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Células que co-expresan una enzima que generaa una  sulfatasa y una C-formiliglicina y sus métodos y u sos
Descripcion
Area del Invento

Este invento se refiere a células que co-expresan una enzima que genera a una sulfatasa y una C-formiliglicina y sus
métodos y usos.

Antecedentes del Invento

Las sulfatasa son miembros de una familia genética altamente conservada, que comparte una extensa homologia
secuencial (Franco, B., et al., Cell (Célula), 1995, 81:15-25; Parenti, G., et al, Curr. Opin. Gen. Dev., 1997, 7:386-
391), un alto nivel de similitud estructural (Bond, C.S., et al., Structure (Estructura), 1997, 5:277-289; Lukatela, G., et
al., Biochemistry (Bioquimica), 1998, 37:3654-64), y una modificacién post-interpretacion Unica que es esencial para
la divisién de ésteres de sulfatos (Schmidt, B., et al, Cell, 1995, 82:271-278; Selmer, T., et al, Eur. J. Biochem., 1996,
238:341-345). La modificacion post-interpretacion involucra la oxidacion de ciertos residuos conservados de la
cisteina (en eucariotas) o de la serina (en ciertas procariotas), a CB, que genera de L-Ca-formilglicina (también
conocida como FGly; acido 2-amino-3-oxopropanéico) en el cual un grupo aldehido reemplaza al grupo tiometilo de
la cadena lateral. El aldehido es una parte esencial del lado catalitico de las sulfatasas y asimismo actdia como un
hidrato de aldehido. Uno de los grupos germinales hidroxilos acepta es un sulfato durante la division del éster del
sulfato conllevando a la formacion de un intermediador enzimatico covalentemente sulfatado. El otro hidroxilo es
requerido para la eliminacion subsiguiente del sulfato y la regeneracién del grupo aldehido. Esta modificacion ocurre
en el reticulo endoplasmico mientras se realiza, o un poquito después, de la importacion del polipéptido de la
sulfatasa emergente y desorientada por una secuencia linear corta que rodea al residuo de cisteina (o de serina)
para que sea modificado. Esta secuencia altamente conservada es el hexapéptido L/V-C(S)-X-P-S-R
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 32), presente en la region de la terminal N de todas las sulfatasas
eucariotas y los portadores mas frecuentes llevan a un grupo hidroxilo o tiol en el residuo X (Dierks, T., et al, Proc.
Natl. Acad Sci. EE.UU., 1997, 94:11963-11968).

WO 01/60991 presenta quinasas humanas (PKIN) y polinucleétidos humanos que identifican y codifican a los PKINSs.
Ademas cubre vectores de expresion, células anfitrionas, anticuerpos, agonistas y antagonistas adecuados, asi
como métodos para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades asociadas con la expresion aberrante de los
PKINs.

Dierks et al ((EMBO Journal (Revista EMBO), 18, 1, 2084-2091(1999)] explica que las sulfatasa portan en su lugar
catalitico una modificacion post-interpretacion Unica, un residuo de alfa-formilglicina que es esencial para la actividad
enzimatica. La formacién de la arilsulfatasa A fue estudiada in vitro y se descubrié que esta era dirigida por una
secuencia lineal corta, CTPSR, empezando con la modificacion de la cisteina. Andlisis de mutaciones demostraron
que la cisteina, la prolina y la arginina son residuos claves dentro de este motivo, mientras que la formacién de
formilglicina toleré una sustitucién individual, pero no una sustitucion simultanea de la treonina o de la serina. El
motivo CTPSR fue transferido a una proteina heteréloga conllevando a la formaciéon de una formilglicina de baja
eficiencia. Se dice que la eficiencia alcanz6 los valores de control cuando 7 residuos adicionales (AALLTGR) que
seguian directamente al motivo CTPSR en la arilsulfatasa A estan presentes. La mutacion de hasta cuatro residuos
simultaneamente dentro de esta secuencia de heptameros quiere decir que se ha inhibido la modificacion solo
moderadamente. Se concluy6 que el AALLTGR podria tener una funcién auxiliar de presentar al motivo esencial a
la enzima modificadora y que dentro de los 2 motivos, los residuos clave estan completamente conservados, y otros
residuos estan altamente conservados entre todos los miembros conocidos de la familia sulfatasa.

A la fecha 13 genes de sulfatasas han sido identificados en los humanos. Ellos codifican a enzimas con una
especificidad y una localizacion sub-celular de sustratos diferentes tales como los lisosomas, Golgi y ER. 4 de estos
genes, ARSC, ARSD, ARSE, y ARSF, que codifican a las arilsulfatasas C, D, E y F, respectivamente, estan
ubicados dentro de la regién cromosémica (Xp22.3). Estas comparten una similitud secuencial significativa y una
organizacion gendmica que es casi idéntica, indicando que surgieron de eventos de duplicacion que ocurrieron
recientemente durante la evolucion (Franco B, et al, Cell (Célula), 1995, 81:15-25; Meroni G, et al., Hum Mol Genet,
1996, 5:423-31).

La importancia de las sulfatasas en el metabolismo humano es resaltado de la identificacion de por lo menos 8
enfermedades monogénicas humanas causadas por la deficiencia de las actividades individuales de las sulfatasas.
La mayoria de estas condiciones son enfermedades de almacenamiento de lisosomas en los cuales las
consecuencias fenotipicas se derivan del tipo y de la distribucién de los tejidos del material almacenado. Entre estas
existen 5 tipos diferentes de mucopolisacaridosis (MPS tipos II, IlIA, 1lID, IVA, y VI) debido a deficiencias de las
sulfatasas que actlan en el catabolismo de los yeans de glicosaminoglicanos (Neufeld y Muenzer, 2001, The
mucopolysaccharidoses, In The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease (las mucopolisacaridosis, en las
bases metabdlicas y moleculares de las enfermedades hereditarias) CR. Scriver, A.L. Beaudet, W.S. Sly,D. Nalle, B.
Childs, K.W. Kinzler y B. Nogelstein, eds. Nueva York: Mc Graw-Hill, pp. 3421-3452), y la leucodistrofia
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metacromatica (MLD - metachromatic leukodystrophy), la cual es caracterizada por el almacenamiento de
sulfolipidos en el sistema nervioso central y periférico conllevando a una determinacién neuroldgica severa y
progresiva. 2 enfermedades humanas adicionales son causadas por deficiencias de sulfatasas de lisosomas. Estas
incluyen ictiosis ligada al cromosoma X, una enfermedad de la piel debido a una deficiencia de esteroides
(STS/ARSC), condrodisplasia punctata, una enfermedad que afecta a los huesos y a los cartilagos debido a una
deficiencia de la arilsulfatasa E (ARSE). Las sulfatasas también estan implicadas en los sindromes de
malformaciones humanas inducidas por las drogas, tales como la embriopatia de Warfarina, causada por la
inhibicion de la actividad ARSE debido a una exposicion en el Gtero a la warfarina durante el embarazo.

En una enfermedad monogénica humana intrigante, la deficiencia de sulfatasas multiples (MSD - multiple sulfatase
deficiency), todas las actividades de las sulfatasas son defectivas simultdaneamente. Consecuentemente, el fenotipo
de esta enfermedad multisistémica severa combina las caracteristicas observadas en deficiencias individuales de las
sulfatasas. Las células de los pacientes con MSD tienen deficiencias de las actividades de las sulfatasa ain después
de su transfeccion con ADNcs que codifican a sulfatasas humanas, sugiriendo la presencia de un mecanismo comun
requerido para la actividad de todas las sulfatasas (Rommerskirch y von Figura, Proc. Natl. Acad Sci., Estados
Unidos, 1992, 89:2561-2565). La modificacion post-interpretacion de las sulfatasas demostré ser deficiente en un
paciente con MSD, sugiriendo que esta enfermedad es causada por una mutacién en un gen o genes, implicados en
la maquinaria de la conversion de la cisteina a formilglicina (Schmidt, B., et al., Cell (Célula), 1995, 82:271-278). A
pesar del intenso interés médico y bioldgico, esfuerzos dirigidos a la identificacion de este gen o genes han sido
obstaculizados por la rareza de los pacientes de MSD y la consecuente falta de casos familiares adecuados para
realizar mapas genéticos.

Resumen del invento

Este invento suministra una célula de acuerdo a las reivindicaciones 1 a la 15, un método de acuerdo a cualquiera
de las reivindicaciones 1 a la 23, o un uso médico de acuerdo a las reivindicaciones 24 o 25.

Hemos identificado un gen que codifica a la enzima generadora de Formilglicina (FGE - Formylglycine Generating
Enzyme), una enzima responsable de la GUnica modificacion post - interpretacion que ocurre en las sulfatasas la cual
es esencial para la funcion de la sulfatasas (la formacién de la L-Ca-formilglicina; también conocida como FGly y/o
acido 2-amino-3-oxopropanoico). Se ha descubierto, inesperadamente, que mutaciones en el gen FGE conllevan al
desarrollo de una Deficiencia de Sulfatasas Multiples (MSD - Multiple Sulfatase Deficiency) en sujetos. También se
ha descubierto, inesperadamente, que la FGE mejora la actividad de la sulfatasas, incluyendo, pero sin limitarse a, la
2-Sulfatasa de Iduronato, la Sulfamidasa, la 6-Sulfatasa de N-Acetilgalactosamina, la 6-Sulfatasa de N-
Acetilglucosamina, la Arilsulfatasa A, la Arilsulfatasa B, la Arilsulfatasa C, la Arilsulfatasa D, la Arilsulfatasa E, la
Arilsulfatasa F, la Arilsulfatasa G, la HSulf-1, la HSulf-2, la HSulf-3, la HSulf-4, la HSulf-5, y la HSulf-6. En vista de
estos descubrimientos, las moléculas de este invento pueden ser utilizadas para el diagndstico y el tratamiento de la
deficiencia de sulfatasas multiples asi como otras deficiencias de sulfatasas.

De acuerdo con el aspecto del invento, una célula que produce sulfatasas en la cual la tasa de sulfatasas activas en
comparacion con las sulfatasas totales producidas por la célula se incrementa, tal como se establecié en la
reivindicacion 1. La célula podria incluir: (i) una sulfatasa con una expresion incrementada, y (i) una enzima
generadora de Formilglicina con una expresion incrementada, donde la tasa de la sulfatasas activas en comparacion
de la sulfatasas totales (es decir, la actividad especifica de la sulfatasas) producidas por la célula se incrementa en
por lo menos un 5% sobre la tasa de la sulfatasas activas en comparacién de las sulfatasas producidas por la célula
en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina. En ciertas secciones, la tasa de la sulfatasas activas en
comparacion a la sulfatasas totales producidas por la célula se incrementa en por lo menos el 10%, el 15%, el 20%,
el 50%, el 100%), el 200%), el 500%, el 1000%, sobre la tasa de sulfatasas activas en comparacion a las sulfatasas
totales producidas por la célula en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina.

Breve descripcion de las secuencias

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la FGE
humana.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2 es la secuencia pronosticada de aminoacidos producto de la
interpretacion de la ADNc de la FGE humana (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la FGE
humana que codifica al polipéptido de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2 (es decir, los
nucleotidos 20-1141 de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4 es la secuencia de nucledtidos de la cuenta numero
AK075459 del GenBank (Banco Genético).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 5 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacién de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 4, un producto proteinico que no tiene
nombre que tiene la cuenta nimero BAC11634 del GenBank (Banco Genético).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6 en la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la 2-
sulfatasa de Iduronato (cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero M58342).
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La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 7 es la secuencia pronosticada de aminoacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la 2-sulfatasa de Iduronato (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 6).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 8 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
Sulfammidasa humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero U30894).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 9 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
interpretacion de la ADNc de Sulfamidasas humanas (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERQO: 8).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 10 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la 6-
sulfatasa de N-Acetilgalactosamina humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero U06088).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 11 es la secuencia pronosticada aminoéacidos producto de la
interpretacion de la ADNc de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina humana (la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 10).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 12 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la 6-
sulfatasa de la N-Acetilglucosamina humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero Z12173).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 13 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la 6-sulfatasa de N-Acetilglucosamina humana (la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 12).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 14 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de arilsulfatasa
a humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) numero X52151).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 15 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la arilsulfatasa A humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 14).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 16 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa B humana (la cuenta del GenBaank (Banco Genético) niumero J05225).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 17 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la arilsulfatasa B humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 16).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 18 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa C humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero J04964).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 19 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de arilsulfatasa C humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 18).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 20 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa D humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero X83572).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 21 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la arilsulfatasa D humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 20).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 22 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa E humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero X83573).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 23 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de arilsulfatasa E humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 22).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 24 es la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa F humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero X97868).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 25 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la arilsulfatasa F humana (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 24).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 26 de la secuencia de nucledtidos de la ADNc de la
arilsulfatasa G humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero BC012375).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 27 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la arilsulfatasa G humana (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 26).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 28 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la HSulf-1
(cuenta del GenBank (Banco Genético) AY101175).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 29 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-1 (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 28).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 30 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la HSulf-2
(la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero AY101176).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 31 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-2 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 30).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 32 es el hexapéptido altamente conservado L/N-FGly-X-P-S-
R presente en las sulfatasas.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 33 es un sustrato sintético de la formacion de FGly; su
secuencia primaria es derivada de la arilsulfatasa A humana.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 34 es un oligopéptido mezclado PVSLPTRSCAALLTGR.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 35 es un oligopéptido de Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 36 es un cebador 1199nc especifico para FGEs humanas.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 37 es un cebador hacia adelante 1c especifico para FGEs
humanos.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 38 es un cebador en reversa 1182c especifico para FGEs
humanos.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 39 es un sitio EcoRI que contiene un cebador especifico de la
FGEs humanos de 5'.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 40 es un cebador especifico de HAs.
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La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 41 es un cebador especifico de c-myc.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 42 es un cebador especifico de RGS-His6.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 43 es un oligopéptido triptico SQNTPDSSASNLGFR
proveniente de una preparacion de la FGEs humanas.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 44 es un oligopéptido triptico MVPIPAGVFTMGTDDPQIK
proveniente de una preparacion de la FGEs humanas.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 45 es la secuencia de nucleétidos del paralogo de la FGE2
humano (Gl del GenBank (Banco Genético): 24308053).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 46 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del parélogo de la FGE2 humano (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 45).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 47 es la secuencia de nucleétidos del paralogo de la FGE de
raton (Gl del GenBank (Banco Genético): 26344956).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 48 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del paralogo de la FGE de ratén (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 47).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 49 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGE de
ratén (Gl del GenBank (Banco Genético): 22122361).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 50 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGEs de ratén (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 49).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 51 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGE de
mosca de fruta (Gl del GenBank (Banco Genético): 20130397).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 52 es la secuencia pronosticada de aminoacidos del producto
de interpretacion del ortélogo de la FGE de la mosca de frutas (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
51).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 53 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGE del
mosquito (Gl del GenBank (Banco Genético): 21289310).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 54 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de las FGEs de mosquito (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 53).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 55 de la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGEs
del S. coelicolor que es muy relacionado (Gl del GenBank (Banco Genético): 21225812).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 56 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGEs del S. coelicolor (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 55).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 57 es la secuencia de nucledtidos del ortélogo de la FGEs
relacionado de cerca con el C. efficiens (Gl del GenBank (Banco Genético): 25028125).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 58 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGEs del C. efficiens (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 57).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 59 es la secuencia de nucleétidos del ortdlogo de la FGE del
N. aromaticivorans (Gl del GenBank (Banco Genético): 23108562).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 60 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGE del N. aromaticivorans (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
59).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 61 es la secuencia de nucleétidos del ortlogo de la FGE del
M. loti (Gl del GenBank (Banco Genético): 13474559).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 62 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGEs del M. Loti (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 61).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 63 es la secuencia de nucleétidos del ortdlogo de la FGE del
B. fungorum (GI del GenBank (Banco Genético): 22988809).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 64 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGE del B. fungorum (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 63).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 65 es la secuencia de nucleétidos del ortlogo de la FGE del
S. meliloti (Gl del GenBank (Banco Genético): 16264068).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 66 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortlogo de la FGE del S. meliloti IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 65).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 67 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGE de
la Microscilla sp. (Gl del GenBank (Banco Genético): 14518334).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 68 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGE de la Microscilla sp. (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 67).
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 69 es la secuencia de nucleétidos del ortlogo de la FGE del
P. putida KT2440 (Gl del GenBank (Banco Genético): 26990068).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 70 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGE de la P. putida KT2440 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
69).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 71 es la secuencia de nucleétidos del ortdlogo de la FGE del
R. metallidurans (Gl del GenBank (Banco Genético): 22975289).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 72 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortlogo de la FGE del R. metallidurans (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
71).
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La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 73 es la secuencia de nucleétidos del ortlogo de la FGE del
P. marinus (Gl del GenBank (Banco Genético): 23132010).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 74 en la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortélogo de la FGE del P. marinus (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 73).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 75 es la secuencia de nucleétidos del ortdlogo de la FGE del
C. crescentus CB15 (Gl del GenBank (Banco Genético): 16125425).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 76 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion del ortologo de la FGE del C. crescentus CB15 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
75).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 77 es la secuencia de nucleétidos del ortélogo de la FGE de
la M. tuberculosis Ht37Rv (Gl del GenBank (Banco Genético): 15607852).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 78 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
interpretacion del ortologo de la FGE de la M. tuberculosis Ht37Rv (IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERQO: 77).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 79 es el heptapéptido altamente conservado que esta
presente en el sub-dominio 3 de los ort6logos y paralogos de la FGE.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 80 es la secuencia de nucleédtidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: CA379852.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 81 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: Al721440.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 82 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: BJ505402.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 83 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: BJ054666.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 84 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: AL892419.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 85 es la secuencia de nucleédtidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: CA064079.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 86 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: BF189614.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 87 es la secuencia de nucleétidos del fragmento de EST del
ortélogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero: AV609121.

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 88 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la HSulf-3.
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 89 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-3 (la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 88).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 90 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la HSulf-4.
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 91 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-4 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 90).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 92 es la secuencia de nucleétidos de la ADNc de la HSulf-5.
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 93 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-5 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 92).

La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 94 es la secuencia de nucle6tidos de la ADNc de la HSulf-6.
La IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 95 es la secuencia pronosticada de aminoéacidos producto de
la interpretacion de la ADNc de la HSulf-6 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 94).

Descripcién breve de los esquemas

Figura 1: Un espectro esquematico de masa MALDI-TOF de P23 después de la incubacion en la ausencia
de (A) o la presencia de (B) de un extracto soluble proveniente de miocrosomas de testiculos bovinos.

Figura 2: Un arbol filogenético derivado de una alineacion de la FGE humana y 21 proteinas de la semilla
MALDI-TOF.

Figura 3: La organizacion del locus genético de la FGE humana y de ratén. Las secciones se muestran a
escala como cuadros y cuadros brillantes (locus de ratones). Los nimeros que estan sobre las lineas de los
intrones indican el tamafio de los intrones en las kilobases.

Figura 4: Un diagrama que muestra un mapa del plasmido pXMG.1.3 y su expresion de la FGE.

Figura 5: Un gréfico de barras que muestra la actividad de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina en las
células 36F transfectadas transitoriamente con un plasmido con expresion de las FGEs.

Figura 6: Un gréfico de barras que muestra la actividad especifica de la 6-sulfatasa de N-
Acetilgalactosamina en las células 36F transfectadas transitoriamente con el plasmido con expresién de la
FGE.
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Figura 7: Un grafico de barras que muestra la produccién de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina en las
células 36F transfectadas transitoriamente con un plasmido con expresion de la FGE.

Figura 8: Un grafico que muestra la actividad de la 2-sulfatasa de Iduronato en las células 30C6
transfectadas transitoriamente con un plasmido con expresion de FGEs.

Figura 9: Muestra un botiquin que tiene las caracteristicas de este invento.

Descripcion detallada del invento

El invento se establece en las reivindicaciones 1 a la 25. Se basa en el descubrimiento de un gen que codifica a la
enzima generadora de Formilglicina (FGE — Formylglycine Generating Enzyme), una enzima responsable de la Unica
modificacién post-interpretacion que ocurre en las sulfatasas la cual es esencial para la funcion de la sulfatasas: la
formacion de la L-Cl-formilglicina (también conocida como FGly y/o el acido 2-amino-3-oxopropandico). Se ha
descubierto, inesperadamente, que las mutaciones del gen FGE conllevan al desarrollo de una Deficiencia de
Sulfatasas Mdltiples (MSD - Multiple Sulfatase Deficiency) en sujetos. También se ha descubierto, inesperadamente,
que la FGE mejora la actividad de las sulfatasas, incluyendo, pero sin limitarse a, la 2-sulfatasa de Iduronato, la
sulfammidasa, la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina, la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina, la arilsulfatasa A, la
arilsulfatasa B, la arilsulfatasa C, la arilsulfatasa D, la arilsulfatasa E, la arilsulfatasa F, la arilsulfatasa G, la HSulf-1,
la HSulf-2, la HSulf-3, la HSulf-4, la HSulf-5, y la HSulf-6, y las sulfatasas descritas en las aplicaciones provisionales
de Estados Unidos con los ndmeros de publicacién 20030073118, 20030147875, 20030148920,20030162279, y
20030166283.

La “actividad generadora de Ca-formilglicina” se refiere a la capacidad de una molécula para formar, o mejorar la
formacion de, FGly en un sustrato. El sustrato podria ser una sulfatasa tal como se describe en otras secciones de
este documento, o un oligopéptido sintético (refiérase, por ejemplo, a la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
33 y a los ejemplos). El sustrato contiene preferiblemente al hexapéptido conservado de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 32 [L/V-C(S)-X-P-S-R]. Métodos para los ensayos de la formacién de FGly son tal como se
han descrito en la industria (refiérase, por ejemplo, a Dierks, T., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de
Ameérica, 1997, 94:11963-11968), y en otras secciones de este documento (refiérase, por ejemplo, a los ejemplos).
Una “molécula”, tal como se utiliza este documento, abarca a los “acidos nucleicos” y a los “polipéptidos”. Las
moléculas FGE son capaces de formar, o mejorar/incrementar la formacién de, FGly in vivo e in vitro.

“Mejorar (o “incrementar”)” la actividad generadora de Ca-formilglicina, tal como se utiliza en este documento, se
refiere tipicamente a la expresion incrementada de la FGE y/o su polipéptido codificado. Una “expresion
incrementada” se refiere a incrementar (es decir, a una medida detectable) la replicacion, transcripcion y/o
interpretacion de cualquiera de los acidos nucleicos del invento (acidos nucleicos de la FGE tal como se describen
en otras secciones de este documento), puesto que la regulacién/incremento de cualquiera de estos procesos
resulta en un incremento en la concentracion/monto del polipéptido codificado por el gen (acido nucleico). Mejorar (o
incrementar) la actividad generadora de la Ca-formilglicina también se refiere a la prevencién o inhibicion de la
degradacion de la FGE (por ejemplo, por medio de una ubiquitinacién), una regulacién/reduccion, etcétera, que
resulta, por ejemplo, en una molécula t1/2 de la FGE incrementada o estable (vida-media) cuando se compara a un
control. La regulacion-reduccién o expresion reducida se refiere a una expresién reducida de un gen y/o su
polipéptido codificado. La regulacion-incremento o regulacién-reduccion de la expresion genética puede
determinarse directamente al detectar un incremento o reduccién, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen
(por ejemplo, la FGE), o el nivel de expresiéon proteinica del polipéptido codificado por el gen, usando cualquier
medio adecuado conocido en la industria, tal como la hibridaciéon del acido nucleico o métodos de deteccién de
anticuerpos, respectivamente, y en comparacion a los controles. La regulacién-incremento o la regulacién-reduccion
de la expresion genética de la FGE también puede determinarse y directamente al detectar un cambio en la
actividad generadora de Ca-formilglicina.

La “expresion”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a la expresion del acido nucleico y/o del polipéptido,
asi como a la actividad de la molécula del polipéptido (por ejemplo, la actividad generadora de Ca-formilglicina de la
molécula).

Tal como se utiliza en este documento, un sujeto es un mamifero o un mamifero no humano. En todas las secciones
las FGE humanas y los sujetos humanos son preferidos.

Tal como se utiliza en este documento en relacion a los acidos nucleicos, el término “aislados” se refiere a: (i)
amplificado in vitro, por ejemplo, por la reaccion en cadena de polimerasas (PCR - polymerase chain reaction); (ii)
producida recombinantemente por medio de clonacion; (iii) purificada, como por medio de una division y de
separacion de gel; o (iv) sintetizada, por ejemplo, por medio de una sintesis quimica. Un &cido nucleico aislado es
uno que es manipulado facilmente por las técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la industria. Por lo
tanto, una secuencia de nucleétidos se considera aislada si esta contenida en un vector en el cual los lugares de
restriccion 5 y 3° son conocidos o para los cuales las secuencias incitadoras de reacciones en cadena de
polimerasas (PCR - polymerase chain reaction) se han presentado, pero una secuencia de acidos nucleicos
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existentes en su estado nativo en su anfitrion natural no se considera aislada. Un &cido nucleico aislado puede ser
sustancialmente purificado, pero no necesita serlo. Por ejemplo, un acido nucleico que es aislado sin un vector de
clonacioén o de expresiéon no es puro puesto que podria comprender Gnicamente un porcentaje diminuto del material
en la célula en la cual reside. Tal acido nucleico es aislado, sin embargo, tal como se utiliza el término en este
documento puede ser manipulado facilimente por medio de técnicas estandar conocidas para aquellas personas con
conocimiento en la industria.

Tal como se utiliza en este documento en relacidon a los polipéptidos, el término “aislados” significa que esta
separado de su entorno natural en una forma suficientemente pura para que pueda manipularse o usarse para
cualquiera de los propésitos aqui descritos. Por lo tanto, aislado significa suficientemente puro como para ser
utilizado (i) para facilitar y/o aislar anticuerpos, (ii) como un reactivo en un ensayo, (iii) para secuenciaciones, (iv)
como un elemento terapéutico, etcétera.

Homdlogos y alelos de los acidos nucleicos de la FGEs aqui descritos que también tienen la actividad generadora de
Ca-formilglicina pueden ser suministrados. Los homologos, tal como se describen en este documento, incluyen las
moléculas identificadas en otras secciones de este documento (refiérase, por ejemplo, a las IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS: 4, 5, 45-78 y 80-87) es decir, ortdlogos y paralogos. Ademas, los homdlogos pueden
ser identificados siguiendo las ensefianzas de este invento, asi como por medio de técnicas convencionales. Puesto
que todos los homologos de la FGE descritos en este documento comparten la actividad generadora de Ca-
formilglicina, estos pueden ser utilizados intercambiablemente con la molécula de la FGE humana en todos los
aspectos de este invento.

En general, los homologos y los alelos cominmente compartiran por lo menos el 40% de su identidad de nucleétidos
y/o por lo menos el 50% de la identidad de aminoécidos de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1y la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2, respectivamente. En algunas instancias compartiran por lo menos el
50% de la identidad de nucleétidos y/o por lo menos el 65% de identidad de aminoacidos y aun mas, en otras
instancias compartiran por lo menos el 60% de la identidad de nucleétidos y/o por lo menos el 75% de la identidad
de aminoacidos. En instancias adicionales, los homoélogos y los alelos cominmente compartirdn por lo menos el
90% (el 95%, o incluso el 99%), de la identidad de nucledtidos y/o por lo menos el 95%, 9SWo, o incluso el 99% de
la identidad de aminoécidos de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1 y la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 2, respectivamente. La homologia puede ser calculada utilizando varias herramientas de
software que son disponibles publicamente desarrolladas por NCBI (Bethesda, Maryland). Las herramientas de
ejemplo incluyen al algoritmo heuristico de Altschul SF, et al., (J Mol Biol, 1990, 215:403-410), también conocido
como BLAST. Las alineaciones por parejas y por ClustalW (configuracion de la matriz BLOSUM30) asi como el
analisis hidropatico de Kyte-Doolittle puede ser obtenido utilizando softwares publicos de analisis secuencial (EMBL,
Heidelberg, Alemania) y comerciales (por ejemplo, MacNector de Oxford Molecular Group/enetics Computer Group,
Madison, WI). Los complementos de Watson-Crickde los acidos nucleicos que se acaban de mencionar también
pueden ser usados.

Para detectar los genes relacionados con la FGE, tal como los homologos y los alelos de la FGE, una prueba
Southern blot puede ser realizada utilizando las condiciones ya mencionadas, junto con una sonda radiactiva.
Después de lavar la membrana a la cual el ADN se ha transferido finalmente, la membrana puede ser colocada en
contra de una lamina de rayos X o una placa de fésforo fotoestimulable para detectar la sefial radiactiva.

Dadas las ensefianzas en este documento de un clon de longitud completa de la ADNc de la FGE humana, otras
frecuencias de mamiferos tales como el clon de la ADNc de raton correspondiente al gen de la FGE humana puede
aislarse de una biblioteca de ADNcs, utilizando técnicas estandar de hibridaciéon de colonias.

Acidos nucleicos degenerados que incluyen a codones alternos a aquellos presentes en los materiales nativos
pueden ser suministrados. Por ejemplo, los residuos de serina son codificados por los codones TCA, AGT, TCC,
TCG, TCT y AGC. Por lo tanto, sera evidente para una persona con conocimiento normal en la industria que
cualquiera de los tripletes de nucledtidos que codifican a la serina podria ser utilizado para dirigir el aparato de
sintesis proteinica, in vitro o in vivo, para incorporar un residuo de serina a un polipéptido alargador de la FGE.
Asimismo, los tripletes de secuencias de nucledtidos que codifican a otros residuos de aminoacidos incluyen, pero
no se limitan a: CCA, CCC, CCG y CCT (los codones de la prolina); CGA, CGC, CGG, CGT, AGA y AGG (los
codones de la arginina); ACA, ACC, ACG y ACT (los codones de la treonina); AAC y AAT (los codones de la
asparigina); y ATA, ATC y ATT (los codones de la isoleucina). Otros residuos de aminoacidos podrian ser
codificados similarmente por secuencias multiples de nucledtidos. Por lo tanto, podrian facilitarse acidos nucleicos
degenerados que difieren de los acidos nucleicos aislados biolégicamente en las secuencias de codones debido a la
degeneracion de los codigos genéticos.

Pueden aislarse a los fragmentos Onicos de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1 o de la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3 o sus complementos. Un fragmento Gnico es uno que es una ‘firma’
para un acido nucleico mas grande. Por ejemplo, el fragmento Unico es lo suficientemente largo como para asegurar
gue es una secuencia precisa y no se encuentra en las moléculas dentro del genoma humano fuera de los acidos
nucleicos de la FGE definidos anteriormente (y alelos humanos). Aquellas personas con un conocimiento normal en
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la industria podrian aplicar procedimientos rutinarios para determinar si un fragmento es Gnico dentro del genoma
humano. Los fragmentos Unicos, sin embargo, excluyen fragmentos que estan compuestos completamente de las
secuencias de los nucleétidos seleccionados de un grupo que consiste de la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERQO: 4 y/u otras secuencias publicadas previamente a la fecha de presentacién de esta aplicacion.

Un fragmento que es compuesto completamente de las secuencias descritas en los depositos anteriores del GenBnk
(Banco Genético) es uno que no incluye cualquiera de los nucleétidos Unicos de las secuencias del invento. Por lo
tanto, un fragmento Unico de acuerdo al invento debe contener una secuencia de nucleétidos que no sea la
secuencia exacta de aquellos en los depésitos del GenBank (Banco Genético) o sus fragmentos. La diferencia
puede darse en una adicion, eliminacién o sustitucién con respecto a la secuencia del GenBank (Banco Genético) o
podria ser una secuencia completamente separada de la secuencia del GenBank (Banco Genético).

Los fragmentos Unicos pueden ser utilizados como sondas en los ensayos Southern y Western blots para identificar
a aquellos acidos nucleicos, o pueden ser utilizados en ensayos de amplificacion tales como aquellos que utilizan al
PCR. Tal como es conocido por aquellas personas con conocimiento en la industria, sondas grandes tales como de
200, 250, 300 o mas nucledtidos son preferidas para ciertos usos tales como las pruebas de Southern y Northern
blots, mientras que fragmentos mas pequefios seran preferidos para usos tales como el PCR. Fragmentos Unicos
también pueden ser utilizados para producir proteinas de fusion para generar anticuerpos o determinar los enlaces
de los fragmentos de polipéptidos, tal como se demostré en los ejemplos, o para generar componentes de
inmunoensayos. Asimismo, fragmentos Gnicos pueden ser utilizados para producir fragmentos no fusionados de los
polipéptidos de la FGE, utiles, por ejemplo, para la preparacion de anticuerpos, inmunoensayos o aplicaciones
terapéuticas. Fragmentos Unicos pueden ser utilizados ademas como moléculas antisentido para inhibir la expresion
de acidos nucleicos y polipéptidos de la FGE respectivamente.

Tal como sera reconocido por aquellas personas con conocimiento en la industria, el tamafio de los fragmentos
unicos dependera de su conservacion del codigo genético. Por lo tanto, algunas regiones de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 1 o de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3y de sus complementos requeriran
gue los segmentos mas largos sean Unicos mientras que otros so6lo requerirdn segmentos cortos, cominmente,
entre 12 a 32 nucledtidos de largo (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31 y 32 bases) o mas, hasta la longitud completa de la secuencia presentada. Tal como se menciond
anteriormente, esta presentacion tiene el propésito de abarcar cada uno y todos los fragmentos de cada secuencia,
empezando en el primer nucleétido, el 2° nucleétido y asi sucesivamente, hasta los 8 nucleétidos antes de llegar al
final, y finalizando en cualquier parte desde el nucleétido nimero 8, 9, 10 y asi sucesivamente para cada secuencia,
hasta el dltimo nucleétido, (siempre y cuando la secuencia sea Unica tal como se describié anteriormente).
Virtualmente cualquier segmento de la region de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1 que empieza en el
nucledtido 1 y finaliza en el nucleétido 1180, o la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3 que empieza en el
nucleétido 1 y finaliza en el nucleétido 1122, o sus complementos, eso es 20 o mas nucle6tidos de largo seran
Unicos. Aquellas personas con conocimiento en la industria que tengan experiencia en los métodos para seleccionar
a aquellas secuencias, cominmente en base a la capacidad del fragmento Unico para distinguir selectivamente a la
secuencia de interés de otras secuencias en el genoma humano del fragmento a aquellas en bases de datos
conocidas, comunmente es todo lo que se necesita, aunque una hibridacién de confirmacion in vitro y un analisis de
secuencias también puede realizarse.

Las células del invento pueden ser suministradas por métodos para incrementar la actividad generadora de la Co-
formilglicina en una célula. En secciones importantes, esto se logra al utilizar vectores (“vectores de expresion” y/o
“vectores de direccion”).

Los “vectores”, tal como se utilizan en este documento, puede ser cualquiera de un nimero de acidos nucleicos en
los cuales una secuencia deseada puede ser insertada por medio de restriccién y ligaciéon para su transportacion
entre diferentes entornos genéticos o para la expresion en una célula anfitriona. Los vectores son compuestos
comunmente de ADN aunque vectores de ARN también estan disponibles. Los vectores incluyen, pero no se limitan
a, plasmidos, fagémidos, y genoma del virus. Un vector de clonacién es uno que puede replicarse en una célula
anfitriona, y que se caracteriza ademas por uno o mas lugares de restriccion de endonucleasas en los cuales el
vector podria ser cortado en una forma determinable y en los cuales una secuencia deseada de ADN podria ligarse
para que el nuevo vector recombinante retenga su capacidad de replicarse en la célula anfitriona. En el caso de los
plasmidos, la replicacion de la secuencia deseada podria ocurrir muchas veces cuando se incrementan los
plasmidos en un nimero de copias dentro de la bacteria anfitriona o s6lo una Unica vez por el anfitrion antes de que
el anfitrién se reproduzca por medio de mitosis. En el caso de los fagos, una replicacion podria ocurrir activamente
durante una fase litica o pasivamente durante una fase lisogénica. Un “vector de expresion” es uno en el cual una
secuencia deseada de ADN (por ejemplo, la ADNc de la FGE de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 3)
podria insertarse por medio de restriccion y ligacion de tal forma que es unida operativamente a secuencias
regulatorias y puede expresarse como una transcripcion de ARN. Los vectores pueden contener adicionalmente una
0 mas secuencias marcadoras adecuadas para su uso en la identificacién de células que han sido o no han sido
transformadas o transfectadas con el vector. Los marcadores incluyen, por ejemplo, a proteinas que codifican a
genes que incrementan o reducen la resistencia o la sensibilidad a antibidticos u otros compuestos, genes que
codifican a enzimas cuyas actividades son detectables por medio de ensayos estandar conocidos en la industria (por
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ejemplo, B-galactosidasa o fosfatasa alcalina), y genes que afectan visualmente al fenotipo o a las células,
anfitriones, colonias o placas transformadas o transfectadas (por ejemplo, proteinas fluorescentes verdes).

Un “vector de direccién” es uno que contiene cominmente a estructuras/secuencias de direccion que son utilizadas,
por ejemplo, para insertar una secuencia regulatoria dentro del gen enddégeno (por ejemplo, dentro de las
secuencias de un exon y/o un intrén), dentro de las secuencias promotoras del gen enddgeno, o corriente arriba de
las secuencias promotoras del gen end6égeno. En otro ejemplo, un vector de direccidon podria contener al gen de
interés (por ejemplo, codificado por la ADNc de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1) y otras secuencias
necesarias para la direccion del gen a una ubicacion preferida en el genoma (por ejemplo, una ubicacién activa de
transcripciones, por ejemplo, corriente abajo de un promotor endégeno de un gen no relacionado). La construccion
de estructuras y vectores de direccion se describe en detalle en las patentes de Estados Unidos 5,641,670 y
6,270,989.

Virtualmente cualquier célula, procariota o eucariota, que puede transformarse con ADNs o ARNSs heterélogos y que
puede cultivarse o mantenerse en un cultivo, podria utilizarse en la practica de este invento. Ejemplos incluyen a
células bacterianas tales como el Escherichia coli,, células de insectos y células de mamiferos tales como humanas,
de ratones, de conejillos de indias, de puercos, de cabras, de primates, etcétera. Estas podrian ser cepas celulares
primarias o secundarias (que exhiben un namero finito de doblajes medios poblacionales en cultivos y que no son
inmortalizados) y lineas celulares inmortalizadas (que muestran una vida util aparentemente ilimitada en los
cultivos). Células binarias y secundarias incluyen, por ejemplo, a fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales (por
ejemplo, células epiteliales mamarias, células epiteliales intestinales), células endoteliales, células gliales, células
neurales, elementos formados de la sangre (por ejemplo, linfocitos, células de la médula 6sea), células musculares y
precursores de estos tipos celulares somaticos incluyendo a células madres embrionarias. En los casos en que las
células van a ser utilizadas en la terapia genética, las células primarias son obtenidas preferiblemente del individuo
al cual las células manipuladas van a ser administradas. Sin embargo, las células primarias podrian obtenerse de un
donante (otra persona que no sea el recipiente) de la misma especie. Ejemplos de lineas celulares humanas
inmortalizadas que podrian ser utilizadas con las estructuras y métodos de ADN de este invento incluyen, pero no se
limitan a, las células HT-1080 (ATCC CCL 121), las células HelLa y los derivados de las células HeLa (ATCC CCL 2,
2.1y 2.2), las células MCF-7 de cancer de la mama (ATCC BTH 22), las células K-562 de leucemia (ATCC CCL
243), las células KB de carcinoma (ATCC CCL 17), las células 2780AD de carcinoma de los ovarios (Van der Buck,
A. M. et al., Cancer (Cancer) Res, 48:5927-5932 (1988), las células Raji (ATCC CCL 86), las células WiDr de
adenocarcinoma del colon (ATCC CCL 218), las células SW620 de adenocarcinoma del colon (ATCC CCL 227), las
células Jurkat (ATCC TD3 152), las células Namalwa (ATCC CRL1432), las células HL-60 (ATCC CCL 240), las
células Daudi (ATCC CCL 213), las células RPMI 8226 (ATCC CCL 155), las células U-937 (ATCC CRL 1593), las
células Bowes de melanoma (ATCC CRL 9607), las células 2R4 de la sub - linea WI-38VA13 (ATCC CLL 75.1), y las
células MOLT-4 (ATCC CRL 1582), las células CHO vy las células COS, asi como células del heterohibridoma
producidas por la fusién de células humanas y células de otras especies. Cepas secundarias de fibroblastos
humanos, tales como WI-38 (ATCC CCL 75) y MRC-5 (ATCC CCL 171) también pueden ser utilizadas. Informacion
adicional acerca de los tipos de células que pueden ser utilizadas para practicar los métodos de este invento se
describen en las patentes de Estados Unidos 5,641,670 y 6,270,989. Los sistemas de transcripcion libres de células
también pueden ser utilizados en lugar de células.

Las células del invento son mantenidas bajo condiciones, tal como se conoce en la industria, que resultan en la
expresion de la proteina de la FGE o sus fragmentos funcionales. Las proteinas expresadas utilizando los métodos
descritos pueden purificarse a partir de lisados celulares o sobrenadantes. Las proteinas hechas de acuerdo a este
método pueden prepararse como una formulacion farmacéuticamente Gtil y puede entregarse a un humano o a un
animal no humano por rutas convencionales farmacéuticas tales como es conocido en la industria (por ejemplo, por
via oral, intravenosa, intramuscular, intranasal, intratraquea o subcutanea). Tal como se describe en otras secciones
de este documento, las células recombinantes pueden ser células inmortalizadas, primarias, o secundarias,
preferiblemente humanas. El uso de células de otras especies podria ser deseable en los casos en los cuales las
células no humanas son ventajosas para fines de produccién proteinica en los casos en los que la FGE humana
producida es terapéuticamente (til.

Tal como se utiliza en este documento, una secuencia de codificacion y las secuencias regulatorias se dice que
estan “operativamente” juntas cuando estan enlazadas covalentemente para colocar a la expresion o a la
transcripcion de la secuencia codificadora bajo la influencia o el control de las secuencias regulatorias. Si se
desease que las secuencias codificadoras se interpreten a una proteina funcional, 2 secuencias de ADN se dicen
que estan unidas operativamente si la induccion de un promotor en las secuencias regulatorias de 5’ resulta en la
transcripcion de la secuencia codificadora y si la naturaleza de la vinculacién entre las 2 secuencias de ADN no (1)
resulta en la introduccién de una mutacién con desplazamiento del marco de lectura, (2) interfiera con la capacidad
de la regién promotora para orientar la transcripcion de las secuencias codificadoras, o (3) interfiera con la
capacidad de las transcripciones correspondientes de ARN para hacer interpretados en una proteina. Por lo tanto,
una regién promotora estaria unida operativamente a su secuencia codificadora si la region promotora fuese capaz
de efectuar transcripciones de aquella secuencia de ADN para que la transcripcion resultante pudiese ser
interpretada a la proteina o al polipéptido deseado.
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La naturaleza precisa de las secuencias regulatorias necesarias para la expresién genética podria variar entre tipos
de especies celulares, pero, en general, debera incluir, como necesario, secuencias de 5’ no transcritas y no
interpretadas involucradas con la iniciacién de la transcripcion y de la interpretacion respectivamente, tales como la
caja TATA, la secuencia de nivelacion, la secuencia CAAT, y similares. Especialmente, aquellas secuencias
regulatorias no transcritas de 5’ incluiran a una region promotora que incluye a una secuencia promotora para el
control de las transcripciones del gen unido operativamente. Las secuencias regulatorias también podrian incluir a
secuencias mejoradoras o secuencias activadoras corriente arriba tal como sea deseado. Los vectores podrian
incluir opcionalmente a secuencias de liderazgo o de sefializaciéon de 5. La opcion y el disefio de un vector
apropiado caen dentro de la capacidad y discrecion de una persona con conocimiento normal en la industria.

Los vectores de expresion que contienen todos los elementos necesarios para la expresion estan comercialmente
disponibles y son conocidos para aquellas personas con conocimiento en la industria. Refiérase a, por ejemplo,
Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratorio), 22
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Las células son disefiadas genéticamente por la introduccion a
las células de polipéptidos o fragmentos heterdlogos de la FGE que codifican al ADN (ARN) o sus variantes. Aquel
ADN (ARN) heterélogo es ubicado bajo el control operativo de los elementos de transcripcion para permitir la
expresion del ADN heterélogo en la célula anfitriona.

