sulfenilo. Los restos de tirosina, por otra
parte, se pueden modificar por nitracién con tetranitrometano para formar un derivado de 3-nitrotirosina.

La modificacién del anillo imidazélico de un resto de histidina se puede obtener por alquilacién con derivados de
dcido yodoacético o N-carbetoxilacién con dietilpirocarbonato.

Los ejemplos de incorporacion de aminoacidos no naturales y derivados durante la sintesis de péptidos incluyen,
sin limitacién, el uso de norleucina, dcido 4-aminobutirico, dcido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentanoico, dcido 6-ami-
nohexanoico, t-butilglicina, norvalina, fenilglicina, ornitina, sarcosina, dcido 4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico, 2-
tienilalanina y/o D-isémeros de aminodcidos. Los aminodcidos no naturales contemplados por la presente invencién
se incorporan en la presente memoria como Tabla 3.
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Se pueden usar agentes de entrecruzamiento, por ejemplo, para estabilizarlas conformaciones 3D, usando agentes
de entrecruzamiento homo-bifuncionales tales como los imido-ésteres bifuncionales que tienen grupos espaciadores
(CH,), con n=1 a n=6, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida y reactivos hetero-bifuncionales que usual-
mente contienen un resto amino-reactivo tal como N-hidroxisuccinimida y otro resto reactivo con un grupo especifico
tal como el resto maleimido o ditio (SH) o carbodiimida (COOH). Ademas, la enzima se podria restringir desde un
punto de vista conformacional, por ejemplo, por incorporacién de C,- y N,-metilaminoacidos, introduccion de dobles
enlaces entre los 4tomos C, y C; de los aminodcidos y la formacién de péptidos ciclicos o andlogos por introduccién
de enlaces covalentes tales como la formacion un enlace amida entre los extremos N- y C-terminales entre dos cadenas
laterales o entre una cadena lateral y el extremo N- o C-terminal.

Las modificaciones electroquimicas de la @-N-acetilglucosaminidasa incluyen la interaccién con polilisina o po-
lietilenglicol u otro agente que ocasiona un cambio global en la carga neta de la enzima.

En forma ventajosa, la @-N-acetilglucosaminidasa recombinante es una preparacién biolégicamente pura, lo que
significa que ha experimentado alguna de purificacién para eliminar otras proteinas y/o material no proteindceo. La
pureza de la preparacion se puede representar como al menos 40% de la enzima, preferentemente al menos 60%,
con mayor preferencia al menos 75%, atin con mds preferencia al menos 85% y atin con mayor preferencia al menos
95% con respecto al material distinto de la a-N-acetilglucosaminidasa determinado por peso, actividad, homologia o
similitud de aminodcidos, reactividad frente a anticuerpos u otros medios convenientes.

Se proveen métodos particularmente preferidos para la preparacion y purificacioén de la a-N-acetilglucosaminidasa
recombinante en los Ejemplos 7 y 8.

Los expertos en la técnica conoceran los medios para purificar una @-N-acetilglucosaminidasa sintética o recombi-
nante proveniente de varias fuentes sin experimentacién indebida y para expresar el grado de pureza de tal preparacién
purificada de la enzima.

La presente invencién ademds contempla anticuerpos para a-N-acetilglucosaminidasa y preferentemente a-N-ace-
tilglucosaminidasa sintética o molécula semejante. Los anticuerpos pueden ser policlonales 0 monoclonales, naturales
o sintéticos (incluyendo formas recombinantes, fragmentarias o de fusién). Tales anticuerpos serdn utiles para des-
arrollar inmunoensayos para a-N-acetilglucosaminidasa y para identificar secuencias genéticas adicionales que son
capaces de expresar polipéptidos de a@-N-acetilglucosaminidasa u homélogos, andlogos o derivados de los mismos.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales se pueden obtener por inmunizacién con un producto génico sintético
o recombinante apropiado, o epitope o fragmento peptidico de un producto génico, en particular un polipéptido de a-
N-acetilglucosaminidasa o un homélogo, andlogo o derivado del mismo.

Alternativamente, se pueden usar fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab. La presente invencion se
extiende ademds para incluir anticuerpos recombinantes y sintéticos y a hibridos de anticuerpos. Se considera que un
“anticuerpo sintético” de la presente memoria incluye fragmentos e hibridos de anticuerpos.

La presente invencién contempla un método de deteccién de mutaciones u otras aberraciones en el gen de a-
N-acetilglucosaminidasa en un paciente humano o animal. Tal método se puede llevar a cabo de varias maneras que
incluyen el aislamiento de una fuente de ADN para ensayar o ARNm del mismo y la hibridacién de éste a una molécula
de 4cido nucleico como se describi6 en la presente con anterioridad. Generalmente, el 4cido nucleico es del tamafio
de una sonda o cebador y la reaccién en cadena de la polimerasa es un medio conveniente por el que se analiza el
ARN o ADN. Otros ensayos adecuados incluyen la reaccion en cadena de ligacién y los métodos de amplificacion de
desplazamiento de hebra. La secuencia de la @-N-acetilglucosaminidasa también se puede determinar y comparar con
la secuencia natural. Tales métodos pueden ser utiles en adultos y nifios y se pueden adaptar para un examen prenatal.
El ADN a examinar incluye una muestra gendémica que porta el gen de @-N-acetilglucosaminidasa, un clon de ADNc
y/o un producto de amplificacion.

De acuerdo con la presente invencion se provee un método de deteccion de aberraciones del gen de @-N-acetil-
glucosaminidasa que incluye la ausencia de tal gen o una porcién o una porcién sustancial del mismo que comprende
aislar una muestra de ADN o ARNm correspondiente a una regiéon de dicho ADN y ponerla en contacto con una sonda
de oligonucleétido capaz de hibridarse a una o mds secuencias complementarias dentro del gen de @-N-acetilglucosa-
minidasa y luego detectar la hibridacién, el grado de hibridacién o la ausencia de hibridacién.

Alternativamente, la sonda es un cebador capaz de dirigir la amplificacién de una o mas regiones de dicho gen de
a-N-acetilglucosaminidasa y los productos de amplificacién y/o el perfil de los productos de amplificacién se compara
con un individuo que porta el gen completo o con una base de datos de referencia.

En forma conveniente, los productos de amplificacion se secuencian para determinar la presencia o ausencia del
gen completo.

La presente invencion se extiende al uso de algunos y todos los formatos de hibridacién basados en ADN o basados
en 4cidos nucleicos y/o en la reaccidn en cadena de la polimerasa descritos en la presente memoria, para el diagndstico
de un trastorno que involucra el gen de a-N-acetilglucosaminidasa en un paciente humano o animal.
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La presente invencién ademds se extiende a un método de tratamiento de pacientes que padecen una deficiencia
de a-N-acetilglucosaminidasa, tal como en MPS-IIIB, comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente una
cantidad efectiva de a-N-acetilglucosaminidasa o una forma activa semejante de la misma.

Preferentemente, la a-N-acetilglucosaminidasa estd en forma recombinante. Dicho método se denomina “terapia
enzimdtica”. Alternativamente, se puede emplear la terapia génica, que incluye introducir un gen activo (es decir, una
molécula de dcido nucleico como se describid en la presente memoria con anterioridad) o a partes del gen u otras
secuencias que facilitan la expresion de un gen de a-N-acetilglucosaminidasa natural.

La administracién de a-N-acetilglucosaminidasa para la terapia enzimética puede ser por administracién oral, in-
travenosa, supositorio, intraperitoneal, intramuscular, intranasal, intradérmica o subcutinea o por infusién o implante.
La @-N-acetilglucosaminidasa preferentemente es como se describié en la presente memoria con anterioridad, inclu-
yendo mutantes activas o sus derivados y sus variantes de glicosilacién. La administraciéon también puede ser por
medio de una terapia génica que incluye la expresién del gen por inclusién del gen en vectores virales que se introdu-
cen en el huésped animal (por ej., ser humano) a tratar. Alternativamente, el gen se puede expresar en un hospedante
bacteriano que luego se introduce y se convierte en parte de la flora bacteriana del animal a examinar.

La presente invencién también se refiere a una composicioén farmacéutica que comprende @-N-acetilglucosamini-
dasa sintética (por ej., recombinante) o molécula semejante, que incluye los derivados activos y sus fragmentos, solos
o en combinacién con otras moléculas activas. Tales otras moléculas pueden actuar en forma sinérgica con la enzima o
facilitan su entrada a una célula diana. La composicién también contendrd uno o mds vehiculos y/o diluyentes farma-
céuticamente aceptables. En forma alternativa, la composicidon puede comprender un componente genético ttil para la
terapia génica.

Se contempla que los componentes ttiles activos de la composicién farmacéutica que comprenden la a-N-acetil-
glucosaminidasa sintética o recombinante o sus mutantes o fragmentos o derivados exhiben excelente actividad para
tratar pacientes con una deficiencia de la enzima cuando se administran en una cantidad que depende del caso particu-
lar. La variacién depende, por ejemplo, del paciente y la @-N-acetilglucosaminidasa utilizada. Por ejemplo, se puede
administrar de aproximadamente 0,5 ug a aproximadamente 20 mg de enzima por cuerpo del animal o, dependiendo
del animal y otros factores, por kilogramo de peso corporal. El régimen de dosis se puede ajustar para proporcionar
la respuesta terapéutica 6ptima. Por ejemplo, se pueden administrar varias dosis divididas en forma diaria, semanal,
mensual o en otros intervalos de tiempo adecuados o la dosis se puede reducir proporcionalmente segin lo indiquen
las exigencias de la situacién. Por consiguiente, se pueden administrar dosis alternativas en el orden de 1,0 ug a 15
mg, 2,0 ug a 10 mg o 10 ug a 5 mg en una dosis dnica o como parte de dosis miiltiples. El compuesto activo se
puede administrar de manera conveniente tal como por las vias oral, intravenosa (cuando es hidrosoluble), intramus-
cular, subcutdnea, intranasal, intradérmica o supositorio o implante (por ej., usando moléculas de liberacién lenta).
De acuerdo con la via de administracion, se puede requerir que los componentes activos que comprenden una a-N-
acetilglucosaminidasa sintética (por ej., recombinante) o sus fragmentos, derivados o mutantes estén recubiertos con
un material para protegerlos de la accién de enzimas, 4cidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar dichos
componentes. Por ejemplo, la baja lipofilicidad de la @-N-acetilglucosaminidasa permitird que ésta sea destruida en
el aparato gastrointestinal por las enzimas capaces de escindir los enlaces peptidicos y en el estdmago por hidrdlisis
dcida. Con el fin de administrar la vacuna por una administracién diferente de la parenteral, la enzima se recubrird o
administrard con un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, la enzima se puede administrar en un adyuvante,
coadministrar con inhibidores enzimaticos o en liposomas. El adyuvante se usa en su sentido mas amplio e incluye
cualquier compuesto inmunoestimulante tal como interferén. Los adyuvantes contemplados en la presente memoria
incluyen resorcinoles, tensioactivos no iénicos tales como polioxietilen-oleil éter y n-hexadecil-polietilen éter. En for-
ma conveniente, el adyuvante es adyuvante de Freund Completo o Incompleto. Los inhibidores enzimaéticos incluyen
al inhibidor de tripsina pancredtica, fluorofosfato de diisopropilo (DEP) y trasilol. Los liposomas incluyen emulsiones
agua-en-aceite-en-agua ademads de liposomas convencionales.

El compuesto activo también se puede administrar en dispersiones preparadas en glicerol, polietilenglicoles liqui-
dos y/o sus mezclas y en aceites. En condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen
un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones (cuando son hidrosolubles) o disper-
siones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extempordnea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. En todos los casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida que permita que sea inyectada
facilmente. Debe ser estable en las condiciones de manufactura y almacenamiento y se debe preservar contra la accién
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un solvente o medio de dis-
persion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido
y similares), mezclas adecuadas de estos y aceites vegetales. Se puede mantener la fluidez apropiada, por ejemplo,
por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
una dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accidon de los microorganismos se puede lograr con
diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, dcido sérbico, timerosal
y similares. En muchos casos, serd preferible incluir agentes isotonicos, por ejemplo aziicares o cloruro de sodio. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede lograr con el uso en las composiciones de agentes
que retardan la absorcién, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.
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Las soluciones inyectables estériles se preparan por incorporacién del compuesto activo en la cantidad requerida
del solvente apropiado con varios de los otros componentes enumerados anteriormente, segtin corresponda, seguida de
esterilizacion por filtracién. En general, las dispersiones se preparan por incorporacién de varios componentes activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién bdsico y los otros componentes necesarios
entre los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y la técnica de liofilizacién que produce un polvo
del componente activo mds cualquier componente deseado adicional a partir de la solucién previamente esterilizada
por filtracién del mismo. Cuando la @-N-acetilglucosaminidasa de la presente invencién se protege en forma adecuada
como se describi6 anteriormente, la composicion se puede administrar por via oral, por ejemplo, con un diluyente iner-
te o con un vehiculo comestible asimilable, o se puede encerrar en una cdpsula de gelatina dura o blanda, o se puede
compactar para dar comprimidos o se puede incorporar directamente con el alimento de la dieta. Para la administracién
terapéutica oral, el compuesto activo se puede incorporar con excipientes y usar en forma de comprimidos ingeribles,
comprimidos bucales, pastillas de disolucidn oral, cdpsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Tales
composiciones y preparaciones deben contener al menos 1% en peso del compuesto activo. El porcentaje de las com-
posiciones y preparaciones, obviamente, se pueden variar y en forma conveniente puede estar entre aproximadamente
5 a aproximadamente 80% del peso de la unidad. La proporcién de compuesto activo en las composiciones de vacuna
es tal que se obtenga una dosis adecuada. Las composiciones o preparaciones preferidas de acuerdo con la presente
invencidn se preparan, de modo que una forma unitaria de dosificacién oral contenga entre aproximadamente 0,5 ug 'y
20 mg de compuesto activo.

Los comprimidos, pastillas de disolucion oral, pildoras, cdpsulas y similares también pueden contener los siguien-
tes: un aglutinante tal como goma de tragacanto, acacia, almidon de maiz o gelatina; excipientes tales como fosfato
dicélcico; un agente desintegrante tal como almidén de maiz, almidén de patata, dcido alginico y similares; un lubri-
cante tal como estearato de magnesio; y se puede agregar un agente edulcorante tal como sacarosa, lactosa o sacarina
o un agente saborizante tal como menta, aceite de gaulteria, o saborizante de cerezas. Cuando la forma unitaria de
dosificacién es una cdpsula, puede contener, ademds de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido. Otros ma-
teriales diversos pueden estar presentes como recubrimientos o modificar de otro modo la forma fisica de la unidad de
dosificacion. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o cdpsulas se pueden recubrir con goma laca, azicar o ambos. Un
jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa como agente edulcorante, metil y propilparabenos como
conservantes, un colorante y saborizante tal como sabor a cerezas o naranja. Obviamente, cualquier material usado en
la preparacién de cualquier unidad de dosificacién debe ser farmacéuticamente puro y sustancialmente no téxico en
las proporciones empleadas. Ademds, el compuesto activo se puede incorporar en las preparaciones y formulaciones
de liberacion sostenida.

Como se usa en la presente memoria “vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables” incluyen cualquiera
y todos los solventes, medios de dispersion, soluciones acuosas, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifiingi-
cos, agentes isotonicos y retardadores de la absorcion y similares. El uso de tales medios y agentes para las sustancias
activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida que cualquier medio o agente convencional
sea incompatible con el componente activo, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas. También se
pueden incorporar componentes activos suplementarios en las composiciones.

La presente invencién ademads se refiere al uso de a-N-acetilglucosaminidasa o fragmento activo, mutante o deri-
vado de la misma en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de pacientes que padecen una deficiencia
de la enzima natural (por ej., MPS-IIIB).

La presente invencién se describe ademads con referencia a los siguientes Ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Purificacion de a-N-acetilglucosaminidasa

Se purificé a-N-acetilglucosaminidasa de acuerdo con el método descrito en Weber e al. (1996). La enzima
se purificé hasta homogeneidad a partir de placenta humana. La evidencia de pureza se muestra después de una
SDS/PAGE que se representa en la Figura 1. Todas las muestras se redujeron con ditiotreitol antes de la electroforesis.
Ejemplo 2
Caracterizacion de a-N-acetilglucosaminidasa

Los resultados presentados en la Figura 1 muestran dos polipéptidos de aproximadamente 82 kDa y 77 kDa de

peso molecular, que corresponden a polipéptidos de a-N-acetilglucosaminidasa purificados de placenta humana de
acuerdo con el Ejemplo 1.
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Ejemplo 3
Determinacion de la Secuencia de Aminodcidos

Se determinaron las secuencias de aminoacidos N-terminales de los polipéptidos de a-N-acetilglucosaminidasa
de 77 kDa y 82 kDa, ademds de la secuencia de aminodcidos de un producto de escision interna con CNBr de estos

péptidos, utilizando los métodos de Weber et al. (1996).

Las secuencias de aminoacidos se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4

Secuencias de aminodcidos N-terminales (SEQ ID NO: 4y SEQ ID NO: 5) y secuencia del péptido obtenido
utilizando CNBr (SEQ ID NO: 6), determinadas a partir de a-N-acetilglucosaminidasa purificada humana

polipéptido de 82 kDa DEAREAAAVRALVARLLGPG
polipéptido de 77 kDa KPGLDTYSLGGGGAAX'VR
péptido obtenido utilizando CNBr WRLLLTSAPSLX'TX'P

X': no se pudo identificar ningiin resto para esta posicion, lo que indica que este resto

podria estar fosforilado o glicosilado.

Ejemplo 4
Clonacion de ADNc de a-N-Acetilglucosaminidasa

Se prepararon sondas de oligonucleétidos basadas en las secuencias de aminodcidos parciales obtenidas para los
polipéptidos de a-N-acetilglucosaminidasa purificados (Ejemplo 3). Las sondas se usaron posteriormente para selec-
cionar una genoteca de ADNc en leucocitos de sangre periférica humana. Se aislé un clon de ADNc de aproxima-
damente 2,6 kpb que codifica la mayor parte de la secuencia de @-N-acetilglucosaminidasa humana (SEQ ID NO:

D).

La secuencia codificadora de a-N-acetilglucosaminidasa restante se obtuvo de la secuencia de nucleétidos del gen
genémico correspondiente (SEQ ID NO: 3), aislado por hibridacién con una genoteca del cromosoma 17 humano
(Weber et. al. 1996). El marco de lectura abierto completo tiene 2232 nucledtidos de largo y codifica una proteina de
743 aminodcidos (mds el codén de detencién). La masa molecular predicha de la proteina madura més larga (menos
los 23 amino4cidos N-terminales del péptido sefial) es de aproximadamente 79.622 dalton.

La secuencia de aminoacidos de una a-N-acetilglucosaminidasa se muestra en la SEQ ID NO: 2. El peso molecular
deducido de la secuencia de aminoacidos deseada de una a-N-acetilglucosaminidasa es aproximadamente 70 kDa. El
sitio probable de escision por peptidasa del péptido sefial esta entre los aminodcidos 23 y 24. Existen siete sitios de N-
glicosilacién potenciales en la secuencia.

La secuencia de nucledtidos del gen genémico correspondiente de a-N-acetilglucosaminidasa (SEQ ID NO: 3)
comprende 10380 pb que incluyen 889 pb de la secuencia 5’ corriente arriba que corresponde al menos a una parte de
la secuencia promotora de la a-N-acetilglucosaminidasa, ademas de las secuencias de nucleétidos de los intrones I, 11,
IL, IV, V, ademads de 1326 pb de la secuencia 3’ no traducida.

Ejemplo 5
Construccion de un vector de expresion que comprende la secuencia de ADNc de a-N-acetilglucosaminidasa

El inserto de ADNc del clon A pbl 33, que contiene las bases 107 a 2575 del ADNc de a-N-acetilglucosaminidasa
se escindié con EcoRI y se subclond en pBluescript II SK-(Stratagene). Un fragmento Xmal de 178 pb (bases 1 a 178
del ADNc de a-N-acetilglucosaminidasa) proveniente del subclon cédsmido 6.3, que contiene el codén de iniciacion,
se clond en el subclon pBluescript para producir una secuencia de ADNc de longitud completa ademads de 101 pb de la
secuencia 5’ no traducida como asf también 245 pb de la regién 3’ no traducida, incluyendo el sitio de poliadenilacion,
la cola poliA y el ADN conector. El ADNc de longitud completa se cloné en forma direccional en el vector de
expresion pCDNA3 (Invitrogen) por medio de los sitios EcoRI y BamHI.
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Ejemplo 6
Expresion de a-N-acetilglucosaminidasa recombinante

Se transfectaron células de ovario de hamster chino (CHO) con un vector de expresion usando el reactivo de
transfeccion DOTAP (Boehringer Mannheim) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células se cultivaron
en medio de Ham F12, 10% (v/v) de suero fetal de ternero, penicilina y sulfato de estreptomicina a razén de 100 ug/ml
cada uno. Las células se cultivaron en medio no selectivo durante 48 h y luego se incubaron en un medio que contenia
750 pg/ml de G418 sulfato (Geniticina) hasta que aparecieron las colonias resistentes.