Sistemas preferidos de la expresiéon del ARNm en células de mamiferos son aquellos tales como pRc/CMV
(disponible de Invitrogen, Carlsbad, CA) que contienen un marcador seleccionable tal como un gen que otorga una
resistencia al G418 (que facilita la seleccién de lineas celulares transfectadas establemente) y las secuencias
promotoras del mejorador del citomegalovirus (CMV) humano. Adicionalmente, adecuado para la expresion en
lineas celulares de primates o de caninos es el vector pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), que contiene un virus
Epstein barr (EBV - Epstein Barr virus) originado de una replicacion, facilitando el mantenimiento del plasmido como
un elemento extra cromosomico de multi copias. Otro vector de expresién es el plasmido pEF-BOS que contiene al
promotor del factor de alargamiento de polipéptidos 1a, que estimula la transcripcion eficiente in vitro. El plasmido es
descrito por Mishizuma y Nagata (Nuc. Acids Res. 18:5322, 1990), y su uso en experimentos de transfeccion se
presenta, por ejemplo, por Demoulin (Mol. Cell. Biol. 16:4710-4716, 1996). Otro vector preferido de expresion es un
adenovirus, descrito por StratfordPerricaudet, el cual es deficiente para las proteinas E1 y E3 (J. Clin. Invest. 90:626-
630, 1992). El uso del adenovirus como un recombinante Adeno.PIA se presenta en Warmer et al., en inyecciones
intradérmicas en ratones para su inmunizacion en contra de P1A (Int. J. Cancer (cancer), 67:303-310, 1996).

Pueden suministrarse botiquines de expresion, que le permitiran a la persona con conocimiento preparar un vector o
varios vectores deseados de expresion. Aquellos botiquines de expresion incluyen por o menos porciones
separadas de cada una de las secuencias de codificacidn ya descritas. Otros componentes podrian ser agregados,
tal como fuese deseado, mientras se incluyan las secuencias mencionadas anteriormente, las cuales son
requeridas.

La ya descrita, secuencia de ADNc de la FGE que contiene a los vectores de expresion puede ser utilizada para
realizar una transfeccion de las células anfitrionas y de lineas celulares, siendo estas procariotas (por ejemplo, el
escherichia coli), o Eucario tas (por ejemplo, las células CHO, las células COS, los sistemas de expresion de
levadura y la expresion recombinante del baculo virus en células de insectos). Especialmente Utiles son las células
de mamiferos tales como las de humanos, de ratones, de conejillos de indias, de cerdos, de cabras, de primates,
etcétera. Podrian ser una amplia variedad de tipos de tejidos, incluyendo a células primarias y lineas celulares
inmortalizadas tal como se describe en otras secciones de este documento. Ejemplos especificos incluyen a células
HT-1080, células CHO, células dendriticas, células U293, leucocitos sanguineos periféricos, células madre de
médula ésea, células madres embrionarias y células de insectos.

Pueden suministrarse polipéptidos aislados (incluyendo proteinas completas y proteinas parciales) codificadas por el
&cido nucleico de la FGE ya mencionado, e incluir al polipéptido de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2
y a sus fragmentos Unicos. Aquellos polipéptidos son Utiles, por ejemplo, individualmente o como parte de proteinas
de fusion para generar anticuerpos, tal como componentes de un inmunoensayo, etcétera. Los polipéptidos pueden
ser aislados de muestras biologicas incluyendo homogeneizados de tejidos o de células, y también pueden
expresarse recombinantemente en una variedad de sistemas de expresion procariotas y eucariotas al construir un
vector de expresion apropiado para el sistema de expresion, introduciendo al vector de expresién en el sistema de
expresion, y aislando a la proteina expresada recombinantemente. Polipéptidos cortos, incluyendo a péptidos
antigénicos (tales como aquellos presentados por las moléculas MHC en la superficie de una célula para
reconocimiento inmunoldgico) también pueden sintetizarse quimicamente utilizando métodos bien establecidos para
la sintesis de péptidos.

Un fragmento Unico de un polipéptido de la FGE, en general, tienen las caracteristicas y propiedades de fragmentos
Unicos tal como se menciond anteriormente en conexion con los acidos nucleicos. Tal como sera reconocido por
aquellas personas con conocimiento en la industria, el tamafio del fragmento Gnico dependera de factores tales
como si el fragmento constituyera una porcién de un dominio conservado de proteinas. Por lo tanto, algunas
regiones de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2 requeriran que segmentos mas largos sean (nicos
mientras que otros requeriran solamente segmentos cortos, cominmente entre 5 y 12 aminoacidos (por ejemplo, 5,
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6, 7,8,9, 10, 11 y 12 aminoécidos de largo o mas, incluyendo cada niumero entero hasta la longitud completa, 287
aminoacidos de largo).

Fragmentos Unicos de un polipéptido son, preferiblemente, aquellos fragmentos que retienen una capacidad
funcional distinta del polipéptido. Las capacidades funcionales que pueden ser retenidas en un fragmento Unico de
un polipéptido incluyen la interaccion con anticuerpos, la interaccién con otros polipéptidos o sus fragmentos, la
interaccion con otras moléculas, etcétera. Una actividad importante es la capacidad de actuar como una firma para
identificar al polipéptido. Aquellas personas con conocimiento en la industria tienen un buen conocimiento de
métodos para seleccionar secuencias Unicas de aminoacidos, cominmente en base a la capacidad de un fragmento
Unico para distinguir selectivamente las secuencias de interés de miembros que no pertenecen a la familia. Una
comparacion de la secuencia del fragmento con aquellas en bases de datos conocidas cominmente es todo lo que
se necesita.

Pueden suministrarse variaciones de los polipéptidos de la FGE ya descritos. Tal como se utiliza en este documento,
una “variacion” de un polipéptido de la FGE es un polipéptido que contiene una o mas modificaciones a la secuencia
primaria de aminoacidos de un polipéptido de la FGE. Las modificaciones que crean a una variacion del polipéptido
de la FGE son comunmente hechas al acido nucleico que codifica al polipéptido de la FGE, y puede incluir
eliminaciones, mutaciones de puntos, truncamientos, sustituciones de aminoacidos y adiciones de aminoacidos o de
particulas que no son aminodacidos para: 1) reducir o eliminar una actividad de un polipéptido de la FGE; 2) mejorar
una propiedad de un polipéptido de la FGE, tal como la estabilidad proteinica en un sistema de expresion o la
estabilidad del enlace entre la proteina y el ligando; 3) suministrar una actividad o propiedad nueva a un polipéptido
de la FGE, tal como la adicion de un epitope antigénico o la adicion de una particula detectable; o 4) para
suministrar enlaces equivalentes o mejorados a un receptor del polipéptido de la FGE u otra molécula. Alternamente,
se pueden realizar modificaciones directamente al polipéptido, tal como por la division, adicion de una molécula
enlazadora, la adicién de una particula detectable, tal como la biotina, la adicién de un acido graso, y similares. Las
modificaciones también abarcan a las proteinas de fusiébn que comprenden a toda o a parte de la secuencia de
aminoéacidos de la FGE. Una persona con conocimiento en la industria estara familiarizada con métodos para
predecir el efecto en una conformacion proteinica de un cambio en la secuencia proteinica, y puede, por lo tanto,
“disefiar” un polipéptido FGE variado de acuerdo a los métodos conocidos: un ejemplo de un método como estos es
descrito por Dahiyat y Mayo en Science (Ciencia) 278:82-87, 1997, donde las proteinas pueden ser disefiadas desde
cero. El método puede ser aplicado a una proteina conocida para variar solo una porcion de la secuencia del
polipéptido. Al aplicar los métodos computacionales de Dahiyat y Mayo, variaciones especificas del polipéptido de la
FGE pueden ser propuestas y probadas para determinar si la variacion retiene una conformaciéon deseada.

Las variaciones pueden incluir a polipéptidos de la FGE que son modificados especificamente para alterar una
caracteristica del polipéptido que no se relaciona a su actividad fisiolégica. Por ejemplo, los residuos de cisteina
pueden ser sustituidos o eliminados para prevenir enlaces de disulfuros no deseados. Asimismo, ciertos
aminoacidos pueden ser cambiados para mejorar la expresion de un polipéptido de la FGE al eliminar la protedlisis
de las proteasas en un sistema de expresién (por ejemplo, los residuos de aminoacidos dibasicos en los sistemas de
expresion de la levadura en los cuales la actividad de las proteasas KEX2 esta presente).

Las mutaciones de un &cido nucleico que codifica a un polipéptido de la FGE conserva, preferiblemente, el marco de
lectura de los aminoacidos de la secuencia codificadora, y preferiblemente no crea regiones en el acido nucleico que
posiblemente se hibridaran para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o circuitos, que podrian
eliminar las expresiones de un polipéptido variante.

Se pueden hacer mutaciones al seleccionar una sustitucion de aminoéacidos, o por medio de una mutagénesis
aleatoria de un lugar seleccionado en un acido nucleico que codifica al polipéptido. Los polipéptidos variantes son
expresados y probados entonces para detectar una o0 mas actividades para determinar qué mutacién suministra una
variacion del polipéptido con las propiedades deseadas. Mutaciones adicionales pueden hacerse a variantes (0 a
polipéptidos de la FGE no variantes) que son silenciosos en lo que se refiere a la secuencia de aminoacidos del
polipéptido, pero que suministran codones preferidos para la interpretacion en un anfitrién especifico, o alteran la
estructura del ARNm, por ejemplo, para mejorar la estabilidad y/o la expresion. Los codones preferidos para la
interpretacion de un acido nucleico en, por ejemplo, la escherichia coli, las células de mamiferos, etcétera son bien
conocidos por aquellas personas con un conocimiento normal en la industria. Otras mutaciones pueden ser hechas a
las secuencias no calificadoras del gen de la FGE o al clon de la ADNc para mejorar la expresion del polipéptido.

Una persona con conocimiento en la industria se da cuenta que sustituciones conservadoras de aminoacidos
pueden hacerse en polipéptidos de la FGE para suministrar variantes equivalentes funcionalmente de los
polipéptidos ya mencionados, es decir, las variantes retienen las capacidades funcionales de los polipéptidos de la
FGE. Tal como se utiliza en este documento, una “sustitucion conservadora de aminoacidos” se refiere a una
sustitucion de aminoacidos que no altera significativamente la estructura terciaria y/o la actividad del polipéptido. Las
variantes pueden ser preparadas de acuerdo a métodos de alteracion de la secuencia de los polipéptidos que son
conocidos para personas con conocimiento normal en la industria, e incluyen aquellas que se encuentran en
referencias que recopilan aquellos métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Clonacion
Molecular: un Manual de Laboratorio, J. Sambrook, et al., eds., 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
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Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos Actuales en Biologia
Molecular), F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Variantes equivalentes funcionalmente
de ejemplo de los polipéptidos de la FGE incluyen sustituciones conservadoras de aminoacidos de la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2. Sustituciones conservadoras de aminoéacidos incluyen sustituciones
hechas a aminoéacidos dentro de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, R, H; (d) A, G; (e) S, T; (f) Q,
N;y(9) E, D.

Por lo tanto, las variantes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos de la FGE, es decir, las variantes de los
polipéptidos de la FGE que retienen la funcion de los polipéptidos naturales de la FGE, estan contempladas por el
invento. Sustituciones conservadoras de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de la FGE
para producir variantes equivalentes funcionalmente de los polipéptidos de la FGE se realizan cominmente por
medio de la alteracion de un acido nucleico que codifica a los polipéptidos de la FGE (IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS: 1, 3). Aquellas sustituciones pueden realizarse por medio de una variedad de
métodos conocidos para una persona con conocimiento normal en la industria. Por ejemplo, las sustituciones de
aminoacidos pueden realizarse por medio de mutaciones dirigidas por PCR, mutagénesis dirigida por lugares de
acuerdo al método de Kunkel (Kunkel, Proc. Not. Acad. Sci. Estados Unidos de América 82: 488-492, 1985), o por
medio de sintesis quimica de un gen que codifica a un polipéptido de la FGE. La actividad de fragmentos
funcionalmente equivalentes de los polipéptidos de la FGE pueden probarse al clonar al gen que codifica al
polipéptido de la FGE alterado en un vector de expresién bacteriana o de un mamifero, introduciendo al vector en
una célula anfitriona apropiada, expresando al polipéptido alterado de la FGE, y probando para detectar una
capacidad funcional de los polipéptidos de la FGE tal como se presenta en este documento (por ejemplo, la actividad
generadora de Ca-formilglicina, etc.).

Aquellas personas con conocimiento en la industria podran seguir facilmente métodos conocidos para aislar los
polipéptidos de la FGE. Estos incluyen, pero no se limitan a, inmuno - cromatografia, HPLC, cromatografia por
medio de exclusion de tamafios, cromatografia por medio de intercambio de iones y cromatografia por medio de
afinidad inmunoldégica.

Los polipéptidos de la FGE preferiblemente son producidos recombinantemente, aunque aquellos polipéptidos
podrian ser aislados de extractos biologicos. Polipéptidos de la FGE producidos recombinantemente incluyen a
proteinas quiméricas que comprenden una fusion de una proteina de la FGE con otro polipéptido, por ejemplo, un
polipéptido capaz de suministrar o mejorar los enlaces proteina-proteina, los enlaces de acidos nucleicos de
secuencias especificas (tales como GAL4), mejorar la estabilidad del polipéptido de la FGE bajo condiciones de
ensayo, 0 suministrar una particula eliminable, tal como la proteina verde fluorescente. Un polipéptido fusionado a
un polipéptido o fragmento de la FGE. También pueden suministrar medios de deteccién facil de la proteina de
fusién, por ejemplo, por medio de reconocimiento inmunoldgico o por medio de marcacién fluorescente.

Un método para incrementar la actividad generadora de Ca-formilglicina en una célula involucra contactar a la célula
con una molécula aislada de acido nucleico del invento (por ejemplo, un &cido nucleico de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO 1), o uno de sus productos de expresion (por ejemplo, un péptido de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO 2), en un monto efectivo para incrementar la actividad generadora de Ca-formilglicina en la
célula. En secciones importantes, el método incluye activar el gen endoégeno de la FGE para incrementar la actividad
generadora de Ca-formilglicina en la célula.

En cualquiera de las secciones anteriores, el acido nucleico puede estar acoplado operativamente a una secuencia
de expresion genética que dirige la expresion de la molécula de acido nucleico dentro de una célula eucariota tal
como una célula HT-1080. La “secuencia de expresion genética” es cualquier secuencia regulatoria de nucleétidos,
tal como una secuencia promotora 0 una combinacion promotora-mejoradora, que facilita la transcripcion e
interpretacion eficientes del acido nucleico con el cual esta enlazado operativamente. La secuencia de expresion
genética puede, por ejemplo, ser un promotor mamifero o viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Los
promotores constitutivos mamiferos incluyen, pero no se limitan a, los promotores para los siguientes genes: la
hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPTR), la adenosina desaminasa, la piruvato quinasa, el promotor de a-actina 'y
otros promotores constitutivos. Promotores virales de ejemplo que funcionan constitutivamente en células eucariotas
incluyen, por ejemplo, promotores provenientes del virus simico, el virus de papiloma, el adenovirus, el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus del sarcoma de Rous, el citomegalovirus, las repeticiones terminales largas
(LTR - long terminal repeat) del virus de leucemia de moloney y otros retrovirus, y el promotor de quinasa de timidina
del virus de herpes simple. Otros promotores constitutivos son conocidos para aquellas personas con un
conocimiento normal en la industria. Los promotores Utiles como secuencias de expresion genética del invento
también incluyen a promotores inducibles. Los promotores inducibles son activados en la presencia de un agente de
induccién. Por ejemplo, el promotor de metalotioneina es activado para incrementar la transcripcion e interpretacion
en la presencia de ciertos iones metalicos. Otros promotores inducibles son conocidos por aquellas personas con un
conocimiento normal en la industria.

En general, las secuencias de expresion genética deberan incluir, tal como fuese necesario, a secuencias de 5’ que

no transcriben y de 5 que no interpretan involucradas con la iniciacion de la transcripcion e interpretacion,
respectivamente, tales como una caja TATA, la secuencia de nivelacion, la secuencia CAAT, y similares.
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Especialmente, aquellas secuencias de 5 que no transcriben incluiran una regiéon promotora que incluye una
secuencia promotora para el control de transcripcion del acido nucleico unido operativamente. Las secuencias de
expresion genética incluyen opcionalmente a secuencias mejoradoras o secuencias activadoras corriente arriba tal
como sea deseado.

Preferiblemente, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos de la FGEs aqui descritas es enlazada a una
secuencia de expresion genética que permite la expresién de la molécula de acido nucleico en una célula de un
linaje celular especifico, por ejemplo, una neurona. Una secuencia que permite la expresion de la molécula de acido
nucleico en una célula tal como una neurona, es una que es activa selectivamente en ese tipo celular, causando, por
lo tanto, la expresién de la molécula de &cido nucleico en estas células. El promotor sinpsina-1, por ejemplo, puede
ser utilizado para expresar a cualquiera de las moléculas ya mencionadas de acido nucleico del invento en una
neurona; y el promotor genético del factor von Willebrand, por ejemplo, puede ser utilizado para expresar una
molécula de acido nucleico en una célula endotelial vascular. Aquellas personas con conocimiento normal en la
industria identificaran facilmente a promotores alternativos que sean capaces de expresar una molécula de acido
nucleico en cualquiera de las células preferidas del invento.

La secuencia de acido nucleico y la secuencia de expresion genética, se dice que estan “enlazadas operativamente”
cuando estan enlazadas covalentemente para colocar la transcripcién y/o la interpretacion de la secuencia que
codifica al acido nucleico (por ejemplo, en el caso de la FGE, IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 3) bajo la
influencia o el control de la secuencia de expresion genética. Si fuese deseado que la secuencia del acido nucleico
sea interpretada a una proteina funcional, 2 secuencias de ADN se consideran como enlazadas operativamente si la
induccion de una proteina en la secuencia de expresion genética de 5’ resulta en la transcripcion de la secuencia de
acido nucleico y la naturaleza del enlace entre las 2 secuencias de ADN no (1) resulta en la induccion de una
mutacion de traslado de marco, (2) interfiere con la capacidad de la region promotora para dirigir la transcripcion de
la secuencia de acido nucleico, y/o (3) interfiere con la capacidad de la transcripcion correspondiente de ARN para
ser interpretada a la proteina. Por lo tanto, una secuencia de expresion genética estaria enlazada operativamente a
una secuencia de acido nucleico si la secuencia de expresién genética fuese capaz de efectuar transcripciones de
aquella secuencia de acidos nucleicos para que la transcripcion resultante pudiese ser interpretada en la proteina o
polipéptido deseado.

Las moléculas aqui descritas pueden ser entregadas a los tipos de células preferidas del invento individualmente o
en combinaciéon con un vector (refiérase a la seccidon anterior de vectores). En el sentido mas amplio (y
consistentemente con la descripcién de la expresion y de los vectores de direccion descritos en otras secciones de
este documento), un “vector” es cualquier portador capaz de facilitar: (1) la entrega de una molécula a una célula
objetivo y/o (2) la absorcion de la molécula por una célula objetivo. Preferiblemente, los vectores de entrega
transportan a la molécula a la célula objetivo con una degradaciéon reducida en relacion a la magnitud de la
degradacion que resultaria con la ausencia del vector. Opcionalmente, un “ligando de direccion” puede adherirse al
vector para entregar selectivamente al vector a una célula que expresa en su superficie el receptor cognado para el
ligando de direccion. De esta forma, el vector (que contiene un acido nucleico o una proteina) puede ser entregado
selectivamente a una neurona. Metodologias para dirigir incluyen comprobaciones, tales como aquellas descritas en
la patente de Estados Unidos 5,391,723 otorgada a Priest. Otro ejemplo de un portador de direccién bien conocido
es un liposoma. Los liposomas estan comercialmente disponibles de Gibco BRL. Muchos métodos estan publicados
para elaborar liposomas dirigidos.

En general, vectores Utiles incluyen, pero no se limitan a, plasmidos, fagémidos, virus, otros vehiculos derivados de
fuentes virales o bacterianas que han sido manipulados por medio de la insercién o incorporacion de las secuencias
de acidos nucleicos aqui descritas y fragmentos adicionales de é&cidos nucleicos (por ejemplo, mejoradores,
promotores) que pueden adherirse a la secuencia de acidos nucleicos. Los vectores virales son el tipo preferido de
vectores e incluyen, pero no se limitan a, secuencias de acidos nucleicos de los siguientes virus: el adenovirus; el
virus asociado con el adeno; retrovirus, tal como el virus de leucemia de ratones de moloney; el virus del sarcoma de
ratones de harvey; el virus del tumor de las mamas de ratones; el virus del sarcoma de rouse; los virus de tipo SV40;
los virus de polioma; los virus de Epstein-Barr; los virus de papiloma; los virus del herpes; los virus de vaccinia; el
virus de la polio; y virus de ARN tales como un retrovirus. Una persona puede utilizar facilmente otros vectores no
nombrados pero que son conocidos en la industria.

Un virus particularmente preferido para ciertas aplicaciones es el virus asociado con el adeno, un virus de ADN de
doble cepa. El virus asociado con el adeno es capaz de infectar una amplia gama de tipos celulares y especies y
puede ser disefiado para que tenga una replicacion deficiente. Tiene ventajas adicionales, tales como estabilidad de
solventes calientes y lipidos, frecuencias de interpretacion alta en células de diversos linajes, incluyendo células
hematopoyéticas, y la falta de inhibicion de super - infeccién permitiendo, por lo tanto, series multiples de
transducciones. Se ha reportado que el virus asociado con el adeno puede integrarse al ADN celular humano en
lugares especificos, por lo tanto, minimizando la posibilidad de una mutagénesis por inserciones y la variabilidad de
la expresion genética insertada. Adicionalmente, infecciones del virus asociado con el adeno de tipo silvestre han
sido seguidas en cultivos celulares por mas de 100 pases en la ausencia de presion selectiva, implicando que la
integracion gendémica del virus asociado con el adeno es un evento relativamente estable. El virus asociado con el
adeno también puede funcionar en una forma extra cromosémica.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2566 641 T3

En general, otros vectores virales preferidos se basan en virus eucariotas no citopaticos en los cuales genes no
esenciales han sido reemplazados con el gen de interés. Los virus no citopaticos incluyen retrovirus, que tienen una
vida util que involucra la transcripcion en reversa del ARN viral genémico a ADN con una integracion pro - viral
subsiguiente en un ADN celular anfitrion. Los adenovirus y los retrovirus han sido aprobados para ensayos de
terapia genética humana. En general, los retrovirus tienen una deficiencia de replicaciéon (es decir, son capaces de
dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero no son capaces de fabricar una particula infecciosa). Aquellos
vectores de expresion retroviral genéticamente alterados tienen una utilidad general para la transduccién de alta
eficiencia en genes in vivo. Protocolos estandar para producir retrovirus con deficiencias de replicacién (incluyendo
los pasos de incorporacién del material genético exdgeno en un plasmido, la transfeccion de una célula de empaque
alineada con plasmidos, la produccion de retrovirus recombinantes por la linea celular de empaque, la recoleccién
de particulas virales de medio de cultivo de tejidos, y la infeccion de las células de direccion con particulas virales)
se suministran en Kriegler, M., "Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual" (“Transferencia y Expresion
Genética. Un Manual de Laboratorio”), W.H. Freeman CO., Nueva York (1990) y Murry, E.J. Ed. "Methods in
Molecular Biology" (“Métodos en Biologia Molecular”) vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, Nueva Jersey (1991).

Otro vector retroviral preferido es el vector derivado del virus de leucemia de ratones de moloney, tal como es
descrito en Nabel, E.G., et al., Science (Ciencia), 1990, 249:1285-1288. Se ha reportado que los vectores fueron
efectivos para la entrega de genes a las 3 capas de la pared arterial, incluyendo al medio. Otros vectores preferidos
se presentan en Flugelman, et al., Circulation (Circulacion), 1992, 85:1110-1117. Vectores adicionales que son Utiles
para la entrega de moléculas son descritos en este documento también se describen en la patente de Estados
Unidos nimero 5,674,722 de Mulligan, et. al..

Adicionalmente a los vectores ya mencionados, otros métodos de entrega podrian ser utilizados para entregar una
molécula del invento a una célula tal como una neurona, al higado, a fibroblastos y/o a una célula endotelial
vascular, y facilitar de esa forma su absorcién.

Un método de entrega preferido del invento es un sistema de dispersion coloidal. Los sistemas de dispersion
coloidales incluyen sistemas que se basan en lipidos incluyendo emulsiones, micelas mezcladas y liposomas de
aceites en agua. Un sistema coloidal preferido del invento es un liposoma. Los liposomas son portadores de
membranas artificiales que son Utiles como un vector de entrega in vivo o in vitro. Se ha demostrado que portadores
unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vessels), que varian en tamafo desde 0.2-4.0 micrémetros pueden
encapsular macromoléculas grandes. ARN ADN vy viriones intactos pueden ser encapsulados dentro del interior
acuoso y pueden ser entregados a células en una forma biolégicamente activa (Fraley, et al., Trends (Tendencias)
Biochem. Sci, 1981,6:77). Para qué un liposoma sea un vector de transferencia genética eficiente, una o mas de las
siguientes caracteristicas deben estar presentes: (1) la encapsulacion del gen de interés a una eficiencia alta con la
retencion de la actividad bioldgica; (2) enlaces preferenciales y sustanciales a una célula objetivo en comparacion
con las células que no son objetivo; (3) la entrega de los contenidos acuosos de la vesicula al citoplasma celular
objetivo con una alta eficiencia; y (4) una expresion precisa y efectiva de la informacion genética.

Los liposomas pueden ser dirigidos a un tejido especifico, tal como el miocardio o la pared celular vascular, al
acoplar al liposoma a un ligando especifico tal como un anticuerpo monoclonal, azUcar, glicolipidos o proteinas. Los
ligandos que pueden ser (tiles para dirigir a un liposoma a la pared vascular incluyen, pero no se limitan a, la
proteina de cobertura viral del virus de Sendai. Adicionalmente, el vector podria acoplarse a un péptido de direccion
nuclear, que dirigira al &cido nucleico al nacleo de la célula anfitriona.

Los liposomas estan disponibles comercialmente de Gibco BRL, por ejemplo, como LIPOFECTIN™ vy
LEPOFECTACE™, que son formados de lipidos cationicos tales como el cloruro de N-[1-(2, 3 dioleiloxi)-propil]-N, N,
N-trimetilamonio (DOTMA) y el bromuro de dioctadecilamonio de dimetilo (DDAB - dimethyl dioctadecylammonium
bromide). Métodos para elaborar liposomas son bien conocidos en la industria y han sido descritos en muchas
publicaciones. Los liposomas también han sido revisados por Gregoriadis, G. en Trends in Biotechnology
(Tendencias en Biotecnologia), V. 3, p. 235-241 (1985). Liposomas nuevos para la entrega intracelular de
macromoléculas, incluyendo acidos nucleicos, también se describen en la aplicacion internacional PCT numero
PCT/US96/07572 (publicacion namero WO 96/40060, titulada "Intracellular
Delivery of Macromolecules" (“Entrega Intracelular de Macromoléculas™)).

Agentes de compactacion también pueden ser utilizados en combinacion con un vector. Un “agente de
compactacion”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a un agente, tal como la histona, que neutraliza a
las cargas negativas en el acido nucleico y, por lo tanto, permite la compactacién del acido nucleico en un granulo
fino. La compactacion del acido nucleico facilita la absorcion del acido nucleico por la célula objetivo. Los agentes de
compactacion pueden ser utilizados individualmente, es decir, para entregar un acido nucleico aislado del invento en
una forma que sea absorbida mas eficientemente por la célula o, mas preferiblemente, en combinacién con uno o
mas de los vectores ya descritos.

Otras composiciones de ejemplo que pueden ser utilizadas para facilitar la absorcion por una célula objetivo de los

acidos nucleicos del invento incluyendo al fosfato de calcio y otros mediadores quimicos de transporte intracelular,
composiciones de microinyeccion, y electroporacion.
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Métodos para incrementar la actividad de sulfatasas en la célula pueden involucrar contactar una célula que expresa
una sulfatasa con una molécula aislada de acidos nucleicos que codifican a una FGE. “Incrementar” la actividad de
la sulfatasas, tal como se utiliza en este documento, se refiere a una afinidad incrementada para, y/o conversion de,
el sustrato especifico para la sulfatasa, cominmente el resultado de un incremento en la formacion de FGly en la
molécula sulfatasa. En una seccion, la célula expresa una sulfatasa a niveles mas altos que aquellos de las células
de tipo silvestre. El término “incrementar la actividad de la sulfatasas en una célula” también se refiere a incrementar
la actividad de una sulfatasa que es secretada por la célula. La célula podria expresar a una sulfatasa endégena y/o
exogena. Aquel contacto de la molécula de la FGE también se refiere a activar al gen de la FGE endégeno de la
célula. En secciones importantes, la sulfatasa endégena es activada. En ciertas secciones, la sulfatasa es la 2-
sulfatasa de Iduronato, la sulfamidasa, la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina, la 6-sulfatasa de N-
Acetilglucosamina, la arilsulfatasa A, la arilsulfatasa B, la arilsulfatasa C, la arilsulfatasa D, la arilsulfatasa E, la
arilsulfatasa F, la arilsulfatasa G, la HSulf-1, la HSulf-2, la HSulf-3, la HSulf-4, la HSulf-5, y/o HSulf-6. En ciertas
secciones la célula es una célula de mamiferos.

Una composicién farmacéutica podria ser suministrada. La composicion puede comprender una sulfatasa activada
producida por una célula de este invento, en un monto farmacéuticamente efectivo para tratar una deficiencia de
sulfatasas, y un portador farmacéuticamente aceptable. En secciones importantes, la sulfatasa es expresada a
niveles mas altos que las células normales / de control.

La célula que produce sulfatasas puede comprender: (i) una sulfatasa con una actividad incrementada en
comparacién a un control, y (ii) una enzima generadora de Formilglicina con una actividad incrementada en
comparacioén a un control, donde la tasa de la sulfatasa activa en comparacion a la sulfatasa total producida por la
célula es incrementada en por lo menos un 5% sobre la tasa de la sulfatasa activa en comparacién a la sulfatasa
producida por la célula en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina. Se conoce en la industria que la
sobreexpresion de sulfatasas pueden reducir la actividad de las sulfatasas endégenas (Anson et al., Biochem. J.,
1993, 294:657-662). Ademas, so6lo una fraccién de las sulfatasas recombinantes es activa. Hemos descubierto,
inesperadamente, que la actividad/expresiéon incrementada de la FGE en una célula con una actividad/expresion
incrementada de sulfatasas resulta en la produccion de una sulfatasa que es mas activa. Puesto que la presencia de
FGly en una molécula sulfatasa es asociada con la actividad de las sulfatasas, las “sulfatasas activas” pueden ser
cuantificadas al determinar la presencia de FGly en el producto celular de sulfatasas utilizando la espectrometria de
masa MALDI-TOF, tal como se describe en otras secciones de este documento. La tasa con las sulfatasas totales
puede determinarse entonces facilmente.

La célula que produce sulfatasas o las sulfatasas producidas pueden ser utilizadas para la terapia de deficiencias de
sulfatasas. Aquellas enfermedades incluyen, pero no se limitan a, la deficiencia de sulfatasas mudltiples, la
mucopolisacaridosis 1l (MPS II; el sindrome de Hunter), la mucopolisacaridosis IIA (MPS llA; el sindrome de
Sanfilippo A), la mucopolisacaridosis VIII (MPS VIII), la mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; el sindrome de Morquio
A), la mucopolisacaridosis VI (MPS VI; el sindrome de Maroteaux-Lamy), la leucodistrofia metacromatica (MLD -
Metachromatic Leukodystrophy), la condrodisplasia punctata recesiva vinculada al cromosoma X 1, y la ictiosis
vinculada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasas de esteroides).

Puede realizarse el tratamiento agudo y profilactico de cualquiera de las condiciones que se acaban de mencionar.
Tal como se utiliza en este documento, un tratamiento agudo se refiere al tratamiento de sujetos que tienen una
condicion especifica. El tratamiento profilactico se refiere al tratamiento de sujetos que tienen el riesgo de tener la
condicion, pero que en ese momento no la tienen o no experimentan los sintomas de la condicion.

En su sentido mas amplio, los términos “tratamiento” o “tratar” se refieren a los tratamientos agudos y profilacticos. Si
el sujeto tiene la necesidad del tratamiento o esta experimentando una condicién (0o ha o esta teniendo una
condicion especifica), entonces tratar la condicion se refiere a aliviar, reducir o eliminar la condicién de uno o mas
sintomas que surjan de la condicién. En algunas secciones importantes, tratar la condicidon se refiere a aliviar,
reducir o eliminar un sintoma especifico 0 un subconjunto especifico de sintomas asociados con la condicion. Si el
sujeto tiene la necesidad del tratamiento es una persona que tiene el riesgo de tener una condicion, entonces tratar
al sujeto se refiere a reducir el riesgo de que el sujeto tenga la condicion.

La modalidad de administracion y la dosis de un agente terapéutico del invento variara con la etapa especifica de la
condiciéon que se esta tratando, la edad y la condicion fisica del sujeto que esta siendo tratado, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existiese), la ruta especifica de administracién, y factores
similares dentro del conocimiento y experiencia especializada del proveedor de salud.

Tal como se describe en este documento, los agentes pueden ser administrados en montos efectivos para tratar
cualquiera de las deficiencias de sulfatasas ya mencionadas. En general, un monto efectivo es cualquier monto que
puede causar un cambio beneficioso en un tejido deseado de un sujeto. Preferiblemente, un monto efectivo que es
un monto suficiente para causar un cambio fenotipico favorable en una condicion especifica tal como una reduccion,
un alivio o una eliminacién de un sintoma o de una condicidon completa.

En general, un monto efectivo es aquel monto de una preparacion farmacéutica que individualmente, o junto con
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otras dosis, produce la respuesta deseada. Esto podria involucrar solamente desacelerar temporalmente el progreso
de la condicion, aunque mas preferiblemente, involucra detener el progreso de la condicién permanentemente o
retrasar la ocurrencia de o evitar que ocurra la condicién. Esto puede ser monitoreado por métodos rutinarios.
Generalmente, las dosis de compuestos activos variarian de entre alrededor de 0.01 miligramos/kilogramo por dia a
1000 mg/kilogramos por dia. Se espera que las dosis que varian desde 50 pg-500 pg/kilogramo sean adecuadas,
preferiblemente oralmente y con una o varias administraciones diariamente.

Aquellos montos dependeran, desde luego, de la condicion especifica que se esta tratando, la gravedad de la
condicion, los parametros individuales del paciente incluyendo su edad, su condicion fisica, su tamafio y su peso, la
duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existiese), la ruta especifica de administracion y
factores similares dentro del conocimiento y experiencia especializada del proveedor de salud. Dosis mas bajas
resultaran de ciertas formas de administracion, tales como una administracion intravenosa. En el caso de que una
respuesta del sujeto sea insuficiente con las dosis iniciales aplicadas, dosis mas altas (o dosis efectivamente mas
altas por medio de una ruta de entrega diferente mas localizada) podrian utilizarse dependiendo de la magnitud
permitida por la tolerancia del paciente. Varias dosis diarias estdn contempladas para lograr niveles sistémicos
apropiados de los compuestos. Es preferible, generalmente, que una dosis maxima sea utilizada, es decir, la dosis
segura mas alta de acuerdo a un juicio médico sélido. Se entendera por aquellas personas con conocimiento en la
industria, sin embargo, que un paciente podria insistir en una dosis mas baja o una dosis tolerable por razones
médicas, razones psicolédgicas o virtualmente cualquier otra razon.

Los agentes pueden ser combinados, opcionalmente, con un portador farmacéuticamente aceptable para formar una
preparacion farmacéutica.

El término “portador farmacéuticamente aceptable” tal como se utilizan este documento significa una o mas
sustancias de relleno, de dilucién o de encapsulamiento que sean adecuadas para su administracién a un humano.

El término “portador” denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético, con el cual el ingrediente activo
es combinado para facilitar su aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también son
capaces de ser combinadas con las moléculas de este invento, y entre si, en una forma para que no exista una
interaccion que deshabilite sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. En algunos aspectos, las
preparaciones farmacéuticas comprenden un agente en un monto efectivo para tratar una enfermedad.

Las preparaciones farmacéuticas podrian contener agentes adecuados de amortiguacién, incluyendo: al acido
acético en una sal; al &cido citrico en una sal; al 4cido bdrico en una sal; o al acido fosforico en una sal. Las
composiciones farmacéuticas también podrian contener, opcionalmente, conservadores adecuados, tal como: el
cloruro de bezalconio; el clorobutanol; el parabeno o el timerosal.

Esta disponible una variedad de rutas de administracion. La modalidad particular seleccionada dependera, desde
luego, del medicamento especifico seleccionado, de la gravedad de la condicién que se esta tratando y de la dosis
requerida para una eficacia terapéutica.

Los métodos de tratamiento, hablando en general, pueden practicarse utilizando cualquier modalidad de
administracidon que sea médicamente aceptable, refiriéndose a cualquier modalidad que produzca niveles efectivos
de los compuestos activos sin causar efectos colaterales adversos clinicamente inaceptables.

Agquellas modalidades de administracion incluyen las rutas orales, rectales, tépicas, nasales, intradérmicas,
transdérmicas, o parenterales. El término “parenteral” incluyen rutas subcutaneas, intravenosas, intra-omentales,
intramusculares o por medio de infusiones. Las rutas intravenosas o intramusculares no son particularmente
adecuadas para terapias y profilaxis a largo plazo. Por ejemplo, composiciones farmacéuticas para el tratamiento
agudo de sujetos que tienen un dolor de cabeza tipo migrafia pueden formularse en una variedad de formas
diferentes y para una variedad de modalidades de administracion incluyendo a tabletas, capsulas, polvos,
supositorios, inyecciones y aerosoles nasales.

Las preparaciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en formas de dosis unitarias y pueden
prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en la industria farmacéutica.

Todos los métodos incluyen el paso de asociar al agente activo con un portador que constituye uno o mas
ingredientes tipo accesorio. En general, las composiciones son preparadas al asociar uniformemente e intimamente
al compuesto activo con un portador liquido, un portador sélido dividido finamente, o ambos, y entonces, si fuese
necesario, darle forma al producto.

Las composiciones adecuadas para la administracion oral pueden presentarse en forma de unidades discretas, tales
como capsulas, tabletas, pastillas, cada una conteniendo un monto predeterminado de un compuesto activo. Otras
composiciones incluyen suspensiones en liquidos acuosos o liquidos no acuosos tales como un jarabe, un elixir o
una emulsion.
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Composiciones adecuadas para la administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacion
acuosa estéril de un agente del invento, que es preferiblemente isoténico a la sangre del recipiente.

Esta preparacion acuosa puede ser formulada de acuerdo a métodos conocidos utilizando agentes de dispersion o
humectantes adecuados y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion
0 suspension inyectable estéril en un diluyente o solventes aceptables que no sean toxicos, por ejemplo, una
solucion en diol de 1,3-butano.

Entre los portadores y solventes aceptables que pueden ser utilizados se encuentran el agua, la solucién de Ringer,
y una solucién isoténica de cloruro de sodio. Adicionalmente, aceites estériles y fijos son utilizados
convencionalmente como medios solventes o de suspensién. Con este fin, cualquier aceite fijo blando puede ser
utilizado incluyéndolos tipo mono- o di-. Adicionalmente, acidos grasos tales como el acido oleico pueden ser
utilizados en la preparacion de inyectables.

Formulaciones adecuadas para administraciones orales, subcutaneas, intravenosas, intramusculares, etcétera
pueden encontrarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Ciencias Farmacéuticas de Remington), Mack
Publishing Co., Easton, PA.

Puede facilitarse un método para incrementar la actividad generadora de la Ca-formilglicina en una célula. El método
involucra contactar a la célula con una molécula aislada de &cidos nucleicos del invento (por ejemplo, un acido
nucleico de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 1), o uno de sus productos de expresion (por ejemplo, un
péptido de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2), en un monto efectivo para incrementar la actividad
generadora de Ca-formilglicina en la célula. En secciones importantes, el método involucra la activacion del gen
endogeno de la FGE para incrementar la actividad generadora de Ca-formilglicina en la célula. En algunas
secciones, el contacto es localizado bajo condiciones que permiten la entrada de una molécula del invento a la
célula.

El término “permitir la entrada” de una molécula a una célula tiene los siguientes significados dependiendo de la
naturaleza de la molécula. Para un &cido nucleico aislado tiene el objetivo de describir la entrada del acido nucleico
a través de la membrana celular y en el nicleo de la célula, donde el “transgén de acido nucleico” puede utilizar la
maguinaria celular para producir polipéptidos funcionales codificados por el acido nucleico. El término “transgén de
acido nucleico” tiene el propésito de describir a todos los acidos nucleicos del invento, con o sin vectores asociados.
Para un polipéptido, tiene el proposito de describir la entrada del polipéptido a través de la membrana celular y
adentro del citoplasma celular, y si fuese necesario, la utilizacion de la maquinaria citoplasmica celular para
modificar funcionalmente al polipéptido (por ejemplo, a una forma activa).

Varias técnicas pueden ser utilizadas para introducir acidos nucleicos a las células, dependiendo de si los acidos
nucleicos son introducidos in vitro o in vivo en un anfitrion. Aquellas técnicas incluyen la transfeccion de
precipitaciones del acido nucleico- CaPO4, la transfeccion de acidos nucleicos asociados con la DEAE, la
transfeccién con un retrovirus incluyendo al acido nucleico de interés, la transfeccion mediada por liposomas, y
similares.

Para ciertos usos, es preferible dirigir al acido nucleico a células especificas. En aquellas instancias, un vehiculo
utilizado para la entrega de un acido nucleico del invento a una célula (por ejemplo, un retrovirus, u otro virus; un
liposoma) puede tener una molécula de direcciéon adherida a este.

Por ejemplo, una molécula tal como un anticuerpo especifico a una proteina de la superficie de la membrana en la
célula objetivo o un ligando para un receptor en la célula objetivo puede enlazarse a, o incorporarse dentro de, el
portador de entrega del acido nucleico.

Por ejemplo, en los casos en los que se utilizan a liposomas para entregar a los acidos nucleicos del invento,
proteinas que se enlazan a una proteina de la superficie de la membrana con endocitosis podria incorporarse a la
formulacién de un liposoma para dirigir y/o facilitar la absorcion.

Aquellas proteinas incluyen a proteinas cépside o sus fragmentos tropicos para un tipo celular especifico,
anticuerpos para proteinas que experimentan una internalizacién en ciclos, proteinas que apuntan a una localizacién
intracelular y que mejoran la vida media intracelular, y similares. Los sistemas de entrega polimérica también han
sido exitosos para entregar a acidos nucleicos a células, tal como es conocido por aquellas personas con
conocimiento en la industria. Aquellos sistemas incluso permiten una entrega oral de acidos nucleicos.

Tal como se describi6é anteriormente, este invento permite la provision de una célula productora de sulfatasas donde
la tasa de sulfatasas activas en comparacion a las sulfatasas producidas (es decir, la actividad especifica) por la
célula es incrementada.

La célula puede comprender: (i) una sulfatasa con una expresion incrementada, y (ii) una enzima generadora de
formilglicina con una expresion incrementada, donde la tasa de la sulfatasas activas en comparacion a la sulfatasa
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total producida por la célula es incrementada en por lo menos el 5% sobre la tasa de la sulfatasas activas en
comparacion de las sulfatasas totales producidas por la célula en la ausencia de la enzima generadora de
formilglicina.

Una “sulfatasa con una expresion incrementada”, tal como se utiliza en este documento, cominmente se refiere a
una expresion incrementada de una sulfatasa y/o su polipéptido codificado en comparacién a un control.

La expresion incrementada se refiere a incrementar (es decir, en una magnitud detectable) la replicacion, la
transcripcidon y/o la interpretacion de cualquiera de los acidos nucleicos de sulfatasas (los acidos nucleicos de
sulfatasas tal como son descritos en otras secciones de este documento), puesto que la regulacion-incremento de
cualquiera de estos procesos resulta en un incremento de concentracién/monto del polipéptido codificado por el gen
(acido nucleico). Esto puede lograrse utilizando a varios métodos conocidos en la industria, también descritos en
otras secciones de este documento, tal como la transfeccién de una célula con una ADNc y/o un ADN genémico de
una sulfatasa que abarca el locus de la sulfatasa, activar el gen endoégeno de la sulfatasa al colocar, por ejemplo, un
elemento promotor fuerte corriente arriba del locus genémico del gen enddégeno de la sulfatasa utilizando una
recombinacién homologa (refiérase, por ejemplo, a la tecnologia de activacion genética descrita en detalle en las
patentes de Estados Unidos numeros 5,733,761,6,270,989, y 6,565,844), etcétera. Un control tipico seria una célula
idéntica transfectada con un plasmido o varios plasmidos vectores. Mejorar (0 incrementar) la actividad de la
sulfatasas también se refiere a prevenir o inhibir la degradacién de las sulfatasas (por ejemplo, por medio de una
ubiquitinacién incrementada), regulacion-reduccion, etcétera, resultando, por ejemplo, en una molécula ty2 sulfatasa
incrementada o estable (vida media) cuando se compara con un control. La regulacién-reduccién o expresion
reducida se refiere a la expresion reducida de un gen y/o su polipéptido codificado. La regulacion-incremento o
regulacion-reduccion de la expresion genética puede determinarse directamente al detectar un incremento o una
reduccion, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen (por ejemplo, una sulfatasa), o el nivel de expresion
proteinica del polipéptido que codifica al gen, utilizando cualquier medio adecuado conocido en la industria, tal como
la hibridacién de acidos nucleicos o métodos para la deteccion de anticuerpos, respectivamente, en comparacion
con los controles. La regulacidn-incremento o la regulacion-reduccion de la expresion genética de la sulfatasas
también puede determinarse indirectamente al detectar un cambio en la actividad de la sulfatasas.

Asimismo, una “enzima generadora de formilglicina con una expresién incrementada”, tal como se utiliza en este
documento, se refiere, cominmente, a una expresion incrementada de un &acido nucleico de la FGE y/o su
polipéptido codificado en comparacién con un control. La expresion incrementada se refiere a incrementar (es decir,
en una magnitud detectable) la replicacion, la transcripcion y/o la interpretacion de cualquiera de los acidos nucleicos
de la FGE (tal como se describe en otras secciones de este documento), puesto que la regulacién-incremento de
cualquiera de estos procesos resulta en incrementar la concentracidn/monto del polipéptido codificado por el gen
(acido nucleico). Esto puede lograrse utilizando los métodos descritos anteriormente (para las sulfatasas), y en otras
secciones de este documento.

En ciertas secciones, la tasa de las sulfatasas activas en comparacion de las sulfatasas totales producidas por la
célula se incrementa en por lo menos el 10%, el 15%, el 20%, el 50%, el 100%, el 200%, el 500%, el 1000%, sobre
la tasa de sulfatasas activas en comparacion de la sulfatasas totales producidas por la célula en la ausencia de la
enzima generadora de formilglicina.

Puede facilitarse un método mejorado para tratar una deficiencia de sulfatasas en un sujeto. El método involucra la
administracion a un sujeto en necesidad de aquel tratamiento de una sulfatasa en un monto efectivo para tratar la
deficiencia de sulfatasas en el sujeto, donde se contacta a la sulfatasa con la enzima generadora de formilglicina en
un monto efectivo para incrementar la actividad especifica de las sulfatasas. Tal como se describié en otras
secciones de este documento, la “actividad especifica” se refiere a la tasa de las sulfatasas activas en comparacion
a las sulfatasas totales producidas. El término “contactado” tal como se utiliza en este documento, se refiere a la
FGE que modifica post - interpretacion a las sulfatasa stal como se describe en otras secciones de este documento.
Seria aparente para una persona con conocimiento normal en la industria que la FGE puede contactar a una
sulfatasa y modificarla si los acidos nucleicos que codifican a la FGE y una sulfatasa estan siendo co- expresadas en
una célula, o incluso si un polipéptido aislado de la FGE contacta a un polipéptido aislado de la sulfatasa in vivo o in
vitro. Aunque un polipéptido aislado de la FGE pueda ser co- administrado con un polipéptido aislado de la sulfatasa
a un sujeto para tratar una deficiencia de sulfatasas en el sujeto, es preferible que el contacto entre la FGE y la
sulfatasa ocurra in vitro antes de la administracion de la sulfatasa al sujeto. Este método mejorado de tratamiento es
beneficioso a un sujeto puesto que montos mas pequefios de la sulfatasa necesitan administrarse, con menor
frecuencia, puesto que la sulfatasa tiene una actividad especifica superior.

El invento serd mejor y mas entendido haciendo referencia a los siguientes ejemplos que no deben ser considerados
como limitantes de la cobertura del invento. (Si cualquier ejemplo o cualquiera de sus partes no estan dentro del
enfoque de las reivindicaciones estos son proveidos para propdsitos informativos).

Ejemplos

Ejemplo 1:
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La deficiencia de sulfatasas multiples es causada por mutaciones en los genes que codifican a la enzima generadora
de Ca-formilglicina

Procedimientos Experimentales

Materiales y Métodos

Ensayo in vitro para la FGE

Para monitorear la actividad de las FGEs, el péptido P23 23mer N-acetlado y C-amidada
(MTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRS) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 33) fue utilizado como sustrato. La
conversion del residuo de cisteina en la posicion 11 de la FGly fue monitoreada por medio de una espectrometria de
masa MALDI-TOF. Se prepar6 una soluciéon de almacenamiento de 6 uM de P23 en un 30% de acetonitrilo y 0.1 por
ciento de acido trifluoroacético (TFA - trifluoroacetic acid). Bajo condiciones estandar se incubaron 6 pmol de P23 a
37 °C con hasta 10 ul de enzimas en un volumen final de 30 ul de 50 mM de Tris/HCI, pH 9.0, que contenian 67 mM
de NaCl, 15 mM de CaClI2, 2 mM de DTT, y 0.33 mg/ml de albumina sérica bovina. Para detener a la reaccién
enzimatica se agregaron 1.5 microlitros de un 10% de TFA. Se enlazé entonces al P23 al ZipTip C18 (Millipore), se
enjuagd con un 0.1 por ciento de TFA y se coloco en 3 pl de un 50% de acetonitrilo, 0.1 por ciento de TFA. 0.5
microlitros del eluido se mezclé con 0.5 microlitros de la soluciéon matriz (5 pg/mililitros de acido a-ciano-4-hidroxi-
cinamico (Bruker Daltonics, Billerica, MA) en un 50% de acetonitrilo, 0.1 por ciento de TFA) en un objetivo de acero
inoxidable. Se realizd una espectrometria de masa MALDI-TOF con un Reflex Il (Bruker Daltonics) utilizando una
modalidad de reflectron y energia laser justo por encima del limite de desorcién/ionizacion. Todos los espectros
fueron promedios de 200-300 imagenes de varios lugares del objetivo. El eje de masa fue calibrado utilizando
péptidos de masas moleculares que variaban desde 1000 a 3000 Da como estandares externos. El MH"
monoisotépico de P23 es 2526.28 y el producto que contiene a la FGly es de 2508.29. La actividad (pmol del
producto/h) fue calculada en base a la altura pico del producto dividida para la suma de las alturas pico de P23 y del
producto.

Purificacion de la FGE proveniente de testiculos bovi nos

Se obtuvieron testiculos bovinos del matadero local y se almacenaron hasta por 20 horas en hielo. El parénquima
fue liberado del tejido conectivo y homogeneizado en una licuadora y por 3 rondas con un motor de alfareria. Se
realiz6 la preparacion de los microsomas brutos (RM - rough microsomes) por medio de un fraccionamiento celular
de la homogeneizacion obtenida tal como fue descrito (Meyer et al., J. Biol. Chem., 2000, 275:14550-14557) con las
siguientes modificaciones. 3 pasos diferenciales de centrifugacion, 20 minutos cada uno a 4 °C, fueron realizados a
500 g (rotor JA10), 3 mg (JA10) y 10 mg (JA10). A partir de la Ultima precipitacion, las membranas RM fueron
sedimentadas (125 mg, rotor Ti45, 45 minutos, 4 °C), homogeneizadas usando un motor de alfareria y divididas en
capas en un colchén de sacarosa (50 mM de Hepes, pH 7.6, 50mM de KAc, 6 mM de MgAcz, 1 mM de EDTA, 1.3 M
de sacarosa, 5 mM B-mercaptoetanol). Los RMs fueron recuperados del pellet después de rotar durante 210 minutos
a 4500 rpm en un rotor Ti45 a 4 °C. Usualmente entre 100000-15000 RM equivalentes, tal como se define por Walter
y Blobel (Methods Enzymol (Métodos en Enzimolégicos)., 1983, 96:84-93), se obtuvieron de 1 kg de tejido de
testiculos. El reticuloplasma, es decir, el contenido luminoso del RM, fue obtenido por medio de extraccion
diferencial a concentraciones bajas de deoxi Big Chap (Gran Agrietamiento), tal como se ha descrito (Fey et al., J.
Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). Para la purificacién de la FGE, se dializaron 95 ml de reticuloplasma durante
20 horas a 4 °C en contra de 20mM de Tris/HCI, pH 8.0, 25 mM de DTT, y se despejaron por medio de
centrifugacién en 125000 g durante una hora. Porciones de 32 ml del reticuloplasma despejado fueron cargadas en
una columna MonoQ HR10/10 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) a la temperatura del cuarto, se lavaron y se
eluyeron a 2 ml/minuto con un gradiente lineal de cero a 0.75 M de NaCl en 80 ml del amortiguador Tris. Las
fracciones que contenian a la actividad FGE, eluyéndose a 50-165 mM de NaCl, de 3 ejecuciones fueron agrupadas
(42 ml) y mezcladas con 2 ml de concanavalina A-sefarosa (Amersham Biosciences) que se habian lavado con 50
mM de amortiguador Hepes, pH 7.4, que contenia 0.5 M de KCI, 1mM de MgCl;, 1 mM de MnCI2, 1 mM de CaCl2, y
2.5 mM de DTT. Después de una incubacién durante 16 horas a 4 °C, la concanavalina A-Sefarosa fue recolectada
en una columna y lavada con 6 ml del mismo amortiguador Hepes. El material enlazado fue eluido al incubar a la
columna durante una hora a la temperatura del cuarto con 6 ml de 0.5 M de a-metilmanésido en 50 mM de Hepes,
pH 7.4, 2.5 mM de DTT. La elucién fue repetida con 4 ml del mismo eluyente. Los eluidos combinados (10 ml)
provenientes de concanavalina A-Sefarosa fueron ajustados a un pH de 8.0 con 0.5 M de Tris/HCI, pH 9.0, y
mezclados con 2 ml de Affigel 10 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) que se derivé con 10 mg de péptidos
mezclados (PVSLPTRSCAALLTGR) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 34) y lavada con el amortiguador
A (50mM de Hepes, pH 8.0, que contenia 0.15 M de acetato de potasio, 0.125 M de sacarosa, 1 mM de MgClI2,y 2.5
mM de DTT). Después de una incubacién durante 3 horas a 4 °C la matriz de afinidad fue recolectada en una
columna. El flujo y una fraccion de lavado con 4 ml del amortiguador a fueron recolectados, combinados y
mezclados con 2 ml de Affigel 10 que habia sido sustituido con 10 mg del péptido Ser69 (PVSLSTPSRAALLTGR)
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 35) y lavado con el amortiguador a punto después de su incubacion
durante la noche a 4 °C, la matriz de afinidad fue recolectada en una columna, lavada 3 veces con 6 ml del
amortiguador B (el amortiguador a que contenia 2 M de NaCl y una mezcla de los 20 aminoéacidos proteinogénicos,
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cada uno 50 mg/mililitro). EI material enlazado fue eluido a partir de la matriz de afinidad al incubar al Affigel 2 veces
durante 90 minutos cada uno con 6 ml del amortiguador B que contenia 25 mM del péptido Ser69. Una porcion del
eluido fue sustituida con 1 mg/mililitro de albumina sérica bovina, dializadas en contra del amortiguador A y
analizada para detectar su actividad. La parte restante de la actividad (11.8 mililitros) se concentré en un
concentrador Vivaspin 500 (Vivascience AG, Hannover, Alemania), y se solubilizé a 95 °C en un amortiguador de
muestra de Laemmli SDS. La composicién de polipéptidos del material y de las preparaciones de inicio obtenidas
después de los pasos de cromatografia fue monitoreada por medio de SDSPAGE (15% de acrilamida, 0.16 por
ciento de bisacrilamida) y manchadas con SYPRO Ruby (Bio-Rad Laboratories).

Identificacién de la FGE por medio de espectrometria de masa

Para un andlisis de huellas peptidicas, los polipéptidos purificados fueron digeridos en gel con tripsina (Shevchenko
et al.,, Anal. Chem., 1996,68:850-855), se desalaron en C18 ZipTip y fueron analizados por medio de una
espectrometria de masa MALDI-TOF utilizando acido dihidrobenzéico como matriz y 2 péptidos autoliticos de
tripsina (m/z 842.51 y 2211.10) como estandares internos. Para el conjunto un analisis de espectrometria de masa
selecciond péptidos para una espectrometria de masa de decaimiento post-fuente MALDI-TOF. Sus iones
correspondientes cargados doblemente fueron aislados y fragmentados por medio de una espectrometria de masa
de trampa i6nica nano-ESI fuera de linea. Los datos de las espectrometrias de masa fueron utilizados por el
algoritmo de busqueda Mascot (Mascota) para una identificacion proteinica en la base de datos de proteinas NCBInr
y la base de datos de nucle6tidos NCBI EST.

Informéatica biol6gica

Los péptidos de sefializacion y los lugares de division fueron descritos con el método de von Heijne (von Heijne,
Nucleic Acids (acidos nucleicos) Res., 1986, 14:4683-90) implementados en EMBOSS (Rice et al., Trends in
Genetics (tendencias en genética), 2000, 16:276-277). Lugares de N-glicosilacion fueron pronosticados utilizando el
algoritmo de Brunak (Gupta y Brunak, Pac. Symp. Biocomput., 2002, 310-22). Se detectaron dominios funcionales
usando los modelos PFAM-Hidden(escondido)-Markov (versién 7.8) (Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Acidos
Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322). Para buscar a homélogos de la FGE, las bases de datos del National Center for
Biotechnology Information (Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica) (Wheeler et al., Nucleic Acids (Acidos
Nucleicos) Res., 2002, 20:13-16) fueron consultados con BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos)
Res., 1997, 25:3389-3402). Las similitudes secuenciales fueron calculadas utilizando herramientas estandar de
EMBOSS. La organizacion y la ubicacién de los lugares gendmicos se determinaron utilizando los recursos
gendmicos de humanos y de ratones de NCBI y el mapa de homologia de humanos-ratones también conforman a
NCBI, Bethesda, MD).

Clonacién de ADNc de la FGE humana

ARN completo, preparado de fibroblastos humanos utilizando el mini botiquin RNEASY™ (Qiagen, Inc., Valencia,
CA) fue transcrito en forma reversa utilizando el botiquin OMNISCRIPT RT™ (Qiagen, Inc., Valencia, CA) y un
cebador de oligo(dT) o el cebador especifico de la FGE 1199nc (CCAATGTAGGTCAGACACG) (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 36). La primera cepa de ADNc fue amplificada por medio de PCR utilizando al cebador
delantero 1c (ACATGGCCCGCGGGAC) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 37) y, como cebador en
reversa, a 1199nc o a 1182nc (CGACTGCTCCTTGGACTGG), (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 38).
Los productos PCR fueron clonados directamente al vector pCR4-TOPO™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).
Al secuenciar varios de los productos PCR clonados, que fueron obtenidos de varios individuos y de reacciones
independientes de RT y PCR, la secuencia codificadora de la ADNc de la FGE fue determinada
(IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS: 1y 3).

Deteccion de mutacién, secuencia gendémica, mutagéne  sis dirigida a lugares y analisis de Northern blot

Protocolos estandar utilizados en este estudio fueron esencialmente como se describen en Liibke et al. (Nat. Gen.,
2001, 28:73-76) y Hansske et al. (J. Clin. Invest., 2002, 109:725-733). Los Northern blots fueron hibridados con una
sonda de ADNc cubriendo toda la region codificadora y una sonda de ADNc (-actuadora como un control para
cargar al ARN.

Lineas celulares y cultivo celular

Los fibroblastos de los pacientes de MSD 1-6 fueron obtenidos de E. Christenson (Rigshospitalet Copenhague), M.
Beck (Universitatskinderklinik Mainz), A. Kohlschitter (Universitatskrankenhaus Eppendorf, Hamburgo), E.
Zammarchi (Meyer Hospital, University of Florence), K. Harzer (Institut fUr Himforschung, Universitat Tubingen), y A.
Fensom (Guy’s Hospital, Londres), respectivamente. Los fibroblastos de piel humana, las células HT-1080, BHK21 y
CHO fueron mantenidas a 37 °C bajo un 5% de CO; en el medio Eagle (a4guila) modificado de Dulbecco que
contenia un 10% de suero fetal de becerro.

Transfeccion, inmunofluorescencia indirecta, analis is de Western blots y deteccion de la actividad FG  E
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La ADNc de la FGE fue equipada con un lugar 5’ EcoRI y con una secuencia de marcacion 3’ HA-, c-Myc o0 RGS-
His6, seguido por un codén de parada y un lugar Hindlll, por medio de un PCR de alargamiento utilizando una
polimerasa Pfu (Stratagene, La Jolla, CA) y los siguientes cebadores: GGAATTCGGGACAACATGGCTGCG (EcoRl)
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 39), CCCAAGCTTATGC
GTAGTCAGGCACATCATACGGATAGTCCATGGTGGGCAGGC(HA) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
40), CCCAAGCTTACAGGTCTTCTTCAGAAATCAGCTTITGTTCGTCCATGGTGGGCAG GC (c-Myc)
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 41), CCCAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATC
CTCTGTCCATGGTGGGCAGGC (RGS-His6) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 42). Los productos
resultantes de PCR fueron clonados como fragmentos de EcoRI/Hindlll a pMPSVEH (Artelt et al., Gene, 1988,
68:213-219). Los plasmidos obtenidos fueron transfectados transitoriamente a células HT-1080, BHK21 y CHO
cultivadas en fundas cobertores, utilizando EFFECTENE™ (Qiagen) como un reactivo de transfeccién. 48 horas
después de la transfeccion, las células fueron analizadas por medio de inmunofluorescencia indirecta tal como se
describié previamente (Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Hansske et al., J. Clin. Invest., 2002, 109:725-733),
utilizando anticuerpos monoclonales IgG1 en contra de HA (Berkeley Antibody Company, Richmond, CA), cMyc
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) o RGS-His (Qiagen), anticuerpos primarios. La proteina marcadora
del reticulo endoplasmico, la proteina disulfuro-isomerasa (PDI) fue detectada con un anticuerpo monoclonal de un
subtipo diferente (IgG2A, Stressgen Biotech., Victoria BC, Canadd). Los anticuerpos primarios fueron detectados con
anticuerpos secundarios de cabra de isotipos especificos acoplados a CY2 o CY3, respectivamente (Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR). Imagenes de inmunofluorescencia fueron obtenidos en un microscopio de deteccion
laser Leica TCS Sp2 AOBS. Para un andlisis de Western blots los mismos anticuerpos monoclonales y un IgG anti
raton conjugado con HRP como un anticuerpo secundario fueron utilizados. Para la determinacion de la actividad
FGE, se lavaron a células tripnizadas con una solucién salina amortiguada con fosfato que contenia una mezcla de
inhibidores de proteasas (208 uM de hidrocloruro de fluoruro de sulfonilo de 4-(2- aminoetil)benceno, 0.16 uM de
aprotinina, 4.2 uM de leupeptina, 7.2 uM de bestatina, 3 uM de peptastina A, 2.8 uM de E-64), solo utilizado en 10
mM de Tris, pH 8.0, que contenia 2.5 mM de DTT, los inhibidores de proteasas y 1% de Triton X-100, y se despejo
por medio de centrifugacion a 125 mg durante una hora. El sobrenadante fue expuesto a cromatografia en una
columna MonoQ PC 1.6/5 utilizando las condiciones descritas anteriormente. Las fracciones que se estaban
eluyendo a 50-200 mM de NaCl fueron agrupadas, liofilizadas y reconstituidas en un décimo del volumen de
agrupacion original antes de su determinacion de la actividad FGE con el péptido P23.

Transduccion retroviral

Los ADNCcs de interés fueron clonados en los vectores pLPCX y pLNCX2 que se basan en el virus de leucemia de
ratones de Moloney (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA). La transfeccién de las células ecotrdpicas FNX-Eco
(ATCC, Manassas, VA) y la transduccién de las células anfotropicas RETROPACK™ PT67 (BD Biosciences
Clontech) y los fibroblastos humanos se realiz6 tal como fue descrito (Libke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76; Thiel
et al., Biochem. J., 2002, 376, 195-201). Para algunos experimentos las células PT67 transducidas con pLPCX
fueron seleccionadas con puromicina antes de la determinacion de las actividades de la sulfatasas.

Ensayos de sulfatasas

La actividad de ASA, STS y GalNAc6S fue terminada tal como se describi6 en Rommerskirch y von Figura, Proc.
Natl. Acad. Sci., Estados Unidos de América, 1992, 89:2561-2565; Gldssl y Kresse, Clin. Chim. Acta, 1978, 88:111-
119.

Resultados
Un ensayo rapido que se basa en péptidos para detec  tar la actividad de la FGE

Hemos desarrollado un ensayo para determinar la actividad FGE en extractos de microsomas utilizando como
sustratos a fragmentos [358] ASA sintetizados in vivo. Los fragmentos fueron agregados a la mezcla del ensayo
como complejos de cadenas emergentes asociadas con ribosomas. La cuantificacion del producto incluyé la
digestion critica, la separacion de los péptidos por medio de RP-HPLC y la identificacion y cuantificacion del FGly
etiquetado como [*°S] que contiene a péptidos tripticos por medio de una combinacién de una derivacién quimica a
hidrazonas, la separacion RP-HPLC y un recuento de centelleo liquido (Fey et al., J. Biol. Cliem., 2001, 276:47021-
47028). Para monitorear la actividad de la enzima durante su purificacion, este procedimiento complicado necesité
ser modificado. Un péptido 16mer sintético correspondiente a los residuos ASA 75-80 y que contenia el motivo
secuencial requerido para la formacién de FGly inhibié a la actividad FGE en el ensayo in vitro. Esto sugirid que
péptidos tales como ASA65-80 podrian servir como sustratos para FGE. Sintetizamos al 23mer péptido P23
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 33), que corresponde a los residuos ASA 60-80 con un residuo de
metionina N-acetilada y de serina C-amidada para proteger a las terminales N y C, respectivamente. La cisteina y la
FGly que contenia formas de P23 pudieron ser identificadas y cuantificadas por una espectrometria de masa del
tiempo de fuga de la desorcién/ionizacion laser asistida por una matriz (MALDI-TOF - matrixassisted laser
desorption/ionisation time of flight). La presencia del residuo de FGly en la posiciéon 11 del P23 fue verificada por
medio de una espectrofotometria de masa de post-decaimiento de la fuente MALDI-TOF (refiérase a Peng et al., J.
Mass Spec., 2003, 38:80-86). La incubacién de P23 con extractos de microsomas de pancreas bovinos o testiculos
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bovinos tuvo una conversion de hasta el 95% del péptido a un derivado que contenia a FGly (figura 1). Bajo
condiciones estandar, la reaccion fue proporcional al monto de enzimas y al tiempo de incubacion. Alrededor del
50% de sustrato fue consumido y el periodo de incubacion no excedié las 24 horas. El km para P23 fue de 13 nM.
Los efectos del glutation oxidado, el ca* y el pH fueron comparables con aquellos vistos en el ensayo utilizando
como sustratos a complejos de cadenas emergentes asociadas con ribosomas (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001,
276:47021-47028).

Purificacién de las FGEs

Para purificacién de la FGE, la fraccién soluble (el reticuloplasma) de microsomas de testiculos bovinos sirvié como
el material inicial. La actividad especifica de la FGE fue de 10-20 veces mas alta que aquella en el reticulo-plasma
de microsomas de pancreas bovinos (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). La purificacion de la FGE
se logré por medio de una combinacién de 4 pasos de cromatografia. Los primeros 2 pasos fueron la cromatografia
en un intercambiador de aniones MonoQ y en la Concanavalina A-Sefarosa. A un pH de 8, la actividad de la FGE se
enlazo al MonoQ y se eluy6 a 50-165 mM de NaCl con una recuperacion del 60-90%. Cuando esta fraccion fue
mezclada con concanavalina A-Sefarosa, la FGE fue enlazada. Del 30-40% de la actividad inicial pudo ser eluida
con 0.5 M de manésido de a-metilo. Los 2 pasos de purificacion finales fueron una cromatografia en derivaciones de
matrices de afinidad con los péptidos 16mer. La primera matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una variacion
del péptido ASA65-80, en la cual los residuos Cys69, Pro71 y Arg73, criticos para la formacién de FGly, fueron
mezclados (péptido mezclado PVSLPTRSCAALLTGR -IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 34). Este
péptido no inhibio la actividad FGE cuando se agreg6 a una concentracion de 10 mM en el ensayo in vitro y, cuando
fue inmovilizado a Affigel 10, no retuvo la actividad de la FGE. Cromatografia en la matriz de afinidad del péptido
mezclado removié las proteinas de enlace del péptido incluyendo a las personas del reticulo endoplasmico. La 22
matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una variacién del péptido ASA65-80, en el cual el Cys69 fue
reemplazado por una serina (péptido de Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR- IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO:
35). La matriz de afinidad del péptido Ser69 enlazo eficientemente a la FGE. La actividad FGE pudo ser eluida con
2M de KSCN o 25 mM del péptido Ser69 con una recuperacion del 20-40%. Antes de la determinacion de la
actividad el KSCN o el péptido Ser69 tuvo que ser removido por medio de didlisis. La sustitucion de Cys69 por serina
fue crucial para la elucién de la FGE activa. Affigel 10 sustituido con el péptido de tipo silvestre ASA65-80 enlazo a la
FGE eficientemente. Sin embargo, casi ninguna actividad pudo ser recuperada en eluidos con sales caotrépicas
(KSCN, MgCI2), péptidos (el péptido ASA65-80 o Ser69) o amortiguadores con un pH bajo o alto. En la figura 2, se
muestra el patrén de los polipéptidos del material de inicio y de las fracciones activas obtenido después de los 4
pasos de cromatografia de una purificacion tipica. En la fraccion final del 5% de la actividad FGE de inicio y el
0.0006 por ciento de la proteina de inicio fueron recuperadas (una purificacion de 8333 veces).

Los polipéptidos purificados de 39.5 y 41.5 kDa son codificados en un solo gen

Los polipéptidos de 39.5 y 41.5 kDa en la preparacion purificada de la FGE fueron sujetos a un andlisis de huellas
peptidicas. El espectro de masa de los péptidos tripticos de los 2 polipéptidos obtenidos por medio de una
espectrometria de masa MALDI-TOF fueron superpuestos en una gran magnitud, sugiriendo que las 2 proteinas se
originan del mismo gen. Entre los péptidos tripticos de ambos polipéptidos (2 péptidos abundantes MH" 1580.73,
SQNTPDSSASNLGFR (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 43), y MH* 2049.91,
MVPIPAGVFTMGTDDPQIK -IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 44 con 2 oscilaciones de metionina)
fueron encontrados, que coincidieron con la proteina codificada por una ADNc con la cuenta del GenBank (Banco
Genético) nimero AK075459 (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERQO: 4). La secuencia de amino&cidos de los 2
péptidos fue confirmada por el espectro post-decaimiento de la fuente MALDI-TOF y por medio de un analisis
MS/MS utilizando una espectrometria de masa de una trampa iénica de ionizacién por medio de un nano-electro
aerosol (ESI - electrospray ionisation). Una secuencia EST del ort6logo bovino de la ADNc humana que cubre a la
parte de la terminal de C de la FGE y que coincide con las secuencias de ambos péptidos suministro informacion
secuencial adicional para la FGE bovina.

Conservacion evolucionaria y estructura del dominio de la FGE

El gen para la FGE humana es codificada por la ADNc de (las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS: 1
y/o 3) y ubicada en el cromosoma 3p26. Se expande por ~105 kb y la secuencia codificadora es distribuida por 9
exones. 3 ortélogos del gen de la FGE humana se encontraron en el ratdn (87% de identidad), en la Drosophilia
melanogaster (48% de identidad), y en la Anopheles gambiae (47% identidad). Las secuencias de EST ort6logas se
encuentran para 8 especies adicionales incluyendo a la vaca, al cerdo, al Xenopus laevis, al Silurana tropicalis, a la
cebra, al pez, al salmén y a otras especies de peces (para detalles refiérase al ejemplo 2). La estructura de exones-
intrones entre el gen de los humanos y de los ratones es conservado en el gen de los ratones en el cromosoma 6E2
que esta ubicado dentro de la region sintética en el cromosoma humano 3p26. Los genomas de S. cerevisiae y de C.
elegans no tienen los homélogos de la FGE. En procariotas 12 homdlogos de la FGE humana fueron encontrados.
La ADNc para la FGE humana se pronostica que codifica a una proteina de 374 residuos (la figura 3 y la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2). La proteina contiene una secuencia divisible de sefializacion de 33
residuos, que indica la translocacion de la FGE en el reticulo endoplasmico, y contiene un solo lugar de N-
glicosilacion en Asnl141. Los enlaces de la FGE a la concanavalina A sugieren que este lugar de N-glicosilacion es
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utilizado. Los residuos 87-367 de la FGE estan listados en la base de datos de motivos proteinicos PFAM como un
dominio de una funcién desconocida (PFAM: DUF323). Un analisis de comparacion secuencial de la FGE humana y
sus ortélogos procariotas identificados en las bases de datos indican que este dominio es compuesto de 3 sub -
dominios diferentes.

Es un dominio de la terminal de N (los residuos 91-154 en la FGE humana) tiene una identificacion secuencial del
46% y una similitud del 79% dentro de los 4 ortélogos de la FGE eucariota conocidos. En la FGE humana, este
dominio porta el lugar de N- glicosilacion en el Asn 141, que es conservado en otros ortélogos. La parte media de la
FGE (los residuos 179-308 en la FGE humana) es representada por un sub - dominio rico en triptéfano (12
triptéfanos por 129 residuos). La identidad de los ortélogos procariotas dentro de este sub - dominio es el 57%, la
similitud es del 82%. El sub - dominio de la terminal C (residuos 327-366 en laFGE humana) es la secuencia mas
altamente conservada dentro de la familia de las FGEs. La identidad secuencial del sub - dominio de la terminal C
humana con los ortélogos eucariotas (3 secuencias de longitud completa y 8 ESTs) es del 85%, la similitud es del
97%. Dentro de los 40 residuos del sub - dominio 3, 4 residuos de cisteina son conservados completamente. 3 de
las cisteinas también son conservadas en los ortélogos FGE procariotas. Los 12 miembros procariotas de la familia
de la FGEs (para detalles refiérase al ejemplo 2) comparten la estructura del sub - dominio con FGEs procariotas.
Los limites entre los 3 sub - dominios son mas evidentes en la familia de las FGEs procariotas debido a que las
secuencias no conservadas de longitudes variables que separan a los sub - dominios entre si. Los genomas de
humanos y de ratones codifican 2 homdlogos que se relacionan de cerca a la FGE (IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS: 43 y 44, cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero NM_015411, en el hombre, y
las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS: 45 y 46, cuenta del GenBank (Banco Genético) nimero
AK076022, en el ratén). Los 2 paralogos son 86% idénticos. Sus genes estan ubicados en regiones sintéticas
cromosomicas (7g11 en humanos, 5G1 en ratones). Los 2 paradlogos comparten con los ortélogos de la FGE la
estructura del sub - dominio y son 35% idénticos y tienen un 47% de similitud a la FGE humana. En el 3* sub -
dominio, que es 100% idéntico en ambos homdlogos, falta la cisteina que contiene a una secuencia de un oligémero
de 11 subunidades (undecamer) del sub - dominio 3.

Expresion, localizacién sub - celular y formas molec ulares

Una sola transcripcion de 2.1 kb es detectable por el andlisis de Northern blot del ARN total de los fibroblastos de la
piel y de poli A+ ARN del corazén, del cerebro, de la placenta, de los pulmones, del higado, del misculo esquelético,
del rifidn y del pancreas. En relacién al ARN de B-actina la abundancia varia por una orden de magnitud y es mas
alta en el pancreas y en el rifion y mas baja en el cerebro. Varias lineas celulares procariotas 0 que expresan
transitoriamente a la ADNc de la FGE humana o de derivados de la FGE extendidos en la terminal C por una
marcacion HA-, Myc- o His6 fueron puestos en ensayos para detectar su actividad FGE y su localizacién sub -
celular de la FGE. La expresion transitoria de la FGE marcada y no marcada incremento la actividad de la FGE en
unas 1.6-3.9 veces. La expresion estable de la FGE en las células PT67 incrementd la actividad de la FGE en
alrededor de 100 veces. La deteccion de la forma marcada de la FGE por una inmunofluorescencia indirecta en
células BHK 21, CHO, y HT1080 mostré una co - localizacion de varias formas de la FGE marcadas con isomerasas
de proteindisulfuro, una proteina luminosa del reticulo endoplasmico. Un andlisis de Western blot de los extractos de
las células BHK 21 transfectadas transitoriamente con la ADNc que codifica a formas marcadas de la FGE mostro
una sola banda inmuno - reactiva con un tamafio aparente entre los 42 y los 44 kDa.

El gen de la FGE porta mutaciones en MSD

La MSD es causada por una deficiencia para generar residuos de FGly en la sulfatasas (Schmidt, B., et al., Cell
(Célula), 1995, 82:271-278). El gen de la FGE es, por lo tanto, un gen candidato para la MSD. Amplificamos y
secuenciamos a la ADNc que codifica a la FGE de 7 pacientes de MSD y encontramos 10 mutaciones diferentes que
fueron confirmadas al secuenciar al ADN gen6mico (tabla 1).

Tabla 1: mutaciones en pacientes de MSD
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Mutacién Efecto en la Proteina Observa ciones Paciente
1076C>A S359X Truncamiento de 16 residuos de la terminal C 1*
IVS3+5-8 del | Eliminacion de los residuos | Eliminacion en el marco del exén 3 1,2
149-173
979C>T R327X Pérdida del sub - dominio 3 2
1045C>T R349W Sustituciéon de un residuo conservado en el sub - | 3.7
dominio 3
1046G>A R349Q Sustitucion de un residuo conservado en el sub - | 4
dominio 3
1006T>C C336R Sustituciéon de un residuo conservado en el sub - | 4
dominio 3
836C>T A279V Sustituciéon de un residuo conservado en el sub - | 5
dominio 2
243delC Cambio de marco y | Pérdida de todos los 3 sub - dominios 5
truncamiento
661delG Cambio de marco y | Pérdida de la terminal C de la FGE incluyendo a | 6**
truncamiento sub - dominio 3
IVS6-1G>A Eliminaciéon de los residuos | Eliminacién en el marco del exén 7 5
281-318
*El paciente 1 es el paciente con MSD en Schmidt, B., et al., Cell (célula), 1995, 82:271-278 y Rommerskirch y
von Figura,
Proc. Natl. Acad. Sci., Estados Unidos de América, 1992, 89:2561-2565.
**E| paciente 6 es el paciente con MSD reportado por Burk et al., J. Pediatr., 1984, 104:574-578.
Los otros pacientes representan casos no publicados.

Para confirmar la deficiencia de las FGEs como la causa de la inactividad de sulfatasas sintetizadas en MSD,
expresamos a la ADNc de las FGE en fibroblastos MSD utilizando una transferencia genética retroviral. Como un
control, traducimos al vector retroviral sin una insercién de la ADNc. Para monitorear la complementacion del defecto
metabdlico de la actividad de ASA, de la sulfatasa esteroide (STS - steroid sulfatase) y de la 6-sulfatasa N-
acetilgalactosamina (GalNAc6S - N-acetylgalactosamine 6-sulfatase) fueron medidas en los fibroblastos
transducidos antes o después de la seleccién. La transduccion de la FGE de tipo silvestre restaurd parcialmente la
actividad catalitica de las 3 sulfatasas en 2 lineas celulares de MSD (tabla 2) y para STS en una 32 linea celular de
MSD. Debe tomarse en cuenta que para ASA y GalNAC6ES la restauracion fue Unicamente parcial después de la
seleccién de los fibroblastos reaccionando a un 20-50% de su actividad normal. Para STS, se descubrié que la
actividad fue restaurada a los niveles de los fibroblastos de control después de la seleccion. La seleccion increment6
la actividad de ASA y de STS por un 50 a 80% lo cual es compatible con la observacion mencionada anteriormente
de que un 15 a 50% de los fibroblastos se vuelven transducidos (Lubke et al., Nat. Gen., 2001, 28:73-76). Las
actividades de las sulfatasas en los fibroblastos de MSD transducidos con el vector retroviral individualmente (tabla
2) fueron comparables a aquellos en los fibroblastos de MSD que no fueron transducidos (no se muestra). La
transduccién de la ADNc de la FGE que porta a la mutacion IVS3+5-8del no pudo restaurar las actividades de la
sulfatasas (tabla 2).

Tabla 2: Complementacién de los fibroblastos de MSD por medio de una transduccion de la ADNc de la FGE
de tipo silvestre o mutante

Fibroblastos Insercién FGE Sulfatasa
ASA1 STS1 Go]NAc6S1
MSD 3* . 1.9+0.2 <3 56.7 + 32
FGE+ 7.9 13.5 n.d.
FGE++ 12.2+0.2 75.2 283 + 42
FGE-IVS3+5-8del+ 1.8 <3 n.d.
FGE-IVS3+5-8del++ | 2.1 <3 98.5
MSD 4° . 1.1+0.3 <3 n.d.
FGE+ 4.7 17.0 n.d.
Fibroblastos de 58 +11 66 +31 828 +426
control

"los valores dan una tasa de entre ASA (mU/miligramos de proteina celular), STS (uU/miligramos de proteina
celular), GalNAc6S (uU/mg de proteina celular) y aquella de B-hexosaminidasa (U/mg de proteina celular). Para
los fibroblastos de control la media y la variacion de las lineas celulares 6-11 esta dada. En los casos en que se
indica, el rango de 2 cultivos traducidos en paralelo es dado para los fibroblastos de MSD.

= El nimero de fibroblastos de MSD se refiere a aquel del paciente en la tabla 1.

+ Determinacion de la actividad previo a la seleccién.

++ Determinacion de la actividad después de la seleccion.

n.d.: No fue determinado
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Debate
La FGE es una glicoproteina altamente conservada del reticulo endoplasmico

La purificacion de la FGE de testiculos bovinos produjo 2 polipéptidos de 39.5 y 41.5 kDa que se originaron del
mismo gen. La expresion de 3 versiones marcadas diferentemente de la FGE en 3 diferentes lineas celulares
eucariotas como una sola forma sugiere que una de las 2 formas observadas en la preparacién purificada de la FGE
proveniente de testiculos bovinos pudo haber sido generada por una protedlisis limitada durante la purificacion. La
sustitucion de Cys69 en el péptido ASA65-80 por la serina fue critico para la purificacién de la FGE por medio de
cromatografia de afinidad. La FGE tiene una secuencia de sefializacion divisible que media la translocaciéon a lo
largo de la membrana del reticulo endoplasmico. La mayor parte de la proteina madura (275 residuos de 340) define
un dominio Unico, el cual muy posiblemente estad compuesto de 3 sub - dominios (refiérase al ejemplo 2), puesto que
ninguno de los 3 homoélogos de los dominios existe en proteinas con una funcién conocida. El reconocimiento del
motivo linear de la modificacion de la FGly en polipéptidos de sulfatasas recientemente sintetizados (Dierks et al.,
EMBO J., 1999, 18:2084-2091) podria ser la funcién de un sub - dominio de la FGE. El dominio catalitico podria
catalizar la formacién de la FGly en algunas formas. Se ha propuesto que los electrones abstractos de la FGE del
grupo tiol de la cisteina y los transfiere a un aceptador. El tioaldehido resultante se hidrolisaria espontdneamente a
la FGly y H2S (Schmidt, B., et al., Cell (célula), 1995, 82:271-278). Alternamente, la FGE podria actuar como una
oxigenasa de funcion mixta (monoxigenasa) introduciendo un atomo de O a la cisteina y el otro en H,O con la
ayuda de un electrén donante tal como el FADH2. El resultado del hidrato de tioaldehido derivado de la cisteina
fraccionaria espontaneamente a FGly and H2S. Experimentos preliminares con una preparacion de la FGE
parcialmente purificada mostraron una dependencia critica de la formacion de FGly en el oxigeno molecular. Esto
sugeriria que la FGE actia como una oxigenasa de funcion miultiple. La conservacion particular alta del sub -
dominio 3 y la presencia de 3 residuos conservados de cisteina alli presentes hacen a este sub - dominio un posible
candidato para el lugar catalitico. Sera interesante ver si los elementos estructurales que median el reconocimiento
del motivo FGly y los enlaces de un aceptador de electrones o de un donante de electrones tienen una correlacién
con la estructura del dominio de la FGE.

La FGE recombinante esta ubicada en el reticulo endoplasmico, que es compatible con el lugar propuesto de su
accion. Los residuos de FGly son generados en sulfatasas recientemente sintetizadas durante el transcurso o un
poquito después de su translocacion al reticulo endoplasmico (Dierks et al., Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos de
América, 1997, 94:11963-11968; Dierks et al., FEBS Lett., 1998, 423:61-65). La FGE en si no contiene una sefial de
retencién de ER del tipo KDEL. Su retencion en el reticulo endoplasmico podria, por lo tanto, ser mediada por la
interaccion con otras proteinas ER. Componentes de la maquinaria de translocacion/ N- glicosilacién son candidatos
atractivos para aquellos compafieros de interaccion.

Las mutaciones en las FGEs causan la MSD

Hemos demostrado que las mutaciones en el gen que codifica a la FGE causan la MSD. La FGE también podria
interactuar con otros componentes, y defectos en los genes que la codifican y podrian causar igualmente a la MSD.
En 7 pacientes con MSD, encontramos, en efecto, 10 mutaciones diferentes en el gen de la FGE. Todas las
mutaciones tenian efectos severos en la proteina FGE al reemplazar residuos altamente conservados en el sub -
dominio 3 (3 mutaciones) o en el sub - dominio 2 (una mutacién) o mitaciones de la terminal C de varias longitudes
(4 mutaciones) o grandes eliminaciones adentro del marco (2 mutaciones). Para las lineas celulares de MSD y en
una de las mutaciones de MSD se demostrd que la transduccién del tipo silvestre, pero no de la ADNc de la FGE
mutante, restaurd parcialmente las actividades de la sulfatasas. Esto identifica claramente al gen de la FGE como el
lugar de mutaciéon y la naturaleza causante de la enfermedad de la mutacion. MSD es clinicamente y
bioquimicamente heterogénea. Se ha diferenciado una forma rara neonatal que se presenta en el nacimiento y
desarrolla una hidrocefalia, una forma comuin que parece inicialmente una leucodistrofia metacromatica infantil y
subsiguientemente se desarrollaron caracteristicas similares a la ictiosis y a la mucopolisacaridosis, y una forma leve
menos frecuente en la cual las caracteristicas clinicas de una mucopolisacaridosis. Bioquimicamente, es
caracteristico que una actividad residual de sulfatasas puede detectarse, que para la mayoria de casos en
fibroblastos cultivados de la piel es por debajo del 10% de los controles (Burch et al., Clin. Genet., 1986,
30:409-15; Basner et al., Pediatr. Res., 1979, 13:1316-1318). Sin embargo, en algunas lineas celulares de MSD la
actividad de sulfatasas seleccionadas pueden alcanzar un rango normal (Yutaka et al., Clin. Genet., 1981, 20:296-
303). Ademas, se ha reportado que la actividad residual es sujeto a variaciones dependiendo de las condiciones de
los cultivos celulares y de factores desconocidos. Bioquimicamente, la MSD ha sido clasificada en 2 grupos. En el
grupo 1, la actividad residual de la sulfatasas es por debajo del 15% incluyendo a aquella de ASB. En el grupo 2, la
actividad residual de la sulfatasas es mayor y particularmente aquella de ASB podria alcanzar valores de hasta 50-
100% del control. Todos los pacientes que se reportaron aqui caen en el grupo | excepto el paciente 5, que cae en el
grupo Il (actividad ASB en el rango del control) del fenotipo bioquimico. Basandose en los criterios clinicos, los
pacientes 1 y 6 son casos neonatales, mientras que los pacientes 2-4 y7 tienen el MSD mientras que el paciente 5
tiene una forma similar a la forma de mucopolisacaridosis de la MSD.

La homogeneidad fenotipica sugiere que las diferentes mutaciones en los pacientes MSD son asociadas con
diferentes actividades residuales de la FGE. Datos preliminares de las células PT67 que expresan establemente a
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FGE IVS3+5-8del indican que la eliminacion en el marco del exdén 3 elimina completamente a la actividad de las
FGEs. Esta caracterizacion de las mutaciones en la MSD, de las propiedades bioquimicas de la FGE mutante y el
contenido residual de FGly en la sulfatasas utilizando un método de espectrometria de masa altamente sensible que
ha sido desarrollado recientemente (Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:80-86) suministrara un mejor entendimiento
de la correlacion entre el genotipo-fenotipo en la MSD.

Ejemplo 2:

El gen de la FGE humana define una nueva familia genética que modifica a la sulfatasas que es conservada de
procariotas a eucariotas

Informacion biologica

Los péptidos de sefializacion y los lugares de division fueron descritos con el método de von Heijne (Nucleic Acids
(Acidos Nucleicos) Res., 1986, 14:4683) implementado en EMBOSS (Rice et al., Trends in Genetics (Tendencias en
Genética), 2000, 16:276-277), y el método de Nielsen et al. (Protein Engineering (Ingenieria de Proteinas), 1997,
10:1-6). Los lugares de N-glicosilacion fueron pronosticados utilizando el algoritmo de Brunak (Gupta y Brunak, Pac.
Symp. Biocomput., 2002, 310-22).