Los clones de células tnicas se cultivaron y 26 de ellos se analizaron para determinar la expresion de a-N-acetilglu-
cosaminidasa recombinante con un sustrato fluorogénico de @-N-acetilglucosaminidasa (es decir, N-acetilglucosamina
conectada en a a 4-metilumbeliferona).

Ejemplo 7
Produccion de a-N-acetilglucosaminidasa en gran escala

Se embebieron 2 g de perlas del microportador Cytodex en 250 ml de PBS durante 3 h a 37°C con tres cambios de
PBS y luego se autoclavaron durante 15 minutos a 120°C (ciclo himedo). Las perlas luego se lavaron con medio de
crecimiento estéril (Coons/DMEM, 10% v/v de suero fetal de ternero, penicilina y sulfato de estreptomicina a razén
de 100 pug/ml cada uno y 0,1% p/v de Pluronic F68) y se transfirieron a un matraz de cultivo con agitador Techne. Las
perlas del microportador se inocularon con siete matraces confluentes 175 del clon celular que mostraba la expresién
mas alta de a-N-acetilglucosaminidasa recombinante. Se agregé medio de crecimiento hasta 200 ml y el cultivo se
incubd con una velocidad de agitacion de 20 rpm para obtener una distribucién uniforme de las células sobre las
perlas. Las células se dejaron fijar a las perlas durante 16 h a baja velocidad y luego se agregd medio hasta 500 ml
y la velocidad de agitacion aument6 a 30 rpm. Después de una fase de crecimiento de 48 a 72 h con aireacion diaria
para permitir el intercambio gaseoso, las perlas estaban completamente cubiertas de células y el medio se cambi6 por
medio de produccién(Coons/DMEM, sin suero fetal de ternero, penicilina y sulfato de estreptomicina a razén de 100
pg/ml cada uno, 0,1% p/v de Pluronic F68 y NH,CI 5 mM). La concentracién de glucosa se controld diariamente y se
reemplazé el medio, cuando la glucosa descendi6 por debajo de 5 mM cada 2 o 3 dias. El medio recolectado contenia
aproximadamente 2 mg de proteina de a-N-acetilglucosaminidasa por dm® de medio de produccién.

Ejemplo 8
Purificacion de a-N-acetilglucosaminidasa recombinante

El medio de produccién se dializé contra NaAc 50 mM de pH 5,5 y se cargd en una columna de heparina-agarosa
equilibrada en el mismo tampdn. Después de lavar con tamp6én de NaAc y NaAc/NaCl 50 mM, la columna se eluyé
con NaCl 75 mM en tampdn de NaAc. El eluato se dializé contra Tris/HC1 20 mM de pH 7,5, se cargd en una columna
DEAE Scphacel, se lavé con NaCl 25 mM en Tris/HCI 20 mM y luego se eluyé con NaCl 50 y 75 mM en mM/HCl
Tris 20, respectivamente.

La SDS-PAGE de los dos eluatos mostré dos bandas del polipéptido asociadas con la actividad enzimatica con
pesos moleculares aparentes de 79 y 89 kDa. La a-N-acetilglucosaminidasa mds pequefia eluy6é predominantemente
en la fraccién de NaCl 50 mM mientras que el polipéptido de 89 kDa de a-N-acetilglucosaminidasa se enriquecio en
la fraccién de NaCl 75 mM (Fig. 2).

La diferencia entre el peso molecular aparente de los polipéptidos de la a-N-acetilglucosaminidasa recombinante
se debe a la presencia de cadenas laterales de carbohidratos adicionales, debido a que un digesto con PNGasa F, que
escinde los grupos de N-glicosilacién, redujo ambos polipéptidos de 79 kDa y 89 kDa a la banda del polipéptido que
tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 70 kDa (Fig. 2), que corresponde al peso molecular aproximado
deducido de los datos de la secuencia de aminodacidos primaria (SEQ ID NO: 2).

Ejemplo 9
Caracteristicas de la a-N-acetilglucosaminidasa recombinante

No se observaron diferencias entre las actividades enzimdticas de los polipéptidos de 79 y 89 kDa de a-N-ace-
tilglucosaminidasa recombinante producidos en las células CHO de acuerdo con los Ejemplos 7 y 8. Con el sustrato
fluorogénico N-acetilglucosamina conectada en @ a 4-metilumbeliferona (4-MU), la enzima tiene un pH 6ptimo de 4,6

con una ky de 5,34 mM y una V4 de 3,97 x 10° pmol/min/mg. Para un sustrato disacarido marcado con *H, tendria
un pH 6ptimo de 4,1 con una ky de 0,0166 mM y una V4, de 4,48 x 10* pmol/min/mg.
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Ejemplo 10
Andlisis de las mutaciones de los pacientes de Sanfilippo B

Se aisla ADN gendmico a partir de fibroblastos de piel cultivados de pacientes por extraccién con fenol/cloroformo
y se utiliza para amplificar los ocho exones y las secuencias intronicas adyacentes en forma individual por PCR.

Las secuencias cebadoras usadas en la reaccién de amplificacion se determinan facilmente a partir de las secuencias
de nucledtidos del ADNc de a-N-acetilglucosaminidasa y los clones genémicos expuestos en la SEC. ID No: 1 o SEQ
ID NO: 3. Las condiciones de amplificaciéon también se determinan facilmente sin experimentacién indebida. Los
procedimientos para el disefio de los cebadores de PCR y las condiciones de amplificacién se describen en detalle,
por ejemplo, en McPherson et al. (1991). Las diferencias en la secuencia primaria se pueden identificar separando los
productos de PCR en un gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (geles de SSCP). Los cambios,
inserciones y supresiones de bases llevaran a un patrén diferente de banda, comparado con el de tipo salvaje en la
mayoria de los casos, el que se puede visualizar tanto por autorradiografia del gel después de la marcacién del ADN
durante la PCR como por tincién del ADN no marcado en el gel con plata. Los productos de PCR que muestran un
patrén de banda diferente son secuencias para identificar el cambio. Otras muestras de pacientes se pueden analizar
para determinar mutaciones y polimorfismos que se hallaron por hibridacién con oligonucleétidos de tipo salvaje y
especificos de la mutacion (ASO).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la produccion de @-N-acetilglucosaminidasa o un fragmento o derivado de la misma en donde la
a-N-acetilglucosaminidasa o fragmento o derivado de la misma hidroliza restos de a-N-acetilglucosamina del extremo
terminal no reductor del hepardn sulfato, que comprende:

(i) transfectar células de mamifero con un vector de expresion que comprende una molécula de ADN que codifica
a-N-acetilglucosaminidasa o un fragmento o derivado de la misma al menos 40% idéntica a la SEQ ID NO:1 o SEQ
ID NO:3;

(ii) cultivar las células transfectadas, por lo que se produce la proteina deseada y se secreta al medio; y

(iii) recuperar la proteina deseada del medio.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la molécula de ADN que codifica a-N-acetilglucosami-
nidasa o un fragmento o derivado de la misma es el ADNc que tiene la secuencia SEQ ID NO:1.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la proteina recuperada del medio comprende los ami-
noacidos de la SEQ ID NO:2.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde la proteina recuperada del medio comprende los ami-
nodcidos 24-743 de la SEQ ID NO:2.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde las células de mamifero son células CHO.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la proteina recuperada del medio estd en forma glicosi-
lada.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en donde el peso molecular de la forma glicosilada de la proteina
recuperada del medio determinado mediante SDS/PAGE es al menos aproximadamente 79 kDa.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

(vi)

(viii)

(ix)

®

(i)
(vi)

SOLICITANTE: WOMEN’S AND CHILDREN’S HOSPITAL
(SOLO EE.UU.: HOPWOOD 1JJ, WEBER B SCOTT HS, BLANCH LC, ANSON D)

TITULO DE LA IN\{ENCI()N: a-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA SINTETICA DE MAMIFERO Y
SECUENCIAS GENETICAS QUE LA CODIFICAN

NUMERO DE SECUENCIAS: 6

DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: DAVIES COLLISON CAVE
(B) CALLE: 1 LITTLE COLLINS STREET
(C) CIUDAD: MELBOURNE
(D) ESTADO: VICTORIA
(E) PAIS: AUSTRALIA
(F) CODIGO: 3000

FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: disquete
(B) ORDENADOR: PC IBM compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: Patentln, Release #1.0; Version #1.25

DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: AU PN6748/95
(B) FECHA DE PRESENTACION: 23-NOV-1995

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT INTERNATIONAL
(B) FECHA DE PRESENTACION: 22-NOV-1996

INFORMACION SOBRE EL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: HUGHES, DR. E JOHN L
(C) REFERENCIA/NUMERO DE EXPEDIENTE: MRO/EJH/JMC

INFORMACION PARA TELECOMUNICACIONES:
(A) TELEFONO:+61 3 9254 2777
(B) TELEFAX: +61 3 9254 2770

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:1:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2575 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens
(F) TIPO DE TEJIDO: Sangre periférica
(G) TIPO DE CELULA: Leucocito
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(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

ES 2319 828 T3

(B) LOCALIZACION: 102..2333
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:1:

CCCGGGCTTA GCCTTCGGGT CCACGTGGCC GGAGGCCGGC

CCCCACCCCC TGGCCGTCGC GGGACCCGCA GGACTGAGAC

GCG
Ala

GCC
Ala

GAG
Glu

GGC
Gly

GCC
Ala
85

GTIG
Val

GCA
Ala

CGG
Arg

olclel
Arg

GGC
Gly
70

GCC
Ala

GCC
Ala

GGC
Gly

cTG
Leu

GCT
Ala
55

GGC
Gly

GCG
Ala

GCG
Ala

GARC
Asp

CTG
Leu
40

CTG

Leu

GCG
Ala

GGG
Gly

GCG
Ala

GAG
Glu
25

GGG

Gly

GCT
Ala

GCG
Ala

CTG
Leu

GTG
Val
10

GCC

Ala

cca
Prc

GCC
Ala

olcle
Arg

His
90

GGG
Gly

CGG
Arg

GGC
Gly

AAG
Lys

GTG
Val
75

cGC
Arg

GTC
Val

GAG
Glu

cce
Pro

CCG
Pro
60

CGG

Arg

TAC
Tyx

CTT

Leu

GCG
Ala

GCG
Ala
45

GGC

Gly

GTG
Val

CTG
Leu

CTC

GCG
Ala
30

GCC

Ala

TIG
Leu

CGC
Arg

CGC
Arg

CIG
Leu
15

GCC
Ala

GAC
Asp

GAC
Asp

GGC
Gly

GAC
Asp
95

AGCTGATTGG ACGCGGGCCG

C ATG GAG GCG GTG
Met Glu Ala Val

GCC
Ala

GTG
Val

TTC
Phe

ACC
Thy

TCC
Ser
80

TTC
Phe

1

GGG
Gly

CGG
Arg

TCC
Ser

TAC

Tyr
65

ACG
Thr

TGT
Cys

GCC
Ala

GCG
Ala

GTG
Val
Y]