Se detectaron los dominios funcionales usando los modelos PFAM-Hidden(Escondido)-Markov (Version 7.8)
(Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322). Las secuencias de la siembra PFAM
DUF323 fueron obtenidas de TrEMBL (Bairoch, A. and Apweiler, R., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos) Res., 2000,
28:45-48). Multiples alineaciones y construcciones de arboles filogenéticos fueron realizadas con Clustal W
(Thompson, J., et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos) Res., 1994, 22:4673-4680). Para la computacién de los
arboles filogenéticos, se excluyeron las posiciones de vacios y mudltiples sustituciones fueron corregidas. La
construccién de los arboles fue realizada para obtener resultados significativos. Los arboles fueron visualizados
utilizando Njplot (Perriere, G. y Gouy, M., Biochimie, 1996, 78:364-369). Las alineaciones fueron dibujadas utilizando
el comando pret- typlot de EMBOSS.

Para buscar los homoélogos de la FGE, las bases de datos NR, NT and EST del National Center for Biotechnology
Information (NCBI-Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica) (Wheeler et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos)
Res., 2002, 20:13-16), fueron consultadas con BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos) Res., 1997,
25:3389-3402). Para las secuencias proteinicas, la busqueda fue realizada utilizando el Psi-Blast convergente
iterativo contrastandolo con la version actual de la base de datos NR usando un corte de valor esperado de 10, y
los parametros predeterminados. La convergencia fue alcanzada después de 5 iteraciones. Para las secuencias de
los nucledtidos, la busqueda fue realizada con Psi-TBlastn: usando NR y la secuencia proteinica de la FGE humana
como dato ingresado, una matriz de puntaje para hFGE fue construida con Psi-Blast de convergencia iterativa. Esta
matriz fue utilizada como dato ingresado para blastall para consultar a las bases de datos de nucle6tidos NT y EST.
Para ambos pasos, se utilizd un corte de valor esperado de 10%.

Una prediccion de estructura secundaria proteinica fue realizada utilizando Psipred (Jones, D., J Mol Biol., 1999,
292:1950-202; McGuffin, L., et al., Bioinformatics (informatica biol6gica), 2000, 16:404-405).

Puntajes similares de los dominios de alineaciones fueron computados utilizando el algoritmo cons de EMBOSS con
parametros predeterminados. Las alineaciones meta fueron generadas al alinear secuencias de consenso de los
grupos de la familia de la FGE. La organizacion y localizacién del locus genédmico fueron determinadas utilizando los
recursos de genoma humanos y de ratones de NCBI en NCBI (Bethesda, MD) y la localizacién de humano-raton-rata
de Softberry (Mount Kisco, NY). Las secuencias de genoma bacteriano fueron descargadas del servidor NCBI-FTP.
La anotacién gendmica microbiana de NCBI fue utilizada para obtener una visién general del locus genémico de los
genes bacterianos de la FGE.

Resultados y Debate

Caracteristicas y motivos basicos de la FGE humana y sus proteinas relacionadas

El gen de la FGE humana (IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS: 1, 3) codifica a la proteina de la FGE
(IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 2) que se pronostica que tiene 374 residuos. Una sefial de division
entre los residuos 22-33 (un puntaje de Heijne de 15.29) y un puntaje de hidroterapia (Kyte, J. y Doolittle, R., J Mol
Biol., 1982, 157:105-132) de los residuos 17-29 entre 1.7 y 3.3 indica que los 33 residuos de la terminal N estan
divididos después de la translocacion de ER. Sin embargo, con el algoritmo de Nielsen et al. (Protein Engineering
(Ingenieria de Proteinas), 1997, 10:1-6), la division de la frecuencia de sefializacion es pronosticada después del
residuo 34. La proteina tiene un solo lugar potencial de N-glicosilacion en Asn 141.

Una busqueda con la secuencia proteinica de la FGE en contraste con la base de datos de motivos proteinicos de

PFAM (Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Acidos Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322) revel6 que los residuos 87-
367 de la FGE humana pueden clasificarse como el dominio proteinico DUF323 (“dominio de una funcién
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desconocida”, PF03781) con un valor esperado altamente significativo de 7:9.10™*. La semilla PFAM que define a

DUF323 consiste de 25 secuencias proteinicas, de las cuales la mayoria son proteinas hipotéticas derivadas de
datos de secuenciacion. Para analizar la relacion entre la FGE humana y DUF323, se realizé una alineacion multiple
de la FGEs con las secuencias de la semilla DUF323. Basandose en esto, un arbol filogenético fue construido y
completado. 4 de las secuencias hipotéticas (TrEMBL-IDs Q9CK12, Q91761, 094632 y Q9Y405) tuvieron una
divergencia tan fuerte de los otros miembros de la siembra que evitaron una construccién exitosa y tuvieron que ser
removidas del conjunto. La figura 2 muestra el arbol construido mostrando la relacién entre la FGE humana y las 21
proteinas de semillas restantes de DUF323. El arbol puede ser utilizado para subdividir a los miembros de la
siembra en 2 categorias: homadlogos relacionados muy de cerca con la FGE humana y el resto, los genes menos
relacionados.

Las 7 proteinas superiores tienen una distancia filogenética de entre 0.41 y 0.73 a la FGE humana. Contienen un
solo dominio, DUF323. La homologia dentro de este grupo se extiende sobre toda la secuencia de aminoacidos, la
mayor parte de la cual consiste del dominio DUF323. El dominio DUF323 es fuertemente conservado dentro de este
grupo de homoélogos, mientras que las otras 15 proteinas de la siembra son menos relacionadas a la FGE humana
(la distancia citogenética es de entre 1.14 y 1.93). El sub - dominio DUF323 diverge considerablemente del dominio
altamente conservado DUF323 del primer grupo (seccion cf. “Sub - dominios de la FGE y mutaciones del gen de la
FGE”). La mayoria de estas 15 proteinas son hipotéticas, 6 de ellas han sido investigadas mas. Una de ellas, una
quinasa de serina/treonina (TrEMBL:084147) de C. trachomatis contiene otros dominios adicionalmente a DUF323:
un dominio de enlaces ATP y un dominio de quinasas. Las secuencias de la R. sphaeroides
(TrEMBL: Q9ALV8) y la Pseudomonas sp.(TrEMBL: 052577) codifican a la proteina NirV, un gen co- transcrito con la
reductasa de nitrito que contienen cobre nirK (Jain, R. y Shapleigh, J., Microbiology (Microbiologia), 2001, 147:2505-
2515). CarC (TrEMBL: Q9XB56) es una oxigenasa involucrada en la sintesis de un antibiético P- lactamico de la E.
carotovora (McGowan, S., et al., Mol Microbial (Microbiana), 1996, 22:415-426; Khaleeli N, T. C., y Busby RW,
Biochemistry (Bioquimica), 2000, 39:8666-8673). XylR (TrEMBL: 031397) y BHO0900 (TrEMBL: Q9KEF2) son
proteinas mejoradoras de enlaces involucradas en la regulacion de la utilizacion de la pentosa (Rodionov, D., et al.,
FEMS Microbiol Lett., 2001, 205:305-314) en la bacillaceae y la clostridiaceae. La comparacion de la FGE y del
DUF323 conllevo al establecimiento de un umbral homolégico diferenciador de la familia de las FGEs de los
homologos distantes que contienen DUF323 con funciones diferentes. Estos incluyen una quinasa de serina/treonina
y XyIR, un mejorador de transcripciones, asi como la FGE, una enzima generadora de FGly y CarC, una oxigenasa.
Tal como se mencioné en otras secciones de este documento, la FGE podria ejercer ademas su funcion calificadora
de cisteina como una oxigenasa, sugiriendo que los miembros de la FGE y los no miembros de la FGE de las
semillas DUF323 podrian compartir una funcién de oxigenasa.

Homodlogos de la FGE

La presencia de los homdlogos relacionados de cerca a la FGE humana en las semillas DUF323 nos orientaron para
buscar homélogos de la FGE humana en la base de datos NR de NCBI (Wheeler et al., Nucleic Acids (Acidos
Nucleicos) Res., 2002, 20:13-16). El umbral de la busqueda fue escogido de tal forma que todos los 6 homélogos
presentes en la siembra de DUF323 y otros homologos con una relacion muy cercana fueron obtenidos sin encontrar
los otros miembros de la siembra. Esta blsqueda conllevo a la identificacién de 3 ortélogos de la FGE en eucariotas,
12 ortélogos en procariotas y 2 paralogos en el hombre y en el ratén (tabla 3).

Tabla 3: La familia genética de la FGEs en eucariot as y procariotas
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IDENTIFICACIONES ESPECIES LONGITUD SUBGRUPO
SECUENCIALES NUMEROS: [AA]
NA, AA [GI]
1/3,2 Homo sapiens 374 El
49, 50 [22122361] Mus musculus 372f El
51, 52 [20130397] Drosophila melanogaster 336 El
53, 54 [21289310] Anopheles gambiae 290 E1l
47, 48 [26344956] Mus musculus 308 E2
45, 46 [24308053] Homo sapiens 301 E2
55, 56 [21225812] Streptomyces coelicolor A3(2) 314 P1
7, 58 [25028125] Corynebacterium efficiens YS-314 334 P1
59, 60 [23108562] Novosphingobium aromaticivorans | 338 P2
61, 62 [13474559] Mesorhizobium loti 372 P2
63, 64 [22988809] Burkholderia fungorum 416 P2
65, 66 [16264068] Sinorhizobium meliloti 303 P2
67, 68 [14518334] Microscilla sp. 354 P2
69, 70 [26990068] Pseudomonas putida KT2440 291 P2
71, 72 [22975289] Ralstonia metallidurans 259 P2
73, 74 [23132010] Prochlorococcus marinus 291 P2
75, 76 [16125425] Caulobacter crescentus CB 15 338 P2
77, 78 [15607852] Mycobacterium tuberculosis 299 P2
Ht37Rv
Gl- identificador proteinico del GenBank (Banco Genético protein identifier)
NA- &cido nucleico (nucleic acid) AA — aminoacidos
E1 - ortélogos eucariotas E2 — paralogos eucariotas
P1 - ort6logos procariotas relacionados de cerca P2 - otros ort6logos procariotas
f- secuencia proteinica pronosticada erréneamente en el GenBank (Banco Genético)

Notese que la secuencia de ratén Gl 22122361 es pronosticada en el Gen Bank (Banco Genético) para codificar una
proteina de 284 aa, aunque la secuencia de la ADNc NM 145937 codifica a una proteina de 372 residuos. Este
pronostico errébneo se basa en la omision del primer exén del gen de la FGE de ratones. Todas las secuencias
encontradas en la base de datos de NR son de eucariotas o procariotas de mas alto nivel. Los homologos de la FGE
no fueron detectados en las arqueobacterias o las plantas. Busquedas con umbrales alin mas bajos en genomas
completamente secuenciados de las C. elegans y S. cerevisiae y las bases de datos ORF relacionadas no revelaron
ningin homélogo. Una busqueda en las secuencias eucariotas de la base de datos de nucledtidos NT y EST
conllevé a la identificacion de 8 ESTs ort6logos adicionales de la FGE con fragmentos secuenciales de ADNc de
terminal de 3' que muestran un nivel mas alto de concentracion en el nivel proteinico que no estan listados en la
base de datos NR. Estas secuencias no abarcan toda la parte calificadora de las ARNms y todas son de eucariotas
mas elevadas (tabla 4).

Tabla 4: Fragmentos EST ortélogos de la FGE en eucari  otas

IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NUMEROS: NA [GB] ESPECIES
80 [CA379852] Oncorhynchus mykiss
81 [Al721440] Danio rerio

82 [BJ505402]
83 [BJ054666]
84 [AL892419]

Oryzias latipes
Xenopus laevis
Silurana tropicalis

85 [CA064079] Salmo salar
86 [BF189614] Sus scrofa
87 [AV609121] Bos taurus

GB - acceso al GenBank (Banco Genético) nimero; NA - &cido nucleico (nucleic acid)

Alineaciones y construcciones multiples de un arbol filogenético (utilizando ClustalW) de las secuencias
codificadoras de la base de datos NR permitieron la definicion de 4 subgrupos de homologos: ortélogos eucariotas
(FGEs humanos, de ratén, de mosquito y de mosca de frutas), paralogos eucariotas (paralogos de la FGE de
humanos y de ratones), ortélogos procariotas relacionados de cerca a la FGE (Streptomyces y Corynebacterium) y
otros ortélogos procariotas (Caulobacter, Pseudomonas, Mycobacterium, Prochlorococcus, Mesorhizobium,
Sinorhizobium, Novosphingobium, Ralstonia, Burkholderia, y Microscilla). Los ortélogos eucariotas muestran una
identidad general en contraste con las FGE humanas de un 87% (raton), un 48% (mosca de fruta) y un 47% (el
anofeles). Aunque los ortélogos de la FGE se encuentran en procariotas y en eucariotas de mas alto nivel, estas no
estan presentes en los genomas completamente secuenciados de eucariotas de mas bajo nivel situados
genéticamente entre el S. cerevisiae y D. melanogaster. Adicionalmente, los homélogos de la FGE estan ausentes
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en los genomas completamente secuenciados del E. Colli y del pez globo.

Tal como se menciond en otras secciones de este documento, los paralogos de la FGE encontrados en humanos y
en ratones pueden tener una menor capacidad generadora de FGly y contribuyen a las actividades residuales de la
sulfatasas encontradas en los pacientes de MSD.

Sub - dominios de la FGE

Los miembros de la familia genética de las FGEs tienen 3 partes/dominios altamente conservados (tal como se
describié en otras secciones de este documento). Adicionalmente a las 2 secuencias no conservadas que separan a
las que se acaban de mencionar, estas tienen extensiones no conservadas en las terminales N y C. Las 3 partes
conservadas se consideran que representan sub - dominios del dominio DUF323 porque estan separadas por partes
no conservadas de longitudes que varian. La longitud de la parte que separa a los dominios 1y 2 varia de entre 22 y
29 residuos y aquella que separa a los dominios 2 y 3 de entre 7 a 38 aminoacidos. Las partes no conservadas de
las terminales N y C muestran una variaciéon que es aun mas grande en longitud (la terminal N: 0-90 AA, la terminal
C: 0-28 AA). La secuencia para el gen de la FGE de Ralstonia metallidurans esta probablemente incompleta puesto
que le falta el primer sub - dominio.

Para verificar la factibilidad de definir los sub - dominios de DUF323, realizamos un prondéstico de la estructura
secundaria de la proteina de la FGE humana usando Psipred. La sefial hidrofébica de ER (los residuos 1-33) se
pronostica que contiene estructuras tipo hélice que conforman el pronéstico de sefializaciéon del algoritmo von-
Heijne. La regiéon no conservada de la terminal N (aa 34-89) y la regién de separacion entre los sub - dominios 2y 3
(aa 308-327) contienen secciones enrolladas. La region separadora de los sub - dominios 1 y 2 contiene un rollo. La
hélice a en los aa 65/66 tiene una seguridad baja de prondstico y es probablemente un artefacto de prondstico. Los
bordes de los sub - dominios estan situados dentro de rollos y no interrumpen a las hélices a ni a las hebras B. El
primer sub - dominio esta hecho de varias hebras § y una hélice a, el 2° sub - dominio contiene 2 hebras f y 4
hélices a. El 3° sub - dominio tiene una regién de hélices a flanqueada por una lamina al inicio y al final del sub -
dominio. En resumen, la estructura secundaria concuerda con la estructura y sub - dominios propuestos puesto que
los limites de los sub - dominios estan ubicados dentro de rollos y los sub - dominios contienen a los elementos
estructurales de hélices a y hebras f.

Debe tomarse en cuenta que ninguno de los sub - dominios existe como un moédulo aislado en secuencias listadas
en la base de datos. Dentro de cada uno de los 4 subgrupos de la familia de las FGEs, los sub - dominios son
altamente conservados, con el 3% sub - dominio mostrando la homologia méas alta (tabla 5). Este sub - dominio
muestra ademas la homologia mas fuerte a lo largo de los subgrupos.

Tabla 5: Fomologia (similitud porcentual) de los su b - dominios de la familia de la FGEs

Subfamilia Miembros Sub - dominio
1 2 3
E1l 4 79 82 100
E2 2 90 94 100
P1 2 70 79 95
P2 10 59 79 80
E1 - ortélogos eucariotas; E2 — paralogos eucariotas
P1 - ortélogos procariotas relacionados de cerca; P2 - otros ortélogos procariotas

El primer sub - dominio de la familia de las FGEs muestra la homologia mas débil a lo largo de los subgrupos. En los
ortélogos eucariotas porta al sitio de N- glicosilacion: en el residuo Asn 141 en humanos, en el Asn 139 en los
ratones y en el Asn 120 en la mosca de la fruta. En el anofeles, no se encuentra aspargina en el residuo 130
homélogo al Asn 120 del D. melanogaster. Sin embargo, un cambio de los nucleétidos crearia un lugar de N-
glicosilacion en el Asn 130 del anofeles. Por lo tanto, la secuencia que abarca al residuo 130 necesita ser
secuenciada nuevamente. El 2° sub - dominio rico en triptéfanos con 12 Trp en 129 residuos de la FGE humana. 10
de los cuales estan conservados en la familia de las FGEs.

La alta conservacién del sub - dominio 3: sub - dominio 3 entre los ortélogos eucariotas son 100% similares y 90%
idénticos. La importancia del 3* sub - dominio para la funcion de la proteina es resaltada por la observacion que este
sub - dominio es un lugar importante para mutaciones que causan enfermedades en los pacientes de MSD. 7 de 9
mutaciones identificadas en 6 MSD pacientes descritos en el ejemplo 1 estan ubicadas en las secuencias que
codifican a los 40 residuos del sub - dominio 3. Los residuos contienen 4 cisteina as, 3 de las cuales estan
conservadas entre los ortélogos procariotas y eucariotas. Los 2 paradlogos eucariotas muestran la homologia mas
baja de los otros miembros de la familia de la FGEs, por ejemplo, no tienen 2 de las 3 cisteinas conservadas del sub
- dominio 3. Las caracteristicas conservadas entre las secuencias de sub - dominio 3 de los ortélogos y de los
parélogos son el motivo inicial RVXXGG(A)S (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 79), un heptametro que
contiene 3 argininas (los residuos 19-25 de la secuencia de consenso del sub - dominio) y el motivo GFR terminal.
Una comparacion con el dominio DUF323 de las 15 secuencias de siembra que no son homélogos cercanos de la
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FGE, muestra diferencias secuenciales marcadas: las 15 secuencias de siembra tienen un primero y un 2° sub -
dominio menos conservado, aunque la estructura general de sub - dominio también es visible. El sub - dominio 3,
gue es fuertemente conservado en la familia de la FGEs, es mas corto y tiene una homologia significativamente mas
débil en relacién al sub - dominio 3 eucariota (similarmente a alrededor del 20%) en comparacién a los miembros
procariotas de la familia de la FGE (una similitud de alrededor del 60%). Por lo que no tienen todos los residuos
conservados de cisteina del sub - dominio 3. Las Unicas caracteristicas conservadas son el motivo inicial
RVXXGG(A)S (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 79) y el motivo GFR terminal.

Organizacién genémica del gen de la FGE de humanos  y ratones

El gen FGE humano esta ubicado en el cromosoma 3p26. Abarca 105 kb y 9 exones para la secuencia interpretada.
El gen de la FGE de ratones tiene una longitud de 80 Kb y esta ubicado en el cromosoma 6E2. Los 9 exones del gen
de la FGE de ratones tienen casi el mismo tamafio que los exones humanos (figura 3). Diferencias importantes entre
el gen de humanos y el gen de ratones son la conservacién méas baja del 3'-UTR en el exon 9 y la longitud del exdn
9, que es de 461 bp mas larga en el gen de los ratones. El segmento 6E2 del cromosoma 6 de los ratones es
altamente sinténico para el segmento cromosémico humano 3p26. Hacia el teldémero, ambos el locus humano y el de
ratones estan flanqueados por los genes que codifican para LMCD1, KIAA0212,
ITPR1, AXCAM, y IL5RA. En la direccién centromérica, ambos lugares de la FGE estan flanqueados por el locus de
CAV3y OXTR.

Organizacion genémica de los genes de las FGEs proc  ariotas

En los procariotas, las sulfatasas son clasificadas como sulfatasas de tipo cisteina o serina dependiendo del residuo
gue esta siendo convertido a FGly en su centro activo (Miech, C., et al., J Biol Chem., 1998, 273:4835-4837; Dierks,
T., et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564). En la Klebsiella pneumoniae, la E. coli y la Yersinia pestis, las
sulfatasas de tipo serina son parte de un operén con AtsB, que codifica a la proteina citosdlica que contiene motivos
de agrupaciones de hierro-sulfuro y es critico para la generacion de FGly a partir de residuos de serina (Marquordt,
C., etal., J Biol Chem., 2003, 278:2212-2218; Szameit, C., et al., J Biol Chem., 1999, 274:15375-15381).

Fue por lo tanto de interés examinar si los genes procariotas de la FGE estan localizados en la proximidad de las
sulfatasas de tipo cisteina que son los sustratos de la FGE. Entre los genes procariotas de la FGE mostrados en la
tabla 3, 7 tienen genomas completamente secuenciados que permiten un andlisis de las cercanias del locus de la
FGE. En efecto, en 4 de los 7 genomas (C. efficiens: PID 25028125, P. putida: PID 26990068, C. crescentus: PID
16125425 y M. tuberculosis: PID 15607852) una sulfatasa de tipo cisteina se encuentra en cercania directa de la
FGE que es compatible con una co-transcripcién de la FGE y de la sulfatasa. En 2 de ellas, (C. efficiens y P. putida),
la FGE y la sulfatasa incluso tienen ORFs superpuestos, indicando fuertemente su co-expresion. Ademas, el
vecindario gendmico de los genes de la FGE y de las sulfatasas en 4 procariotas suministra evidencia adicional para
asumir que las FGEs bacterianas son ortélogos funcionales.

El resto de los 3 organismos contienen sulfatasas de tipo cisteina (S. coelicolor: PID 24413927, M. loti: PID
13476324, S. meliloti: PIDs 16262963, 16263377, 15964702), sin embargo, los genes cercanos a las FGE en estos
organismos no contienen una firma candnica de sulfatasas (Dierks, T., et al., J Biol Chef., 1998, 273:25560-25564) ni
un dominio que pudiese indicar su funcién. En estos organismos la expresién de la FGE y de las sulfatasas de tipo
cisteina es, por lo tanto, regulado muy posiblemente en transito.

Conclusiones

La identificacion de la FGE humana cuya deficiencia causa la deficiencia de sulfatasas miltiples, enfermedad de
almacenamiento de lisosomas trasmitida recesivamente en una forma autosémica, permite la definicién de una
nueva familia genética que comprende a ortélogos de las FGEs provenientes de procariotas y eucariotas asi como
un paralogo en ratones y hombres. La FGE no se encuentra en genomas completamente secuenciados de E. coli, S.
cerevisiae, C. elegans y Fugu rubripes. Adicionalmente, existe un vacio filogenético entre los procariotas y los
eucariotas de mas alto nivel con una falta de la FGEs en cualquier especie situada filogenéticamente entre los
procariotas y el D. melanogaster. Sin embargo, algunos de estos eucariotas de un mas bajo nivel, por ejemplo, el C.
elegans, tienen genes de sulfatasas tipo cisteina. Esto sefiala la existencia de un 2° sistema generador de FGly que
actla en la sulfatasas tipo cisteina. Esta premisa es apoyada por la observacion que el E. coli, que no tiene FGEs,
puede generar FGly en sulfatasas tipo cisteina (Dierks, T.,et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564).

Ejemplo 3:

La expresion de la FGE causa incrementos significativos en la actividad de sulfatasas en las lineas celulares que
sobre expresan una sulfatasa

Deseamos examinar los efectos de la FGE en células que expresan/sobre-expresan una sulfatasa. Para este

proposito, las células HT-1080 que expresan a la sulfatasas humanas, 2-sulfatasa de iduronato (I12S - Iduronate 2-
Sulfatase) o 6-sulfatasa de N- Acetilgalactosamina (GALNS) fueron transfectadas por duplicado con una estructura
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de expresion de la FGE, pXMG.1.3 (tabla 7 y figura 4) o un plasmido de control, pXMG.1.2 (FGE en orientacién
antisentido incapaz de producir FGEs funcionales, tabla 7). Las muestras en medios fueron cultivadas durante 24, 48
y 72 horas seguidas por 24 horas de un cambio de medio por post-electroporacion. Las muestras del medio fueron
probadas para detectar su actividad respectiva de sulfatasas por medio de un ensayo de actividad y un nivel
proteinico total de sulfatasas estimado por Elisa especifico para 2-sulfatasas de iduronato o sello sulfatasas de N-
Acetilgalactosamina.

Tabla 6. Las Lineas Celulares Transfectadas que exp resan sulfatasas utilizadas como sustratos de

transfeccion
Cepa celular Plasmido Sulfatasa Expresada
36F pXFM4A.1 6-sulfatasa de N-
Acetilgalactosamina
30C6 pXI12S6 2-sulfatasa de iduronato

Tabla 7. FGEs y plasmidos de control utilizados para transfectar a las células HT-1080 que expresana 2 -
sulfatasas de iduronato y 6-sulfatasas de N-Acetilg  alactosamina

Plasmido Configuracion de elementos importantes de secuencia sde
ADN*
pXMG.1.3 (expresioén de la FGE) >1.6 kb CMV mejorador/promotor >1.1 kb de ADNc de la FGE >

hGH3’ secuencia no interpretada <amp < casete DHFR < casete
Cdneo (fosfotransferasa de neomicina)

pXMG.1.2 (control, orientacién reversa de | >1.6 kb CMV mejorador/promotor >1.1 kb de ADNc de la FGE>
la FGE) hGH3’ secuencia no interpretada <amp < casete DHFR < casete
Cdneo (fosfotransferasa de neomicina)

* >Denota orientacién 5’ a 3’

Procedimientos experimentales

Materiales y métodos

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

Las células HT-1080 fueron cultivadas para obtener 9-12 x 10° células para cada electroporacion. 2 plasmidos
fueron transfectados por duplicado: uno para ser probado (FGE) y un control; en este caso el plasmido de control
contenia ADNc de la FGE clonado en orientacion reversa con respecto al promotor CMV. Las células fueron
centrifugadas a aproximadamente 1000 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Las células fueron suspendidas
en 1X PBS a 16x10° células/mililitro. Al fondo de la cubeta de electroporacion, 100 ug de ADN plasmido fue
agregado, 750 ul de suspensién celular (12x106 células) fueron agregados a la solucion de ADN en la cubeta. Las
células y el ADN se mezclaron suavemente con una pipeta de transferencia de plastico, teniendo cuidado de no
crear burbujas. Las células fueron electroporadas a 450 V, 250 yF (pulsador genético BioRad). La constante de
tiempo fue registrada.

A las células electroporadas se les permiti6 permanecer sin estribaciones durante 10-30 minutos. 1.25 mililitros de
DMEM/10% de suero de becerro fue agregado a cada cubeta, mezclado, y todas las células fueron transferidas a un
frasco T 75 fresco que contenia 20 ml de DMEM/10. Después de 24 horas, el frasco fue re-alimentado con 20 ml de
DMEM/10 para remover las células muertas. Después de 48-72 horas de la transfeccion, muestras del medio fueron
recolectadas y las células fueron cultivadas de los frascos duplicados T75.

Preparacion del medio

Células de 1 | de DMEM/10 (contiene: 23 ml de 2mM de glutamina L, 115 ml de suero de becerro) fueron
transfectadas en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas después las células fueron re-alimentadas con un medio
que contenia los montos apropiados de MTX (36F = 1.0 uM de MTX, 30C6 = 0.1M de MTX). El medio fue cultivado y
las células fueron recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la re-alimentacion.

Ensayos de actividad

2-sulfatasa de iduronato (12S - Iduronate 2-Sulfatase ). Columnas de desalacion NAP5 (Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Suecia) fueron equilibradas con un amortiguador de dialisis (5 mM de acetato de sodio, 5 mM
de tris, pH 7.0). La muestra que contenia 12S fue aplicada a la columna y se le permiti6 entrar en la cama. La
muestra fue eluida en 1 ml de amortiguador de dialisis. Muestras desaladas fueron diluidas alin mas a
aproximadamente 100 ng/mililitros de 12S en un amortiguador de reaccion (5 mM de acetato de sodio, 0.5
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miligramos/litros de BSA, 0.1 por ciento de Tritén X-100, pH 4.5). 10 pl de cada muestra de I12S fue agregada a la fila
superior de una placa Fluorométrica de 96 pozos (Perkin EImer, Norwalk, CT) y pre-incubada durante 15 minutos a
37 °C. El sustrato fue preparado al disolver sulfato de 4-metil-umbelliferilo (Fluka, Buchs, Suiza) en un amortiguador
de sustrato (5 mM de acetato de sodio, 0.5 miligramos/mililitros de BSA, pH 4.5) a una concentracion final de 1.5
mg/mililitro. 100 pl de sustrato fueron agregados a cada pozo que contenia la muestra de 12S y la placa fue incubada
durante una hora a 37 °C en la oscuridad. Después de su incubacién 190 pl de amortiguador de parada (332.5 mM
de lisina, 207.5 mM de carbonato de sodio, pH 10.7) se agregé a cada pozo que contenia la muestra. Se preparo 4-
metilumbeliferona normal (4-MUF, Sigma, St. Louis, MO) como el producto estandar en agua de grado reactivo a
una concentracion final de 1 uM. 150 pl de 1 uM de 4-MUF normal y 150 pl de amortiguador de parada fueron
agregados a un pozo de la fila superior en la placa. 150 ul de amortiguador de parada fueron agregados a cada pozo
restante en la placa de 96 pozos. Diluciones seriales de 2 veces fueron hechas a partir de la fila superior de cada
columna hasta la ultima fila de la placa. La placa fue leida en un analizador de micro platos de fusion universal
(Packard, Meriden, CT) con una longitud de onda de un filtro de excitacion de 330 nm y una longitud de onda de un
filtro de emision de 440 nm. Se generé una curva estandar de micromoles de 4-MUF normal vs. fluorescencia, y se
extrapolaron muestras no conocidas a partir de esta curva. Los resultados son reportados como unidades/mililitros
donde 1 U de actividad fue igual a 1 pmol de 4-MUF producido por minuto a 37 °C.

6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina (GALNS - N-Ace tylgalactosamine 6-Suffatase). El ensayo de la actividad
de GALNS aprovecha el sustrato fluorescente 4-metilumbelliferil-B-D-galactopiranésido-6-sulfato (Toronto Research
Chemicals Inc., catalogo No.M33448). El ensayo fue conformado de 2 pasos. En el primer paso, 75 pl de 1.3 mM del
sustrato preparado en reaccion con el amortiguador (0.1M de acetato de sodio, 0.1 M de cloruro de sodio, pH 4.3)
fue incubado durante 4 horas a 37 °C con 10 ul del medio/la muestra proteinica o sus diluciones correspondientes.
La reaccion fue detenida al agregar 5 pl de 2M de fosfato de sodio monobasico para inhibir la actividad de la
GALNS. Después de la adicion de aproximadamente 500 U de B-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma,
Catalogue No. G5160), la mezcla de la reaccién fue incubada a 37 °C durante una hora adicional para liberar la
particula fluorescente del sustrato. La 22 reaccion fue detenida al agregar 910 pl de una solucién de parada (1% de
glicina, 1% de carbonato de sodio, pH 10.7). La fluorescencia de la mezcla resultante fue medida utilizando una
longitud de onda de medicion de 359 nm y una longitud de onda referencial de 445 nm con 4-metilumbeliferona (sal
de sodio de Sigma, Catalogue No. M1508) que sirvié como un estandar referencial. 1 U de la actividad corresponde
a nmoles de la 4-metilumbeliferona liberada por hora.

Inmunoensayos (ELISA)

2-sulfatasa de iduronato (12S). Una placa de fondo plano de 96 pozos fue cubierta con un anticuerpo anti-I12S
monoclonal de ratén diluido a 10 pg/mililitros en 50 nM de bicarbonato de sodio, pH 926 durante una hora a 37 °C. El
anticuerpo anti-I2S monoclonal de ratéon fue desarrollado bajo contrato por Maine Biotechnology Services, Inc.
(Portland, ME) a un polipéptido 12S humano de longitud completa producido recombinantemente y purificado
utilizando tecnologia estandar productora de hibridomas. La placa fue lavada 3 veces con 1X PBS que contenia 0.1
por ciento de Tween-20 y bloqueada durante una hora con un 2% de BSA en un amortiguador de lavado a 37 °C. El
amortiguador de lavado con un 2% de BSA fue utilizado para diluir las muestras y los estandares. El estandar de 12S
fue diluido y utilizado desde 100 ng/mililitros a 1.56 nanogramos/mililitros. Después de la remocion del amortiguador
de bloqueo, las muestras y los estandares fueron aplicados a la placa e incubados durante una hora a 37 °C. El
anticuerpo de deteccion, un anticuerpo anti-I2S de raton conjugado con peroxidasa de rabano, se diluyé 0.15
microgramos/mililitros en un amortiguador de lavado con un 2% de BSA. La placa fue lavada 3 veces, detectando los
anticuerpos agregados a la placa, y fue incubada durante 30 minutos a 37 °C. Para desarrollar la placa, se prepar6é
sustrato de TMB (Bio-Rad, Hercules, CA). La placa fue lavada 3 veces, se agregaron 100 pl de sustrato a cada pozo
y fue incubado durante 15 minutos a 37 °C. La reaccion fue detenida con 2 N de acido sulfarico (100 pl/pozo) y la
placa fue leida en un lector de placas de micro ftitulacién a 45 nm, utilizando 655 nm como la longitud de onda
referencial. 6-sulfatasa _de N-Acetilgalactosamina (GALNS). 2 anticuerpos anti-GALNS monoclonales
suministraron la base para la ELISA de GALNS. Los anticuerpos anti- GALNS monoclonales de ratén también fueron
desarrollados bajo contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland, ME) a un polipéptido de GALNS
humano de longitud completa producido recombinantemente y purificado utilizando tecnologia estandar de
produccién de hibridomas. El primer anticuerpo, para la captura de GALNS fue utilizado para cubrir una placa F96
MaxiSorp Nunc-Immuno (Nalge Nunc, catalogo No. 442404) en un amortiguador de recubrimiento (50 mM de
bicarbonato de sodio, pH. 6). Después de una incubacion durante una hora a 37 °C y de lavarse con un
amortiguador de lavado, la placa fue bloqueada con un amortiguador de bloqueo (PBS, 0.05% de Tween-20, 2% de
BSA) durante una hora a 37 °C. Muestras experimentales y de control junto con los estandares de GALNS fueron
cargados entonces en una placa e incubados aln mas durante una hora a 37 °C. Después de lavarse con un
amortiguador de lavado, el 2° anticuerpo de deteccién conjugado a HRP fue aplicado en un amortiguador de bloqueo
seguido por 30 minutos de incubacion a 37 °C. Después de lavarse la placa nuevamente, el reactivo del sustrato
Bio-Rad TMB fue agregado e incubado durante 15 minutos. 2N de acido sulfdrico fue agregado entonces para
detener la reaccion y los resultados fueron calificados utilizando espectrofotometria por medio de un dispositivo
molecular lector de placas a una longitud de onda de 450 nm.

Debate
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Efecto de la FGE en la actividad sulfatasa

GALNS. Un incremento de aproximadamente 50 veces en la actividad total de GALNS fue observada por sobre los
niveles del control (figura 5). Este nivel de actividad incrementada fue observado con los 3 momentos de muestras
del medio. Ademas, la actividad de GALNS fue acumulada linealmente a lo largo del tiempo con un incremento de 4
veces entre 24 y 48 horas y un incremento de 2 veces entre los momentos a las 48 horas y 72 horas.

12S. Aunque de magnitud absoluta mas pequefia, un efecto similar fue observado para la actividad total de 12S
donde un incremento de aproximadamente 5 veces en la actividad total de 12S fue observado por sobre los niveles
de control. Este nivel de actividad incrementada fue sostenido durante el experimento. La actividad de 12S
acumulada linealmente en el medio a lo largo del tiempo, similar a los resultados vistos con GALNS (2.3 veces entre
las 24 y las 48 horas, y 1.8 veces entre las 48 y las 72 horas).

Efecto de la FGE en la actividad especifica de lasul  fatasas

GALNS. La expresién de las FGE en las células 36F mejor¢6 la actividad aparente especifica de las GALNS (tasa de
actividad enzimatica en comparacion de las enzimas totales estimadas por ELISA) por 40-60 veces sobre los niveles
de control (figura 6). El incremento de la actividad especifica fue sostenido a lo largo de 3 momentos en el estudio y
parecié incrementarse a lo largo de 3 dias de acumulacion post-transfeccion.

12S. Un efecto similar fue visto con I2S, donde un incremento de 6-7 veces en actividad especifica (3-5 U/mg) fue
observada por sobre los valores de control (0.5-0.7 U/mg).

Los valores ELISA para GALNS (figura 7) e 12S no fueron afectados significativamente por la transfeccion de la FGE.
Esto indica que la expresién de FGE no deshabilita los senderos de interpretacién y de secrecion involucrados en la
produccién de sulfatasas.

En general, todos estos resultados para ambas sulfatasas indican que la expresion de FGE incrementa
dramaticamente la actividad especifica de sulfatasas en las lineas celulares que sobre-expresan a GALNS y a 12S.

Co- expresion de FGE (SUMF1) y otros genes de sulfata  sas

Para probar el efecto de las FGE (SUMF1) en actividades adicionales de sulfatasas en células normales sobre -
expresamos a las ADNc de ARSA (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 14), ARSV (IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO: 18) y ARSE (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 22) en varias lineas celulares
con y sin una co-transfeccion de la ADNc de FGE (SUMF1) y las actividades medidas de la sulfatasas. La
sobreexpresion de ADNcs de sulfatasas en las células Cos-7 co-expresd en un incremento moderado de las
actividades sulfatasas, y un incremento sinérgico importante (20 a 50 veces) en el gen de la sulfatasa y el gen de la
FGE (SUMF1). Un efecto similar, aunque mas bajo, fue observado en 3 lineas celulares adicionales, HepG2, LE293,
y U20S. Una sobreexpresiéon simultanea de ADNcs de sulfatasas multiples resulté en un incremento mas bajo de
cada actividad de sulfatasas especifica en comparacién a la sobreexpresion de una sola sulfatasa, indicando la
presencia de competicion de las diferentes sulfatasas por la maquinaria de modificacion.

Para probar la conservaciéon funcional del gen de la FGE (SUMF1) durante la evolucién sobre expresamos las
ADNCcs de ARSA, ARSC y ARSE en varias lineas celulares con y sin co-transfecciéon de la ADNc de MSD y medimos
las actividades de las sulfatasas. Los genes de la FGE (SUMG1) de los ratones y de la Drosophila estuvieron activos
en las 3 sulfatasas humanas, siendo la FGE (SUMF1) de la Drosophila la menos eficiente. Estos datos demuestran
un alto grado de conservacion funcional de la FGE (SUMF1) durante la evolucién implicando una importancia
bioldgica significativa para la funcién y supervivencia celular. Un efecto similar y consistente, aunque mas débil, fue
observado utilizando el gen FGE2 (SUMF2), sugiriendo que la proteina codificada por este gen también tiene una
actividad codificadora de sulfatasas. Estos datos demuestran que el monto de la proteina codificada con FGE
(SUMF1) es un factor limitante para las actividades de la sulfatasas, un hallazgo con implicaciones importantes para
la produccién a larga escala de la sulfatasa vivas que serian utilizadas en la terapia de reemplazo enzimatico.

Ejemplo 4:

Identificacion del gen mutado en la MAS por medio de una complementacién funcional utilizando transferencias
cromosOmicas mediadas con micros células.

En un experimento separado utilizando transferencias cromosémicas mediadas por micros células por medio de
complementos funcionales confirmamos que el gen mutado en las MSD era de la FGE. Nuestros hallazgos
suministran una mayor visibn en un mecanismo biolégico nuevo que afecta toda una familia de proteinas en
organismos distantes relacionados. Adicionalmente al identificar la base molecular de una enfermedad genética rara,
nuestra informacién confirma un efecto mejorador poderoso del producto del gen de la FGE en la actividad de las
sulfatasas. El hallazgo posterior tiene implicaciones clinicas directas para la terapia de por lo menos 8 enfermedades
humanas causadas por deficiencias de sulfatasas.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2566 641 T3

El gen para mapas de MSD al cromosoma 3p26

Para identificar la ubicacién cromosémica del gen mutado en la MSD intentamos rescatar las enzimas con
deficiencia de sulfatasas por medio de complementaciones funcionales via transferencias cromosémicas mediadas
por micro células. Un panel de lineas celulares hibridas humano/raton que contenian cromosomas humanos
normales individuales manchados con marcadores seleccionables dominantes, HyTK, que fueron utilizados como la
fuente de los cromosomas humanos donantes y fusionados a una linea celular inmortalizada de un paciente con
MSD. Todos los 22 autosomas fueron transferidos uno a uno a la linea celular del paciente y se seleccionaron
hibridos en higromicina. Aproximadamente 25 colonias sobrevivientes fueron escogidas en cada uno de los 22
experimentos de transferencias. Estas crecieron por separado y se cultivaron para sus siguientes pruebas
enzimaticas. Las actividades de la arilsulfatasa A (ARSA) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 15), la
arilsulfatasa B (ARSB) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 17), y la arilsulfatasa C (ARSC) (la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 19) fueron probadas para cada uno de los aproximadamente 440
clones (20 x 22). Este anélisis indic6 claramente que las actividades de la sulfatasas de varios clones que se derivan
de la transferencia cromosoémica 3 fue significativamente mas alto en comparacion con aquella de todos los otros
clones. Una variabilidad impresionante fue observada cuando se analizaron las actividades de cada uno de los
clones individualmente de la transferencia cromosdmica 3. Para verificar si cada clon tuvo un cromosoma 3 intacto
de la linea celular donante, utilizamos un panel de 23 marcadores genéticos por tipos del cromosoma 3, distribuido
uniformemente a lo largo del cromosoma y seleccionado previamente en base a diferentes alelos entre las lineas
celulares del donante y del paciente. Esto nos permiti6 examinar para detectar la presencia del cromosoma donante
e identificar una posible pérdida de regiones especificas debido a la ruptura cromosémica incidental. Cada clon que
tenia una actividad enzimatica alta retuvo a todo el cromosoma 3 de la linea celular donante, mientras que los clones
con actividades bajas parecieron haber perdido a todo el cromosoma en base de la ausencia de los alelos del
cromosoma 3 de la linea celular donante. Los clones posteriores probablemente retuvieron una region pequefia del
cromosoma donante que contenia el gen marcador seleccionable que les permitia sobrevivir en el medio que
contenia higromisina. Esta informacién indica que un cromosoma humano normal 3 era capaz de complementar el
efecto observado en la linea celular de los pacientes con MSD.

Para determinar la region cromosémica especifica que contiene al gen responsable de complementar la actividad,
usamos hibridos del cromosoma 3 neo-marcados que descubrimos que habian perdido varias porciones del
cromosoma. Adicionalmente, realizamos transferencias cromosémicas mediadas por micros células irradiadas de
cromosomas 3 humanos marcados con HyTK. 115 hibridos irradiados del cromosoma 3 fueron probados para
detectar sus actividades de sulfatasas y fueron clasificados de acuerdo a su genotipo utilizando un panel de 31
marcadores tipo microsatélites polimérficos que abarcaron a todo el cromosoma. Todos los clones que mostraron
actividades enzimaticas altas parecieron haber retenido al cromosoma 3p26. Un andlisis de alta resolucién utilizando
marcadores adicionales de esta region generé un mapa de la posible ubicacion del gen de complemento entre los
marcadores D3S3630 y D3S2397.

Identificacién del gen mutado en la MSD

Investigamos genes de la regiéon gendmica 3p26 para detectar mutaciones en los pacientes con MSD. Cada exon
que incluia uniones de empalme fue amplificado por medio de PCR y analizado por medio de secuenciaciones
directas. Los analisis de mutacion fueron realizados en 12 individuos no relacionados; 5 pacientes con MSD
descritos previamente y 7 casos no publicados. Algunas votaciones fueron identificadas a partir de nuestra cohorte
con MSD en la marcacién secuencial expresada (EST) AK075459 (IDENTIFICACIONES SECUENCIALES
NUMEROS: 4, 5), correspondiente a un gen de funcion desconocida, sugiriendo fuertemente que este era el gen
involucrado en la MSD. Se descubrié que cada mutacion estaba ausente en 100 individuos de control, excluyendo
por lo tanto la presencia de un polimorfismo secuencial. Un analisis adicional de mutacién confirmatoria fue realizado
en ARNSs de pacientes transcritos en reversa, particularmente en aquellos casos en los cuales el analisis genémico
de ADN revelé la presencia de una mutacién en, o cerca del lugar de empalme, afectando posiblemente a los
empalmes. Mutaciones de movimiento de marco, sin sentido, de empalme y de cambio de sentido también fueron
identificados, sugiriendo que la enfermedad es causada por una pérdida del mecanismo funcional, tal como se
anticipoé para una enfermedad recesiva. Estos examenes concurrieron con la observacion de que casi todas las
mutaciones de cambio de sentido afectan a aminoacidos que son altamente conservados a través de la evolucion
(refiérase a continuacion).

Tabla 8: Mutaciones identificadas adicionales de MSD
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Caso referencia fenotipo exon | cambio de cambio de
nucledétidos aminoacidos
1. BA426. Conary et al, Moderado 3 463T>C S155P
1988 3 463T>C S155P
2. BA428 Burch et al, 1986 Neonatal severo 5 661delG Cambio de marco
3. BA431 Zenger et al, Moderado 1 2T>G M1R
1989 2 276delC cambio de marco
4. BA799 Burk et al, 1981 Leve-moderado 3 463T>C S155P
3 463T>C S155P
5. BA806 No publicado Neonatal severo 9 1045T>C R349W
6. BA807 Schmidt et al, Desconocido 3 c519+4delGTAA ex3  Saltando
1995 1076C>A S359X
7. BA809 Couchot et al, Leve-moderado 9 1A>G MIV
1974 1042G>C A348P
8. BA810 No publicado Severo 1 1006T>C C336R
9 1046G>A R349Q
9. BA811 No publicado Neonatal severo 3 c519+4delGTAAex 3  Saltando
8 979C>T R327X
10. BA815 No publicado Moderado 5 €.603-6delC Ex 6 saltando
6 836C>T A279V
11. BA919 No publicado Leve-moderado 9 1033C>T R345C
9 1033C>T R345C
12. BA920 No publicado Moderado 5 653G>A c218Y
9 1033C>T R345C

Se identificaron mutaciones en cada paciente con MSD que fue examinado, excluyendo por lo tanto
heterogeneidades de locus. Ninguna correlacion obvia fue observada entre los tipos de mutaciones identificadas y la
severidad del fenotipo reportado en los pacientes, sugiriendo que una variabilidad clinica no es causada por la
heterogeneidad de los alelos. En 3 instancias en pacientes diferentes (caso 1y 4,caso6y9,yelcaso1ly12enla
tabla 6) se descubrié que portaban la misma mutacion. 2 de estos pacientes (el caso 11 y 12) tuvieron origen en el
mismo pueblo en Sicilia, sugiriendo la presencia de un efecto fundador que fue confirmado en efecto por un analisis
de haplotipos. Sorpresivamente, se descubrié que la mayoria de pacientes eran heterocigotos de compuestos,
portando diferentes mutaciones de alelos, mientras que soélo unos pocos fueron homocigotos. Aunque fue
consistente con la ausencia de consanguinidad reportada por los padres, este fue un hallazgo algo inesperado para
una enfermedad recesiva muy rara tal como la MSD.

El gen y la proteina de la FGE

La secuencia de consenso de la ADNc de la FGE humana (también utilizados intercambiablemente en este
documento como SUMF1) (IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO: 1) fue armada de algunos clones de
marcaciones (EST) secuenciales expresadas y parcialmente de la secuencia gendmica correspondiente. El gen
contiene 9 exones y se expande aproximadamente por 105 kb (refiérase al ejemplo 1). La comparacién secuencial
también identificé la presencia de un paralogo genético de la FGE en el cromosoma humano 7 que lo designamos,
FGE2 (también utilizado intercambiablemente en este documento, SUMF2) (las IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS: 45, 46).
Complementacion funcional de las deficiencias de su Ifatasas

Fibroblastos de los pacientes (caso 1y 12 en la tabla 8) con MSD en quienes identificamos mutaciones del gen FGE
(SUMF1) (lineas celulares BA426 y BA920) fueron infectadas con virus HSV que contenian formas de tipo silvestre y
2 formas mutadas de la ADNc de la FGW (SUMF1) (R327X y Aex3). Las actividades de ARSA, ARSB, y ARSC
fueron probadas 72 horas después de la infeccion. La expresion de la ADNc de FGE (SUMF1) de tipo silvestre
resultd en una complementacion funcional de las 3 actividades, mientras que en las ADNcs de FGE (SUMF1)
mutantes no ocurrié eso (tabla 9). Esta informacion suministr6 evidencia concluyente de la identidad de la FGE
(SUMF1) puesto que el gen de la MSD y estas prueban una relevancia funcional de las mutaciones encontradas en
los pacientes. Estas mutaciones asociadas con la enfermedad resultan en una deficiencia de sulfatasas,
demostrando de esta forma que la FGE (SUMF1) es un factor esencial para la actividad de las sulfatasas.

Tabla 9: Complementacion funcional de deficiencia d e sulfatasas
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Linea celular de MSD del Estructura ARSA(1) ARSB(1) ARSC(1)

receptor

BA426 HSV amplicon 24.0 225 0.15
SUMF1-Aex3 42.0 23.8 0.29
SUMF1-R327X 33.6 24.2 0.16
SUMF1 1195(4.9x) 37.8(1L.7x) 0.62 (4.1 x)

BA920 HSV amplién 16.6 11.3 0.15
SUMF1-Aex3 17.2 14.4 0.07
SUMF1-R327X 36.0 13.5 0.13
SUMF1 73.5 (4.0 x) 21.6 (1.9 x) 0.42 (2.8 x)

Rango de control 123.7-294.6 50.6-60.7 1.80-1.58

Q) Todas las actividades enzimaticas son expresadas en nmoles de 4-metilumbeliferona

mg de proteina liberada " durante 3 horas. Las lineas celulares de MSD BA426 y BA920 fueron
infectadas con el HSV amplicdn individualmente, y con estructuras que portaban ADNcs de SUMF1
mutantes o de tipo silvestre. El incremento de actividades individuales de arilsulfatasas en fibroblastos
infectados con el gen SUMF1 de tipo silvestre, en comparacién con aquellas células infectadas con el
vector individual, esta indicado en paréntesis. Las actividades medidas en los fibroblastos de control que
no fueron infectados también son indicadas.

Base molecular de la MSD

Basandonos en la hipdtesis de que el gen de la enfermedad deberia poder complementar la deficiencia enzimatica
en la linea celular de un paciente, realizamos transferencias cromosémicas mediadas por micro células a una linea
celular inmortalizada de un paciente con MSD. Esta técnica ha sido usada exitosamente para la identificacién de
genes cuya funcion pronosticada puede ser evaluada en lineas celulares (por ejemplo, al medir la actividad
enzimatica o al detectar caracteristicas morfoldgicas). Para abordar el problema de variabilidad estocastica de la
actividad enzimatica, medimos las actividades de 3 sulfatasa diferentes (ARSA, ARSB y ARSC) en el ensayo de
complementacion. Los resultados de la transferencia cromos6mica indicaron claramente mapas del gen
complementario del cromosoma 3. Los mapas subregionales fueron logrados al generar un panel hibrido de
radiacion para el cromosoma 3. Los clones hibridos individuales fueron caracterizados a un nivel genémico, al
clasificar el tipo de 31 marcadores tipo microsatélite que mostraban diferentes alelos entre las lineas celulares de los
donantes y de los receptores, y a nivel funcional al probar las actividades de las sulfatasas. El andlisis de 130 de
esos hibridos result6é en los mapas de la region complementaria del cromosoma 3p26.

Una vez que la region genomica critica fue definida, el gen de la FGE (SUMF1) también fue identificado por medio
de andlisis de mutaciones en los ADN de los pacientes. Las mutaciones fueron encontradas en todos los pacientes
qgue fueron examinados, suministrando un solo gen que esta involucrado en la MSD. Las mutaciones encontradas
fueron de diferentes tipos, la mayoria (por ejemplo, en el lugar de empalme, en el lugar de inicio, sin sentido, de
cambio de marco) resultaron putativamente en una funcién perdida de la proteina codificada, tal como se esperaba
para una enfermedad recesiva. La mayoria de mutaciones de cambio de sentido afectaron a los codones
correspondiente de los aminoacidos que han sido altamente conservados a lo largo de la evolucion, sugiriendo que
estas mutaciones ademas causan una pérdida de funcién. No se pudieron concluir correlaciones entre el tipo de
mutacion y la gravedad del fenotipo, indicando que la gravedad del fenotipo es debido a factores no relacionados.
Contrario a lo que se esperaria para una enfermedad genética rara, se descubri6 que muchos pacientes fueron
heterocigotos compuestos, portando 2 diferentes mutaciones. Sin embargo, un efecto fundador fue identificado para
una mutacioén que se origind en un pueblo pequefio en Sicilia.

Funcién genética de la FGE (SUMF1)

La identidad del gen de la FGE (SUMF1) como el “factor complementario” fue demostrada definitivamente al rescatar
la deficiencia enzimatica de 4 diferentes sulfatasas en la expresién de la ADNc de la FGE (SUMF1) exdgena,
insertada en un vector viral, en 2 lineas diferentes de células de pacientes. En cada caso se observé una
restauracion consistente aunque parcial de todas las actividades sulfatasas examinadas, cuando se compararon con
las lineas celulares de pacientes de control transfectadas a vectores vacios. En promedio, el incremento de
actividades enzimaticas varié de entre 1.7 a 4.9 veces y alcanzaron aproximadamente la mitad de los niveles
observados en lineas celulares normales. La actividad enzimatica tiene una correlacion con el numero de particulas
de virus utilizadas en cada experimento y con la eficiencia de la infeccion tal como se probd por el andlisis de
proteinas marcadoras (GFP). En los mismos experimentos, vectores que contenian a ADNcs de la FGE (SUMF1)
que portaban 2 de las mutaciones encontradas en los pacientes, R327X y Aex3, fueron utilizadas y ningun
incremento significativo de la actividad enzimatica fue observada, demostrando, entonces, la relevancia funcional de
estas mutaciones.

Tal como se menciona en otras secciones de este documento, Schmidt et al. descubrié por primera vez que las

sulfatasas atraviesan una modificacién post-interpretacion de una cisteina altamente conservada, que se encuentra
en el lugar activo de la mayoria de sulfatasas, a Ca-formilglicina. También demostraron que esta modificacion tuvo
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deficiencias en la MSD (Schmidt, B., et al., Cell (Célula), 1995, 82:271-278). Nuestra informacion de mutaciones y de
funciones suministra una evidencia fuerte de que la FGE (SUMF1) es responsable de esta modificacién.

El gen de la FGE (SUMF1) muestra un nivel extremadamente alto de conservacion secuencial a lo largo de todas las
especies relacionadas distantemente que fueron analizadas, desde las bacterias hasta el hombre. Suministramos
evidencia de que el homdlogo de la Drosophila en el gen de la FGE (SUMF1) humana es capaz de activar sulfatasas
humanas sobre-expresadas, probando que el alto nivel observado de similitud secuencial de los genes de la FGE
(SUMF1) de especies relacionadas distantemente tiene una correlacion con una conservacion funcional
impresionante. Una excepcion notable es la levadura, que parece no tener al gen de la FGE (SUMF1) asi como
cualquier gen codificador de sulfatasas, indicando que la funcién de la sulfatasas no es requerida por este organismo
y sugiriendo la presencia de una influencia reciproca en la evolucion de los genes de la FGE (SUMP1) y de la
sulfatasas.

Interesantemente, existen 2 genes homologos, la FGE (SUMF1) y la FGE2 (SUMF2), en los genomas de todos los
vertebrados analizados, incluyendo a los humanos. Tal como resulta evidente del arbol filogenético, el gen de la
FGE2 (SUMF2) parece haber evolucionado independientemente del gen de la FGE (SUMF1). En nuestros ensayos
el gen de la FGE (SUMF2) también puede activar sulfatasas, sin embargo, lo hace en una forma mucho menos
eficiente en comparacién con el gen de la FGE (SUMF1). Esto podria explicar la actividad residual de sulfatasas que
se encuentra en los pacientes con MSD y sugiere que una deficiencia completa de sulfatasas seria letal. En este
momento, no podemos descartar la posibilidad de que el gen de la FGE2 (SUMF2) tiene una funcién adicional pero
gue todavia desconocida.

Impacto de la terapia de enfermedades debido alas  deficiencias de sulfatasas

Un fuerte incremento (de hasta 50 veces, de las actividades de sulfatasas fueron observadas en las células que
sobre expresaban a la ADNc de la FGE (SUMF1) junto con los ADN es de ARSA, ARSC, o ARSE, en comparacién
con las células que sobre expresaban una sola sulfatasa individual. En todas las lineas celulares, un efecto sinérgico
significativo fue encontrado, indicando que la FGE (SUMF1) es un factor limitante para la actividad de la sulfatasas.
Sin embargo, se observd una variabilidad entre las diferentes sulfatasas, debido, posiblemente, a afinidades
diferentes de la proteina codificada por la FGE (SUMF1) con las varias sulfatasas. También se observd una
variabilidad entre diferentes lineas celulares que podrian tener diferentes niveles de enzimas generadoras de
formilglicina endégena. Consistente con estas observaciones, hemos encontrado que la expresion del gen de la
MSD varia entre diferentes tejidos, con niveles significativamente altos en los rifiones y en el higado. Esto podria
tener implicaciones importantes puesto que los tejidos con bajos niveles de expresion genética de FGE (SUMF1)
podrian ser menos capaces de modificar efectivamente a proteinas de sulfatasas entregadas exdégenamente
(refiérase a secciones posteriores de este documento). Toda esta informacién sugiere que la funcién del gen de la
FGE (SUMF1) ha evolucionado para lograr un sistema regulatorio dual, en la que cada sulfatasa esta siendo
controlada por un mecanismo individual, responsable de los niveles de ARNm de cada gen de sulfatasas
estructurales, y un mecanismo compartido y comin de toda la sulfatasas. Adicionalmente, la FGE2 (SUMF2)
suministra una redundancia parcial para la modificacion de las sulfatasas.

Esta informacion tiene implicaciones profundas para la produccién en masa de sulfatasas activas que serian
utilizadas en las terapias de reemplazo enzimatico. Los estudios de reemplazo enzimatico han sido reportados en
modelos animales de deficiencia sulfatasas, tales como un modelo felino de mucopolisacaridosis VI, que demostro
ser efectivo para prevenir y curar algunos sintomas. Ensayos terapéuticos en humanos se estan realizando
actualmente para 2 enfermedades congénitas debido a deficiencias de sulfatasas, el MPSII (sindrome de Hunter) y
MPSVI (el sindrome de Maroteaux-Lamy) y pronto se extendera a un nimero grande de pacientes.

Ejemplo 5:

Terapia de reemplazo enzimatico con GALNS activada por FGE para la enfermedad de Morquio MPS IVA

La causa principal de la patologia esquelética en pacientes de la enfermedad de Morquio es la acumulacion del
gueratan sulfato (KS - keratan sulfate) en los condrocitos disco fisis (cartilago de crecimiento) debido a deficiencias
de las sulfatasas de los liposomas, GALNS. El objetivo principal de los estudios de investigacion in vivo es
determinar si es que la administracion intravenosa (IV) de GALNS activadas por la FGE es capaz de penetrar a los
condrocitos del ligamento de crecimiento asi como otros tipos celulares apropiados en ratones normales. Sin
importar, la falta general de anormalidades esqueléticas, un modelo de raton deficientes de GALNS (Morquio Knock-
In -MKI, S. Tomatsu, St. Louis University, MO) también fue utilizado para demostrar la actividad bioquimica in vivo de
una administracion repetitiva de GALNS activados por la FGE. La falta de patologia esquelética en modelos de
ratones refleja el hecho de que la KS esquelética ha sido reducida en una forma importante o esta ausente en los
roedores (Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228:443-450). Estos ratones, sin embargo, demostraron una
acumulacion detectable de GAG y otras anormalidades celulares en varios érganos y tejidos. Por lo tanto, el objetivo
general de los estudios fue el demostrar que las GALNS activadas por FGEs penetran al ligamento de crecimiento
(estudio de bio-distribucién) y muestran una actividad enzimatica funcional de GALNS hacia la remocién de GAGs
acumulados en los tejidos afectados (estudio farmaco - dinamico).
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Los resultados de estos estudios demostraron que GALNS activados por FGEs inyectados intravenosamente fueron
internalizados por los condrocitos del ligamento de crecimiento, a pesar de niveles relativamente bajos en
comparacion a otros tejidos. Adicionalmente, la inyeccién de GALNS activados por FGE durante el transcurso de 16
semanas en ratones MKI despejé efectivamente al GAG acumulado y redujo la coloracion de los bio-marcadores de
lisosomas en todos los tejidos suaves examinados. En general, los experimentos demostraron exitosamente la
entrega de GALNS a los condrocitos del ligamento de crecimiento y demostraron una actividad bioquimica en
términos del despeje de GAG en varios tejidos.

Estudio de bio - distribucion

A ratones ICR (normales) de 4 semanas de edad se les administr6 una sola inyeccién intravenosa de 5
mg/kilogramos de GALNS activado por FGEs. El higado, el fémur (hueso), el corazén, el rifion y el bazo fueron
recaudados 2 horas después de la inyeccién y preparados para una examinacion histolégica. Un anticuerpo
monoclonal de GALNS anti-humano fue utilizado para detectar la presencia de GALNS inyectados en los varios
tejidos. GALNS fue detectado en todos los tejidos examinados en comparacion a los controles portadores. Ademas,
se observé facilmente a GALNS en todos los tejidos examinados utilizando un sistema reportador mas sensible de
rabano-peroxidasa, con la excepcién del hueso. La demostracion de la absorcion de GALNS en el ligamento de
crecimiento requirid el uso de un sistema de informes mas sensible con isotiocianato de fluoresceina (FTTC -
fluorescein-isothiocyanate) indica que, aunque las GALNS penetran al ligamento de crecimiento, estd menos
disponible en los condrocitos del ligamento de crecimiento que en células de tejidos suaves. Sin importar el
requerimiento de un método mas sensible de deteccion presente, la entrega de GALNS a condrocitos 6seos del
ligamento de crecimiento fue observada en todas las secciones del ligamento de crecimiento examinadas en
comparacion a los controles portadores.

Estudi6é farmaco - dinamico en ratones MKI

A ratones MKI o de tipo silvestre de 4 semanas de edad se les administré inyecciones semanales intravenosas (n =
8 por grupo) hasta que tenian 20 semanas de edad. Cada inyeccién semanal consisti6 de 2 mg/kilogramos de
GALNS activados por FGE o un portador de control. (Ninguna inyeccion para ratones de tipo silvestre). Todos los
ratones fueron sacrificados para una examinacion histolégica a las 20 semanas de edad y se mancharon utilizando
los siguientes métodos: hematoxilina y eosina para la morfologia celular, azul alciano para la deteccion de GAGs.

El despeje de GAGs acumulados fue demostrado al reducir la coloracidn de azul alciano en todos los tejidos suaves
examinados (el higado, el corazon, el rifidn y el bazo). Esto fue observado Unicamente en los ratones inyectados con
GALNS. Aungue el ligamento de crecimiento en los ratones MKI funcioné normalmente tal como se evidencio por la
morfologia esquelética normal, existieron anormalidades celulares sutiles observadas (incluyendo la formacién de
vacuolas de condrocitos sin efectos patologicos aparentes). Los condrocitos con vacuolas de las zonas hipertréficas
y proliferativas del ligamento de crecimiento no fueron afectados por la administracion de GALNS. Esto contrasté
con los condrocitos en la zona de calcificacion del ligamento de crecimiento donde una reduccion de la formacion de
vacuolas se observd en ratones inyectados con GALNS. La formaciéon de vacuolas de los condrocitos y la
acumulacién de GAG que se presume que no tienen relacién con KS en el ligamento de crecimiento en ratones MKI
fue, en general, sorprendente e inesperada debido a la falta conocida de KS en el ligamento de crecimiento de los
ratones. Estas observaciones particulares reflejan muy posiblemente el hecho que, en los ratones knock in, niveles
altos de GALNS mutantes estan presentes (lo contrario de los ratones knock-out en los cuales no existe ningun
GALNS mutante residual, no existié ninguna formacién de vacuolas en los condrocitos del ligamento de crecimiento
y no existi6 ninguna acumulaciéon de GAGs. Tomatsu S. et al., Human Molecular Genetics (Genética Molecular
Humana), 2003, 12:3349-3358). El fenémeno de la formacién de vacuolas en el ligamento de crecimiento podria ser
una indicacion de un efecto secundario en un subconjunto de células que expresan a las GALNS mutantes. Sin
embargo, la inyeccién de enzimas durante el transcurso de 16 semanas demostré una fuerte evidencia de una
entrega de GALNS activada por FGE a varios tejidos y una actividad enzimatica in vivo.

Descripcion detallada de los esquemas

Figura 1: espectros de masa MALDI-TOF de P23 después de la incubacion en la ausencia de (A) o
con la presencia de (B) de un extracto soluble de m  icrosomas de testiculos bovinos. 6 pmoles de P23
fueron incubados bajo condiciones estandar durante 10 minutos a 37 °C en la ausencia o en la presencia de
1 ul de extracto microsomal. Las muestras preparadas para espectrometria de masa de MALDI-TOF tal
como se describi6 en los procedimientos experimentales. Las masas monoisotopicas MH+ de P23
(2526.28) y su derivado de FGly (2508.29) son indicadas.

Figura 2: Arbol filogenético derivado de una alinea  cién de FGEs y 21 proteinas humanas de la

semilla PFAM-DUF323. Los nimeros de las ramas indican la distancia filogenética. Las proteinas son
designadas de acuerdo a su numero de identificacion TrEMBL y el nombre de la especie. hFGE - FGE
humana. Superior derecha: la escala de las distancias genéticas. Un asterisco indica que el gen ha sido
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investigado aun mas. Los 7 genes superiores son parte de la familia genética de las FGEs. Figura 3:
Organizacion del locus genético de las FGEs en human  os y ratones. Los exones se muestran a escala
como cajas oscuras (locus humano) y cajas claras (locus de los ratones). La barra en la esquina inferior
izquierda muestra la escala. Las lineas entre los exones muestran los intrones (no a escala). Los nimeros
sobre las lineas de intrones indican el tamafio de los intrones en kilo bases.

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

Figura 5: Grafico de barras que muestra la activida  d de las-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina en
células 36F Transfectadas transitoriamente con plds  midos de expresion de FGE. Las células fueron
transfectadas con un plasmido de control, con pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en orientacion reversa, 0 un
plasmido de expresion FGE, pXMG.1.3 en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas después las células
fueron re-alimentadas. La actividad de las 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina se determiné por medio de
un ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio de 2 transfecciones separadas con
desviaciones estandar indicadas por medio de las barras de error.

Figura 6: Grafico de barras que muestra la activida d especifica de las 6-sulfatasas de N-
Acetilgalactosamina en células Transfectadas transi toriamente con plasmidos de expresion de FGE.
Las células fueron transfectadas con un plasmido de control, con pXMG.1.2, con una ADNc de FGE en
orientacion reversa, o con un plasmido de expresion de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato
(MTX). 24 horas después las células fueron re-alimentadas con un medio que contenia 1.0 y M de MTX. El
medio fue de privado y las células fueron recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la re-alimentacién. La
actividad especifica de las 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina fue determinada por medio de un ensayo
de actividad y ELISA y esta representada como una tasa de la actividad de las 6-sulfatasas de N-
Acetilgalactosamina por miligramo de 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina de reactivos ELISA. Cada
valor mostrado es el promedio de 2 transfecciones separadas.

Figura 7: Gréfico de barras que muestra la producci  6n de 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina en
las células 36F Transfectadas transitoriamente con plasmidos de expresion de FGE. Las células
fueron transfectadas con un plasmido de control, pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en una orientacién
reversa, o un plasmido con expresion de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas
después las células fueron re - alimentadas con un medio que contenia 1.0 p M de MTX. El medio fue
cultivado y las células fueron recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la reunién alimentacion. Las
proteinas totales de las 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina se determinaron por medio de ELISA. Cada
valor mostrado es el promedio de 2 transfecciones separadas con las desviaciones estandar indicadas por
las barras de error.

Figura 8: Grafico que muestra la actividad de 2-sul fatasas de iduronato en las células 30C6
Transfectadas transitoriamente con plasmidos de exp resion de FGE. Las células fueron transfectadas
con un plasmido de control, pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en orientacién reversa, o un plasmido de
expresion de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas después las células fueron re -
alimentadas con un medio que contenia 1.0 p M de MTX. El medio fue cultivado y las células fueron
recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la reunién alimentacion. La actividad de 2-sulfatasas de
Iduronato fue determinada por medio de un ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio de 2
transfecciones separadas.

Figura 9: Muestra un botiquin que plasma las caract  eristicas de este invento.
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EEbaggacas ACASaRRCLE
aaggacotgk gEiagoakbbEs
pettgangag taaccabcad
gatasgtogs gatacattte

Aacatgtocac oocasgobctg

<Z e 13
<Z11> 552
<Z{Z= PRT

ES 2566 641 T3

<213 Homo sapiens

<4ific= 13
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ly

Wal

Thr
65

Fha

Fhi
145

aly

Cya Lau Gly Val
15

Wil Lew Lew Lau
3o

Fro Loa Lyo Lys

Ser Sar hla Tyr
-1

Ila Leu Thr Oly
1a@

Leu 3la aly kenm
115

han Thr Fhe Pro
130

Fha Ala Oly Iarm

Loy Olu Hia wal
165

Fhe

The

Cya

hla

chebgoagat ggatoookgo
Fokagtobte
AATCRLSCSCa
fdbsaggagky
gttckoaotyg
aagactgaak
BoLgatsche
ifnkbgagca
ngobkqaaktoa
Ebkatgakgtk
EEcatgkELEt

T

Gly

Rag
55

Sar

Elo
135

il

pogoctottE cEgatgaagt

sagaccacac etggasgagt ttotgggokg
gtsagcegac tEcckojtgo aatgegbEna
gebgickEkg giotckEset tEagaobghca
tatEbEEEEE atootgesee cacagkboth
tbgkeaaceo attcogaban abgooagtac
cEEEbgatat gtaagotign ccbaaagkca
cEtcactake sapAaAtacta ACAEcacaby
tocaigbanyd aacaagtace abEgFcbgate
caktcagagfls btggbaaggbE goaaatboaa

Egkgaattc

Fro Oly Arg Tew
1q

Fro Ala Layg Lau

25

Val Ala Ala Gly

40

Aap Gln Asp Glu

Als Leu Ila Oly

s

Sar Ala Lou Cyo

L1

Pro Hie Aon Hia
105

Ser Lyo Sar Trp
120

Low Arg Ser Hat Cym

Ann 3lu TyT Gly
155

21y Trp Saxr Tyx
170

u-nummmmmﬂﬁmnu
1

180

56
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1860
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040
21040
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4230
Z2An
3dno
1379

Arg hrg Qly 56 Pro

15

Lou Liu Val Lau
3o

Val Leuw Oly Gly

&la Hek Jly Hak

Cys Frao 8sr Arg

His Val Wal Asn
115

135

Qly Ty 3ln
140

Ala Fro Asp Ala

aly

Hat

Thr

Lyn Ile Oln Glu

lea

Trp Tv¥r Als Lew Slu

175

Ilas Asm Oly Lye Ala
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Lys Mis Gly Glu han Tyr
135

hsn Val Sar Lou hsp Fheo
210 215

Pha Mebk Hek Ila ;—lnl The
1

Pre Oln Tvr Gln Lys Ala
245

han Phe hes Ila His Oly
260

Lya Thr Fro Hek The Asn
aTs

Mgmugﬂpﬂhm
23 . 295

Lya Leu Val Lys Arg Leu Glu

dla
465

Fro

LD

Ils Aap Lye Arg Glm Lou
J&l

Yal Arg Gly Pre Gly Ils
ass

Ala Ran Ile Asp Leu Gly
3Ta 375

Laoa Aon Lyos Thr Oln Hokb
390

gly Ala Ber hsn Lou Thr
[

Fly 3lu @1y kry Aon YVal
- @3k

Gly Val Bar 0ln Cys Fha
435

Aan Thr Tyr Ala Cys Val
450 455

Tye Cys Gly Fhe Aep Asp
a70

Thr Ala Asp Pro Asp Gln
485

Bar
200

L

Far
ZED

Lo

Gl

Lym
IED

hap

FED
440

Gln

Ile

qlu:.-ur;ﬁm,_-.rmlmm

Val hap

TyT Lk

Bar
“P'fﬂm“.n_

Ala Pro Mia Sar

gln kan
259

Aan Lys
Fer ILle
Lana Fer
The ilh;r
Tys Hism

330

Glu Phe

T 11

Fro AER

Thr Ils

Oy Hob
410

haop Fro
w25

Asp Cya

Glg Val

57

235

Yal Fhe

Him Trp
Glin Fha

Vil AAg
oo

Glu L
315

Thr Gly
Asp Ils

@ln Thx

Sor Laow
305

Asp Val
Thr Cyo
val Cya
Sar Rl

dB0

Fhe Val
475

Ile Ala

Ths
205

Am

L

Tl

285

Ran

Aln

365

Ilm

Fro

Qlu
445

Tlu

Lym

Mot

ABp

Fha

TER

Ila
27D

Azp

Asn

al
350

Sog
430

Amp

¥al

Luang
510

Val Leu
Olu Fao

Thr Ala
aad

Arg Gln

Val Olu

Gar Leu
335

Pro Leu
Mat Leu
Gly TyT
Tio Leu

Glu
415 o

TyE han
480

Ils Asp
495

din Bar
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mhmmmmmﬁhruhhl Fhe hap Fro Gly Tyr

515

lmlhtmnnmmit:;Eb

530

Pha Ba Hin Lea Low
mh‘-ﬂ "':'““;“

<210 14
2 1= 2032

<212> ADN
213> Homeo sapiens

<4 14

coggbaccgg
agogocasgt
tobocogotog
totoooggta
gagtattoor
gockgetgga
oEUIgeLceq
caacateqty
ecogagetet
ckkctacgtg
ceegpttogg
cebggaggad
TREcangbyy
ccakogakbl
cbkbocogoog
gt Eggooanas
oatggottta
gtactatgoo
EECcaggesge
gakbgueages
caakggacot
aasgggascy
Emtogotooo
agrecbagek

cEoctookgg
gacttaogoa
agaatctgan
ctgetogoce
gtecggogbe
Qoeangbage
cogkeeskas

cbhgatetbeg

Afcacboscn,

cckgbgtckc
atgggoatgk
gtgaccgtay
caccktggag
cEaggcakoo
gocactootl
cegtcogtbeg
goceakbgace
totenssaes
gEgecakikg
ataggggnoa
gagacoatgr
acotocgagg
gEegkgaces
AFEgCoSoRs

FaTgtELEEy
cacagtgato
aocssgekgps
Ll

gotoockotn
cocgacootg
ggtgeectgn
cpgooctoty
toagggasgy
eckeecbeks
Eesbpgessk
cogazgaes
acckggacca
kgkgsncace
mcootggogk
cogangtook
aggTootaa
cgktactocoea
gogacoatag
aggcgcagoa
toakggecga
cegackacons
gagactecck
tggpgotack
gtatgtooog
geggtgtesy
acgagetags
Egeccaatgl
gococktoggca
ctgtgogras
coactgonga
Eckabtgasaek
EElscccREL

535

Ber Ren Arg g:l.r Sar Val Arg Thr
40

gegocttono
agooogganT
toctamagma
gagetteagg
gcggegpoctn
ttgggacaga
gEetgebgme
cogchabagy
HEbgguRgey
ekckbaggges
cotgubgoos
ggctgooogs
ggggmorkEs
ogacongaga
otpbgaceaq
coockggatyg
egeccagege
bcagkteagk
gakggageks
tgaagagacy
spgoggoteo
agagockgoo
cageteeckyg
cdcbtgigat
pEckoEctts
tegnangtan
cockgootgo
gtocazggac
agEgebgcna

58

Sooggoeoga
gotaggogag
gtkocpbooo
aggegyocgt
ggtegoggt
cesckegghke
ckggecgteg
gacsbgagek
STasEacEE
gooctocbga
agutocogay
pEotAacctca
Eogcooooag
occkgooaga
ggcctgntoo
ooCggacoog
caggategon
gogengaget
gakgeags by
ebggbcatot
tocagtebck
ttg@eockbsk
gaccbyckge
FEctEtkgaca
EEcEacoogk
anggotoank
ocaggectocn
cokggkgaga
geEE bgaanas

stoeckyghe
gaggaboagd
agooobgeas
cagrgtogag
atcgraaagn
ceakgkocak
caggkaages
gcbRtgrgca
Hotboacigs
coggocpget
b e
caggaatgge
abcagggotl
acctgacoby
ocatcecact
aggecogota
cekkckbeck
Lhgoagagey
Eqgggacsck
Ecactgoaga
tgerptobog
gpccaggbea
chacecEgys
boagoacact
ockacooaga
teEroacooa
gctctetgan
actacaacect
Bgckboagek
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gokcalggos cagttagacy cagebgtgas ctbcggecce agreagutgy cooogggoga
ggacccogon ckgoagabct gobgboator tggetgoace cooogodcag chbgulbgoca
Ebqoccigat coocatgoot gRpUICTCCE oogotgpoct gopoatgtgs tggctootoa
ctgggagoot gtgopogego cheagatgts Lgoeggawet bbgtgoctga Eaacgtaakta
Acadcagblyy agackigcas AbCEgasBAs ABASAADASA &&

<210 15

<211= 507

<21Z= PRT

«713» Homao wapiens

=<4l 15

1800
1868
1820
1980
a0z

Mot Oly Aln Pro Arg der Deu Dea Leg Ala Leu Ala Ala Oly Lea Ala
1 10 i5

Yal Ala Arg Iro PFre Rom Ile Val Deu Ile Fhe Ala Aop Rop Leu Oly

20 a5 £

a5 a5

aly
Eeimig &le Lew Ala As 9ly © Leu Arg Pha Thr Aap Phao
:? . 4“:.r L &0 g S

:;#Wlmruuqaﬂumﬂﬂlrhrgﬂl:i.luumm'uly

Lau Pro Val hrg I!I:;I: Oly Hak Tyr Pro g,u- val Leu Val peo EE
0

nlpmnlanmﬂyﬂummmrmthIhum

Val

i

Arg Gly Gly m Pro Leu Glu Glu Yal Thr VYal Ala Glu Val feu Ala

105 119

Ala Arg Gly Tyc Leu Thr Gly Met Alan Gly Iym Trp His Lau Gly
11 130 135

Gly Pro Glu @ly Ala FPhe Leu Pré Fro Bis Gin Gly Phe Him Arg
130 . 1315 14D

145

Huﬂ-'l-ril.llmm;:;ﬂiumnlﬂﬂir:gmmnnmhuﬂu

val

Phe

LED

Cyn Fhe Fro Pro Ala Thr Fro Cyo Asp Gly Oly Cys hap Gln Gly Loa

165 179 1TS

Yal Pro Ile Pro Leu Leg Ala Aon Lea Ser Val 8lu Ala 9ilm Pro Pro

109 188 190

Trp Leua Pro 0ly Leaa Glu Ale Ty Mok Ala Fha Ala His Rap
?ﬂ Z05

¥
-3
[

Lemna

Hot Ala Rsp Ala Gln Arg Gln Asp Arg Pro Fhe Phe Léd T9%T Tyr Ala

210 215 220

25 2313
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<212> ADN
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Arg Sar oly Aog ﬂE Pro
2d

Ala Wal gly The Lou Hek
260

glu Thr Leu Val Ils Fha
78

Mok Sar Aeg Oly Gly Cyo
290

The Tyr Glau Gly oly Val
105 iip

Hia Ile Aa Fro Gly Val
315

Lau Pro The Lau Rla Ala
40

Lou Asp Pha hap Leu
358
Fro Arg 0ln Bar Leu Fha
7o

Qly Val Fhe Ala Val Arg
385 3an

Oln Gly Ser Als Him Ser
405

Sar Bar Ber L&y Thr Ala
430

Lys Aep Pro Gly Glu Asn
435

Thr Pro Glu Val Leu oln
450

d3ln Leu Rap Ala hla Yal
465 470

@lu hop Pro Ala Law Gla
11

Feg Ala Cys Cys His Cym
500

213> Home sapiens

<= 16

noaaggabgy gtocgegoey cgcgUogage btgoscegan gocecggace boggoggoots
ckactocesy tegtoctece getgokgoty cbgotgttgt tggecpocgee aggokogage

Fhie Gly Asp Sor
ase

The Ala Ila Gly
265

Thr Ala Asp Aan
209

Ber Gly Leuw Leu
295

hrg Olu Fro Ala

The Hla @lu Leu
330

Leu Ala Gly Ala
345

Bar Fro Lawu Loa
360

Fha Fro Sar
”‘ﬂrr

ThE dly Lys Tyr

hsp Ths' Ths Ala
410

His Glu Pro Pro
415

Tyr hsn Lau Loa
449

Ala Leu Lya OLn
458

Thr Pha Gly Pro

Ils Cys Cyo His
I ana

Fro Anp Fra His
505

60

Loa Mek Glu Léu Asp Rla
255

Aap Lauw Qly Lau Lag Qlu
aTa

Gly Pro Jlu Thr Met Arg
288

Axg Cya Oly Lys Gly Thr
aon

Lou hla Fhe Trp Fro q:l.;ls-‘
315 12

Al Ser fder Lew ASp Leu
335

Pro Taa Pro Aon Val Thr
kBT

Leu Oly Thr @ly Lys Ser
365

Tyr Fro hap 0lu Val Aeg
a0

:-;l ARla His ¥he Fha Ths
135 400

hep Pee Alm Cyp His Ala
415

Leu [y Tyr Asp Leu Ser
a3o
Oly Gly val Ala Oly Alas
445

Lau Oln Lau Leu Lys Ala
460

Ser Gln Wal Ala Arg Oly
475 480
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Jacgagpoon
dacgbtoggok
ggoggtgeLen
Steactggoc
cesagebgey
pctacccata
egocgaggalk
Gaacgotgta
FUcgoagaam
grtatageea
capgbotgego
CARJACEAFL
aabgtoackg
acagatoaeg
Eggageckge
cagasggged
aagotggoca
accakcageg
ttegtaract
cEEccagaak
aspctectboa
fEEbcbgaga
sgagacestg
ckgtooegen
ececgotgeg
getagasaan
EkgEktakco
Eckaatbboa
getgagea
FraeLgeEay
gotggetett
attegagbee
tEgpgecangy
‘eebetbggbt
Coaggtoaac
crctaktog

<20 17
<Z{1> 533
cF = PRT

«213» Homo sapiens

=4 ie= 17
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qocgRcogeo
Ezcacgaete
tggacaactn
gotnooagak
Etesboctgga
bogbogmuia
tbgatacota
cabbaskogs
ELgoaacagy
tcakaackEna
atgegecest
acmggeakaa
cagecetana
gRggocagac
JagpRaglage
tgnagascog
JUIgacacae
aaggasgees
otEeacogby
atteagestk
cgugctaces
EacssEsn ks
ANJaREFash
Lacagtteba
atceeangge
attteaaticg
casccogggt
acocootaakg
tgbgtotaga
gousttaack
ctagactcas
atcacakkbe
ebtekocsky
caceschbas
agcaaanteg

coaccERgta
cogoatooge
crLRCACqohg
cugtacaggt
tgaapi AT ED
atggeacoty
cEEEggatat
opcbebgaak
ntatasasac
ccabococaooa
tcaggtoece
cEatgoagypa
aageagtegg
Lttggcagny
cEtecpaprg
gynFoboates
CARLICACE
abecoooaga
Eoecaggass
taacacatok
aggetgregt
AACECATOS
EffascbEgEos
coabooazas
cacbgauaty
maagkbggan
bcacktbggeo
catkttaagan
aotegnouta
Lpanataggs
aagboagasy
Lhacgoasat
tepgbaaagy
Ecnctbatok
oobpcaccat

tecttgoton
sogoogoace
cogetgtooe
tkacagcaco
chkgocoooago
ggantgtaco
CEocEREgta
ghoacacgat
atgtatEcas
gagaagec ko
Jaggaatact
abtggtokooco
chebggaacn
ggtnaasck
atggackbty
cacabokbokg
pagectongy
atbgagobge
ag=akggebe
geecatgekby
tactggbtos
acERAgacEE
agaguataks
toagtooecy
LggageeckE
ckeaggeckl
cEbckebbgs
gebyataana
gekgogbkta
agttockonack
EEcgaktoco
‘saagraagca
atoakgtboa
catcacagag
gacktgbggot

61

coagacgacok
bogacgeget
egeogtegss
asatmaktotg
bcctanaaga
Tyanaganty
FEgnagat by
algctotiga
camacakbtaklc
Egttboctota
tgnagocata
Etatggakbga

acacggoghbt

ggccocctbeg
cggoasgoos
ackggebgos
atggcoeboga
Egcatastac
Cagliasgpn
caakttagaca
cEoracoyes
bctggeteklk
ctzacpkbegt
tgtackbeos
ggatgkagga
EEsteasgas
totthaacca
Eebgeansas
bececokb e
mtu-lshi'g'.u
oEctgocaak
gacagbgatt
Jggeactocan
catasgpeco
LhbaapaLaa

arretggaac
RRcEFecUgc
gegocagety
goootgtoeg
ageaggttak
ccttecanes
Eratbcecak
tEttogagak
CATCAARBET
oottgokoto
tgackkkakao
agoagtagre
catcktibok

agpasgaass

otbgetgaag

macockoghg
cgtgbggasa
bgacocasac
Egactottok
bggaaatioy
bcaataoankt
tgatatbgak
cacasngoto
bgoacaggan
tkbcagagagy
Eecktgtotoa
caccgaggby
teengengeE

ckrageckkyg

gEckggaaca
wpesagbbeL
aitggticota
gEkgaRccace
atttbgkbgk

agaaakbgbgk

180
240
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420
48D
540
600
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7840
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1zp0
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13zp
1380
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Sar

(3]

Fln

Ilm

Lo
145

aly

Hak

fAn
235

Val

aly

T-ow
50

£d

1la

§

2d

Fro Arg g.L].r Ala

Leu Leu Pro val
20
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Ala

wal

Fro Gly Eer Jly Al

asg

Loeua Ala Rap Aap

Ila Arg Thr Pro
) Ta

Asp AEn TYT TyT
BS

Ly The Gly Arg
100

Trip Pro Cye Gln
115

Jin Teou Leu Lys

HMim Lemu Gly Hek
150

Anp Thr Tvr Fhe
165

glu Arg Cys Thr
1R

Fhao Arg Aap

2§

The han Ila

R

Fro Fro Glu Lys
210

Qlu Pre Lew Gin
245

@ln hap Lys Aan
280

@lu Ala val oly
2758

Aen Ass The Val

Lo
55

Him

T¥E

@lu
135

aly

Licuw

Gly

3

Val

Sar Leuv Pro Rsg Gly
in

L

aly
ad

Pro Lau
25

Ala Sar

Gly Trp RAam

dal=a

tGla

120

Ala

Ile

d1u
200

Pro

Him

Val
Ll

Ile’

hap Ala
Pra Law

a0
Iles hxg
108

Cym val

Gly Tyr

Lya Glu Cya

Fl

Lama L
174

Agp Ala
1

Jla Vel

Lys hrg

Fhe Lt

Flao Glu

250

Hiam £
263 =
Thr Ala

Fha Sor

62

Lagai Lion

Aap Wal
Laa ARla

T3

Cy¥s Ths

-
b

155

oly Ser

Als Thre
Kla Ils

o {

Tye Ly

1315

Tyr Len

Ala aly

Ala Laua

Thar

£§

reo

aly

Ala

T.aria

aly Pro hrg
15
Lau Eivu Dsoag

30

His Lew Val
Pho Hio Gly
aly Gly Val
ad
Sar Arg Sar

@Aln Hia OIm
11

Amp @la Eya Lew

Hin

Lo Fro

ala

Val

a0}

a5

§

Mat vVal Qly

Tyr Lys Ran

Leuw Iles Thr

FL 1

&
$

Yal Bar Lou
270

Bor &ar OLly

Gly Gy Gln
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Thr Lew Als Gly 0ly Asn Ao Trp Fro Leu Arg Gly Arg Lys Trp Sag
E1 310 315 320

L Trp Glu Gly Oly ¥Wal Rsg 61y Val Qly Fho Val Ada Sex Pro Leu
335 330 335

T Iym Gln Lye Gly Val Lyo Aoo Arg Olo Leu Ils His Ile Ber Asp
40 345 150

Trp Leu Pro Thr Loua Val Dyw Leda Ale Rog @ly Nis Thr Asp 9ly Thr
335 160 365

Lys Pro Lieu Asp Oly Fhe Asp Val Trp Lye Thr Ilo Sexr Glu Qly Ser
ITa s lgo

Pro Sar Pro Arg Ile 0lu Lea Lou Hio Asn Ile Asp Pro Asn Fhe Val
1ps 380 EEEH] 499