AGC

Ser

GGC
Gly

GGC
Gly

GGG
Gly

CTC
Leu
35

TCG

Ser

CTG
Leu

GTG
Val

TGC
Cys

GGC
Gly
20

GTG
Val

GTG
Val

GGC
Gly

GCG
Ala

CAC
His
100

60

113

161

257

305

353

401
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GTG
Val

GTG
Val

CAG
Gln

CGC

Arag

Ala
165

GCC

Ala

GCC
Ala

ccc

Pro

GTC
Val

TTC
Phe
245

Ser

GCC
Ala

cce
Pro

AAT
Asn

TGG

150
CTG

Leu

TTG
Leu

TTC
Phe

CTG
Leu

CTG
Leu
230

Ala

GTC
Val

TCC
Ser

CTC
Leu

TGG
Trp

GGG
Gly

GTG
Val
135

GAG
Glu

GCC
Ala

GGC
Gly

CTG
Leu

CCcC
Pro
215

GAC
Asp

GGG
Gly

ACG
Thr

TTC
Phe

TTC
Phe
295

TCC
Ser

GAG
Glu
120

TGC
Cys

CGA
Arg

TGG
Trp

CTG
Leu

GCC
Ala
200

ccc

Pro

CAG
Gln

CAT
His

Lys

CIT
Leu
280

CTG
Leu

Gly
105

CIG

Leu

ACG
Thr

GAG
Glu

AGC
Ser

AcCC
Thr
185

TGG
Trp

TCC
Ser

ATG
Met

GTT
Val

ATG
Met
265

CTG

Leu

CGA
Arg

TCT
Ser

ACC
Thr

Gln

ATA
Ile

Gly
170

CAG
Gln

Gly

TGG
Trp

cGe
Arg

cce
Pro
250

Gly

GCT
Ala

GAG
Glu

CAG
Gln

GAG
Glu

AGC
Serxr

GAC
dep
155

Gln

Ala

CGA
Arg

CAC
His

TCC
Ser
235

GAG

Glu

AGT
Ser

CCG
Pro

CTG
Leu

ES 2319 828 T3

cTG
Leu

GCC
Ala

TAC

Tyr
140

TGG
Trp

GAG
Glu

GAG
Glu

ATG
Met

ATC
Ile
220

TTC

Phe

GCT
Ala

TGG
Trp

Glu

ATC
Ile
300

CGC
Arg

ACG
Thr
125

TCC
Sex

ATG
Met

GCC
Ala

ATC
Ile

GGC
Gly
205

ARG

Lys

GGC
Gly

GTC
Val

aGc
Gly

GAC
Asp
285

Lys

CTG
Leu
110

cce
Pro

TTC
Phe

GCG
Ala

ATC
Ile

AAT
Asn
190

AAC
Asn

CAG
Gln

ATG
Met

ACC
Thr

CAC
His
270

ccc

Pro

GAG
Glu

CCG
Pro

ARC
Asn

GTG
Val

CTG

T.eu

TGG
Trp
175

GAG
Glu

CIG

Leu

CTT
Leu

ACC
Thr

AGG
Arg
255

TTT

Phe

ATA
Ile

TTT
Phe

CGG
Arg

AGG
Arg

TGG
Trp

Asn
i60

CAG
Gln

TTC
Phe

CAC
His

TAC
Tyr

CCcA
Pro
240

GTIG
Val

ARAC
Asn

TTC
Phe

GGC
Gly

CCcA
Pro

TAC
Tyr

TGG

Trp
145

GGC

Gly

CGG
arg

Phe

ACC
Thr

CTG
Leu
225

GTIG

Val

TTC
Phe

TGT
Cys

ccc
Pro

Thr
305

CTG
Leu

CGC
Arg
130

GAC
Asp

ATC
Tle

GTG
Val

ACT
Thr

TGG

Trp
210

CAG
Gln

CTG
Leu

CCT
Pro

TCC
Ser

ATC
Ile
290

GAC
Asp

CCA
Pro
115

TAT
Tyxr

TGG
Trp

AAC
Aen

TAC
Tyr

GGT
Gly
195

GAT
Asp

CAC

His

CCT
Pro

CAG
Gln

TAC
Tyrxr
275

ATC

Ile

CAC
His

GCC
Ala

TAC
Tyr

GCC
Ala

CTG

ey

CTG
Leu
180

CCT
Pro

Gly

CGG
Arg

Ala

GTC
Val
260

TCC
Ser

Gly

ATC
Ile

449

497

545

593

641

688

737

785

833

881

929

977

1025
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TAT
Tyx

TCC
Ser
325

GTG
val

CAG

GIn

GTG
Val

CCT
Pro

TGC
Cys
405

GAG
Glu

ACC
Thy

GTG
Val

cca
Pro

GTIC
Val
485

GTIG
Val

GGG
Gly
310

TAC
Tyx

GAT
Asp

CCG

Pro

cce

Pro

GTG
Val
390

ATG
Met

GCT
Ala

ATG
Met

GTC
Val

GAT
Asp
470

TAC
Tyr

GCC
Ala

CIT
Leu

ACT
Thx

CGT
Arg
375

TAT

CTG
Leu

GTG
Val

GTA
Val

TAT
Tyr
455

TTG

Leu

CAC
His

AAC
Asn

GAC
Asp

GCC
Ala

GAG
Glu

TTC
Phe
360

GGC
Gly

ACC
Thr

CAC
His

AAC
Asn

GGC
Gly
440

TCC

Ser

GCA
Ala

CCG
Pro

TGC
Cys

ACT
Thr

GCA
Ala

GCT
Ala
345

TGG

o

CGC
Arg

CGC
Arg

AAC

Asn

GGA
Gly
425

ACG
Thr

CTC
Leu

GCC
Ala

GAC
Asp

TCC
Sexr
505

TTC
Phe

GCe
Ala
330

GTG
Val

GGG
Ay

CTC

Leu

ACT
Thr

TTT
Phe
410

GGC
Gly

GGC
Gly

ATG
Met

TGG
Trp

GCA
Ala
490

GGG
Gly

AAT
Asn
315

ACC
Thr

TGG
Trp

cCC

°ro

CTG

Leu

GCC
Ala
395

GGG
Gly

CCA
Pro

ATG
Met

GCT
Ala

GTG
Val
475

GGG

Gly

GAG
Glu

ES 2319 828 T3

GAG
Glu

ACT
Thr

CTG
Leu

GCC
Ala

GTT
Val
380

TCC

Ser

GGA
Gly

GAA
Glu

GCC
Ala

GAG
Glu
460

ACC

Thr

GCA
Ala

GCC
Ala

ATG
Met

GCC
Ala

CTC
Leu

CAG
Gin

365

CTG

Leu

TTC
Phe

AAC
Asn

GCT
Ala

cccC

Pro
445

CTIG

Leu

AGC
Ser

GCG
Ala

TGC
Cys

CAG
Gln

GTC
val

Gln
350

ATC

Tle

GAC
Asp

CAG
Gln

CaAT

His

GCC
Ala
430

GAG
Glu

GGC
Gly

TTT
Phe

TGG
Trp

AGG
Arg
510

CCA
Pro

TAT
Tyr
335

GGC
Gly

AGG

P

CTG

Leu

GGC
Gly

GGT
Gly
415

CGC
Axg

GGC
Gly

TGG
Trp

GCC
Ala

AGG
Arg
495

GGC
Gly

CCT
Pro
320

GAG
Glu

TGG
Trp

GCT
ala

TTT
Phe

CAG
Gln
400

CTT
Leu

CTC
Leu

ATC
Ile

ceA
Arg

[elela
Ala
480

CTA

Leu

CAC
His

TCC
Ser

GCC
Ala

CTC
Leu

GTG
Val

GCT
Ala
385

cce

Pro

TTT
Phe

TTC
Phe

AGC

Ser

ARG
Lys
465

CGG

Arg

CTG

Leu

AAT
Asn

TCA
Ser

ATG
Met

TTC
Phe

CTG

Tev

370

GAG
Glu

TTC
Phe

GGA
Gly

ccce
Pro

CAG
Gln
450

GAC

Asp

cGG
Arg

CTC
Leu

CGT
Arg

GAG
Glu

ACT
Thr

CAG
Gln
355

AGC

Ser

ATC
Ile

GCC
Ala

AAC
Asn
435

AAC

Asn

CCa
Pro

TAT
Tyr

CGG
Arg

AGC
Ser
515

cCcC
Pro

GCA
Ala
340

CAC

GCT
Ala

CAG
Gln

TGG
Trp

CTA
Leu
420

TCC

Ser

GAA
Glu

GTIG
Val

Gly

AGT
Ser
500

[edale]
Pro

1073

1121

1169

1217

1265

1313

1361

1409

1457

1505

1553

18601

1649
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CTG
Leu

CGA

TCC
Ser

CGG

565

AGC
Sexr

GTC
val

GAC
Asp

GCA
Ala

Gln
645

Lys

Leu

Gln

GTT
Val

GTC
Val

TCT
ser

CcTG
Leu
550

CAG
Gln

GCC
Ala

CTG
Leu

AGC
Ser

GTC
val
630

CTG

Leu

CAG
Gln

TTC
Phe

CAG
Gln

CTC
Leu
710

Arg

GAT
Asp
535

[elnfe
Ala

GCA
Ala

TAC
Tyr

GCC
Ala

loicle
Arg
615

AGT

Sexr

ACC
Thr

CTG
Leu

CTG
Leu

CAC
His
€695

AGC
Ser

Arg
520

GTG
Val

ACC
Thr

GTG
Val

CTG
Leu

TAT
Tyr
600

TTC

Phe

GAG
Glu

TTG
Leu

GCG
Ala

GAG
Glu
680

Gln

AAG
Lys

cce
Pro

TTT
Phe

AGC
Ser

CAG
Gln

AGC
Ser
585

GAG
Glu

TTG
Leu

GCC
Ala

TGG
Trp

GGG
Gly
665

Ala

TTT
Phe

Gln

TCC
Ser

GAG
Glu

cce
Pro

GAG
Glu
570

ARG

Lys

CTG
Leu

CTG
Leu

GAG
Glu

GGG
Gly
650

TTG

Leu

CTG
Leu

GAC
Asp

Arg

ES 2319 828 T3

CTA
Leu

Gee
Ala

GCC
Ala
5585

cTG
Leu

GAG
Glu

CTG
Leu

GGC
Gly

GCC
Ala
635

CccAa

Pro

GTG
Val

GTIT
Val

Lys

TAC

Iyr
715

CAG
Gln

TGG

TIp
540

TTC

Phe

GTC
Val

CTG
Leu

CCG
Pro

AGC
Ser
620

GAT
Asp

Glu

GCC
Ala

GAC
Asp

Asn
700

ccc
Pro

ATG
Met
525

oleic}
Arg

CGC
Arg

AGC
Ser

GCC
Ala

GCA
Ala
605

TGG

Trp

TTC
Phe

Gly

AAC

Asn

AGT
Ser
685

GTC

Val

AGC
Ser

AAT
Asn

CTG
Leu

TAC
Tyr

TTG
Leu

TCC
Sex
590

CTG
Leu

CTA
Leu

TAC
TyT

AAC
Asn

TAC

Tyr
670

GTG
Val

TTC
Phe

Gln

ACC
Thr

CTG
Leu

GAC
Asp

TAC
Tyr
575

CcTG
Leu

GAC
Asp

GAG
Glu

GAG
Glu

ATC
Ile
655

TAC

Tyr

GCC
Ala

CAR
Gln

ccae
Pro

AGC
Serxr

CIC

Leu

cTG
Leu
560

TAT
Tyr

TTG
Leu

GAG
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln
640

CcTG

Leu

ACC
Thr

CAG
Gln

CTG
Leu

CGA
Arg
720

ATC
Ile

ACA
Thr
545

CTG
Leu

GAG
Glu

AGG
Arg

GTG
val

GCC
Ala
625

AAC
Asn

GAC
Asp

CCT

Pro

GGC
Gly

GAG
Glu
70S

GGA
Gly

TGG

Trp
530

TCT
Ser

fe7.Yel
Asp

GAG
Glu

GCT
Ala

CTG
Leu
610

CGA
Arg

AGC

Ser

TAT
Tyxr

CGC
Arg

ATC
Ile
690

CAG

Gln

GAC
Asp

TAC
Tyr

GCT
Ala

CTC
Leu

GCA
Ala

GGA
Gly
595

GCT
Ala

GCA
Ala

cGC
Arg

GCC
Ala

TGG

Trp
675

CCT
Pro

GCC
Ala

ACT
Thr

AAC
Asn

cce
Pro

ACT

Thr

AGA

580

Gly

AGT
Ser

GCG
Ala

TAC
Tyr

ARC
Asn
660

CGG

Arg

TTC
Phe

TTC
Phe

GTG
Val

1697

1745

1793

1841

1889

1937

1985

2033

2081

2129

2177

2225

2273
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ES 2319 828 T3

GAC CTG GCC AAG AAG ATC TTC CTC AAA TAT TAC CCC GGC TGG GTG GCC
Asp Leu Ala Lys Lys Ile Phe Leu Lys Tyr Tyr Pro Gly Trp Val Ala
725 730 735 740
GGC TCT TGG TGATAGATTC GCCACCACTG GGCCTTGTTT TCCGCTAATT

Gly Ser Trp

CCAGGGCAGA TTCCAGGGCC CAGAGCTGGA CAGACATCAC AGGATARCCC AGGCCTGGGA
GGAGGCCCCA CGGCCTGCTG GTGGGGTCTG ACCTGGGGGG ATTGGAGGGA AATGACCTGC

CCTCCACCAC CACCCAAAGT GTGGGATTAA AGTACTGTTT TCTTTCCACT TAAAAAAARAL

AAARAAAGTCG AGCGGCCGCG AATTC

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:2:

®

(ii)
(xi)
(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 743 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
TIPO DE MOLECULA: proteina
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 261

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 272

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 435

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 503

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 513

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 526

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio Asn potencialmente glicosilado,
(B) LOCALIZACION: 532

2321

2370

2430

2490

2550

2575
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Met

Gly

Ser

Tyr

65

Thy

Cys

Pro

Tyr

145

Gly

Phe

Thr

Leu
225

Glu

Ala

Ala

val

50

Ser

Gly

Gly

Leu

Arg

130

Ile

Val

Thr

Trp

210

Gln

Ala

Gly

Leu

35

Ser

Leu

Val

Cys

Pro
118

Tyx

Trp

Asn

Tyr

Gly

195

Asp

His

val

Gly

20

Val

Val

Gly

Ala

His

100

Ala

Tyr

Ala

Leu

180

Pro

Gly

Arg

Ala

Ala

Ala

Glu

Gly

Ala

85

Val

Val

Gln

Arg

Ala

165

Ala

Ala

Val

ES 2319 828 T3

Val

Ala

Arg

Arg

Gly

70

Ala

Ala

Pro

Asn

Trp

150

Leu

Leu

Phe

Leu

Leu
230

Ala

Gly

Leu

Ala

55

Gly

Ala

Trp

Gly

Val

135

Glu

Ala

Gly

Leu

Pro

215

Asp

Ala Ala Val Gly

Asp

Leu

40

Leu

Ala

Gly

Ser

Glu
120

Cys

Arg

Leu

Ala

200

Pro

Gln

Glu

25

Gly

Ala

Ala

Leu

Gly

105

Leu

Thr

Glu

Ser

Thr

185

Ser

Met

10

Ala

Pro

Ala

Arg

His

90

Ser

Thr

Gln

Ile

Gly

170

Gln

Gly

Arg

Gly

Lys

Val

5

Arg

Gln

Glu

Ser

Asp

155

Gln

Ala

His

Ser
238

Val

Glu

Pro

Pro

60

Arg

Tyr

Leu

Ala

Tyr

140

Trp

Glu

Glu

Met

Ile

220

Phe

Leu

Ala

Ala

45

Gly

Val

Arg

Thr

125

Ser

Met

Ala

Ile

Gly

205

Lys

Gly

Leu

Ala

30

Ala

Leu

Arg

Leu

110

Pro

Phe

Ala

Ile

Asn

180

Asn

Gln

Met

Leu

15

Ala

Asp

Asp

Gly

Asp

95

Pro

Asn

Val

Leu

175

Glu

Leu

Leu

Thr

Ala

Val

Phe

Thx

Serxr

80

Phe

Arg

Arg

Trp

Asn

160

Gln

Phe

His

Tyxr

Pro
240
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Val

Phe

Cys

Pro

Thr

305

Ser

Ala

Leu

Val

Ala

385

Pro

Phe

Phe

Ser

Lys

465

Leu

Asn

Leu

Pro

Ser

Ile

290

Asp

Ser

Met

Phe

Leu

370

Glu

Phe

Gly

Pro

Gln

450

Asp

Arg

Leu

Arg

Pro

Gln

Tyx

275

1le

His

Glu

Thr

Gln

355

Gly

Ser

Cle

Ala

Asn

435

Asn

Pro

Tyr

Arg

Ser
515

Ala

val

260

Ser

Gly

Ile

Pro

Ala

340

His

Ala

Gln

Trp

Leu

420

sSer

Glu

val

Gly

Ser

500

Pro

Phe

245

Asn

Cys

Ser

Tyr

Ser

325

Val

Gln

Val

Pro

Cys

405

Glu

Thr

Val

Pro

Val

485

Val

Leu

ES 2319 828 T3

Ala

val

Ser

Leu

Gly

310

Tyr

Asp

Pro

Pro

val

390

Met

Ala

Met

Val

Asp

47¢

Ser

Tyr

Val

Gly

Thr

Phe

Phe

285

Ala

Leu

Thr

Gln

Arg

375

Tyr

Leu

val

Val

Tyr

455

Leu

His

Asn

Arg

His

Lys

Leu

280

Leu

Asp

Ala

Glu

Phe

360

Gly

Thr

His

Asn

Gly

440

Ser

Ala

Pro

Cys

Arg
520

Val

Met

265

Leu

Arg

Thr

Ala

Ala
345

Trp

Arg

Arg

Asn

Gly

425

Thr

Leu

Ala

Asp

Ser

505

Pro

Pro

250

Gly

2la

Glu

Phe

Ala

230

val

Gly

Leu

Thr

Phe

410

Gly

Gly

Met

Trp

Ala

490

Gly

Ser

Glu

Sexr

Pro

Leu

Asn

315

Thr

Trp

Pro

Leu

Ala

395

Gly

Pro

Met

Ala

Val

475

Gly

Glu

Leu

Ala

Trp

Glu

Ile

300

Glu

Thr

Leu

Ala

Val

380

Serxr

Gly

Glu

Ala

Glu

460

Thr

Ala

Ala

Gln

Val

Gly

Asp

285

Lys

Met

Ala

Leu

Gln

365

Phe

Asn

Ala

Prc

445

Leu

Ser

Ala

Cys

Met
525

Thr

His

270

Pro

Glu

Gln

Val

Gln

350

Ile

Asp

Gln

His

Ala

430

Glu

Gly

Phe

Trp

Arg

510

Asn

Arg

258

Phe

Ile

Phe

Pro

Tyr

335

Gly

Arg

Leu

Gly

Gly

415

Arg

Gly

Trp

Ala

Arg

495

Gly

Thr

Val

Asn

Phe

Gly

Pro

320

Glu

Txp

Ala

Phe

Gln

400

Leu

Leu

Ile

Arg

Ala

480

Leu

His

Ser
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Ile

Thr

545

Leu

Glu

val

Ala

625

AsSn

Asp

Pro

aly

Glu

705

Gly

Gly

Trp

530

Ser

Asp

Glu

Ala

Leu

610

Arg

Ser

Tyr

Arg

Ile

690

Gln

Asp

Trp

Tyr

Ala

Ala

Gly

585

Ala

Ala

Arg

Ala

Trp

675

Pro

Ala

Thr

Val

Asn

Pro

Thr

Arg

580

Gly

Serx

Ala

Tyr

Asn

660

Arg

Phe

Phe

Val

Ala
740

Arg

Ser

Arg

565

Ser

Val

Asp

Ala

Gln

645

Lys

Leu

Gln

Val

ABp

725

Gly

ES 2319 828 T3

Serxr

Leu

550

Gln

Ala

Leu

Ser

Val

630

Leu

Gln

Phe

Gln

710

Leu

Ser

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:3:

Asp Val Phe

535

Ala

Ala

Tyx

Ala

615

Ser

Thr

Leu

Leu

His

695

Ser

Ala

Trp

Thr

Val

Leu

00

Phe

Glu

Leu

Ala

Glu

680

Gln

Lys

Lys

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 10380 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CATENARIEDAD: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(vi) FUENTE ORIGINAL.:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

Ser

Gln

Ser

585

Glu

Leu

Ala

Trp

Gly

665

Ala

Phe

Gln

Lys

Glu Ala

Pro Ala
555

Glu Leu
570

Lys Glu

Leu Leu

Leu Gly

Glu Ala
635

Gly Pro
650

Leu Val

Leu Val

Asp Lys

Arg Tyr

715

Ile Phe
730

Trp
540

Phe

Val

Leu

Pro

Ser

620

Asp

Glu

Ala

Asp

Asn

700

Pro

Leu

Arg

Arg

Ser

Ala

Phe

Gly

Asn

Ser

685

Val

Serxr

Lys

Leu

Leu

Sex

590

Leu

Leu

Tyr

Asn

TyTr

€70

Val

Phe

Gln

Leu

Asp

Tyr

575

Leu

Asp

Glu

Glu

Ile
655

Tyxr

Ala

Gln

Pro

Ty
735

Leu

Leu

Glu

Gln

Gln

640

Leu

Thr

Gln

Leu

Arg

720

Pro
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(viii)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(ix)

(xi)

ES 2319 828 T3

POSICION DEL GENOMA:
(A) CROMOSOMA/SEGMENTO: Cromosoma 17

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: exén 1
(B) LOCALIZACION: 990..1372

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 2
(B) LOCALIZACION: 2115..2262

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: ex6n 3
(B) LOCALIZACION: 3056..3202

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: exén 4
(B) LOCALIZACION: 3387...3472

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: exén 5
(B) LOCALIZACION: 5667..5923

CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: exén 6
(B) LOCALIZACION: 7745..8955

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

ATAATGAGCA

CCAGTTTCTT

GACCTCCTGT

TCTGCCTCAT

CAARAATGACA

CCGCCAGCCC

CTAGCCTGTT

CATTTCTTCT

GAGTTTCAGA

GCACTACTTC

GTGAGGACGA TCAGAGGTCA CCITCCTGTC

TGCTGCATTC

CTCATCCTGT

TTTACCCAGC

GCTCCTGTTA

TGCTCCACCG

AGTTACTCAR

GTCTGGAAGG

TTAAAAGTCA

GCAGCATCAC

TGTTTTATCA

GACGAAGGCC

CCCTGTTCAA

TGTTGCTGCT

CCGGCCTGGG

ATCTGCAAGC

CTCTTCCTTT

CTTCCTTIGG

AACTATGATG

GCGGGGTCTT

TAACCTCCTG

GATGGAGTCG

GCTGCCGCCA

CTCACATGGC

TCTCTGCCTT

CCCICTTCTA

AAACCTTACT

GAAATCCTTA

10

TTGGTTTTGG

GTGACCTTTT

GGAATTCAGC

CTCTGGTTGG

ATGGACAGCC

CCCATCCCTC

CTCAGGGCCT

GCCAATTCCT

TCGCTACTTC

CTTACGTTAA

CAGGTTTTGA

ATCTTGTGCT

CCAGCAGGTC

AABRCTTCTGA

TTTAACGTGC

CTCGAACCTC

TCAATARATG

ATTCATCCCT

GCTACTTACT

ATATCTGGTT

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600
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TCTAGGTCAC

TAGCTATGGC

TGGAAGTTAT

GTCCCCTTCG

CCCCAAGGGA

CCTTCGGGTC

GCCGTCGCGG

GGGTCCTITCT

CCGTGCGGGC

CGGTGGAGCG

GCGCGGLGECE

GCTACCTGCG

CGCGGCCACT

CCGAAGCTTC

ATCGGGAGGC

GTGTGGCCTT

GAAAGAAGAC

TTTGTGGTGC

GAACCTGCGG

CCTGCCACAC

TGTGGGGGCA

GTGGCATGAA

TGCAGGGGAC

TGGGTCCCAG

GGGATGGGGG

GACACTGCCC

TGGTGGGACT

CTCCCTGACG

AGTGCCTGAT

TTIGCGTGTGA

GCCCTGGAGC

GTATCCTGGT

CACGTGGCCG

GACCCGCAGG

CCTGGCCGGG

GCTCGTGGCC

CGCTCTGGCT

CATGCGGGTG

CGACTTCTGT

GCCAGCCGTG

CCCGCGTCCG

TGAGCAGGGA

GAGCCAGCCA

GCCTACCGTG

ACAATTGGTG

ACTGAGGAAG

TATGGAGTGA

GGGATTCCCC

AGTGGAATAT

GAGTGCCTCA

TGTGCAGCAG

ES 2319 828 T3

GGGACGGTAG

ACRAAATAAA

AAGCGCGTTT

CGGGGTCACA

ACCCGGAAGC

GAGCCGGCAG

ACTGAGACCA

GCCGGGGECE

CGGECTGCTGG

GCCAAGCCGG

CECGGLTCCA

GGCTGCCACG

CCGGGGGAGC

CCCAAGGCGC

GCGCTGECCE

CTCTGCCTTT

CAGTGTTATT

ATGAGTGAAT

GACGCCTCCA

TGTGTTCACA

GTTCCAGGAA

GCCACCCARA

GAAGCCCAGC

AAGGGCCGAG

ATTTGTTCCA

GCAGGTACCG

GGGCCCGCTG

GGGCCGTGGA

CTATTACCAG

GGAGCGAGAG

GGACCGTCTT

CTCCAAATGT

TACCCGAAGG

CGCTCCCCAC

CGCGACTCCT

CTGATTGGAC

TGGAGGCGGT

CGGCAGGCGA

GGCCAGGCCC

GCTTGGACAC

CGBGECAETGGC

TGGCCTGGTC

TGACCGAGGC

TTACCCCCTC

GAAGGCCCAG

CAGAGCCTCG

GIGAGGATTT

TTTCTTGCCT

TCCCCCACCC

CAGCTGTCCT

AACACCGTGC

TACCCGCCAG

CCCAGTACCT

TTTGGAGCCC

CCCTCCAGGG

ARTGTGTGCA

ATAGACTGGA

11

CTCGTTCATC

GTATTTATTA

CGCICTGTIGA

CGCGTGCGGT

GGCCCTGAGC

GCGGGCCGCC

GGECGETGGECC

CGAGGCCCGG

CGCGGCCEAC

CTACAGCCTG

GGCCGCCGCa

CGGCTCTCAG

CACGCCCAAC

CCGGAGCCGC

CTGCGCCGCC

GCTGGCCCAC

GCACGATGAT

TCCTCCCCCA

TACAGGCCTG

CCCCTGCCCA

AGAGGAGGGG

GCTAGAGGGC

GGTCTCAGCT

CTCCCCTICTC

TGGGATGCGC

CGCAAAGCTA

TGGCGCTGAA

AGTAGGGAAG

GATGGTTGGA

GGGCCAGCGG

CACGAGACGC

CCGGGCTTAG

CCACCCCCTG

GCGGCGETGG

GAGGCGGCEG

TTCTCCGTGT

GGCGGCGGCG

GGGCTGCACC

CTGCGCCTGC

AGGTACCGCC

TGCCACCCAA

TCCAGCAGCT

CTGAAARACG

GGGCATAGAA

CCTTCTCTTT

TGTITCCAGCG

TCTGTTAGAC

CTCTGGCAGT

CCTGGGAGAG

CCACCTGGGG

CTCTAGGTGG

CCCTGCTCAT

CTCCTTCATG

TGGCATCAAC

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220
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CTGGCACTGG