MPI-EMIHTMMIMM:EHI:M&E'l:\u.l.l.u.lquhlp!—!p
- AL8 415

far Far Lau Pro Glu Tyr Sar Ala Fha Asn Thr Scr Val Hio Ala Ala
420 413 430

Ila hrg Hla Rin o Leu Lew The 4 Fro G@ly Cyo Gly
Fd-!!-m il 440 15&"-"-'!!"1"‘5

fyr Trp Fha Fro Pro Pro Sor Ol Tyvr Aoa Val Sar Glu Ile Pro Ber
450 455 4680

Sur Asp Pro Pee The Lys The Leu Trp Leu Pho Rsp Ilo Asp ATg AOp
455 470 475 480

Pro Glu @luy Him Ly Sz dlu Fro His Ilae Val Thr
M? 485 i e 450 g 435

Lya Lay Lau Ser Arg Leu Oln Fhe Tyr His Lys His Ser Val Pro ¥al
500 505 510

Tyr Fha Pro Ala dln Asp Fro Cya hap Fro Lys Ala Thr @Gly val
815 ?;g 535

Trp Gly Pro Trp Mat

=210~ 18
211> 2401
<212> ADN

213> Homo sapiens

<d{c= 18

gectceagea goigacggpns cocagebgta ghEgaggtbge agtgakkbgag taggstbgao
ckgoktcnan geagaggthl choabtpggan tabtgetbabt assckoccac bpghgoagas
accatgaaca géggatgaac aagtgaagtt goaatobtcot ccakbcacags btcagticsse
aacodcagga tcacaagoby gagatgockt tooggeogat geagatcock bbectocbac
Egkkcbtbck gbgpgganges gagageoasy cugcakcang gocgaacabes aksckggbga

tggckgacga cckeggeatt ggagatccky ggbtgokatgy gaacaansckt atoaggackes

63
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CCaATAECTA
cgetatgoac
Eggoatsb By
cogatgagak
ggasabggca
ateasgagokk
Jagagggeag
teggagkeac
taggegbeEt
beoktoatba
aqocoakbgtc
4gcoraacas
EgEkckcong
aggaaakbggs
atgatasost
aspgagaant
anggapotak
agattgatga
cooeckEgoo
Aaagocanog
Eqcgobppoa
toaacooogt
atgtcaceca
acocacbans
etgeggasag
EECcELL@Qan
abngupa ke
abglggcina

aackecatck

caghgstoas
agEhagatgg
satagaggog
aakottanan
caacagtaka

<210 10
211> 583
<212 PRT
213> Home sapiens

=g {ilc- 18
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ecgatbggos
aEEaAgCagT
gtcoogoack
kasokEkget
cokbgggaty
coatbabkbis
tgtotboacs
cotockbaoo
Eetcageckt
Shtosggess
crabtgacnat
cgngactoog
copagackkE
ctgungtaty
catckncbEns
Ecabggogma
coggTEEcca
‘goocactago
Tgaggacaag
ceecgateat
ceckoagaor
Tggttocasc
teasyLEsan
tecagoakes
Ak cocng
geeskggekl
acaggateag
grkonecaka
dcacctEggn
cagotaoton
tapgtktaty
cattocacng
Copaangyky
agktaccatt

agbragagag
gragposkEten
gpegkEEEes
aagcttotoa
agekgbencn
takgggaktel
soggga EESA
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gaicacakbgy CCAgPECACA cARpUgEgcab gaCgacaagy cobantatty Eockastoat
gotbgabgec ctgogtatty gagetchkgny ctoctacgss aatgacacca bgaggacges
tcacabogas cgevkkbgooca goraaggcgt gopectgact cagoacakok ebgoegeckteo
ccLochgoage cooRgocpgt cogogtEctE gacgggaaga taceoraboo gabcaggtat
gabtttctagt Fyraatagas gEgtcibtcca asabEctbgca gtocotciold gootooocbok
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taatgagaca acacttgoag cobbgotamAa gaagcangga CAcCagoaCgy goettatogy ahd
caantggeas canggotbtga ackgrgacko cegaagtgac cagkgeraco abcoonbabas 540
EtakgggEtt gactacknct abgycabtgpee ghbcackobo ghbgachgcE geEgFesgga &40
oeootokogt sacacggaak cagocbitgh gagtcagekbc tgootokghg tgcagcokbagt (14}
Egocoakkges atocbcaces taaccEibgny gaagebgage goctgpatokt cbgEboootg TEQ
gebecbgake ttotesatga bEobgtthab thescoshibg gocbaticht ggbbobocag Tao
ceaciogbos cctitatagk gggechbgect cotoatgogy gog-pogege boacggagos 40
geccatgaag gebtgascgoy ctopabeoat bakpgtgoag goagogabbt ooctbbbEaga o0
ssggoacagk sagasactt toetbobokt kbbobookkt ckbcacgbpo acacacotok S50
Cooraccacy gAacfattoca cb@ppoaccay Caagratggo chgtatgpgy ataatgboga 10an
agogatgpgas bocatggbgy goaagattot bgabgotabo gatgatitbg gooctasggan 1080
cascacestt gbotactbta cabcagatca cggagdgeat tibggasgeba gocgagggea 1140
Egeccpnsit gotggabgoe abggastata casaggbgga asaggectgy gopgctppge 12040
aggtpgaate sgegheccay gaabbgtocy abggocigga aagotaceag ctgopacogtt 1360
goattanggan cotacaagts maabggabtat tbtaccascht gtogoatcay tgoocaggagy 1330
asgtcbecch Caggacagyy bcattgncgn ccpagacttc abtgoeshige bgcopomcas 1380
cgbtcaggeas popagcabty aattEchbtt ceackactgb ggoctectace bgoacgoogt 1440
goggtppals cocaaggacy acagb@ggts aghtbgglad goebcactaty bgaccoogg: 1500
atboocagoca Stagetbctg ghtegcbgcta bgEcaccbes Thabgoeget ghbboggaga 13560
pcagpkkace bascacaace ceockobget ckbcgabeks Becagigace sckcagaghe 1&30
coty acacckgoom gegageccct chabtgakkbibt gegakbtamaa aggtggecan 1680
cgecckgang goacascipy asaccakbegk gocbgitgace taccasckst caganctgoa L1740
Leafigeagd AtgEgactgn agocEtgety togontalis Scatktbgte EgeEgbaacas  1BOD
golagapgas gheteteags ctopgpgbes taacpagang spataakbtas aabesggeta 1880
ecogaggoag cobbtgpbss tancgaghid LoAtRabtos MLCCAGIeLa oCasnggasg 1920
eactonsttl gptgekbbsa agktggoang gagphigeabbt astagbcaalt asattcatbek L3ED
aftatbocngy aktkEakbb LI9E
<210 35
211> 591
<2{Z= PRT

<Z13> Home sapiens
i ics 75
Met Arg Pre Arg Arg Fro Leu Val Fhe Hob Ser Leu Vel Cys Ala Leu
1 5 10 15
uummﬁphumu-mn:rmmmmnﬁ’naun
! 3

Iles Val Ceu Ile Mek Val Asp Asp Leu Gly Ile Gly Asp Leu Gly Cyo
as 40 i3

mﬁrhnunmmtﬁgﬁrlnlh Ilﬂ:;-;ﬂ-l-!'ﬂ'l.-lul.llm
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gilu @ly Vel Arg Lew Th: Gln His Ile
6% TE

Pra Sar Arg Ser Rla Pea Lao The Gly
BS

Het Val Ser Ber dly
100

Ma Gly Leu Pro Leu
115

dlmn Oy Tyr Ber Thr
130

Cym Her Arg Ser
148 R

lip‘lﬁh'l'!‘r!'ﬂlg
16

Rip Fro Sar ATy Asn
180

Cys val Gln Leu Val
185

Lae Has Oly Tep val
L0

Iéu Fhe Ile Paé Leu
235

Fro Leu Tyt Trip Aop

2ln Pro Mat Lys Ala
280

Ile Fer Fho Leu Glu
275

Sor Pha Lew Hio Val
290

Gly The Sear Lys Hias
305

Ser Het Val Gly Lye
335

Asn Rhen Thr Leu Wal
340

Ala krg Rrg Oly Hia
335

@ly Gly Lyo Gly Hat
379

Aamn

AAn

aly

hap
150

Ala

Lina
230

Cy¥o

ola

Hia
Gly

31Q

Ilm

Ala

dly

Arg Arg Val
105

@y Thr The
130

Lau Ile aly
135

Gln Cya His

Fro Fha The

Glw Lau Ala

Ils Ala Ila

Yal Pro TIp
215

@ly Tyz Ala Top

Arg Ala dly
265

His SBer Lym
ang0

Thr Pra Leu
295

Leu Tyr Gly

Laoa Asp Ala

Ole Las Gly
Jdo

Gly Trp Ola
375

Sar hln
18

Lys Trp

Hia Fro
155

Ll Wl
170

Fha Glu

Fha
135

Axg
250

Sar Iio
dla Thr

Fea Thie

hap Ren
1%

Ile Asp
330
Aap Him

dly Trp

Gy Gly

74

Rila

Ao
Alm

Him
Lao

Tyr
Asp

S

Ilm
220
Fer
Him
Mat
Fho
Thy
300

Wal

aly
han

Ilm
lgn

gnr Lau Cya
Ilg Arg Eer
56

L#ua Rla Val
110

Law Laow
128 La

@ln Gly Leu

han TyT Cly

Aax i:yl:m

Gln Lea Trp
190

The Pha Gly
ans

Fhn Ear Mak
Ser HMis Thr

Glu Ile Thr
255

Val Lya Glu
279

Lou Lawa Fha
283

Rop Rap Fha
@la olu Hek

Fha Jly Laa
335

Oly His Leu
L L1

Oly 11
sy ue v

AEg val Pro

@ly

PEo

Lyn

Aan

1&0

Liym

Ilin

240

glu

4

;

58
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Ilm ﬂlmmmgﬂmwl

Pra The Ser Leu Hab Aip Ila Laa

405

dly Ser Loy Pre Oln Rop Arg Val

Lavd Lisg Gln Gly Asn Val Arg His
435

420

440

Cym Gly Sor Tyr Leu Hlis Ala

455

Sar Cly Ser Val Trp Lys Ala Hiae
470

E 15

mmmmglrmﬁ#ﬁl
35

Flu Gla Yal Tho Tyr Hla hsn Pro
500

Mphuﬂuﬂl.u_ﬂrt‘hrmm

515 510

Anp Fhe Val Ile Lyo Lys ¥Wal Alda

5340

Thr Ila Wal Fro Val Thr Tyr Gln
50

Thr Trp Lou Lys Fro Cya Cya Oly
S65

Lys 3lu @lu Glu Val Sear Gla Pro

<2 10e= 35

31> 1

<212> AD

578
N

213> Homa sapiens

<d4{ic~ 26

nbgggsboge
eobottabgy
aktttggesg
actgecaaco
goctecacot
gpagktcacas
EEgooapany
dFacaccacy
Latagecatg

Fro

Il
425

FarT

WVal

YT

Fro
505

Lz

Ala

hap

Glu

Wal

490

Pro

Ala

ger

870,

aly

Gly Arg Leu Ile Lys Olu
155 ada

Val Ala Ear Val Sex Gly
415

Gly Aryg Aop Leu MeE Pra
430

His Olu Pho Lea Fho His
ads

Trp Ile Pro Lys Rep Asp

460

Thr Fro Val Fhe Gla Fzo
475 480

Fhe Gly
435

Leu Cys Arg Cyo

Leu Phe App Leu
51D

Smar Arg

Ala Thr @lu Pro Leu Ty¥r
5235

Loy Lys 0lu Hio @lo 9lu
5£0

0lu Livu Apn Olm 0ly Arg
555 580

Fro Fhe Cya Lou Cyo
5‘?5”

munﬂ:mmnru

ttttbctann ggttbbgbtty gogupagbga gEkbtctoagg abEbsttbat

abtkEbgeak caghggoass acoangaggac agasgocana obbtgtgatt
atgasabggg gtggoatgac CEg@gagcan ACLEIECOqa ASOCBALOTAC

ttgataagat goobtoggag
gohoacoote cogggokkas

ggaskgapgt
Eigeteacsy googgckbipgy eckbogenni

ttgkggakte coabgoaget

goaacktbtge agbtcacttot gtoggmagges thkccgotoan cgagatcaos

Egetgeagen gEogggttac gtoactaggs

taataggoaa atggsatckEe

gétebtaben cefcpactte cgtgykEttg ﬂ.l:tur:l:n.n_l:l: tggadatooca
atakgggckty tackgatack ccaggetaca acomcecken l:bul:unlﬁ'ﬂﬁ
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bgbecncagy
chooctotkk
cagaagtatg
tbestgetok
goagegecas
ggccagaten
oragaconkg
ggatEEbgge
sasegagbes
gestbtgbtaa
oo bcasgoas
ootgpEoada
cagactgtoo
guEgrgagoa
R taACTg oLy
gagykeagan
goagakbasa

ogotgtcaag

ES 2566 641 T3

gEgatggacs
atgansacct
ctpogasags
atgegackat
goEEtRgaag
aggacanagt
goocogtagee
anactegton
cagoacbERe
geghas byga
gocgottioa
gggbootgtt
gectagugcg
cgaaascten
aagobgkges
aggtbckbgs
gtoaggacos

cogoataa

aficandjanc
caacattgkg
Racecagtbo
ggcceacaky
crotgEatygk
Egacoacans
Esagangbgt
agroggaagt
ELueTggooT
caktkEEscn
Eggtgtggac
CoaCCOoanD
Ekssaaggos
gebgoageat
sbagaanga
agacgtccks
ttcagtaack

CEECRRLGAT
gagoagocgg
atcengogbo
cacgbgooct
goagggeter
gtgonggaas
gagctagepy
CORJOCAanGE
gacagagthbo
ackgtggtag
ghckocguad
BpoggFEEag
Ecctacatta
aagtteoctao
fatgetgoay
saagacatiy
coatgotgta

dftgtbacac
Eganckkgoag
Chkgoacong
taeckgEgac
gagugaktgoa
acpcakkEsck
aeagbgbges
agacgacokg
cogttaatgt
cockgEessa
bgetottEgy
skggagagtt
oCg@Tpgage
tatecEcnm
agtaccagge
CRARTTACHE

atcootacca

<20 27
211> 525

<Z1Z» PRT

213> Homea sapiens

<d{c= 2T

tgacgkggoe
cagoetitges
CRAgagEcce
toagotacca
cagkockggty
chkggtitace
Eccgttoack
TraspELeEd
CoCCagrict
gaccagokka
coggbcacag
tagagoockg
cappgegbat
cotggaagas
tgkgotgooe
cakstcoage

aakEgooton

600
(114
T
TED
340
Fon
SE0
1020
1l
1144
1200
1360
1320
1380
440
1500
1560
1578

Eat Gly Trp L Fhe Léu Lys Wal Lew Leuw Ala Gly Val Sar Fhe Sex
1 5 10 15

Gly Fhea Leu Tyr Pro Lew Val Aap Phe Cyvo Ila Ser @ly Lys Thr Arg
1 a5 g

Gly 0ln Lyn Pro Asn Fhao Val Ile Ile Lewu Ala Aop Asp Mot oly Trp
) ET i

e

o1y .:.;p Lou Oly Ala Asn Hfrp Ala Olu The Lys ﬂp Thi Ala Asm Liu

ASp Ly# Met Ala M?#umylﬂflﬂm‘:gl hap Fhao His Ala :}i

Al& Ser Thr Cys Bar Pro Sor Arg Ala Ser Lou Leuw The Gly Asg Lau
95

3ly Leu Arg Asa Gly val Thr Arg Asn Fho Ala Val The Sar Val Gly

100 105

110

Oly Lew Pro Leuw Aen 0ly The Fhe Leu Ala Glu Val Leu 0in Gln Ala
130

115

125

@ly Tyr Val Thr Gly Tle Ila Gly Lys Trp His Leu Gly Hio His Gly
130 138

140

76
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Sar Tyr
145

T¥T Sar
Fro Cyw@
heg Asp
Ila Va

125

Fha Lau

Qln

L

90
e
105

O0dy Fhis

PG

i

Fro
aro

8

d

aiy

Fho 3l

The

Hisa

Him

Era

Cys
135

1 Glu

Alm

Lo

Gl
TS

Ala

Anp

Him

EKla

Qly
415

Asp Hak Gly Cys The Rep
168

Rls
180

ES 2566 641 T3

Aan Fha Arg
150

Cyn Pzg @ln

Tyr Thr Asp Val

aln

The

Fro Wal Aan
a1s

Glo Fha TIle
230

Tyr Val Rla Leu

Fra
260
Hak

Lys

dln
aly

40
Raom
Yml

aly

Lieu
420

aly

245

Rla ala Pro

fmp Ger Leaa

Gly han Thr
295

dlu
i

The Aeg Ola
I35

His hzg Val

Vol The dSer

Ala Lau
178

Val

Wal hop Vel

3g0

val Lou FPho

“05

aln

Ala Arg Ala

Oly Pha hkap

Thr
iTp

Gly Asp Oly
185

Al Lieu Peo
2040

Lau Sar Sec
Gin Axg Ale

Ala Him et
250

mﬁiiﬁ

Val @ly ¢la
280

Fhe L@ T
Lani Ala GLy

aly Oly Sas
e B

Feo Ala L
345

Tar hla Lo
1&0

Ala Qlm Ala
For @lu Val

His Pro han
410

Arg Liena 31u
4315

Cya Rap Oly
443

77

15

Fro

Fro

Lizw

Sar

Llw

Sar
1%

Pro

far

Liend
385

aly

TyE

Fla

aan

Thz

Yal

Lo

Lya

The
30d
Yal

Aln

Ty=

Saz

Ligr
ien

. Fho

a1y

YT

ﬁ':ﬂtl]‘hﬂﬂl}l'llﬂ

Tyr Adn Hia
175

Arg hom Laowa
190

Q1w Aan Laoa
205

Oln Lys Tyr
Ser Gly hrg

Pra Lau Pro
255

Tve Oly Rla
it

ass v

Gly Rap Ran
aly Pro Fha

Lya dln ey
a3s

Trp Froe Gly
150

Val Lew hap
368

Ped Oln GLly
Fly Arg Sar

Ala Ale Ody
415

Lys Ala Fha
435

Pra
L&D

PrD

@l

Ala

Fra

a0

Val

Gly

Aap

Qly

Thy

Ty

Arg
Gln

400

Glu

TyE

Thr Jly Pro Glu La

445
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<210 28
711> 46ED

<212> ADN

213> Home sapiens

<4 28

Gln His Lys ¥ha Pro Lew Ila Pho hom Leu GLlu Asap Rop Thr Ala

Aln Val Fro Loa Glu ADg

455

ES 2566 641 T3

450

455

o

490

Oly Gly Ala Glu Tyr dln Rla Val Leu
475

Glu val Arg Lys Val Lou Ala Asp Wal Leu Gln Asp Ile Ala Aan
ans

e T

Fro
[ 2:7i]

Rap

495

Asn Ilo Sor Sar Ala ASp Tyr Thr Olo hep Fro Ser Val The Pro Cya
S00

Pro Gln Tla Al
I'-'nMnn!‘l‘h‘ n i'ﬂ:hiﬂrn

ogoagacogt
LS TR Tl
bococggotgo
PTaFTATTLN
cagagctick
Ecabotipasg
agaasakoctt
stccatbcaaag
Ecagkkbtgo
Egtootggga
aggacggaka
Egaboaagak
ScskbagyEgy
Areftetakyg
ckgotebbog
Eapacackgga
catocouonk
caokbgEtETge
sacagactba
ecakaggooo
coCacogEtc
Egoaccoaak
cabggoakel
tecbgkggag
cabkbaEpEs

ogccaatgan
ooogrogoadg
eFrogotoct
FFaagtecay
Eckoctagags
hagatnaack
CHARFTACCD
cagTatacck
aacattpgac
noAganthgo
cagoaAgFaan
Atopagcieg
EE=TESS S L)
choadtgrga
ceoboqtago
tacagaacag
FEaTEyeaan
cgoantggca
akbocacbancg
gtcatgatggy
tokasackgt
abgoatasas
acanncakbee
aggekgtata
geofaccaty

mabgscatak gactbbgata

totbggogos
aggccaggaqg
Cogaggtony
oEgooaockE
agnbtobgaa
Eggcannbgn
tatctgosga
aattcaagaa
caanbacaak
cogprasgock
ganaasmcak
Fatoocbgoa
Losakbgooth
agbakbgtose
aggooatgea
ootEbttbem
aakggokbgg
toasagoaaa
agagcokbbaa
Egatcagooa
accecaatgo
actggakttat
Excagegena
acakgetogk
gEEafcakak
Eeeglbgkgaon

S03

Totgtcgygo
ogagggeags
gacagatgag
atockotgobs
gEcggoEEEE
aakgocaggktk
tgEetckgast
ctocagasab
qasgtatck
ckgttogack
CogACCCAnT
agkoatbgaaa
bgEgacEach
chatcacaat
bqagoctogg
pasatacckEs
Attastcaag
goatpgabbt
Etactbcana
cgotgogeca
tboocaacan
goagbacaca
nagge tecag
FaEgaCHTAY
kgpataghbt
EErEtEkatE

78

cagggegack
gagpratocagy
gaacatgact
atokgoaton
gtgctgacyg
otikcaaggca
acctetaqaga
CAGFNFaACTg
Egokbgbgota
gtoagataoa
attattcttg
ARAASTADAL
cecabkgEgck
gkstacacta
actiEbgotg
aatgaatata
saktbctogak
gaktatgoas
atgtcotaoga
cacggeccog
ataacoocka
ggaccanbgo
aekkEgatgt
gapstggaga
GEastagten
cgkggtocaa

510

@la Ala Ale

315

tgatoggoan
ooooaTICot
chocooceobEn
EccotgkEac
CCACCCATON
gaakaatbgd
atagegatky
agacattttg
tgptttbgge
cgaggtbcag
Egcttaccgn
agaktaktgga
gescgkoacy
AcAacCgagLn
tatatottas
atggoagoba
totatankta
aggactacktt
gaabgtatec
aggactoage
attatamets
tgoocatesa
cagtygabga
AERCEEACAT
agFgraaake
gkgtagaace

1)
13
180
440
3040
364
420
ang
G4
GO0
GEg
7a0
Tin
840
00
960

1020
1OED
1140
1200
1260
1330
1380
1440
1500
1560
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agnobocankbn
kgebgaacke
LJanasGEsa
cctogbegyas
gkepaateas
gecagcskgt
topaattcad
eckbetacgot
cegegecage
amnghaceag
aggtganstm
aaacatcgok
brgtgoosac
Egtcogared
actgkaccaa
ageectgpoan
geckgapgan
gclkagagann
‘chaactgean
acgguagegy
cHAaCTathyd
tanspa b
tgagtktkgok
apatacaghkya
gotcagaagd
samtaasgat
ttankE=ngoo
Cgoacgoasa
atkaskEgaa
Dancanst A
ctgtgtoaat

aascaccboa

ghococacaga
gacacaccbe
ggtadcaggk
ogaggcasat
Ebgecsnaak
Haacansogg
asgtgtaasg
cgcgpcttoo
agnapocRAn
cecagatity
Eatgacataa
aagogtonta
FPFIFSaTTa
aCaoaopagt
toggocagag
fatoanaktEa
Egtagobgea
ELEanageges
cEEEEcaagg
SRgQuEoRag
cagacagees
wectactggk
notggeEkbbt
cacacggkag
t@tcaaggak
graTgaagot
cogtotoack
caboctabgag
ggattEagat
gacteapask
ggagakgges
tttgaccttg

Easgeccaga gagtamactk

cbgrasacky
Cogakticad
cenkboacag
aagaktcaack
bogecacege
Afaagaatca

gogasaaace
Eagepakgys

ES 2566 641 T3

Ecgtistcnn
ctgpatgtaga
tcegaacan
Ekctacgtaa
atgaacgogt
fFsagaagty
Haccsdgitga
abgacanaga
gaaagagkca
bocatackeg
AtatggRaga
atgasggsaa
Egobggcaga
gttEtakkok
ogtTTasggn
agaatttoag
gasacoany
atctteaccs
RN S RRCEE
agtgcagest
egtEckggan
gttbgegtac
tomagkatct
Ancgaggcak
ataagcogbg
abgacotaca
goagacatoa
tacagocaaa
agagtacteg
gokbcaasgtg
Ectgubtgack
coagotynos
qaatggoaka
gaamaatoTa
atgacagags

gohteSghoa gasckbocas

atatokboct
agancacoga
egasaaggag

HEgoattocg
agtanttoos

Bngkoacigs

catkgacteq
cHpsaagiek
CHAgRATICT
gaograsgan
calgyaEcEa
deinkbgea e
cobgrEoaca
caangagtgo
acggoantco
geagacacqk
agsagaagen
CHAgQEIUCa
tagcagoana
Eooccaakgas
cootnaggoa
agongtgaga
ctabea=aak
atbcaaggag
taggagrasy
gertggeate
cekggoaEck
agbtaakgag
tgatakgant
ttkbonaktoag
CAACCCALTA
Cajagacaq
actgyoangg
actgeagact
cackgegan
acgggtEckE
cagatTaLga
Etocanaccct
acgoeatEos
cpgFacakogn
bagageteag
sgtatggtag
atggasktibo
aoatagegpy
noobageayy

79

JCoceoacgl
gEccEcanas
pasaLEoggc
tce;gegngi
Egecagoagd
gaggatocat
gkorggoags
agttgatagag
EEgagmanss
tecEbghocy
ttgcangigt
sgagabotan
googtagaas
tokakocate
tagattgacao
ggscatetga
L L)
getgebeagg
SRPTR ORI
actbgeebed
ttckgbgekt
acgcAkbnath
acagakogtt
chacaogtas
cocbangaates
tEatgagaty
cetagaggog
tagectpoea
ghgkcaskEat
Foktgeotet
ooosaggoat
geatttganc
agaagtEank
agagactaak
[el=l et St g
tockgganag
agttcaktocag
gangabgttg
cagoatskao

tcockgoatalk
EEEEggasce
ghgatacatt
AbAbCCmnER
coaggtacoa
CEggcangob
Foatgoomaa
agtetggtea
agggeacktes
tegasttbga
Egcaacohng
aggotiocoag
sacctaccaa
gEgagaqaga
aagmgaktboa
L 0 DT e oY
gEgtaaadiam
aagkagatag
O agaagas
oA bk
geacgagtbe
tbobkktekg
abcsgotoan
aackaakgga
thoatgbbgm
Antaggaigg
otaoacagtyg
gacbygacta
gagcassaka
gebgagoocy
anggtiggga
cpagcLiCak
cacckgaakkc
cotohggasa
oggetacngo
gacattttig
abgkttoaoce
acoaaggtgy
toEbcactot

15620
iG@0
1740
100
1860
1820
1980
2040
2100
Z1LED
2130
RS ]
21am
daon
460
2530
2580
2540
aT0a
2TED
F-Fda]
TE@Q
1940
R Ju]ele)
A
KR
1100
Jzd0
ik Le]e]
I36E0
3430
Adwd
15440
16090
Jgsn
ITzZo
Epy-1i]
Jado
p - Je]s)
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ES 2566 641 T3

coEckgatta gatgniacty Etacctioes

atkbegbaaan taataasgyk astcacages
tgEgoagtag aagetagtga goatgtgasa
Eaatttacka Ectgeocooga ghtaganagsno
Egabttttbg octbghtbgk: Egtttkgrac
ggacaktangk atatacabgt takccaaben

CLABRRSELY Reascoccbgr taaaboEtio

Eikgakteat bekkaaccas bggaakbttib

gesckbtgag atkansatge catgbstabht
ckkakeagte Ecackgkkgy cegEksatbgt
Actatagiaty gatcacatal Cgthtgacat
Ettacobtoges ctigotamas btogatbagesd
asatspatan atasgbanat gaadaaaaass

<23 {lc= 39
<}{1= BT1
<313= PRT

<213 Homo sapiens

= ifilc= 79

Hek Lys Tyr Ser Cyp Cyw Ala
1 5 .
Lea Teu Gly Ser Leu Cys Ser
2o
Arg Ele @ln Gln Glu Arg Lym
35
Leu The REp Aap Gln Aap Val
50 55
Tmmm:lnﬁltﬂlﬂ
g @
Phe Val Thr Thr Pro Mat Cya
1.3
Gly Lya Tyr Val His han Hias
1oo

Eoe Sor Fro Ser Trp Gla Ala
118

Tyr Lau Rap Aan The Gly Tvr
130 135

Asn Glu Tyr Aen Gly Ser TyT
145 150

Fly Leus Ile Lys han Ser Arg
1685

80

ctanasacog taktbobbtt basckibbbk 330
acesacatbs caagotacees bgogtacett 40249
angeggbgky cacacggage cbeategtta 4080
aggctgggga battkgggkt ggettggbte 4140
Eaanncagti Etatcbtiog astatogbag 4200
agatgqgctag aatggtgest tEtcEgagtgt &ZE0
aacecacttc cactgockgo gtaabgaegk 4330
cankgesgbe atcktengtt sgabgatkkt 4380
Egaktaghck takbbEREtta EEEEtacaga 4340
gacaasgica nabaspoccc cCoAg@aCac 4500
tagotitty ccagapeatg cogoatgegt 4560
popaggoaty gotaataaty bRagtogkga 4630
AOAGGAASSE AAAAAHSAR 4469

Low
Thr
Ron
o

Glua

Hiw

Hat
120

Arg
Llm

Frim

val

Flyr

Pro

Wal

1o5

His

Thr

Pre

Lew Ala val Lew Qly Thr Glu
15
Arg Ber Pro Ary Phe Arg Gly
3a

hrg Fro Aom Ile Ile Leou Val
i5

Qly Ser Lou Jln Val BMek Asn
&0

Gly Ala Thr Phe Ile ham Ala
75 B

Sor Arg Sor Ser Mot Loa Thr
ma #5

Tyr Thr ARan Aan dlu Aan Cya
iio

Olu Pra Aeg -ﬁ.; Fha Ale Wal

Ala Fhe Fhe Gly Lya Tyr Lea
140

Pzo GQly Trp Arg Olu Letitn
155 i 160

Asn Tyr Thr Val Cys Azg Asn
170 175
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Hia
aas

Wal

Bla
305

wal

Aan

Lym

oy
aBS

Ila
Limna

TFE
#i0

Gl

Him

Fha

Esti
Sly
Ile
Ilm

ASp
3T

Pha

Hip

450

hap

Lya

Ila
135

@la

215

alu

(= 1

Wal
355

Ilwu

Eammik

L
435

Glw

180

Thr

Him

Slu

nia

Ila

RAA

Wal
340

Pro

Ala

i

i
]
-]

3

;

f

Ban

Ila
Za%

Ilm

?

bl
L
L]

g

Liyas
d 05

Him

alu

Fea

Eer
1310

@la

Th

Lt

ES 2566 641 T3

aly FPho Rap Tyr Ada
185

Wal
215

Aln

Ilm
200

Mak

Gln Arg
280

REQ
235

Ile

Val
Amp
TS
TER
Gla
olu
aiu
455

Lol

&la

Laa

Ila

Ly

Ilwa

alu

i

Arg
ad

o

Ol

xeg

Asn Tyz

boak WAl

gln Pho

2450

Gly Pza
265

Tyr The

Gly

2%

Gly

Apn Ilm

410

A2T

Val Lym

rro oly

Ele Hia Ly

81

i

Tie

Sar
215

115

Fre

Angy

aly
395

Flu

475

Lys Mat
4048

Bar Hia
220

Glan Thr
2E58

Lang Wal

far Wal
Leu Ala

k{11

val Rep

Leu Val

Aan Tlo

Lau Cyw

Lyn TED

Cyo Lya

Loy TYE

=4

Ala

1la

o

Gla

Gly

THE

alu

350

Fro

aly

Fhaa

alu

Oln

i

Qln

Gla

a1y

Aln

Lyo
Ala
FES

253

Him

338

Pra

i
gk

A
F
L]

3

5

Cifn

Arg

Fro

fan

240

et

Bar

aly

1la

20

Gy

Ilm

Sar

Ila

&
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aly

EBar
345

aly

Ilm

Alm
ik

nrg

Gl

Thr
TS

2K
3

)
J

Qlu Oka

hap d1u

His Lym

Lys Ran

Olu Cyro

Loy
sha T

Ala Oln

Arg hog

Glu Cys

Trp 3in

TS5

Har Sar
0

Lyo

&lua

Sa0

Gly

Ala

Loiaris
L1

&ln

Gl

740

His Ahin Fha

ES 2566 641 T3

Tye Lys
glu Pha

Leu @ln
565

His Lya
hrg Mok
Arg Val
dla Axrg

&30
Tyr Ilm
Rrg Glu
Cys Sar
dlua Lyw
Val As

'I'iE
Lys Gl
715

Lag Fro

hla Pro

Leu Fho
Ta

Olu Cya :g Cyn Arg dlu

Ly
o
515

Glu

val

aly

i1

glu

Do,
655

Sayr

For
520

ney

Gly

Layg

Hig

Oln
604

T
T6d

‘I'.n"l-":l“rp't‘ral-uu:n

Gln

Pha

Gl

54

§

g

Lay

glu

Thx
745

- il
= s10 S

Arg ol Fho Leu Arg Asn Gln

val Hism Thr

Ila

Fro
sTe

hap

Ty
555

i

a40

Asp

Gin

Bar Bor Asn

Fho

Ile
520

Oln Eexr Ala

Ila
[ 3-1]

B35

Sy

hla

Hia Leu Lya

Tyr Tyr Asn

His

dln

T30

Lozl

Laig
715

ATy

Hia
Too

Fha

Rrg

CEyp Fho Ths

Aan Leu @Qly Sex

L]

Cya Qlu Fho Ala The Gly

82

Ei-1

EFE

Arg Gln Thr Aeg

Ile

Il

Alm

605

heg AEg

Lym

Lara

dln

Him

FPhia
TES

Asn Leea

Llﬂ.ﬂ;

HFag tar
550
val oly

Fro ASn

Ala Trp

@la Aen

Cya Ala
Val Asn

Leua Q@lu

aly
560

Arg i

aly

£
ik
E=2

:

dly

@lu

Aan

TID

aly

Aan

d@lu

TE
- {e] o]
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ES 2566 641 T3

aig

215

8 Thr
5

Val Glu Aeg Gly Ile Lou han Gln Leu His ¥al Gln Lea :;: Glu Leg
20

Arg Ser Cye Oln Oly T¥r Lye @ln Cys hsn Pro Arg Fx
Bis BdD ]

Asp Val Gly Aan Lys Asg Gly Qly Sar Tyr Asp
B5D B55

Ly
BEG

<Z10c= 30

<Z11> 4279
<212> ADN
<213 Home sapiens

<4 30

gEgoeaTERe
trebegored
egeeggen ke
gacagkegag
artaacgege
tiggetooek
egEttecage
ackagogakbg
egetbooote
Tagagegage
aacAABEcA
FEFETE R
otgebgogty
JacCgIapgm
cbgpggttcon
Etcatcaacy
dEealgtacy
Lggeaggcas
acegebiick
asgragtegy
epggtgilaag
makgacagog
atggbcakoa
cEctEocoonn
anacactoga

atgckocage

Eggacancag
CEcAcRTTCE
Eecuabgmea
tptkkgoagn
catEacgigy
coagetecka
casgtggace
cocoabgate
cetegbbtes
el L
CApACTCMC
bgogeccses
gasgebegge
acakbocgess
tgcaggbgat
cettegtgas
Egcacaacon
agcicgagng
Ecgggasgta
Eoggagtooke
agasSgCaCTT
Egagokkbcktt
gooatgoage
acgoatektsa
teatgegeta
agaagegeth

Trp Asp Oly Tep Clu dly
a7a

cbpeERbEEt cackbgeges casghbaath Botcpggged
getegpbbby coctgegath gagcbgeggy begcppecag

antgbgboty
cogagasgad
gragcgccoy

ackpgaggea
toctgbgRan
greggEgs by

agogegagys
Gragatiana
togoackons

gageghibgan QREgaBIgSE Gaasdgaggs

Egategatay
tatgkgttac

esskectgaa
GELcacacLe

EtEabksacga

HQLOCACECikin

gaaboocis atcEgLitca

agekssbggy
pigtgtcpan

Ectgcgagta

g GEPAST

EEEcpaenna
gakaRcatEE
egeggancat
sgatEcacgt
Eabtegatte
ggctotgack
actcteeges

tkgagack

gageebogkg
ctbecbateg
caicateate
Foacaagacs
cacacooaby
caacacckag
cogoacckEk
totbaatgan
taaaaacteoo
eccogactan
scgoacgion
SECCCACTET
geacabeacy
CACHOUgsaE
geagacocko

cocat
ckgtgokbge
ERCCgeugcn
crpgtgetga
cggegeatea
tgebgeoost
Accaacaaby
Fesgkghacs
tacaacggok
cgoktbtaka
tocsagpatc
amgsagaktgt
cobkgaggatt
cogagekaca
akgaageces
atgkoggtag

83

gy

Egtcogoanc
tgaaaggeeg
egacgecca
Eggageagyd

¥ I

agaactgoto
tocaatagong
ookacgtgoo
aokbacaogok
acctoacaga
aToogoatag
cagococasa
actaegeges
Efcacatgge
acgactooakb

bggoctacogg
asoogyatam
gtgtcggaac
ocobcabocaco
gooagtocke
ataktbcoege
CaacSggas
akteaccanc

ggdgacgack

o Lys Ran Lou

Leu Wis Azg Gly Gln
BED

EQ
LI
1R0
240
300
360
420
480
Sa0
600
HED
T20
T80
aag
o
BE0

10z0
plsl-1e]
1140
1200
1350
1320
1380
1440
1500
1560
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LACAACALTD
cacggbtase
qaca bekggd
cacatcgbos
eotgograta
cggtttoask
angetgcbas
abgtaceags
cigggacsga
CYE: & frf=terulul ]
FPICATTICA
cgooggazan
ogcbocagogg
CAJOOCOREN
gatggtomag
samgtgnIac
tecangboos
ctgoagRac A
gaagaaEgtyg
ngnggebon
EEgogggags
gacacgbgoi
gegos kb
bagkg=atga
LEoctagagh
cEggacigEd
FEttaclage
agokabiage
Loenadblen::
ebscaasnns
Eecagckgas
dcatgacaga
tgeocckgak
capnargEcn
ngopagatch
TTFTAABATT
Eangaagoag
gagtcagtag
Jaaactgest

Eggttgegac
acaboggona
Ecoogbtaka
Eoaacatkbga
tggacggaas
[=- TP ET e
AcANAgaRE
gbgtgaaggs
Agkggeagty
tgoggctogg
gogaggoatg
aactotboaa
ocaktogaggt
aookosooas
acttongbgg
stcgobgota
Egoaggocig
asatbasgan
actghcacan
ghtokgoates
SpAAGCOTaa
FEidEgEcasny
Fracactaay
Ggascateas
asbbbgakst
argEoszrean
agtgbaaccs
asbisaggen
EgggacRasE
atagaggeak
chatgebatt
LEstggagqa
EEEgotttog
ooactmacco
ockbtgganak
egtoctgbbo
‘sacagaggca
cacanbagag
Esatbgtata

ES 2566 641 T3

Teg@cTagety
gtebgges by
cgkgagmans

cobggocooe

atccatecbe
gabgagggte
Eaatgacang
cobgbgtoag
tytggaggas
ocggengoxga
cacobytgas
gaxgaagac
gracrgcagy
goggcan gy
oaoEgyaqga
cabootagag
Janagaroas
orkgsgggan
antosgotac
EEEcaggang
gaagisacks
eebcdcgtes
geckitobgh
tgagostoas
Caanicagac
coagckacac
coggagkegn
ghbbcagege
gtagdaagge
cacchgacty
HECCagFaET
tasccagEag
attataorocta
Eoococoagan
Etoteccaag
Esaatostok
aogtggegoT
atgacatieta
catgbgacta

gataacacgt
dEgaanrTa

mokbegtata
mabcEabgoo

cHSogTegan
atatgegeek

céraacgtgy aaposgystg tobgaatces

agcateckgg
aagetgskag
Logegpgact
gtgpacgoon
cgtgotgagt
guTacgaga
gooobotoon
ageggIgace
anggocagct
gEgtacoacy
CoAgIgooD
ottooogact
DACTACATHAT
asgobposaa
gtecgaggta
TACADCTaRO
eirl=teletpel 100
oifclagsiac
Lbeacookog
geckgmiton
makbteckck
seukacenge
gtacagelea
aacabgyacs
cgARRgEdEE
cgggaacgEl
oaclgEELAk
cobgaguaag
Jogsagagat
aocagobgoa
gotcacasaang
ggoraasgto
Eatkebtbig
gebpasaaca
cotageatak
Eotacatgba

84

ocaktgoagg
acatgragaq
cotbekbggt
agEapgagun
AccagEtgge
agetgRigst
aockogkges
acaagckeag
sbgbocgcag
toggocteeg
chgRggaccn
B ECAgCCD
tocagbgtga
EcgacoRoga
acctgmugan
acsasgpecy
ARNATTACEA
Ecdagraeck
acApcoagoi
Srgocascah
EeEgEgaatk
taakgaatys
tagagctgas
tgggactbaa
cagasnbgan
Eigaspoaac
daapanocak
caagracgoa
dpgkkEcapga
canaatgocat
Tlaaacygan
atkggarakbEt
atktghoace
gtgoagagac
saacoctggt
askoapcatgg

ecEgTacata
guiggtiank
qTATATAEES
ctttotgess
wEgtaageigy
goatangege
caagtackas
skgoecgga
tegetecaks
tRatyecgen
agatgacang
cagceoratt
CCEgaascEg
gakkbgasmce
e e
eckcaagoac
gatgtagctg
QuagaeRCANT
ckogcagacy
Eascacpbas
LgcaacEgae
ARLOAASaTL
gugckgtag
AFatagagas
gagacsEEsh
agagatemns
ThogotEakE
obtotocagbcs
sgtcoabEEE
Ekbkbcgtat
agagogagag
Ebaastoatn
SAgesgpROD
gkttgacank
Egoctebgaa

gaactbEbay

1630
16E0
1Td0
1mgG
1860
1530
1580
2040
2160
TLED
1230

2340
2400
adga
2520
A560
2640
2700
ZTED
i F 1]
Zhae
2840
J000

3120
A180
J240
3300
ER L
a0
Jamp
15440
IGa0
3660
ITZD
1Tl
1840
1o
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gogaacctan taagraabos
caghgtanss goooOooanss
etectagtak tEckbtgeta

ES 2566 641 T3

aaanatEgtyg
Egtescagan

fnatgnagtt gatgtabgts ecangtbbig

agtttaagta tbgtcataca gtgbtcasna

guaccebbga cabbttgban aspgocatkt

SASE0A0SNE SHANL0ANE

<210 31
<211> BTD

<21Z= PRT

«213» Home sapiens

ol ile= 31

Bor Loy

aly arg
Val T

50

Asn Lyw
&5

13D

145

Val aly

AEn Oly

Lya Hak
210

Val

Sar
115

alua

Liiia

Val

194

Pro Bor Lea Val
5

Gly gly Ser Sar
20

Olp As'y ASp ATg
Agp REp Gln AsSp
55
Arg Arg Tla HMek
70

Thr Thr Pro Mat
as

Tyr Vol Hio Asn
100

Fro Scr Tep dln

Aan Sar Thr Gly
135

TyT Asn Oly Ber
150

Ly LYo Aon Sar
165

Lys Glu Lya Hlas
180

Ila Thr Ren Asp

mﬂhiﬂﬁ:hl Lixu Hak Val

85

a0

Val Qlu

Glu Fln

Cya Cyo

His Kon
1a%

Ala ¢l
128

Tyr Arg
Tyr Val
Azrg Fho
Uljm

Bar Val
200

Leu Gly Ser Mak
BD
@ly Gly ala His
5

Fro Ber Arg Ber
fa

Thr Tyr Thr haoo

His @lu Sor Arg
125

The Ala Fha Fha
140

Fro Fro J3ly Trp
TASS

T T Thr
g e
Rag Tyr Sas Lya

Ser Fho Fha ADg
105

Ile Sor
20

coatbtieag gagtogtggt gtoaatsaas gototgbgge 3560
gacatbtety ttectgbooa gakaccabtk 40zZ0
ctgabgbett tttbttaagy btactgonassg 4080
abtgnaactgt atbbgtaksa nasarkbbgk 4140
cococagocaa tgacoagosg bbgptatgan 4200
cLbgg@poas AaaiREaasd aaanasasss  A2ED

427%
Leu Cyp Lea Loa Ber Ala Thr Val Fha
10 15
Aln Fee Lou Sar Hlas His Ang Lou Lyo
F - 3
Arg Asn Ila Arg Fro Rsn Ile Ilo Leu
a5

@la Yal Hak

Fhe Ila Asn

Ser Ils Leu
a5

Aan 3lu Ran

iig

Gly Lya Tye

)
33
i

z§
i
]

The Sar Lyo

His ala Ala
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Fro Hiw
435

Azp Ala

hap Lya

Hat Glu

Bar Yal
FEF]

Gly Glu
3ds

Mim Iln

Fhia Aog

Gly Cys

Ila Laia

7o

Sar Ila
85

L Liya

Aly Lya

Ol Auem

Ala Glu

450

¥al 00w
465

Mot Arg

Tye Qly

Lay Sor

Ala Sor
530

ES 2566 641 T3

Gly Pro @lu Aep Ser Ala Fro

430

gar il Hls Ila Thr Fro Sar

Hia Trp Ilo Mot Arg Tyr Thr

10

Fha Thr Ao Hat Lew 0ln ATg
204

F ]