TTCCCCACCC

GGCGCAGTGT

ACTGAGGCTT

TAGGCGGGCG

CGTCTCTACT

AAAARAAARDA

CCCTATGCAG

TCCCTGGAAG

TTGCCCTGCC

GGGGAAAGCC

CACCTACTCA

TTGTCTCAGT

ATGAATGAAT

CCTGGCCTTG

GGCCTGGGGG

CATCAAGCAG

AGATGGTCAT

GGGGGGCTGC

CACCACCCIT

TGACCCCAGT

CCGCTCACCC

AAABACTTRA

GGCCGAGTTIG

AANCCCTGTC

CCCATCTACT

GTGAGTCAAG

CCTGGAGCGG

TCCTCTATGG

CTCTICTCTAG

CCBGCCGGGC

GATCAGGAGT

AAAATACARA

ADAARAACTG

CCAATCACCT

CTTCTGTGCT

CTTCCATCTG

CCTTTIGTGCC

CAGGTCTCTIT

AGCCCTAGCA

GAATGARAGAT

GGCCTGACCC

CGAATGGGCA

CTTTACCTGC

GGGCCCAGGA

GTGTATCCTG

CCTTCTGTTC

GCTGCCTGCA

CCTCCACTTA

GCTCTGGGCC

GGCGGATCAC

TCTACTAAARA

TAGGAGGCTG

ATCACGCCAT

ES 2319 828 T3

CCAGGAGGCC

CGGGAGCCAC

AAGTGCTTTC

GCGGTGGCTC

TCAGGAGATC

GAAATAGCAA

AGGCTTCCAG

GGTCCCTTGG

GCAATGGCTG

GCACTCTTGC

CCATCTICCTC

TCCTCTGGGC

CCCAGCACAA

GAATATATTT

AGGCAGAGAT

ACCTGCACAC

AGGTAAAAGG

AGGGTGGTAT

GGAGATGAGG

CTCCAGCACC

TTCGCGGEGGC

GCTCAGAGAG

GGGCGCAGTG

CTGAGGTCAG

ATATAAAAAT

AGACAGGAGA

TGCACTCCAG

ATCTGGCAGC

CGTAGGTGTT

AGCGTGCACA

ACGCLTGTCA

GAGACCATCC

CCTGGGCAAC

TTTGAGGAGT

ATCCARACTCA

CTCCAGGCTIC

TCCATGAAGC

ACCCATGCGA

TGTGGGCTCC

AGAAGCAATG

CTATGTGTGG

CAATGAGTTC

CTGGGATGGC

ATGGAARAGG

TAGGCCGGCC

GCCTTCTCAT

GGGTCCTGGA

ATGTICCCGA

GGAATTTTAT

GCTCACGCCT

GAGTTCGAGA

TAGCTGGGCA

ATTGCTTARA

CCTGGGTGAC

12

GGGTGCGTGC

TTCACCCGCC

GTGGCTTGGG

TCCCAGCACT

TGGCCAACAT

AGAGCGAGAC

GGGGCTCCTIT

TGGGCAGCTC

TGCTTAAGCT

CTTCTAAGGC

CAAAGGCAAC

TTGATGGCAG

AGTGAATGGT

GCCCTICTTC

TTTACTGGTC

ceceraeceee

GAAGGGGCAG

CCAGGGCTCT

AGGACAGCAG

CCAGATGCGC

GGCTGTCACC

TCCCTTCTAG

GTAATCCCAG

CCAGCCTGGC

TGGTGGCACG

CCTGGGAGGC

GAGCGAARACT

CCACTGTCCC

CCCCAGCATG

CCTCCTAARA

TCGGGAGGCC

TGTGAAACCC

TCTGTCTARA

CCCCCATCTC

TAGATCTGCC

CTTCACACAG

CTTCCTGTTG

ACAGTGAACT

CGTTCGGATT

TGTTGAATGA

CTCAGGTGTA

CTGCCTTCCT

CCTCCTGGCA

AATCGGTGAT

TAACTGAGGC

TGGCCATGCT

TCCTTCGGCA

AGGTGAGGTT

ARCATGACTT

CACTTTGGGA

CARCATGGTG

CGCCTGTAAT

AGACGTTGCA

CTGTCTCAAA

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840
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CAAACAAACA

TGTGTGACTT

GGGATCTCTA

GCACAGAGTG

TTGTCCCTCC

TTCAAGGCTC

TCCTTTGCAC

GCCTCCCTGC

AATAAACTTG

GGCAAGAAAG

AATGTGGGGA

GCAGGAAGGG

TGGCTAATGC

AGGAGTTARA

ATTAGCCAGG

GAATCTCTTG

AGCCTGGGTG

TAAACACCTC

GAAGGGGAAC

TTGGGACAGA

GCAARACCACC

AACTGAAAGT

CCCAGCACTT

GGCTAACACA

CGGGCACCTG

AGGCAGAGCT

AGACTCTGCC

AGCTCTGGAC

CGGGCAGATG

CCCACTTCGC

CTAGCAAATG

TGTTCCTCTG

ACCTGAGACC

CTGCTAATGT

CCGCCTICTTT

GTCCAGCTGT

GTGCCCAAGG

CAAGGACAGG

CTCAGGGCAG

TTGTAATCCT

GACCAGCCTG

CGTGGTGGCG

ARGCCAGGGG

ACAGAGTGAG

ATGTTCTCAC

ATCACACACC

TACTTAATGC

ATGGCACATG

ATAATTAAAA

TGGGAGGCCG

GTGAAACTCA

TAGTCCCAGC

TGCAGTGAGC

TCAAAAARAA

ES 2319 828 T3

GTAGGCCTIGG

ACATGACTGC

TGTAGGGTTT

GCAGCCCTTG

TGCTTCCCAG

TCCCCTCCTT

CTGGCTCCCA

GCCCCCATCA

CTGAGGCTGC

GCTTACCCCT

AATATATGTG

AGCCCAGCCT

AGCGTTTTGG

GCCARCATGG

GGCTCCTGTA

CCAGAGACTG

ACTCCGTCTC

TCATAGTGGG

GGGGCCTTTC

ATGCGGGGCT

TATACCTATG

AAAARAARAR

AGACGGGCGG

GTCTCTACTA

TACTAGGGAG

TGAGAATGCG

ARRAAAARAG

GTTTIGAITTC

TCTGTGCCTC

GTAATTATCT

GGAGTGGCAG

CCATCCTCTC

CAGGAAGCCT

TACTCICGTA

CCAGGTGGCA

CAGAACTGGC

GATAGGAGAG

GGTTCCGCTC

TGAAAAATGA

GAGGCTGAGG

CGAAACCCCA

ATCCCAGCTA

CAGTGAGCCG

ARAAARAARN

AGTTGAACRA

GCGGTCTGGG

GAAARCCTAG

CAACAAACCT

AAGCTGGGTG

ATCACAAGGT

AABATACARA

GCTGAGGCAG

CCACTGCACT

AAAGAAARAG

13

TGACTCTGCT

AGTTTCCTTA

CTCGATCTAT

CAGGGGTGCT

ACATGTGGTIT

TGCTAGTGCC

GGACTTAATG

GGAAACTCAC

TGTGCTGGGT

ATATGTTGGC

TCCTCTGCCG

QTGTTGCTTG

CGTATGGATC

TCTCTACTAA

CTCGGTAGGC

AGATCACACC

AAAARARAAG

TGAGAACAAC

GGTCAAGGGG

ATGATGGGTT

GCATGTTCTG

CGGTGGCCCA

CAGCAGATCG

AAATTAGCCG

GAGAATGGCA

CCAGCCTGGG

GAGCGTTGCT

ACTAATTAGC

CTTGTARRAT

CTGTGACTTT

CCAGTGTCCC

GGGAAAAGTC

CCACATGACC

CATGCCAGTG

TCATTCATTC

CCTGGGAGGC

TGAAGGATAC

GGAGAGAGGG

GACGGACGCT

ACCTGCGGTC

AAGTACAAAA

TGAGGCATGA

ACTTCACTCC

GAAAGAAAAT

ATGGACACAG

AGGAGTAGCA

GATGGGTGCA

CACAGAACTG

CACCTGTAAT

AGACCATCCT

GGTGTGGTGG

TGAACCTGGG

GGACAGAGTG

TGTTTCAGGC

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

50490

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460
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CACAGGAAGG

AGGACTGTAG

TGTAGAGAAG

ATATCTGAGC

AGTTGGGGCC

ATATTCCCCA

CACATCTATG

CTTGCCGCAG

GGTGGGAGAG

CAGAGGGACT

TGTACACATG

ACAACCTGGG

TCCTTCCCAG

CGCCTGGCCC

CTGCGTGGTT

TAAGTGCGCA

GAGTGGAGCA

AGGAAGGGAA

ACCAGCAGCA

AAGACCTGAA

AGGCTGGAGC

GATTCTCCTG

GGAGAGATAG

GCAGAGAGCA

TTGGCAAGGC

TTTTGCTCCC

ACTTTAACTG

TCATCGGGAG

GGGCCGACAC

CCACCACTGC

CCCCCCAGAC

GGAATAATGC

CGTTGTCTCA

TCACACCTCG

TGTCTCGTTT

AGAGCARAGG

GCTGAAGTAG

TCCTGCTACA

GAGGGCGCCC

CAGATCAGCT

GCAGCAGCAG

GGAGAAGCTA

ACAGTGGCAC

CCTCAGCCTC

CAATTTTTGT

ACGATCTCAG

TCCTGAGTAG

AGTAGAGACG

TTCGCCCACT

TTGTTTTGAG

TTCACTGCAA

CTGGGATTAC

GGGTTTCGCT

TCAGCCTCCC

ES 2319 828 T3

TGAAAGTTTT

TAGCCIGTAC

TSTTGAACAC

CACTAGGGTG

TICCTACTCC

CCTCTTCCTG

TTTCAATGAG

CGTCTATGAG

CCTCAAAAAG

CTCGCCATAA

GTGAATCCCA

CGCTCCTATT

GCTTTTCCTIG

CCACTAAGAG

GCACTGCAGG

AAACTGTGAA

ARAGTCAGGAA

CAGCCTTTCT

CAGCCCGAGC

TCAGAGAAGG

AAAGCCATAG

TATGGTGAAC

TTCCCTCAGG

TGCTCCTTCC

CGAGAGCTGA

ATGCAGCCAC

GCCATGACTG

AAGGGAGTAG

CACACAGTAC

CTGTGGTTGA

TCCTGGCCGT

TAAACTGGGA

CTAGCTATGA

CAGGAGGTGA

GCCAGGGCTC

TGACTTAGTG

TGAGCAGTAC

TGTGAGATGGE

CATTTTTTTT

AATCTCATCT

CCGAGTAGCT

ATAGAGTCTC

CCTCTGCTTIC

AGGCGECCeee

ATGTAGGTCA

AAAGTGCTGG

TTTTTTGAGA

CACTGCRACC

GGGACTATAG

GCTCTGTCAC

CTGAGTTCAA

CAACTACACT

AGCTGGTTTC

GATTACAGGT

14

TGGCCAGGGA

AGGCAAGAGA

ACTATGGCGG

TCAATGTCAC

TTCTGGCTCC

TCAARGAGTT

CTTCCTCAGA

CAGGTACAGT

CAGATGTCAG

TTTATAGTTT

GAGGTGAGCT

GTGACTTATG

CTACCTCATA

ACAAGGATTT

GTGGATGTGC

CTTCCTGCCA

GAGAGGCGTC

TGCTCCAAGT

CAAATTCTCA

CAGATTTCAC

TTCGTCTCCT

GCACCCGCCA

CCAGGCTGGA

GCGATTCTCC

CGGCTAATTT

ARACTCCTGA

GTGAGCCACC

AGGAGAAGAA

AACCAGGAGC

CTTCCATGAA

GAAGATGGGC

GGAAGACCCC

TGGCACAGAC

GCCCTCCTAC

GCCTGGGTGG

TAGGGGTAGG

ACCAAGCACG

CTGGAAGCCA

ACTCATGACC

GGTAGAATAA

TGTTTCATCT

CTAAAGGCAC

CTTARAGGAG

TGTGTTGGCC

GTGACCCAAR

GGCCCTACCC

TCTGTTGCTG

AGGTTCAAGC

CCACGCCCGG

GTGCAGTGGC

TGCCTCAGCC

TTGTATTTTT

CCTCAAATGA

TTGCCTGGCC

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080
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AATTTTTGTA