Asp Asp Ser Mat Glu The Tla
a

Lou hop Asn Thr T¥T Ilas ¥al
314

aly Gln Fhe Gly L=ua val Lia

135

Ila Arg Val Fro Fha Tyr Val

Jam

Lau Asn Pro HHbls Ila Wal Lauw

el 1

App Ile Als Gly l;;'l!-l. Amp Ilm

Lou Lys Leu Leu RAap The clu

g0

Lys Lys Mok Arg Val Tep A=ng

Lau Lia Hig Lys Arg Asp Aan

434

Fha Lau Pro Lys Tyr gla Arg

435

Tyt dIn Thr Ala Glu dlan
R H
Rep Ala The dly Lys Leu Lys
a7a
lrﬂﬂ:'ﬁ%ra'-rhqﬂlm
485

Gla Gly Ser Glu Ala Cy= Thr

Lou Ala Oly Arg Arg Lo

515

Tyr Thx
115

Gly Lym

33a

hrg Gly

hEn Ila

Pre Ala
Fro

a3

Aop Bore
l:I.E

hap Ly
Val Lys
Lresa Qilyy

Lo Him
475

Bag Ram
450

Cya R

el Pl

mu;lmﬂurmmn-mau:

Soex

hap
Fun g

Val

Val

Aap

Oln
L1 1

Lyn

Val
Sa0

Mat

185

Hak

]

3]

§

L&

Fro
270

Him

rro

Wal

350

Alm

Val

Alm
430

Fro

Oly Aap

a3

Ala

Ila

Fho Pro
240

Aan Tro
aA55

Ilo Hin
Lou Hak

Glu The

aly Tyr
330

;’I; Gl

Glu Ala

Gly Lya

Frnae Hia
alu Arg
415

Glm Glu
Qla ADg

Glp Cys

Gly Fro
480

1]
3

Glua Val
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hsp Gly Arg Val Ty: His Val Oly Leu Qly Asp Ala Als Oln Pro Arg
545 111+ : 555

Apn Lou Thr

Lya Rap 9ly

Ala Ala Ram
f88

Asp Thr Val
BLD

Lya Rep HAim
625

Lyn Ile Lia

Feo Gla Gy

i § Loaiia
¥ Rea &75

Lieu Gln Glu
Lya Tye Lo

705

Sar Met PFro

AEn Aon

&8

Fhe Leua
Tra

§

Asm Tho
Tas e

Aop Val Leu

Lya Qly TyTr

‘-"ilq-'-m

Lys Trp Pro Olu Hat Lys hrg Pro S6r Ser Lyws Sar Laa Oly Oln Le

L1

ES 2566 641 T3

Lya Arg His Trp Fro
5465

gly Asp Phe Sar Oly

SAD

Fro Ile Lys val Thr
E00

Sln Cyva Asp Lou ASp
15

Lys Lau Hia Ile Aop
630

Riin Ley Aog Gl Val
L1597

mmmm-m

fis Aeg Gly =
s T e S e

Lya Asp Lys Val Tep
35
Arg Lys Leu Leu Lya
T10

Gly Ly Thr Cym Phe
735

Fhe Trp Thr Leu Gly
740

Thr Tyr Trp Cyo Hok
TED

Cys dlu Fho Ala Thr
175

Fro Tyr Olo Lau Mak
Taa

hin Gln Leu His VWal
BOS

Ly# @ln Cys Asn Pro
BX

aly Qly Ser Twyr Slu
ada

#5535

Trp Glu Oly Trp Olu Gly
BES g ]e]

aly Alas Pfo
5TD

The

mmﬁ"m&'
His hrg Cye
Lou Tyr Lys

His O0lu Ilwe
E315

Aeg Qly Hia
£50

Glu Aap Qli Asp Aap
375

Louw Fro Aap ¥ Ser
580 ﬁ'

Ila Lea Glu Asn
v 605

Ser Lau @ln Ala Trp
E2D

Olu Thr Low 9Lln Asn
Ba0

Mﬂlﬁ'ﬂwlﬁ;m

Ile Bor Tyr Hiz Thr Oilm His Lya

Sar Lo Hia

La Lau ATg

Arg Lou Gln
715

670

Pro Fho Aeg Lya Gly
L

Glu 9lm
9lu Lya Arg Lym

ﬂmimhlpmm

Thr His Asp ARen Gln His Gln
138

7ia

Fro Fhe Cya
Ta5

Arg Thr Ils
Oly Fho Leuw

Ban Ala val
T9%

Fln Leu Hel
-3 L)

Arg Thr Arg
825

Ala Cym Thr Ser Ala
750

Asn Glu The dles A&n
TES

@lu Tyr Fho Asp Leu
T

Ram Thr Lau Rap Atg
OO

Glu Lea Arg Ser Cyo
B1S

Aon Mot Asp Leu Gly
B30

in Tyr kg Oln Pha @ln Axng AEE

87



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2566 641 T3

<2 10e- 32

211> &

<212 PRT

<213 Homo sapiens

= o
<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)
<223> Leu O Val

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (1)..(3)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que ocurre naturalmente

<220>

<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> Cys O Ser

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> cualquier aminoacido
<400> 32

Kaa Xan ¥aa Pro S8r Aoy
1 -

21l 33
11> 23
<iiZ= PRT

= F 13> Artifacial

= F Mo

<223> secuencia derivada de la arilsulfatasa A humana

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(23)

<223> sustrato sintético para la formacion de FGly; secuencia primaria proveniente de la arilsulfatasa A

<= 33

Hat Thr Asp Phe Ty Val Pro Val Ser Lea Cy8 Thre Proe Sor Azg Ala
1 5 io 15

Ala Lis L Thr Qly Arg Ser
1]

=210 34
211> 16
312> PRT
<3 13> Artificisl

= 32

<223> una variante del péptido ASA65-80, en el cual residen la Cys69, la Pro71 y la Arg73, criticas para la
formacion de FGly, y estuvieron mezcladas

<220>

<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (1)..(16)

<223> oligopéptido mezclado
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ES 2566 641 T3

< (- 34

hgmlsurmmmmhrWIMunhmmmE?m
1 ) 10

< F = 35
<F{1= 16

7 1F= PRT
=713 Artificial

o e
<223> una variante del péptido ASA65-80, en el cual la Cys69 fue reemplazada por serina
<220>
<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (1)..(16)
<223> oligopéptido Ser69
< iile= 35

Pra Wal Sar Leu Ser The Peo Sor Arg Ala Ala Deu Louw The Gly AsSg
i ] i@ 15

<21l 35
<Z{1= 18

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR especifico para FGEs humanas

<220>

<221> caracteristica _misc

<222> (1)..(19)

<223> cebador 1199nc de PCR especifico para FGEs humanas

<400> 36
ccaatgtagg tcagacacg 19

<210> 37
<211> 16
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR especifico para FGEs humanas

<220>

<221> caracteristica _misc

<222> (1)..(16)

<223> cebador 1c de PCR especifico para FGEs humanas

<400> 37
acatggcccg cgggac 16

<210> 38
<211>19
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR especifico para FGEs humanas

<220>
<221> caracteristica _misc

89
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ES 2566 641 T3

<222> (1)..(19)
<223> cebador 1182c de PCR especifico para FGEs humanas

<400> 38
cgactgctcc ttggactgg 19

<210> 39
<211>24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador de PCR especifico para FGEs humanas

<220>
<221> caracteristica _misc
<222> (1)..(24)

<223> cebador que contiene EcoRI de PCR especifico para FGEs humanas de 5’

<400> 39
ggaattcggg acaacatggc tgcg 24

<210> 40
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico de HA

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (1)..(54)

<223> cebador especifico de HA

<400> 40
cccaagctta tgcgtagtca ggcacatcat acggatagtc catggtgggce agge 54

<210>41
<211>57
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico de c-myc

<220>

<221> caracteristica _misc

<222> (1)..(57)

<223> cebador especifico de c-myc

<400> 41
cccaagctta caggtcttct tcagaaatca gcttttgttc gtccatggtg ggcagge 57

<210> 42
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador especifico de RGS-His6

<220>

<221> caracteristica _misc

<222> (1)..(54)

<223> cebador especifico de RGS-His6
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<400> 42
cccaagctta gtgatggtga tggtgatgeg atcctctgtc catggtggge agge 54

<210> 43
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> oligopéptido triptico proveniente de la preparacién de FGEs humanas

<220>

<221> CARACTERISTICA _MISC

<222> (1)..(15)

<223> oligopéptido triptico proveniente de la preparacién de FGEs humanas

ilc= 435

Sar dln kan The Fro Asp Bor Bor Ala Sor Ram Leu Oly Fho l-;'g
i 5 10 1

= F Ple= dd
<2{1= 18
22> PRT

= F 13 Artificial

o 320w
<223> oligopéptido triptico proveniente de la preparacién de FGEs humanas
<220>
<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (1)..(19)
<223> oligopéptido triptico proveniente de la preparacién de FGEs humanas
<400> 44

Mot ¥al Pro Ile Pro Ala Gly Val Fhe Thr Hek Gly Ths hap Rap Too
1 5 10 a5

@ln Ilo Ly

<3 le= 45
<211> B06

<212> ADN

91
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«213= Hemo sapiens

<40 45

ACggoocaggo
sagotaggaa
Fgaacaaatt
coottEgooa
aaazagtate
Ectgubgages
ategpaaanEg
dagcaccondg
saacgackgoe
gttkaccsak
CECAAgTgad
Fotcagaaca
ecgtaccagy
getgatggok
Loagootoiy

ckgtan

<310 4
<2 11> 301
<3 1Z» PRT
313> Homo sapiens

<400 48

atggottaco
atggacaggs
ctooagacag
Ecgacatatt

Jgacagasgo

E a

ES 2566 641 T3

getgetgeoo ctockgboge
tactagoaty gtocascbgo
cagagatggt gaagggocky
bcaotgboaco aacaangakE
toagatgttt goatogeqet

cattbiggog
tgktacaegk
ocacygigga
Frragaache
Acaangctgn
ackacqIaat
ekgekgagen

Eom

o wEay

geagoskgen gatcckagct
gegctgaant gacgooogtg
agagtgereg tttgoogooo
@gtEdrvagooa Aacogoacca
gFatggotta cabggagtet
otatgacctn ongggascg
gaacakgege gtettocgad

99 gkcaccacos

acanoctegd

R EL
ttkoogurgk gotgcagacy

92

toctggbsay cogegbamcto

epuptEEgsy abtcotgaty

tgoguEasEs Facagbgass
boagggakks tgtoaggong
Ebgeotktga poackEbghs
ctgtackoty gtggcbkbcea
ctpgeakoey agogagacks
cokackgbge EEggcdgoga
gagagagstt gaagagbcaa
acctbgtggca gggaaagtbe
ocoocagbgaa tgobtteces
Egbgugagty gacagoatsn
gEgcatooty gaAtsgacasa
ggatgipean cactooagak
CRGECCRISE FUconageag

50
120
i8Q
240
300
360
430

5440
600
L1
TEZO
Tan
240

908
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Asp
ES

Glu

L¥m

Lasgy,
145

Thr

aly

TyrE
235

Ala

aFle

Tep Leu

Fly GLy
s

aly alu Gly

Ils

Rap

Ala
130

His

Fha
10

Gly

Phe Fro

Fha Val
104

Val Lau
115

¥al Ser

0ly oin
1R

a3

His @ly

Lau Tyr

Tro Ty Gln Als

Tip Ilo Kop Thr

The Arg Habk GLy
275

mmﬂhhl;hﬂnﬂrmmFﬂGHMum

<210 4T
211> 027

<212> AND

160

<213> Mus musculus

Val
Thr

Jar

Gly

Thr
165

Val

¥al

Asp

Ala
245

ES 2566 641 T3

val Rrg

Glu Ala

Aogp Glu

Bar Gly
135

Aon REp
150

aly Lym
Sar Pro

215
Teta Laai

Glu &ln

Rap Gly

R#n Thr Pro

95

han

Glu

1340

Ila

Ala

alu

ey

Pha

Val

Low Pre Lou
b1 ]

Gly Gln Ala
25

Gly The Asn
Ala The Val
Asp l?hl- Arg

5

Het Fhe Gly
an

Arg Mo Lyo
105

val Olu Lys
Arg Glu Az

Arg Ala Ty
155

Trp Glu Fha
17a

Oly Aem Trp
igs

Fro Lya Oly

hon Ala Phio

Liau Tar
Thr Sar
Ser Pre
45
Lyws Fro
&0
hap Fhe
Top Fer
Ala Thr
Ala Fho
125
Lou Gla
14D
Cym Ala
Ala Ala
Fhe @ln

hap Lya

Pro Rl
20

Gly Asm Val ;‘;'g Glu Tew

Lau

Hot

30

ASD

Fha

Val

Gin
110
=

Him

PED
180
Alm

Gln

The

Asp Mek Arg val Leu Arg Gly
250

Sar Ala Aon His Arg Alas
F65

o

Ala

Val
85

Fro

aly
175

haE
Ala
Ala
85

Val

Val

Flo

Ila

Gl
a0

Flm

Qln

Gly

150

Lt 1

240

Aop Sor Ala Ser ASp Aen Lou Gly Fhe
zm 285

93

300



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

o] W= 7

akgogobobg
aggotoctgk
ckgooaggog
cetgectgyy
gacEEEEETT
agcetegtet
goegkbeact
teeggeates
gebkactgog
cHegFEiEck
aacttabggs
Leascadtga
abgegaangk
grggcatcat
sggataGden
Hregeoac

<21l 48
<2{1> 0B
2= PRT

<713 hMus mustulis

=i (i 48

Hek Arg Sar
i
val Leu Leu

Ala Gln Asp
s

gly The hop
50

Wal Thr Val
&8

Awp Fha Arg

ES 2566 641 T3

ageeskgnkt
cobkguoccag
googgtebek
aagtgacagt
agtcbgbeag
CEgaqgakct
getgocages
Hagigaaach
cakggeggy
Lgaagngtoa
Lgggaiagbe
acgetbboes
sEacagegte
gpatcgacac
acackocaga
TEaapTagTE

coorageatg
gottoageta
gatggapaca
apazccckbek
FEEL PR ATT
tateneeock
wgbgooanag
Faageboed
gagasgotig
gtktavcoa
coccaangg b
CCCACADRAT
cacdEaTsha
Sfcagacags
ckoagootca
cetgbga

gottecktge
ggacakgcce
gatgcecag
gotatogica
Eascagaeksg
qagcleifah
geatkEbgga

koectooggt
aggakestgo
aEggeagagn
LatkEccagk
ARgoCHaEc
SFcASTRLAL
gEcageckge

gttgotgcky
cabtoggtgcak
cgatgaaggg
caccantaan
arEcggotag
tetgatgoog
nggtcocogoo

gtagkacaty THagebgaa cgacgotpot
aggagkggga gitbtgoages

SEcACAGAAg
bEpoOEAacs
gRcaangs by
pastacgpac
sEbGobages
tetpokaake

ggktocagoe
aagatggbtl
Egtaktgacel
aggasatged
aAcapage b

Laasegeacs
Esatggacty
catpggcaak
Egtesboogg
ggEcaccace

gecaacsckgy GeEkeegetq egocteckge

O0lu Pha Trp Fhe Pro Ser Msakt Gly Ser Lau Leua Pro Fro
5 16

-

mmmmmcg-mu‘mulnnmmrui-
ad F j =]

Fro Als HMet Val His Leu Pro Oly Oly As

a0

g Phe Lou Mak

Eln Pra Rap Gly Arg Rsp Oly Glu Gly Pro Ala Aeg Old
55 50

mmmmn-mn-l‘hmmm”nlgl
™o % a

Glu Fhe val Axg dlu Lys Lys Tyr @la Thr Glu
Bs Fg

94

Ala Glu
-1

-1
13G
180

A0
60
a0

540
a0d
G50
TIO0
TEo
Ed
aa9
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<Z10c- 49
<Z11= BSS

<212> ADN

Pzo Lya
130

Glu Late
145

Ala Ty

dlu Pho

Lya 01
21

Ala Fha
a8

Wal Trp

Ala Ser
aro

Gly

Gln
L%

Aln

Phia
L85

Rap

Rurg
ars

hap

ES 2566 641 T3

Trp Har
100

Qlu Asn

Pra Tep

Gla Leu

Als Trp
1565

Ala
LAk

Gln Prao

Las Als

Trp The
245

Ao Gl
60 ¥

Ala Reg

Aan Leu

ﬂ: Olu Esp Lau

2313 s mussulus

<4 e= 49

akggteceen bbkcckgobgy agtattoaca atgggoacks atpabostoa
gatqoegasy ccoctgocny gagagtesst gtbgakbggot bttacatoga

Fho ¥ol Pha Odu

145

Ley Hat Fro Ala

120

Arg Oln Pro Ala

135

Pro ¥al ¥al Hls

150

Arg Gly Axg Asg

Arg 9ly Oly Lau Lym
165

han krg Thr hsn

200

Gla Aop @& Phin
o
Asn Asn Tyr Oly
Ala Ser The Tye

Ala Ser Trp Ila

Val Thr Thr Arg

280

oly Fhe Arg Cys
1556

val

o1y

val

L]

170

Oly

Him

Law

aln

250

hap

Mok

hla

Tha Val Sar

ﬂﬂmm

Pro Gly Ser
140

fes Trp ASm
155

Pro Thr Glu
Jln Val Tvr
Trp Jlo Jly

205

gly Tau Sar
20

g;';lln Laau

Pre Ala dly
The Ala Aap
Gly ham The

Sar Sar Ala
oo

gtcagcaakby cggattbbga gaagtkbbgty sackogacty gokatbtgac
aagttbggng msbettbegt cbbtgaaggs atghbtgagcs agcaagtgaa
cacsaggeny ttgoagobgo Ecoatggtgp ttgootgkea sppgagetas
ceagigggts cguackovag EAttobgess aggtcaaato lt_-l:'l:n-li-l.'.cl:
tpgasicgaty ctgtbgoota ctgoncabgy gogggessga ggbigoctaes
tgggaataca geobtgbagagy sggockgoag adceggstib Bocochbigdg cascamackg

95

Fre Glu Tea
iie

aln fra Val

aly Ill_ Arg

Agp s Oly
160

Glue glu Trp
175

Fra Trp Oly
1890

Lynm Fho
Fro Val Aon

Mok gly han
240

Jln hap Hat
255

Oly Bar Ala
a7

FEo ASD Sar

Gly Asg Pra

gabcagroag
egesbakgan
agaggskpag
pacgeaktats
Etgmagacac
ceatgttboo
Egugueapay

80
110
180
240
300
el
-I!:-D
400
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capgeccaang gacagoatba bgecaacaks bggoagggoa agbtbgstgh gagoascact
prcogadgaty gobtccangy aactgocooe ghbtgabgesk teeckcoran tggobtakggo
teatacancs Eagtgopgan tgbgtpeges bagaccisag astggtoggac tgtbcaccalk
Eckgtigogy anasgibcan Cocoalagggt Cfcackbotg goasagRosg Agtgangasg

gotagatost acatgbgooa taagbockat tgobakboggt acogetghgo agotogaago
cagsocacan cagatagobs btgoatocass ctgggakbes gabgegoage cgaccacchg
EECRESGERT ASTga

<7 1= 50
=2{1= 284
<Z1F= PRT

313 Mg mestulus

= ifi{ie= 500

Hat Val Pzo Ile Fro Ala Gly Val Phe Thr Met Gly Ths Asp hap Fro
5 15

Gin Ile Arg Gln Aep Gly Glu Ala Pro Ala Arg Axg Val Thr Val hap
20 25 6]

Gly Fhe Tyr Met Asp Al Tyr Olu Yal Sor Aan Ala Asp Fhe 3lu Ly=
35 &0 45

Fha WAl han Eer Thr Gly Tvr Lou Thr 0lu Ala @la Lya Fhe Gly Asp
50 55 =21

Bar Fho val Phe Glu Oly Mot Lew Ser Olu Oln Val Lye Thr His Ila
11 7O 75 B

Hip Oln Ala val Ala ARla kls Pro Tep Tep Lou Pro Val Lys Jly Ala
as PO 85

Aon Trp Arg Hia Pro Olu Oy Pro Aap Bor Ser Ile Leu Hio Arg Bex
109 105 110

Aan Bla Peo Val Leuw Hio Wal Ser Trp Aon Rop Ala Val Ala Tyr Oym
115 120 ias

Thr Trp Ala Oly Lys Arg Leu Pro Thr Ola Ala Olu Trp Clu Tyr Ser
13g 135 140

Cyu Axg Gly Gly Lew GIn Ass Acg Leu Pha Fzo Trp Gly Aen Lys Leu
145 150 158 1&0

Oln Pro Lya dly Gla His Tyr Ala Ran Ila Trp Gln Oly Lys Fha Poo
165 17n 175

Val Fer Afn Thr Oly Glu Asp Oly Phe Oln Gly Thr Ala Pro Val Asp
1] 185 190

Ala Fha Pre Pra han Oly Tyr dly Leu Tyr Aon Ile Wal Oly ham Val
95 00 205

Trp Olu Tep The Ser Asp Tep Top The Val His His Ser val olu Glu
210 'Iﬁ 2349

96

540
LT
EED
TaG
Toe
B4
A5%
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<21l 51

Thr ¥ha Asn Pro Lys Gly Pro Thr Ser dly Lya Aap hrg Val Lya

1%

a1 Hak Hia 8 B
rmarl-rﬂt“ﬁﬁ"l L lrﬂgw"h’tmm

Ala Rla Arg $er ©ln han

ES 2566 641 T3

2340

260

Fhe Arg Cyo Ala Ala hep Mip Lesa Pro Thr Ala Rep
2715 1oL

< 211> 1011

<212> ADN

<213 Drosaphila melanogaster

=z [ic= 511

akgreaacan
gackgkggot
Hhgkastage
Fagoras bl
diaccgeack
tacatocgacs
tacacoacgy
ttgpagoaga
googgoabas
CascogItag
cggttgoesa
EEboootggg
gactttooeg
tEecgacaga
gatetgeagy
tatcbgbgte
gaugasdgth

<210 52
<211> 336
<21F= PRT
<213 Drasaphila mekanogaster

= [iic= 52

tkatabbage ccEctbEack
FECARRAQEDS CEASSHFAHG
Racgag<acs ggatgcadasn
tbgoggecak ghoactgobt
Ebooggrega cogogaggat
agtakgoggt tktocaacgnn
aggctgegoy atakbggogac
mpoaockaga_ gqgacctooga
ackggocgaca tocaastgge
bgeacgtate grggegegac
gogaggcgya gtggangacy
graacasgeE gatgecangy
BEgFcRastE guctgasgak
mtakttocga cctpeRcass
Loghanatas cgbbagogat
acasgkocta ctgctacagg
sageeggtan crbkgggbbtE

97

tgoatagebt
gracsadata
AgEractane
CogUIapTCa
Sogyakcggo
gaoktiqoga
sgEEEctght
gtggogagog
ooggacagog
getgtgaagt
gottgoagan
aatgaasakbk
aagktogagk
abtpylpgaca
dabccopntbe
tacagpibgeg
cggbyEgcon

Eabkbcaniga
Egccgtecat
wpgattocta
cprtttacat
aggtgangct
agktogkkat
ELaagagoot
ctgtctggtg
atakbagacoca
actgtasgkg
Joggcangia
ggccgaacak
acaccagece
asgtebgaga
aggkoadgas
coptas@cks
nganbgegbg

Ly
240

Arg Cya
255

mrm;ng":mmmruu Liza Sy
a6 2710

cgtakecage
ttceggacan
Logegaactty
Fagtackgas
gaatgackta
geacackaag
EEkbqagooon
ghacaaagty
cttaggooga
ggccagoaag
gogeanacky
ctggeaqTya
cgkbggatgos
FETGaCTI0h
gagsggEtek
geAgsmcacH

&0
120
1ag
240
30a
60
420
480
a0
G
&80
7340
T80
B4
o0
HE0

1811
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Mok The The Ile Iles Lou Val Leuw Fho Idles Trp Ils Val Leuw Pha han
1 5 10 15

Aop Val Ser Her Asp Cys Oly Cys Gln Lys Leu Asp Arg Lys Ala Pro
20 25 I

lﬂpﬁltﬁnﬂil'ﬂﬂ Sar GLy Glp Wal Eﬁmﬂhhiﬁuiﬂlnﬂlﬁl‘
[ 1= B 4 :

Aln Him Sar His Tyr Arg AP Tyr TyT Gly Olu Leéu Glu Pro Asm Ile

EL . 55 [

Ala AAp Het Ser Léu Leuw Pro Oly Oly The Val Tyr Mar Gly Thr Asp
&5 k] 75 BD

Lys Fro His Fhe Pro Ala hap Arg Glu Ala Pre Glu Arg OIn Val Lys
s 90 #5

Liéu hom Aag Fhue TyT Ile hep Lys Tyr Olu Val Ser Asn Glu Ala Fha
‘104 198 110

Rla Lys Fha Val Lou His Thr Asn Tyr Thr Thr Olu Al Glu Arg Tyr
118 1z0 128

Gly Asp Ser Fha Leou Pha Lys Ger Leu Led Ser Pro Lea Glu Gln Lyas
130 135 140

han Low Glu hep Phe heg Val Ala Ser Ala Vel Trp Tzp Tyr Lys Val
14% 150 185 160

Ala Jly Val Asn Trp Arg Wls Pro Aen Gly Val Asp Sar Asp Ila Asp
165 170 175

1la Leu Gly Acg Hie Pro Val val Hio wal Sar Trp Arg Asp Ala Val
180 185 190

nlum:;-:&-mnl-mrwamnu Pro Bor Glu Ala Glu Trp
135 200 205

Glu Ala Ala Cya Arg Gly Gy Lye Glu Arg Ly Leu Fhe Pre Trp Gly
210 215 230

Asn Lys Leu Met Fro Azg Aean Glu His Trp Leau Asn Ile Trp Gla Gly
235 230 235 240

mﬂ-mmﬂrmmﬂnmnmﬂﬂimﬂummaur
45 250 255

Pra Val Asp Ala Fhe Afg Gln Aar Ile Tys Asp Lau Hln Asm Meat Val
60 265 T

Qly Amn Val Trp Olu Trp Thr Alas RAp Léu TEp ASP Val Ao ARp Val
275 2840 i85

Sar Anp Aon Fro keon Arg Val Ise Lys aly Gly Ber TyT Leou Cya His
280 a5 k[ ]s}

Sar TyT Cyo Tyr Arg Tyr Arg Cye Als Ala hrg Ser O1ln Asm Thr
’ 110 315

g

@lu Asp Emr Eer Als Oly Aan Leu Oly Phe Arg Cys Ala Lys hAsm Ala
128 330 335

<210 53
<211= BTD

98
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<212> ADN

ES 2566 641 T3

<213 Anopheles gambiae

<4 53

ccogacagek bgetogatet gotognacst teocaagooot togaagecat gagscctbake

coaggaguta aatatgbast cpgoaceast gaacctatce

Soggocogas
captboasgg

agetbegtet toocagoaget gotoagogas coggtpoges
ghtagoggese SEocelggty gltacaaggta cotgpagoct
gatgtgtoac ghgakaktasy cgéccgetip gaccatoogg
gatgepghog ogteckgope chggansasy asgogoctge cgacggoags gRaabgagea
goggeckger geygcggtog casgoagsag ctgbbeecek ggogtancas gotgatgscg
apggagosge acabtgabges cabtabggoag grogagthbes eggacagoas bobgaagoug
gabkggctacy aguccaccEy cecggbgesy bocblicecpes agamcecgtt cgagotgtac
gtEq § gty pEhgtagacy geogatobtt gopAcoeRRA FUatgoggoe

Ecptepaggn ESgogantia
cogogacgat cogopacttt taccbsgacs agtacgaagt ctocascgoa
catbegtogs ceagacgpge tacgtoncgg agpopTasss ghtbggcgas
mgeagtacga agakbbtcoogo
cekggeagca tooggaaggt
tggtgoacgt gtectggass

atoEagogca agucHgYcay cgatocacsy astoppgtga assagoptey cteataccky
tgtoacgaat cotactoota bogotatogo COtOOTgOto QAECOCATAA CRCCQLEDaD

agttoggoog gesatctgey cbbtoocggkae

<2 10e= 54
<2{1= 200

212> PRT

<213 Anopheles gambiae

=40e= 54

Pro Jlu Ser Leu Leuw Asp Lou Wal Olu His
i 5 g

Mat Ser Leu Ilas Pro Oly Oly Ola ‘I’gr val
0 2
Ilo Fho Val Ly Aop Arg Olu Ssr Pra Ala
35 Ll

Asp Fhe Tyr Leu Asp Glm Tyr dlu Wal Ser
S50 55

Fhe Val Asp Olon Thr Gly Tyr Val Thr dlu
85 ™

M!huﬂnll‘hnﬁnﬁinl-uhumtllu
a0

0lu Aop Pha Yal Ala Mo Ala Pzo
m 108 T

Ala Ear Tp 0la His Pre Gla Qly Aap Val
115 130

hrg Léuv hap His BPro val val Hio val Ser
130 1315

TyT Cydé Ala Trp Lys Qly Lys Arg Lau Pre
145 150 )

hla kla Cys Arg Oly Oly Arg Lys Gln Lyn

99

Eurl.url.lﬂl‘tug;.u.lsp
Illﬂh'lhr.::\ulu!ra
mm:;nmllnm
han Ala d@ln FPha Lys Ala
Ala Olu Lya Pha Ooly Asp
73 B0
Fro Val Arg @ln oln TyT
5
Tep TyYs Lya Val Asxg Oly
110
Ser hrg Rep Ila Sar
125 hsp
Trp han Asp Ala Val Ala

140

The @lu Ala Giu alu
155 TER 164

Leu Fhe Fre Trp gly Asn

0
180
240
oo
IED
430
g
540
&on
G600
720
T80
L1
Lyl
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<X1le= 55

X1 W5
<212> ADN

Lyn Leu Hak :E Lys dlu Gln

Fha Pro Asp Sar Ran Lau Lys Glu
185

ES 2566 641 T3

165

Val Thr dar Fho Arg Olm Ren Fro

210

Asn Val Trp Glu Tep The Ada

225

215

Iln Qlu Arg Lys :‘E Gly Sar Aap

dly Ser Tyr Les Cys His Glu Ser

angﬁﬁlﬂhﬂwﬂlum

mm

213> Skeplomyces coslicalor

<4~ 55

degEcegtag
cackopasos
HEHFEeGTTat
cacabegacy
cabgbgaced
COgRtaCey
goecas Dpge
TEsghecasg
cogRsegagE
Eagmacgacy
cegoacgtoa
Ccecantggon
EErctogocoa
HeagCacTag
sHagtegose

<210~ 58
<2 11> 314
<212 PRT
<213 Skeplomyces coslicalos

sogecpegbs coccgpeaggaes
geggacasgt gefockgoeg
atoopyoogs CRpOTagaca
BgRCCOeEgE catcamogoa
Begeoglacy chbogmobog
asgesstegy cagogeogss
focgeccogn gggogeocgo
Estocbggan cgabtgooace
copaatggga gtacgoogos
BgCLgaccos W”ﬂ'.
BCACQROCOA Fracgprcas

Lyd

Hin Hak Het Aon Tle

15

178

Trp Sl5 91y Glu
139

lﬂ#ﬂlrﬂf!ﬂlu;:-;m Cya Fra

Fha Glu Lany Tyr Asn Ile val Gly

235

Rap Leu Tep Asp Als Lyo Asp Alm Ala

280

mrmlmmﬂlﬁ?n!hilﬂl?
250 158

Tyr Oy %yr hrg TyT Arg Cye Als

Ber Sar Ala Gly Ass Leu Gly Fha

FEEECOERS
qasgatgeat
coogtgoaca
cEgktrgosg
Ecpgorghat
gEtgootoek
toogacatea
pootacgogs
cgCgguogas
bggegebgon
ebgageasog

acggectgty gaacacegey gycascgegh
ootackacge cfaakboices acegbogaos
taotgegesy couckectac obgbgscnog
coegebectc cadcasfocy gastosbogt oogprasesk
tgegecaacy mcgeggacot cacghocgga boagpoogotd Sgtga

100

tegegateag
-
cetbogtcan
Eecatobggt
gakadnkcain
CEURCIOEEE
grtagacooy
EgEeeEgCoT
agnEctoggoa
CACCOPLoan
aFgastagt
cETasTgCos
ackockacty

e ceatouy
Frasgtu ke
goggecokhc
PECHRCOFTC
crhegerges
cHtacHgEgS
geasuabnog
caagiguaty
ocogotacgoes
gggoogokes
FEectasoay
cEecgactgy
CgEgaCcgur
CRACCTetaC
S b ey

1]
iap
Lag
240
i L]
168
€20
4o
540
G040
BED
720
TBO
Bam
00

345
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Ala

Leb 1]

Ala

145

aly

QLy

275

Pho

Hia

Ala Val Ala

Fro
20

Alo Mg

Phe Rle Hak
as

Val The ksg

Vel Ala Ala
140

Trp Trp Ile

Arg Ser Aop

Trp Asn Aap

Thr 9iu Ala

FN ]
"I‘ﬂ"l'l"l'“:

Aon Ila TrEp
188

His Leu Ser
210

Lay T=Ep Ran

Ser Fro Thr

dly The aly
160

hsp Ser Tyr
275

Fro Rop Sar
290

io

ES 2566 641 T3

Ala
-]

hrg
oLy

Him

Fro
AEn

Ilm

@lua
185

aln

24

3

g

Fro Secr Feo
Bax Thr Arg
hap Ala Fha
40
The Vel Arg
-1

kla hrg Fhe
Ta

Glu hry Faa
Asp Ala xap

Wal Arg Gly
120

Thr aly Arg
135

Thr Ala Tyx
150

Trp Clu TyT
dly hap Ola

mrhﬂ:ll‘]l:

Ala Pra val
-

Ala dly han
230
Tyr Ala Glu

Ala Arg Val

Asn Arg
B 11

gaxr EH Amn

101

Al
Gly

z5

aly

Ala
Ly
Val
1as

Ala
Ala
h AT
183
Pea
Lys

val

265

Ao

Aln Lou The Sor Gly
5 H’F 310

Ala

1o

aln

Gl

Arg

Ala

 # 1T

Him

mr;'glllﬂlrwnm

Aa Ala Olu

val Arg Lend

Gly TT FEO
a8

Fra Fha Hia

&0

Fha Val Ly

15

Bar Ala Val

Gly Ser Ala

Trp Arg
et

Hia Pro Wal
4D

Ala Arg Gly oly

170

Hing Val han The

T
Fro
250

ho'g

Wal

aly

Ser Ala Ala Glu

Pro Oly aly

T¥r Arg Pro
220

u
234 Trp Cya

Thr val hap
gly Oly Sar

Ala Als Arg
185

mmq-.

Fro Gly Fro

Pra Gly Gly
30

Ala Rop Oly

Ila hap Glu

hls Thr Gly
aa

Fha Hio Leu
as

ala gly Ala
Pro Glu aly

Wal His val

Lo
160

Lou Ala gy
175

iﬂmm

Ala Glu Aop

Asn Gly MWis

Hez Trp
A 40

Fro His Qly
a55

g

Lana Cys

b
ik
k=]

Sar Sear haon

Ala Aon Asp
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<210> 57
<211> 1005
<212> ADN

ES 2566 641 T3

< 13» Corynebacterium efficiens

<4iWic~ 57

gtggtregon
tactgebece
BatEECaSEa
geEtbccaAcH
catgaggetc
gpacgstikea
HEatictacy
eeckggbage
ekggacgages
Egcaccbggg
Seackgcegy
tgcantatok
aobgcacegg
gratggyidt
E HETTE

atcgactoeg
cgteragops
ctecakgens
kapgcaatea
acckogescs
Ebgaagesas
sagogteoca
Eggopgbcaa
ErgagIacea
stggeggtog
FEFracyita

coascggooe bgoacacksa
oCaakggegt aceactacos
cefgguacas Escegegatg
Esacggdgad gsghaccogg
cttcggeattk mabgbcacon
agegtatacy smcgacagogg
aggfcRacys geEgecattoc
gFgkocpans togoagogto
ceocegbogtt cacgikbtook
tohgooonos gaagesgngk
bgsctggggy gatanoobog

ggatacgkd
gggatttakte
etgtghcaek
aFgRCgIITa
cggkoasgas
macgckacgy
tterooaggt
EORATHICES
Fogatgetas
Fagastaco
CoGstagicEg

FECAgOOEag
EgANgaSEEa
gy bgucaggn
g Ggatac

cakbkgatbeck
hesteggage

<210 58
<Z{1> 334
<Z1¥= PRT

actgcancag
atacoggttt

<213 Corynebacterium efficiens

=<~ 58

:ﬂmmﬂlir;mqlr!.hm

Bor Mst Ser Ran Cya Cya Ser Pro Har

g 25

Thr krg Asp Léu Ser Asp Pro Val Ran
i5 &n

ﬂugglmﬂnmupihglﬁrm

Fly Rsp Mic His dly Olu @ly Tyr Fro

&5 70

Him Glu val Mim Leu Als Fro Fhe Gly Ile
85 9

Ao Aln Olu Phe Gly Arg Fho Ile Glu

tg gegmacaccg
cacgoicaat gogatacggbo
stggtbtgat geggeakect
cggkgcgoge cggutgakao
atacogeghy googdcigon
coggtgcghkt thcgatagto

1

102

PES

Sar

L 1]

Ala

hia

gugpRbgg
kgtggeigat
actocegbgs
gopRagghs
AtEcgRasas
51511

Agp Gly Olu oly Pro Val
ma

73

céatgagtanc
agatcetgto
goegpatgga
AfagecagTa
tgcogagiis
bptckoggek
boceggeaty
epgibrenEs
ogkkgeckas
egesogaaat
yaggtggass
EEnscoEcace
agcagogask
ttectocate
gtaktckctge
coeggattcs

Cys Thr Leu Arg Ile Thre
15

ﬂ#ﬂﬁﬁ&mmm

I"rnﬂlfﬁj’ﬂﬂﬂ'ﬂl‘linﬂut

hsn ¥al Thr Thre Val Thr

95

Thr Gly Tyr Ths Thr Thr

60
1LZ0
lam
240
00
g0
434
480
540
600
f 11
Ta0
TEd
a40
Som
BEQ

1605

Rla Oln Tep ;;ﬂ Thre Thr
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<210~ 58
<211= 10

ES 2566 641 T3

100 105 110

Ala glu Arg Tyr Gly Val Sec Ala Val Fhe Tyr Ala Ala Fho Gln OLy
115 128 125

Gln krg Al Rip Ila Lau aln ¥al PEe Gly Val Pro TIp TP Lau '
130 ﬁg 140

Als Val Lys Gly Ala Asn Trp Gln Arg Pre Aas Gly Pro Gly Ser Thr
145 150 158 180

Leu Asp Oly Leu Glu Asp REls Pro Val val His Val Ber Trp Asp Aap
1685 17e 175

Ala Val Alas E:g,umup';u-m gly Arg Lau Pro Thr Olu Alm
ﬁ: 1!; 180

Glu Trp Glu Tyr Ala Kla G Laa Gln Gly Ala Al
188 b Aem 20 o 203 Aew

Trp Oly ARop Aan Lau Ala Las Aop O Arg Tep Aan a Aan Ilo
210 ais e 230 o e

Oln Oly Oly Pha Pro Mek 0lw ARon The hla Ala Rap Gly Tyr Lau !'hr
azs 130 z35% 240

Thr Rhla Pro Val lrﬂuﬁrﬁ#humnﬂlyﬁtﬁlrhufm Gin
148 250 255
Haz Ala Gly hsn Val Top Glu T5p Cyp Qlh Asp Trp Fhe Asp Ala Glu
F11] 2EE aTe

Tyr Tyr Sar Arg Ala Ser Sar Ile Asn Fro Acg Gly Pro Asp Thz Gly
Fy) 280 285

Ala heg heg Val Hek Arg Oly Gly Ser Tyr Leu Cye His Asp Ser Tys
290 255 i0a

Cya Aun Arg Tyr Arg Val Ala Ala Rrg Asn Ser Asn Thr Fro Asp HSer
105 I 315 110

Thr Sar Gly Asn Thr Cly Phe Arg Cys Val Fhoe Aop Sar PFro
325 a¥a

17

<212> ADN
<213 Novasphingabium aromabtvorans

<4 {c= 58

abggogeass cabbesgabe gasggopges Aghogtacas ghabtgoacy esabobegas
cocaatbgoa ggapcacgto gogastggbc gaacgeocoog goatgogoct gabsgeaggo
ggcacttton cocaktgggeto ggasgectte basscpyagy aagogooget togoogaotg
aspytagaca gohkobggak cgatgaagey Scggbgasga asgoacagkt cgecgoabbs
Gtggaggeca ogggatasgt cacbgkggoo gagabtogage coglEcceil ggacbasges
ggcatgotor coggcatgga copogcggan togobggtgh LOCAGABRAC AgoASERCCT
Adtogacatyy copabtgopts caictggtgy cactttacct tiggosecty chggasgoat

103

60
120
180
240
300
I60
420
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coaotbqges
takgecgata
ttegnatata
QeaccEgandg
tgucbogats
ctttacgaca
ctgastooge
ahgracagek
Fotkcgoacs
gaastggEty
<2 10c 60

<Z{1> 338
3> PRT

ES 2566 641 T3

cggpgeagkte catcgatopy
cogaggacte bgeeansbgq
cogogoacEy cgggttges
geeggatgak ggecsactac
gekgggancy gacatogooo
bgatcgrpoa cacgbegnag
asaggeanks ggrabgotgo
begaccegks gohacoogoa
tgtgtpeags caakbackge
atacogogan gasgeacaks

<ZF13> Movasphingobium aramalcieorans

= [c= B0

Mok Ala Tln
1

atogaggacs
EEGETSaagg
gEtkcognat
trpoasgges
geoegcmaot
tygacatgeg
gogatongea
CLE L
eagegetats
gIsttcaggt

Pro Fhe Arg Ser Thr Ala Ala Sar Arg Thr Ser Ils
5

atecogtege boacgtogoo

abtotgocgas Sgasgecgag

EEEccboppog agacoaitbs
rgrttocELE ogoCoaaCCag
becegoocha Sggetatagt
aEEguboggc CcgacaAgoTy
akEsopogegy cggoaagoto
gEcgFadgd b catanagggc
geocogiags acgccakbsal
gtgtagtacy gecckga

15

mni-uudhhnmm:mﬂn!ﬁraummvﬂum
2 kI

Pro Qly Met Arg LDeu Ilo 9lu 3ly
35 an

55

my!hrmm:l:tﬂhfﬂlr

Ala Phe Tyr Pro Olu 0lu Ala Pro Lew heg Axg Val Lys Vol Rap
50 1]

Fha Tep Ila
55
Val Qlu Ala

Lyd Aip Tys

Yal Pha Oln
115

Ty Trp Him
135

dly Bar Sar
las

Tys Rla Aep

Thr Olu Ala

Olu Fhg Ser

Rap Glu ﬁl Fro Val Thr ha

m':';\rﬂ'!\"ilt‘hl-'

Fro-dly Het Leu Fro
100

Lys Thr Ala dly Pro
120

Phe Thr Fhe Tly Ala
: i35

Tle hap Oy T1s Gl

Ala Olu Ala Ty hla
165

Oiu BFhao Olu TyT Ala
igd |

Trp Cly Asp Glu Lou

104

Vil

L
540
600
GE0
T20
TEQ
o4
F00
SEO
1817

1w

Odu

Ser

& ;}I Gln Fhe Ala Ala Fha

Ala Glu Ile Qlu Pro .;-F

ﬂlrmhmm'ﬂllgﬂhﬁ

105

val

Rap

hla
1p%

Rls

Aap Het Ala Asp Ala Ser

128

Trp Lys His Pro Lau Oly

T;l?ﬂnﬂlymrlmm

1d0

@ Fro Val Val iis Val
155

175

Reg 91y Gly Lou Aap Gly
490

Fra Glu Gly Arg Hskt HMHet

Pre

L

Ala

160

Fro

Ala
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<20 1

195

Asa Tyr Trp Oln Gly L
410

ES 2566 641 T3

200

215

0%

mnlummm;ﬁﬁllﬂﬂhﬂmmlﬂlmﬂwm
235

Fha Pro Fhé Aln Acn Oln Cyp Led hap Gly
220

Gy
240

L#ia Tyr Asp Met Tle Gly Aen Thr Toip @lu Trp Thr Cys Asp Tep Trp
248 250

Ala Asp Lya Pro Lau Thr Fro Oln Arg
265

260

55

mmﬂn:ylﬁ;ullll

Sar Aen Pro Arxg Gly Gly Lya Leu Ly Asp Se Fhe hwp Pre Sor Gla
275 280 283

Pro Ala Mot Arg Ile Gly Asg Lye Val Ile Lys Gly Gly Ser His Led
200 205 ke L}

Cya Ala Ala Aan Tyr

Glu Mot Yal Asp Thr

Arg Pro

<Z11> 1118
<212> ADN
213> Mesarhizabium kol

< W= 61

. 325

Cys Gln Arg Tyr Arg Fro Ala Ala Arg Him
Jig 3ls

Fra
3jan

Ala Thr Thr His Ile 3ly Pho Arg Cy=® Val Val
330 135

Btgauccca gagatogegd tohmmanciy Cakgrasgpe ghogoggtcR tgttogacak
EEstagsogn tagoopaton gesgctgaby gagatgegea egoogbghboa
Ebtcgatgea cgiccochgee gedgtoticg
gaatggtoty gatscoegpe gotacctice

kgccggmang
kkbkegggate
Eegtnesceg
Eabecggags
acegiokech
ghglancace
Legatyatgt
getckakgtos
gttscagaka
geagacaany
googecgank
tpgoazggag
gtaggckege
bggacgacey
aatoogegey
CuESgcaign

aggeRcogue ccaccggghe
BCCHEgRERE cgamcgokEbs
ccalbcesgn cghckabocs
E2aggaagoe gredggooat
geggrgooaa ciggogoaak
atcoggtopt gratagtogpoc
apothoocoan CoappocTog
acgbotprog caacgagokh
aoktboecka copgaatact
Loooggocan cgmobasggl
actggtasea QgoCeacaag
deggesated Ccfbigogago
EcAccRagEy Eggctoooac