CTGACCTCAG

CACTGCGACT

AGTGCAGTGG

GTGCCTCTAC

TTGTATTTTT

GCTCAAGTGA

ACGCCCATTC

AAGCTGCTGA

GCTGGTGGGG

AACATTCCCT

ACAGTGGATA

TTCTGGGGGC

TTTTTAGTAG

GTGAACTGCC

GGCCTTGATT

CACAATCTCA

CTCCCGAGTA

AGTATAGACA

TCCACCTGCT

AGAAACCTCC

ES 2319 828 T3

AAACAGGTTIT

CACCTCAGCC

TTIGTTTTTGA

GCTCACTGCA

GCCGGGATTA

GGGTTTCCCC

TCAGCCCCTC

ATGTTTTAAG

ACCCTGTCCT

GTCATGGGAA

GGGCCCTCTG

CTGAGGCTGT

CCGCCCAGAT

GTTCTGGACC

CAGCCCTTCA

CTAGAGGCTG

GGCACGGGCA

GAGCTGGGCT

GCCCGGCGGT

AGTGTGTACA

CGGCCGTCCC

TGGCGGCTGC

CTGCTGGACC

AGAAGCGCCT

TATGAGCTGC

AGCTGGCTAG

CAGAACAGCC

TGTTTGCTGA

TCTGGTGCAT

TGAACGGAGG

TGGCCCCCGA

GGCGAAAGGA

ATGGGGTCTC

ACTGCTCCGG

TACAGATGAA

TGCTCACATC

TCACTCGGCA

ACCTGAGCAA

TGCCGGCACT

AGCAGGCCCG

GCTACCAGCT

GGAGTTTTCA

GCCATGACCT

TITCATCACT

GTGGCTGCTC

CAGGGCTGTG

GAGCCAGCCT

GCTGCACAAC

CCCAGAAGCT

GGGCATCAGC

CCCAGTGCCA

CCACCCGGAC

GGAGGCCTGC

TACCAGCATC

TGCTCCCTICC

GGCAGTGCAG

GGABCTGGCC

GGACGAGGTG

AGCAGCGGCA

GACCTTGTGG

CACCATGGTG

TCCCAAAGTA

GACAGAATCT

ACTTCTGCCT

CAGGCACCTG

ACATTGGCCA

AGAGTACTGG

GAGCCCTCTG

GAGGGACGCG

GGGATAGACA

CCTCTTCICT

CAAGGCTGGC

CTGGGAGCTG

GTGTATACCC

TTTGGGGGAA

GCCCGCCTCT

CAGAACGAAG

GATTTGGCAG

GCAGGGGCAG

AGGGGCCACA

TGGTACAACC

CTGGCCACCA

GAGCTGGTCA

GCCAGACTGG

CTGGTATTAC

TACTCTGTCG

CATGGGTTCA

CCATTACGCT

GGCTGGTCTG

GATTATAGGT

GGTAACTCTC

TATGTGCCAC

GTCGTCTGTA

GTTCCCCCTA

TCTTCCAGCA

TGCCCCGTGG

GCACTGCCTC

ARCCATGGTCT

TCCCCAACTC

TGGTCTATTC

CCTGGGTGAC

CGTGGAGGCT

ATCGTAGCCC

GATCTGATGT

GCCCCGCCTT

GCTTGTACTA

TCCCTGTTGA

CTGGCTAGTG

GTCAGTGAGG

GGGCCAGAAG

15

GGGCTGGAGG

ACAGCCGCTT

CCGAGGCCGA

GCAACATCCT

TCTCAAACTC

AGGCGTGATC

CCCAGACTGG

AGTGATTCTT

AGGCTAATTT

GAACTCCTGG

GTGGGCCACC

ATGTTCACCC

AGAGCGTCCC

GAGTGGGGTG

CCTCCTGTCC

CCAGCCGCAG

CCGCCTCCTG

CTTCCAGGGC

TTTTGGAGCC

CACCATGGTA

CCTCATGGCT

CAGCTTTGCC

ACTGCTCCGG

GCTGGTCAGG

GTTTGAGGCC

CCGCTACGAC

TGAGGAGGCA

CGTCCTGGCC

CTTGCTGGGC

TTTCTACGAG

GGACTATGCC

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700
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AACAAGCAGC

GAGGCGCTGG

AATGTCTTCC

CGAGGAGACA

GCCGGCTCTT

GATTCCAGGG

CACGGCCTGC

ACCACCCAARA

GGGTCTGTCA

TGGCCCTGGG

TGTTTGTTTG

GGCTCACTGC

AGCTGGGACT

TCTTGCTCTG

CCTCCCGGET

GTGCCATCAC

CCAGGCTGGT

TGGGATTACA

CCCTGACCTT

TTGTCCTTIG

TATTTGGAGG

TCAGTTCCAA

CATGAGACTA

ACTGGCTTCA

GACAGTGACC

AAAAAATTTT

AGTGGCAGGA

ACAGCCTCCA

TGGCGGGGTT

TTGACAGTGT

AACTGGAGCA

CTGTGGACCT

GGTGATAGAT

CCCAGAGCTG

TGGTGGGGTC

GTGTGGGATT

AAATGAGAAG

GTGGGACCTG

TGACGGAGCC

AACCTCCGCC

ATAGGCATGC

TCGCCCAGGT

TCAAGCAATT

GCCTGGCTAA

CTTTAACTCC

GGAGTGAGCC

TGAACGTAGA

CTGGCATGCC

ATTTTCCCCA

TGTAATCAAC

CCCCCTCCTT

RGTTGGAGTT

CACGAAACAC

TTTCTTTCTT

TCTGGCTCCG

TCCCCCTCAA ACCCCACGCCT

ES 2319 828 T3

GGTGGCCAAC

GGCCCAGGGC

GGCCTTCGTT

GGCCAMGAAG

TCGCCACCAC

GACAGACATC

TGACCTGGGG

AAAGTACTGT

GTCACTGCTG

TTCTCCCATC

TTGGTICTIGTT

TCCTGGGTTC

ACCACCACAC

TGGAGTTTAG

CTCCTGCCTC

TTTTTGTATT

TGAACTCAAG

ACCGTGCCCG

ATGCCCTTCT

ACAGCAACAG

CACACACCAA

CAGAGACAGC

CCCAACGGTT

CCCATGACCC

AGGGARAACCC

TTTTGAGACA

TCACCCAGGC

TACTACACCC

ATCCCTTTICC

CTCAGCAAGC

ATCTTCCTCA

TGGGCCTTGT

ACAGGATAAC

GGATTGGAGG

TTTCTTTICCA

CCACGCTTGG

CCTTGCCTCA

GCCCAGGCTT

AAGCAATTCT

CAGGCTAATT

TGGCACCATA

AGTCTACCAG

TTTCATAGAG

TGATCCACCT

GCCATGTCTC

GTTGCAGGAA

TCACCAACAC

GCAGCAGACA

ATCAGATCCC

ACAAGTCCTG

CCTTCCCCTC

TTATTATGTT

GGGTCTCACT

TGGAGTGCAG

TCAGCGCCCC

16

CTCGCTGGCG

AACAGCACCA

AGAGGTACCC

AATATTACCC

TTTCCGCTAA

CCAGGCCTGG

GAAARTGACCT

CTTAAACTGA

GAGGACTCAG

CGTCCCTGTT

GAGTACAATG

TGTGCCTCAG

TTTTTTTTTC

TTGGTTTACT

GGAGTTAGGA

ATAARGGITTC

GCCTCGGCCT

TCTTTTTAAC

AACCTCTITTT

AGAAGACTTC

TCAGCTGGGT

ACAGGGTTAG

ATCCCTGGAA

TTTGGAGTCA

TATTGCTTTA

CTGTCATCCA

TGGCATGATC

ACCCCGCAAG

GCTTTTCCTG

GTTTGACARA

CAGCCAGCCG

CGGCTGGGTG

TTCCAGGGCA

GAGGAGGCCC

GCCCTCCACC

TGAGTCCCCT

GGCTATAGCA

TTTGTTTGTT

GCACAGTCTC

CCTCCCCGGT

CAAGATGGAG

GCAARCCTCTG

CTACGGGCCT

ACCATGTTGG

TCCAAAGTGC

ACTAATGTTA

CAAACCATGT

TGTGACCAAR

GTCCTCCAAT

GGTGCAGATC

CTTCTGACTA

ACTCATTTGC

TTACAGAGGA

GAATGACTGC

TCGGCTCACT

TGGCTGGGAC

8760

BB20

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

3840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

106380
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ES 2319 828 T3

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 aminodcidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(iiiy HIPOTETICA: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio-modificada

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:4:

Asp Glu Ala Arg Glu Ala Ala Ala Val Arg Ala Leu Val Ala Arg Leu

1

(B) LOCALIZACION: 10

5

Leu Gly Pro Gly

20

(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:5:

10

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(ili) HIPOTETICA: NO

(v) TIPO DE FRAGMENTO: N-terminal
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Homo sapiens

(ix) CARACTERISTICAS:

1S

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio-modificada, glicosilada o fosforilada en donde Xaa puede ser cualquier
resto de aminodcido, con preferencia Arg

(B) LOCALIZACION: 16
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

Lys Pro Gly Leu Asp Thr Tyr Ser Leu Gly Gly Gly Gly Ala Ala Xaa Val
1 5 10 15
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ ID NO:6:

@

(i)
(iii)
(v)
(vi)

(ix)

(ix)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 15 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal
TIPO DE MOLECULA: péptido
HIPOTETICA: NO
TIPO DE FRAGMENTO: interno

FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Homo sapiens

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio-modificada, glicosilada o fosforilada en donde Xaa puede ser cualquier

resto de aminodcido, preferentemente Ala
(B) LOCALIZACION: 12

CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: Sitio-modificada, glicosilada o fosforilada en donde Xaa puede ser cualquier

resto de aminodcido, preferentemente Ser
(B) LOCALIZACION: 14

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

Trp Arg Leu Leu Leu Thr Ser Ala Pro Ser Leu Xaa Thr Xaa Pro

1

5 10

18

15
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