105

agggtogacy
gttgcggcga
aEkgpocEtas
gtepaccty
cCacguETga
tacgaggata
tpggantkog
acmECggcoT
gtocgaogacg
b ogacs
gegakegaca
Eabgacaces
ctgtgogoge

aFcgoge kg
Egnkgggoks
gekbokggat
caggacatgt
eegatcbtges
geaatcacta
cggraagtac
togtggoota
coacocasmm
gRaagacak
gttacgaata
tRgcogaoaa
gooegbgobg
mockaccbga
cgaactacty

dgocgraiyy
RTACRATSAS
ggacaaatie
sactottges
ggotoogEes
caatEgrtgg
AaLoALTaAST
Egecaactgg
cggockegat
ggccaacabo
tacgaoscca
tgtotggoan
checgobges
cgktaagate
Ecggegoban

&4
10
140
240
J00
360
420
430
540
00
[ 134
240
T80
LB
#00
5g0

1920
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£gpcoogopn cocgaatgge goaaccogic gacackgona tcbocoatekb oggctibego

ES 2566 641 T3

Egeatogtoge guaggaanak ggoakbtgese gegeagban

<2 {fe= B2

211> 372

w2 1d= PRT

313> Mesachimobium ol

<d{ifle= B2
Het Gly
1
His val
hap Gly

Pro Ala
S50

Mok Val
ES

TyT Fro

Tyr Pro
1@

Axrg Lya
4

[
wh

THE Tla

Aap val

Ala a@lu
3 1]

Val Tep
225

Trp &la

Tye Thr

Fro Aeg
Arg His
20
Aag Gla
35
dla val
Trp Ile
Glu Flu
Lyn Fha
100

Sly Hia
11%
Gly Ala
rro Ala
Wal Arg
Lys Lyra
180
Val Ala
185
Trp dlu
Qly hsn

Fly Asp

Ala FPEa

dly hrg Sly Gln
5

Cye
Hia

Fhn

Val

Gly
168
wal

yE

Gl

Pho
248

Wal

hzg
Ala

alu

The

Ala

Aln

Lym

Glu wal

88

Lma Ala
130

1 S

Wol hap Lau

han Trp Ahrg

Fro
185

hap Hia

hla

Wal
S0

Ala

Hia
170

Val

Hiz

Aag

Rag

@l Afg

FEa

155

wal

Amn Trp Ala Oly Lya

Ala Ala heg Gly Oly

Lama
a3a

Fro

aly

i1s

Thz Pra Ala

Tyx Azg han

Sar Fhe Pro

106

Laiy

5

n Hia

Blu Arg

Ser Gly

dly Sar

val

alu

1a%

14

Hino %al

Laits
2048

58

Hin Mok

Ang Rap

AT

Aap

@ly

ild

Hok

.18

Ale
150

ARla

aly

@y

Fha
95

Val

Hat

Rla
178

@la

a1y

Ala

Ma

Gy

Him

BO

Ala

gd

Gl

Ilo
240

Al

1080

1119
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ES 2566 641 T3

260

Z75

268

270

@in Trp The Thr Asp Trp Tye Oln Rop
Zag 28BS

Hlimﬂu :huphrgﬁcnmwuimunlmmﬂlr

300

Oly Him Arg Olu Ala Ser TyE Asp Thr Arg Lea
15

405

Jip

Pro Rep Val lys Ilo
k| 3o

Hnugw-vn'rh:mmym:rhrﬁ;mmulmmﬂf
1z

315

Cyn Arg Arg TyT Arg Pro Ala Ala Arg Met Ala Gln rmmmi‘hr

Ala Ila Sar Hio Lou

40

Liorw Aony Ala ©ln
170

345

mrm-?ﬁm- Iile val Arg Aoy Lya Hab Gla

<21l B3

<2{1> 1251
<212> ADN

=2 13> Burkhalderia fungomm
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107

i (ilc~ 63
abtgaagagty aaagagarey agagocogon aaghogbcoc gobogascgy gtogmbogoa G
gtascsSlaaa cgegegecgy bogegbgcgc aaactantgt totggggogo cotgobogka ixa
atactgesey cotgigtegy cgoegoggte agEbgggoat boaogoogon cgoacoogotb g0
caceegonsn toptkblegy epacggeacy cabggtecge togooabtoge gtgogboooo zan
gacggcoagt tosteatggy CAgogaCgoc ANACAQICHS QACCUAACHL AcfooCrgod el
cacaaggbcn apatgsacgs cktcbtgoetg gaccpoeate acghbgaccas cgocpaakie Iel
cpoogokbcg Eogeagogac cpgotacghs accacggceg aghiganacc cgacEgggeg az0
aocotganky Eccagthgoo geccgpfacy cogefseoge Sfghfansgo gatggbsgcy 480
prtgcaatgy bgtktogbapy caccagoogt cocgkgoogo tagecgacta thogoagtog 40
tggogrraty tgoobggoge baacbpgogt cabooagooy gEocbgagag caacaboabo [ =]
gotazasgaty atcaccoogk gaottcaagky boctacgasg atgogcagge LLatgognas 6E0
Egageeggoa egeghetges gacegaagee gaatgogaat togocgegeg cogeggecks 720
guacaggecR ogtatgogts gopegatosg thoctotecca aoggoakmca gatggocaac  TBO
gEcEggongy geciguigon geagbckits ceogibgben ascogasage gorbagogco 40
ckogotacaa ghooggpbgogy tecEticocg gofastggot acggfobbie cgacabgaco S00
ggcascgoct ggoagbgagk tpocgeckcgy tabogsgogg atosgthbcag gogbgagged g0
gtaszgeacca gogogatoga coatcoggby goeccdegcy agtogbggga ccocogoagas 1020
caggpegtge coghtcadcge gocsangeogt gtcacacgoy geguttegtt cckocbgoaac 1080
gasatocbakk gockgageta cocggcccags gegagacgog goaccgatoc ctacaacago 1140
atgtogoate tgggottcog getggtgaty gecgasgaca cotsfedaga agosggtget 1200
cgocaggett Cggogaasge LOCoggogog COEQUBACOS CTYECOUcta g 1251
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71 G
<Z11> 416
212> PRT

ES 2566 641 T3

713> Burkholderia fungonm

oL [ G

Hot
1

Gly Ser
Hak Lea
Ala Val

540

¥al Fha

Glu Acg
His His

130

Gln Dow
145

@ly Ala

Als Gly
Ola val

2140
Glu Gln

@ln Mat

Ser Glu Arg

Ala Ala
a0

Wal
Trp Gly Alm
15

GFar Trp Aln

Gly hsp Oly

RBop Arg @lu

Thr @lm The

L1+

Fhms Thr Pfo
55

Thr Hias Gly
o

Gln Pha Leoa Met Oy Sar

a5

Pro Rle His
100 -

Wal Thc Asmn
115

'Fm'i'ﬂﬂ].]r'l‘h.rhnl:u_

Fha
155

Hak val

@ln Trp Trp
180

Fro Olu Sarx
185

Pro Thr 3lu

Ala The Tye
kL1

Ala Amn Val
260

Fro Lys hAla

Lye Val Lyn

Ala dlu Fho

i
b=

Qlu Lys Lys
135

150

W¥al oly Thr

Arg Tyr Wal

Ils
09

hoam Ila

App Ala @ln
15

Ala dly
a3a R

Prul;u.:grlﬂnrﬂ'ur

Arg Ala Gly Arg Wal
25

Il® Leu Pra
Hia Ala Pra

Fro roa Gly
5

hep Ala Ism
0

val Hio Gly
igs

.i.ruhrn.l‘hu
Fro Asp Trp

Fro Pro Olu
155

Eor Axrg FPro
170

Tas Y Mo

Oly Lys Rsp

Ala Tyr Rla

Flu Fha Ala
135

Al Trp Gly Rop Glo Fhe

250

Trp Gln Oly gln Oln Fro

@ly oOly Ala

108

Loy Gly Thr

Ala

Rla

Hek

Eha

Val

alu

140

Bor

Val

gln

Sar

'E;'l

Hin
Ala

Aln
@lua

133

Ala

Him
204

Bar

hrg Ser RAen
15

Arg Lys Leua
k1

val oly Ala

Pra Gln Il

Pro
=1E]

e Val

@ln Fro AsSn

et Anp Acg
110

1650

Lma &A@ ASp
175

Arg Hio Fre

L¥D

Aa 8ly Lya

Gly Qly Leu
240

han gly Lve
255

7a

Val @ly Thx
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<2 10c= 65

ES 2566 641 T3

275

20

m!unl;nmmmg;;mnrmnummrhm:n.lu!'rp
1]

@ln Trp Val Ala
105

Val Sar THE Sar
hsp Pro Rla Asp
hrg Oly Gly Ser

4
reo Sar hla Reg
70

aly Fha Arg Laow

5

Arg Glm Ala Ser

21> 2

<212> ADN
=713 Sinorhizobinm melilol

< flc= BS

abgrtobgqg
grgcecgbgo
coceagtike
Sgegecgaagy
AEACECCOfn
getgscaack
eEgg ey ke
EhoospRooy
tectegages
tEEocoggtog
cogocgascy
Lactgatecy
caenatgeey
dbgckEenigy
fcgaggcicy
cgegtiogak

<23 0c~ BE
<}11> 303
<}Z> PRT

33%

340

160

Val Het hAsp Olu ke

190

EEcocggago
abooggtmac
Cogaaktkhogt
actakocgog
agoqacegek
GECgEcacs
abgtegekks
agaccgag kg
gegagotigo
ageakbtokbak
guotacggock
Egcgosacor
atgecgakge
oEFRakegsa
cogagguasat
ns

gacocttoabg
cgktcgacoga
aaatgoqacy
cgTtoogsad
goagugaacey
geojagege
engegacgen
wragLtigcs
b - L
goascgabggk
chtaocgooakg
graogogges
fagtategat
Lckcbgeged
cgacacgaca

109

Rap Trp Tys Arg Ala Rop Oln Fha Arg
Ilm 15

Ala Ile Asp han Pro Val Gly Pro Ser

230
gln Gly Vel Pro Val Aon Ala Pro Lys
345

Pho Loa Cyo Asn 3lu Ila Tyr Cya Doo

RET Thre Fro hon Say Hok
i 375 i i L l.T5)

p!.‘h.r;;g:u-ﬂlu

atgpqgtogs
Etckggaktog
afgcatgkga
Eccasbobin
gatatatege
L ]
maggeoskakg
e
satcaoakbgg
ttogogogan
atcggeooatog
gecampookE
sEqdogaqega
cégiastack
pESagotaty

350

365

pogacoakcn
akgtgacacc
ecLtogogga
gggccogben
agtFItagat
Ecggagegak
cegratgage
gockegabyg
coaatackkg
catogooggk
Egtgpgagts
getgoattoo
gegbgaasgt
pEcFEeFgta
EcgFEtEceg

Arg Glu Rla

320

Qly Ser Trp
335

Arg Wal Thr

Bor Tyr ACH

Her His Low

Ala Oly Ala

Ala Aa Kla G Ala Pro Gly Thr Ira aLy
406 i i 410 ol ﬁg

COOgQRgIaE
grtancoasc
anganIagoog
gekogtotie
akEoangokg
tetggatoat
Qg Tddffac
gootoankke
gERgggasgk
cagakbttac
gaocacggak
.-u.l.-n'r:lll:nc'c
bocogegongg
eegtcckgen
abgbgtsagg

[1e]
120
180
40
300
360

LEg
sdo
G006
G50
Tan
70
0
290
913
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ES 2566 641 T3

213> Sinorhizobium meflodi

~—4ilc= B

Lratiging

Mok
i
Tz

Iila

The
Ila

aar

143

Sar

Rap

hog

Trp Val Peo
5
Glu Gla Ala
2d

¥Yal Thr Fro
318

Thr Gly Hias Val

Fra

Pro

Ila

Ala

138

alu

2ln

Hakx
210

bLEE

Pro

&

Gly Ala Fro

Fre Lys Arg

Thr Leva Gly
laa

a1y Ale Ile
115

Lyws Ala TyT
Trp Glu Law

Gly Gly ala
168

oly Sar Fho
180

Sar PFro Val
195

Ila Gly Aen
Pro Gla Ala

Ala Asp Ala
245

mm\"ul

Arg Azg TYT
as

Thr Sor Hia

aly Ale The
Fro val His
Val Thc Asn
Thr Fho Ala
Fro Ser Asn
T

Pra Lesu gln

Rla Esno Trp

Loa Asp His
120

135

Alas Alo Arg

PFea val gla

{1

Glu

g
-t

F
E
g

Agsp Rla Ser

Leu Iya QLY

160

Yal Oly Phao

110

Fhe Hak Hak

10

Fro Val
25

Rrg Gla

Gle Reg

Ody Oly

aly aly
170

Aan Sar
105

Pro Cye

Ila Asp
50

Oly HSar
285

Ala heg

Arg Cys

Ala
75

Wal

Lo

s

The

Fro

Him

Hig

Loy Jlu
45

Pzo AE¥g
L]

Ils Aax

Hia wal
125

i:,g e
Asp Oly

Hia Hake

aly
o

Eha

hap Hia
15

Fho Trp
Val Ren
Tlu hap

Val Fho
ma

Trp Trp

heg Iofe Sar

s

PFro

Ala

Aop Asp Oly

Gly TyT
205

74
Ila Fro
ila Ala

Laeu Cys

Ala dln
385

aly

Ear

Alm
F

dlu

mmmuu

¥z Jer

Thxr GOlu

160

han Thr
i75

Pha Ala

Lioa Tyr

Sar Val

2440

val Lys
Z55

PFro Aas

Ils Afp
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<211> 1065
<212> ADN

<213> Microscilla sp.

<400> 67

abgasataca
TAgIRCANTE
attocoogang
caggebbata
shtacagaag
aktgobgagn
aagostoobg
ghEtskckoo
CoggRaag o
sttgangaty
Lggpaatgag
ghtoguacnag
geeckegakyg
ckakatgata
tatgasagck
GRCEELaGES
gacagchack
EEtkRESaks

<210~ 68

211> 354

<Z21Z= PRT

<213> Microscilla sp.

~<d{ilc- B8

Mat Lys Tyr Ile Fhe Leg Val Lou Fhe Lew Trp Ala Lea
i 5 io

ES 2566 641 T3

EEEEEEEAGE
Jagtaganac
penkggotta
agFatTiata
tgascaabge
aagakakbiga
aktokgtgok
aggakbaktkbo
caggtagbao
Escaagegka
COgoea Eggg
cabcegatan
gaEEegaang
Eggoiggoan
atangcaoan
ARccgtnkban
gEagtgagta
efggattoag

teEEEbetEn
tgatackttoo
tattocegog
kcooogecat
gasgEttaag
chgggangsg
Eoagacages
acagtpgteg
gattgaggak
tocoratteg
afgocRanak
aguakackEE
cooogooork
tgkbgtargan
aggactacn
teckangcakt
Ecgtgbttca
ptgtytgaaa

cga@ccEbga
Affaccoasag
gaccagteca
ancghaandd
degtttgtag
Etaaagboto
Eoactggttke
gaatgracta
ogtatgaato
gecggtasge
gasgtgaaak
Eggcaggggs
gtacgcteck
tgTtgocagy
Foagaccoon
gtgatocagag
cgtcgkatgs
gatgtasaty

couogakgtac
cogaageato
tontggwaTT
ttbeegootEEe
acgaacgag
sggtgecaca
ECaagaagRg
Esggagsana
atocogetegt
gectgicEac
atcoatapes
attkbocaca
tooCagoEadn
atnagtatga
cggatEotam
gaggtbottE
gqttocoagthg
gatag

cggaasagtat
agatatsman
coaatoagac
ECatatogos
cbacgtyace
Hgtacsceg
ogaTgRecos
ctggeganak
acacgbbEes
tgaggcagas
naatgankog
coAadacEat
tpogtasgga
tgtcamtgot
gractacmnn
ocokatgoaak

agatkanggt

Thr Arg Cym
15

The Gly Lym Tyr Gla Asp Lym Arg Val Clu Thr Aap Thr Ber Arg Pro
20 25 30
Lya Ala Glu Ala Sar Asp Ila Lya Val Pro Olo Gly Mak Ala Tyr Ilo
35 1] 45

I":n;&-ﬂﬂl‘h"ﬂll!-!&":!'m:ﬁtulrﬂljwlmg?ﬁlnﬁllﬂfﬂh'l

hop Olu Tyr Pra Mg His Aes Val Dys Val Sef hla, Fha Ty: Met Resp
65 T TE B

lﬂﬁIﬂM\’llﬂrMulﬂluﬂrigﬁimml.fllmﬂuﬂw

Gly Tyz Val Thr Ile Ala Olu Lya M’g- Ila hop Tep Olu Glu Leu Lya
100 10 119

111

69
iz
8-
240
300
360
4320
@0
490
&0
660
TED
T80
B840
ol
SED

1020
1065
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ES 2566 641 T3

Sgr Oln Val Fro gln Oly Thr Pro Lys Fro Pro Asp Sor Val Lou Qln
113 g 125

Ala Oly Ser Leu Wal Pha Lys Gln The hep 0du Poo Val Ser Laeu dln
130 135 14@

Aap Tyr Saer Gln Tep TIP Oly Trp The Ile Oly Als hean Trp Aoy Asn
145 150 155

Fra Glu Gly Pro Gly 9ar The Tla Glu hep Arg Hat Asp His Pro Val
LES L7 175

Val Hia Val Sex Fha 0lu hap Val Gln Ala Tye Ala kep STp Ala 1y
181 185 150

Ly ATy Lau Pre ThY Glu Als Gle Tep §lu Tep Ala Ala Hek Oly aly
T . 200 205

Gln Asn REp Val Lye Ty Pro Tep Gly hen Glu Ser Val Glo Ole Ala
a1a ZLE a0

Zar Aap Lya Ala Asn Fha Tep 9la Gly ARan Pha Feo Hia aOln Asn
23% 230 3%

o

3

Als Ly hop Gly PFha 0lue Arg Thr Als Pro Val Arg Sar Fha Fro
ELE T30 EL kS

hon Oly TyT Gly Leu Tyr Asp Mot Ala Oly Asn Val Trp Glu Trp Cyo
260 26% 270

Gin Aap Lys Syr Asp Val Aen Ala Tyr Glu Ser Ty Lyw Oln Lyw Gly
278 280 zas

Lou Thr ola Fra The Bor Olu Hia Ran Pro Gla
290 — gﬁ s 00 i ]

E:'u‘.l‘rl.'mmmrl];i;vulllt.lmﬂlyﬂgﬂanMﬁmqmun

s EFY
Aop SeT T¥T Cys Bar Oly Tyr Arg Val Ser Arg hrg Hak Sar Ser Sec
EFL 139 135
Arg Asp Ser Oly Pho Asn His Thr Gly Pha heg Cya val Lys Asp Val
340 45 350

Aen Gly

<210~ 62

<Z11> BTG

<212> ADN

<213 Peaudomonas pulida KT2440

4= ED
atggbgcacy tEccogoogy cgagkbcape Etkgobtcaa geocgebthikba cgoCgaagna
#gccogocks Acctcgocan gutgbocgge btotggetky acgtgoatoc ggbcaccaac

goccagitog cgogotieghk ssaggocacy gopktatgtea eccatgoega gogoggtace
cpEgbogagy acgaccekge oobgecogns gogotgogga taccgopbtgs gatgotpEet

112

-]
120
1ap
240
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< F = 0
<F{1=

wateEgaIcy
TARCCTTRME
gocctagaag
Tagobygaat
gagoageoca
geggcgasgy
gEsckgticg
catgacgomg
THCEZRTCHE
gopTscogsh
aootogoacg

212> PRT
<713 Peeudomonas pulida KT2440

<4 0{c= 7O

ES 2566 641 T3

cgglegbFet
gaecgyoad
atgeoccagyc
nogooakgég
Lgogcaagst
abggtEttaoc
aEgeogReaEy
AFEICINCHE
accooggegk
goatgogokba
towptLtoag

cogcecogge
cageckggon
chatgoocego
cggeggesty
catggccaal
cpgtacatog
canEgtatyy
caagchkogas
gUCaEkaeey
cogsooabag
aacgattogy

Mot Val Hio val peo Oly oly
1 4

tggcagttog b@ocogooge coactgooma
gagotggaca accateegol gobgeagabs
Eggocagacs goghactgces cagoganyeg
agcgakgeey ackicagoty pgtacoaca
accbggoagy ghoagbtooo ttatcgoaat
cecgkgaptt gottocoppe chaacggobEbl
gagekgacks gratggEcta Legdccagas
cooboapptc cggoocbgig tgacagobto
gtaakcanss geggokogen ootgbtghteg
gracgooags cgcagocggt gttcobgacg
caaftgn

Fha Sexr Fho Jly BEar Ber Arg
1o : 15

Glu

Tyr Aap Olu 3lu 3ly Fro Fro Hia ¥Pro Ala Lye Val Ser Oly Fha Trp
e ]

Ile hep Val His Pro ¥al Thr hon
as ag

Ala Thr @ly Tyr ¥al Thr His Kla
] 55

hap Pea hla Leu Pro Rop Aln Leuw
BS T4

Huﬂnmrmh:pvulmmr

8

Als nnm.ug!u.- Fro @ln Oly
14

Rap Aan His Pro val Val 0lm Ile
115 120

Alo Tep ARla Gly Arg Glu Lea
ﬁs 135

Ala Mak Any Gly Oly Leu Thr hop
145 150

@lu Gln Fro Ly® Oly Lyo Lowu Mek
165

Fro TyT Arg Aon Rla Rla Lya Aap
180

113

Ala

Zla

Ala

Ala

&y
185

Gin

hrg

Ile

aly

Fly

L

Anp

Aon

176

Fhe hla Arg
-4

Qly Thr Arg
[}

Pro Qly Alm

75

Trp Gla Fha

Sar Her L.eu

Qlu Anp Alm
125

Gla Ala Glm
140

Fhim Swc Tsp
155

Thr Trp 2ln

Thr aly Thr

30

Pha

Tal

WVal

Ala

119

Lo

@y

oly

Ber
190

Glu

Val

aly

Ala

Thr

@in
175

Ly

Fha
80

aly

Val

300
360
430
480
s
E00
EED
Tan
T
]
BYG
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<210 T

<Z211= TBO
<212> ADN

Oly Cy# rm; Pro Ala hen Gly
19

¥al Tep 0lu Lou Thr krg

R

225

ES 2566 641 T3

209

hrg hsp Ala Lyd Lo Pro Sar Gly Pzo Ala
g m ¥ 238

Fha Gly Leu Phe Asp Ala

Thr Gly Tyr krg PEo Jly His
215 220

Lo Sar

203

Oly Oly asn
Asp Ala Gln

hap Ser Fhe
240

hap Fre Rla hap ::: Qly Val Pre val ala val Ila Lyn Oly g}; Sexr

His Leuw Cys Ser Rla Ahsp Arg Cye Met Rrg Tyr Arg Pra Ber Rla Aoy
285

70

Jln Pro dlm Pro Val Phe Hak Thr The Ser Hias Val dly Fha Arg Thre
275 280 285

Ila heg oln

<F13= Ralsbonia metallidurans

<4 0le= T4

atgdtogegs
Spgegotagt
tooabogang
tacgoeangt
Tgcggeciag
abggogaaky
decacEcgn
gacutgnecy
CHFHATSTA
COOAGCEAAD
ototgoasacy

EacaCoagoa

gEbogoaaga

<2 {0e= T2

211> 250
<7 1F= PRT
<F13= Ralsbonia metallidurans

< {ilc= T2

gugygakagk
ggogocbtoge
FraLgIACon
gggCeguCan
Ageaggecas
Ecbggeaggy
chggoacsag
goascgicig
cgatggcago
oeggegtges
agogacttetg
Egkcgeacet
agotageegh

gtbogtoggo
accEggogog
Loatecoghe
gegrergens
etacgeckgy
ecageaggky
tgchgkeggc
goagigagtg
agkgrEgoag
matatoggcg
cobeagotas
;-ﬂﬂ':'“':ﬂ!

ACCRAGATIC
gackggegbe
gtpcapotck
accgaggesy
gubgacaagh
EafesgE e
acgLtcoogg
geegactggt
apkocgaceg
Coopngogaw
cgoecgagtg
etegbagatey

cggkgsoget
aroogacoEg
cgtatpaaga
agtgrragte
Legegosyga
eggtgrbeay
goaskggcka
Atcgiioggn
Feergdcega
toacgeqcay
COCAETACOY
atgaogecag

gFcasbggic GUHORCIEHS AFeATaRSHE

114

geégogastac
coogggoagt
fude pats [T e |
tgcegescgh
tgpecggoag
egeeaaggey
tgggctckat
céagkbosges
tbocgbggoag
Eggotogtio
bagegasesy
Etgsacagan
Geagaaatas

iap
p: [4]
240
il
36
420
&0
dm

EED
730
Tag
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Hsk Val Ala
1
Lea Arg @lu

Arg Hin Pro

Pro Val
58

Rla aly
ES

aly oly

Val 4L
13

Ban ala
148

hap Ser

heg Yal The Arg

Ser Tyz
210

Sar Hin
a3s
wval Aarg
Val dln
<2 10e T3
<Z11» BTG
<212> ADN

ES 2566 641 T3

Oly Oly Met Val Fhe Val Gly Thr han Ser Pro Val Pro
L] ia 15
Hrwﬂm!wt'rp.:;v Fha wal rmuir:?mm

The cly Pro Oly Ser Sar Ila Glu Oly Lye Rap Asn Mla

3s 40 45

Yal HInhlh#E:ﬂulmhilﬂhtttTyrth'!ﬂ

Lys Arg Laou Fro Thr Glu Als @lu Tep Glu Fhe Ala Als Arg
74 78 ]

mﬂuwh]lmmmﬁpﬂlymm m;-:l!:b

Mummtmlm?ﬂln:ﬂhﬂummnmq]nm
g0 10 110

wal val Ssr Ala Lys Ala 0ly Gly Ala Als Oly Thr Ser Ala
118 126 i

Thr Fha Pra Oly Ass Oly Tyr Gly Leu Tve Asp Hat Thr Oly
135 140
Trp Gla Val Ala Aap T rlnghlnmﬂa.nlhnm
e 1se B TR Ty 15 i6r
Ala Thr ¥al Ala Als Val Leu Gla Ran Pro The Oly Pro Ala
LES 170 173
'rz:papg PEs The Glu Peo m; Val Pre Val Ser Rla Pro Lys
in ia igg
oy Gly Sar Fhe Lau Cyo Aen 0lu Fho Cyo Leu
188 200 ;Eg

Mﬂmmmﬂﬂﬂwmhpﬁgmmﬁﬂrﬁlt
1

Lew Oly Fha Arg Lou Val Mek Asp hop Ala hrg Trp Ala Olu
. 230 235 240

Lyos Olm Fro Ads Val Ala Mok Ala Ala Jly gly Oin 0in Asm
248 [ 253

Lyn

713> Prochlaratottus marinus

4 ({lc= T3

115
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ES 2566 641 T3

gtgaccasat ckkEgococagt agagatggta accatccocyg
tgtgabogot gokatoogga tggttcagbt cgotgotakta
geaghbgcags tbgackcakk ccagatogot ghagggooag
getbbcgbta gogccacgoa goabctoaca gtoteggage
Eakcccgaks Eagegoooga gohacgoabo cotgaakoag

graacgybay atcgoagoaa aceckbgage
cgtoatoccs aagfaccoge AAQCRCgate

Eggtggacce
gatggestly

gecgoctaty cogacgockl cgoctatgor cakbgggotg
gangagtygyy aagtagec@o CCQo@agggt ctbgtogatg
gapcEcacts coaataaccy ocbggabtgycg ascabcbgeo

noogaggags bagacggetd ghketggace tegoooghbta
catggactot Eggaktgtily cggenatgtg bpggaakgma

gegteagycs accaggancy gogaactato

aanggegaat

cactgegbat gLtAtcgaco chotgoacta casggccagn
cacabgygcE LLog=tytds asaddgegog cokbbga

<210 T4

<211= 201

<21Z= PRT

<213> Prochlorococtus marinus

<= T4

116

CcaAgTgoteta
COATgLELS
toaccankgs
Eaccacctga
EtgkctEEom
tratggctey
abtgakcagco

gEangogtet
cocaakacgo
lagghettit
geagoEEECc
cosackEctgt
cgtbtstoty

cagkbagacoc

tegaghtggs
accegogogn
ecagtbocga
tocassgeke
accgootech
ggskgntegg
tgtoghgeat

cooctekact
stgggggaat
cootbggesa
Egegancgae
ttatcosgtg
cgoagataak

EgccascEgl

1]
120
180
240
Jod
360
410

]
EGD
Tan
T80
Ban
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<210 75

<Z1> 1017

<212> ADN
<213> Caulobacter crescentus CB15

ES 2566 641 T3

fﬂtﬂuﬂtﬂuiﬂi‘mﬁlulu

mhwﬂllgérmmmm
Tyr Pro Glu @lu Thr Pra Ala Arg
5 as

Ilo Anp Val dly Fro Val Thr Aon
4] 55

Ala The Gla His Lou Thr Val Ber
&5 TH

Tyr Fro AsSp Leu Ala Pra Oluo Olu
LH

gin Pro Pro Pro Ala Thr Val hsp
100

Thr Lewu Het Ala Oly Ala Rsp Trp
115 120
Thr Ilas Asp Oly Lau Hia
!.J.ﬂ - :ﬁ
M; Ala Ile Rla Tyr Ala Hia Trp
14 150

Gl Olu TeEp Glu :‘3;;. Alm Ala Arg

Ala Tep Gly Asn Clu Lew Thr Pro
1840

Hat Val Thr Ila Pro Ala Gly Leu
10 15

Tyr Fro Asp @ly Ser Wal Arg Cye
30
Olu ¥al Jln Lou Asp Ser Fhe gln
L1
Ala @ln Fha Arg Ala Phe Val Sex
&0

iy Lou Pro Fro hop Pro Thr Leu
TS 8O

Arg Ila Pro Glu Ser val Val rhe
80 a5

Arg Ser Lys Pro Leu BEer Trp Trp
105 114

hrg His Pro Gln ?:g Fro @iy Ber
Fro Val val ﬁ:m.ﬂ.ﬂmun
Aln G1 Arg Leu Fro Ser ARla

¥ 'iﬂ 160

Gly Gly Leu Val hap Ala Gln Tye
174 1753

Aéin Asm Arg Top Hek Ala Asn Tla
183 154

Trp Gln Gly Fro Pha Pre Trp Hio hon Qlu 0lu Leu Asp Bj.r'r:r.pnu
195 200 205

Tep The Ser Pro Val Gly Sec Fhe

210 L5

Pro Ala Asn TOly Tyr Oly Lou Law

235 240

nglmuwun:;tmmummmm:ﬂlmPm?nl

Ala Sor 0ly His 0ln 9lu Arg Arg Thr Ile Lys Oly @ly Ser Fhe Laa
245 250 255

:y.nl;mpunmw.vﬂmr;;rlﬂmnrﬂnuuﬂlnﬁh
26D T65 270

Oln The val Mpﬂrﬂnw%ﬂllﬂhbﬂhmimmulwu
|

275

a dly Pro
it

117
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Loggganaan
COggegooch
gagtatggtoos
gagogaccge
aacgecgeck
ctogacaeoy
ttegtagadag

ES 2566 641 T3

Lgacggegcok
aggettgeck
guebpnochIT
coaagacagt
tegogoggtt
egegobacga
cgaagggeac

gEegecgact goeggsates

coggbagkge
cEgesoasag
acctgmgaco
ttoooggonn
EEEssroasa
gactgglica
geccgegege
LEootgtgog
coggacagog

atategegts
aggecgantg
accaggcboa
aggacebrgy
acggebatay
agssgggect
Eggatocega
cogregacta
FopcaboTea

becegtocky atgekketog

ggcggacoty ceggktocay

cggcgacttn
eacggtocoy
egtcgaggoe
eeacgtacoy
paggbepyac
CHuAEEEL
ORGSR CTOs
grrgkasgos
gpakecigoa
caatgacgoe
Ectgegagac
grakcecggte
goaEsegas
otgoticsga
EgEcggktEa

cagataracy
oogtbstgga
aeqytiate
gogasgoage
gakzethece
gickegasca
atggectasg
gegegeancd
sageegeqeq
tteasggeea
AEEGECTIa
sgegkockeg
At goC R
tatogacckg
cgcaccakbgo

<21~ T

<211> 338

<}I= PRT

<213» Caulobacher crescentus CB15

<4 0fc= T

Hak Gly Lye Led The Ala Leu Pio Val
1 5

Gly cys O0ly Oiln Pro Ala Pro Lys Als Cys Leu Ala Asp Lou Pro Val
28 5 1]

118

10

cgctrprocgg
atceccagan
ctgegoogek
cocgaktcagao
qoaccybgre
agegtocgge
aatggtggea
becogeogeay
coogekgget
gocepgeEag
ccastactey
ageecgegon
akgtebggga
dazceggegd
acgioghaan
cHgTgcgaac
tesgegoogn

otgoggooag
cogoacgcT
gogbooggag
agaggtecace
oagcgacog
chogekeghe
ToEkqateces
ggacgecton
fegCegtgac
caagegetas
geanggegg
gEtcggstge
FrETasesge
gecpcEagay
gggcgaiEcg
FOCRTrFTEeg
gogetga

Leu Met Dew bed Ala Leu Ala

60
i2a
iaw
Zdo
oo
isn
420
480
540
GO0
BEQ
TZO
Tag
B40
oo

1017
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<210 TT
<211= 200
<212> ADN

hap Fhe
5@

aln The
55

fon Ala

Ala Glu

Him

&

Fro Val

3

aly

s

Leaui

58

7
g

8

Leb BT
250
R

.'FI:IIE m
Pro Asp

@la heg

Gln

val

]

Val

ol

Thx

2715

The

Hat

Fro
oo

Alu

His

§

]

g

L

ES 2566 641 T3

Ala
a5

Ala

Ilo
165

Liza

¥

Qly
45

TyE Cya Tho

Ber Gly Ala
2%

hap

Sar

Fro
150

FED

Ala

Gly
238

Ala
55

Fro

Liou

Thr

han
215

Tyr Oly

val
295

L o

Phia

Val

Rla

wal
1xp

&4

§

]

aku
B0

Wal

Hiw Val

119

Gly Mat val Acog !I'..;u- Al
4

Lty

Ol

58

Alm
as

Peo
263

Al

Ly's

Pra

aly

Arg Pro 0lu Gluw Gly

Ila Asp Gln Thr Gku
T3

Ala The Gly Tyr
k- 1]

Tyr Ala Hisg val
val aly Ala

Yal Ile Fro Gly
140

Ile Arg Gly Arfg
155

Ala Mot Ala Tyx
170

glu Trp Olu Tyx

Oly hap Oln
= ’ 205

2in 21y Val Fha
#29

Lyn ¥Fro Kla Fro
235

Agp Mot Ala JLly
50

Gly Leu Aap Fro

Arg Ala Lau Rap
285

@ly Gly Ser Fha
i {=]]

Ala Ala Thr
11§ Aea

Fha hog The Wal
310

Arg

110

Lys Gly

Aln

ABp

Ala

Alam

194

hla

Fro

Val

Wal
avo

Ly

aly

]

wal

Rla

Gly

FEo

Thr

Val

Ala

Ala Arg

g

Ala

ATs

ain

aly
Wal
255

Bar

Gl

Ey

Ary
115

5§

i

i

B

&3
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< 13> Myoobaclerium uberculosis HITRY

<4l TT

gtactgacog
taccosqangy
aoggkgacen
aBCASEE OO
pegatgatgt
gactgogtas
ogagecggoe
g=bygtagas
grascchaty
cagggeeggk
pacaggtikc
[ = Tl o e
coggbolags
cacctgbgag

CAfqacaacy

agtEogtega
aagcgoogak
asgegeaatt
bhgasessgg
tttghoogas
ctggogooty
mooogqgbegt
goctacogac
catgagaegn
EEsabtarag
Eae Ay
agbtetabes
Ecgetacags
cHSegFagta

ocfaccacooa

cCLgooo@ns gadktcgbten
toatacogky acogtgogeg
tgocoganktts ghokccgega
gecbctacooa ggogtggacy
HFeCHHIced Fhegacsta
ckggegoeat cogtbtggog
acaggiggco takocoggacg
cOapIoogad trggagtocg
coapTagang CoonTagea
caltgacygt goackggack
gtkEggecbey cbogacatbga
acdstabege abogatesac
cyeSHasSey acgatoages
ctgecacoge FACCQEESEY
Eatogggtts opgtaoatyg

goatqagsEe
CeEEEgogat
cagpskatot
cagragasct
fitgactgyog
FrTacagegh
cogkggocEa
cggecogtay
Egeticakbggoe
LR S
tegpaancgt
cotegacgge
Bgacucboan
EEFrEegs e
cogacooggt

gRcgegeL e
A0 e gacaT
Facgicogen
gbtgbeceggl
cdaabadtog
tabogeegas
cgoacgatgg
cogaagoacy
gassacatgg
ctescogatg
ttgegnotgn
ctgergegea
gaEcHrckeg
geoneaghey
Theogrgbag

<210 TH

<F 1> F00

<21Z= PRT

< 13> Myoobaclerium uberculosis HITRY

40 TH

Mek Tmu Thr Glu [sau Val Akep Leu Poo Gly Gly

1 5 1l

Ser Thr drg Fhe T¥Y Fro Gla Glu Ala Pro Ile
i 25

uum:h-u.m Olu Reg His Pro Val Thr

5 q4ad
Glu Fam Val Sar Ala Thr Gly Tyr Wal The Val
5Q 55

hsap Pro Gly Leu Tyy Pro Gly val Rep Ala Ala

[ Ta 7%

Ada Het Val Pho Cys Pro The Rla Sly Fro Val

B5 ao

Aeg Sla ¥ep Trp Aap Trp Val Pro Gly Ala Cya

109 105

Gly Arg ﬂg Sar hap Ils Ala HE Arg hls Qly

120

Gar Fhe Arg Hebt Gly
15

Him Thr ¥al Thr Val
3G

Asp Ala Oin Fhe Ala
a3

Ala Glu &1ln PFro Laa
L 1]

hsp Leu Cya Pro 'E%H‘

huplml.rl:;:n'l'fp-

Trp Arg Hia Fra Fhe
LD

liis Pro Val val Gla
125

&0
120
180
240
ERH L
160
420
ding
sad
GO0
EE0
TI0
TED
40
ELHE
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wal Aln TyT Pre Asp Ala Val Ala Tyr Ala Arg Trp Ala Cly Arg Arg
135 140

130

145

Led Pra The Glu Alm Olu Trp Olu Tyr Ala Ala Axg Gly @1y Thr The
150 155 164

Ala Thr Tyxr Ala Trp dly Rep Gln Glu Lye Pro Oly Oly Mot Leu Met
1&5

178 175

hia han The Trp Oln Gly Arg Phe Pro Tyr Arg hsn Bap Oly Ala Loua
199

i@

a5

Gly Trp Val Gly The Ser Pro Val dly Arg Phe Pro Ala aan Oly Mhae
105

135

200

Gly Isa Leaa AAp Met Ile Oly Adn Val Trp Glu Trp Thr The The Gla
220

210 d15

Phe Tyr Pre His His Arg Ile ksp Fro Pre Ser The Ala Cys Cyo Ala

a5 30

235 a0

FEo ¥Wal Lys Laa Ala The Ala hla kep Proe Thr Ils Ser Gln Thr Leuw

250 258

Lye Gly Gly 85ar Hia Leu Cye Ala Feo Glu Ty Cym Hils Axg TyT REg

60

F:’nnll.l#;ll‘ﬂm Ira Gln
F|

265 270

Ser Gln Aep Thr Ala Thr Thr His Ile
480 TBS

Gly Pha Aoy Cyas Val Ala ;.;.E Fro Val Ser Oly

150

=2 10e= TH
211> T
<} PRT
213> Artificial

o Mlos

<223> dominio conservado en procariotas y procariotas

<220>

<221> DOMINIO

<222> (1)..(7)

<223> dominio conservado

<220>

<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (3)..(4)

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (6)..(6)

<223> cualquier aminoacido

<220>

<221> CARACTERISTICA _MISC
<222> (6)..(6)

<223> Gly 0 Ala

121
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o 1iic= B
311> G5
<212> ADN

213> Oneothynchus mykiss

<40{c= BO

ES 2566 641 T3

Arng Val Naa Maa Gly Xam Har
i Lt

tcagpeggst gebgocecct gatgatigoc

dggcectgas btocagoabca cagacaggek

ggacgotgty gockastgel Cotgopocta

gtacgoobge agagprETes
taspgoacod Sactacgosa
goacgggtac actansaoch
caacatggbs gogaaktgoat
Egatgaacay CACAATTCCET
etcctacaky tgecataagke
caceccbgar agebctgeck
accctbcaco otogaoccciog

<210 B

211> B55

<212> ADN
<213> Danio rerio

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (590)..(590)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (626)..(626)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 81

cacaggagag
asckekggea
cacchgbgan
grgagkggac
cagytocaca
catactgtkta
ctaacctagg
ncatggmtag

tgtcagagga goagactgga ggoaccotga
TEacoacest ghgstgonbyg tghbocatydca
Cangagacta cECasafigd ctgagtogga
agtkkaccog togggginca aacbgasaco
gFFaEagtto cotacacaca ackcagaaga
gtoattboot goaanbEggct aktgascbgba
atctgactoy bggackgtac acoacascac
abcaggoaca gaccgagtga agasagiaga
coggtacagy totgocagoac ggagtoagas
gtbocogotge ghbotoocagy agoagosgba

122
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i
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caasbggebt
gtaabgtttg
aactgteogy
ggoasatpta
taRpsEigtes
tEccsacoak
togratagos
agtgebgocs
chotacagges
acgoecgbga

ES 2566 641 T3

EakbEacaks
aggttakgga
Egbgttskga
ggatcctack
tEcEgoagtg
gtcatacagy
geeokstgea

apansatoot
tcaacakboag
obpcgagegy
ttoctogaczte
tgatgoacag
crasngToak
gegtEgbgat

tekbggoakt aattbattic
caactoocat Ecagotbckg
abcatocgsat gaaatatgoa

EbgaaksiEgy Cestiiebgy EgtocEmcagt

<Z{{c~ B2
<Z11= 773

<212> ADN
<213> Oryzias latipes

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (690)..(690)
<223>nisa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (755)..(755)
<223>nisa,c,g,o0t

<4 B2

totockbbbt tecatpaata
gagacagtas ddnanskety
packtcbica gaakbgtcgs
gagocagasy bbcttggate
wFcghasace adgabbggas
bgtaccbgta ACAAbAAgAC
tgootgacgg sggaccogth
agtctgaggt dcastcccat gopttoosoa
guaagracak cocoggodas @ttttagbat
atteccoeby cuagagabtyg gophtastget
gutegagket gtectbcagy cogsccatge

acattagagt
ectttgtana
Eagoageins
aasckcgakbtl
goagngetgt
Ebghagenca
gagttatact

ccEtacattc
akbagagtta
agnaboagnt
ggttckgtea
cEggagEgtt
tgtacgageco
gatggiotat
ocoatgkoata
agocatecko
gtoeotbias
agicaaccke

chktagkttga
aggegcagey
cacaockgta
tgbotgboono
tocaccagko
cgTgagIann
cagggaaaco
coccabgggta
Laggasgter
gegeadqmty
chgeats btk

agtgkaagac
gRAgCOChad
Eetgbagoag
bgattobggt
Egcegiscas

agacakcaaa
Locokgeoac
cateckgtaoo
gogbbegpes
dtteakttatns

cackggtgas

Egeckttaca bacatbtgbon
casasakata trtbapabbk
tgatocbcaty Acaagagegt
Ecgtbbstgt Eoagoegoad
Etggstesga geagoacaks
tootkicbie accthatctg
totgbggtgs acgetoonos
cagacoaaas goabbgoctg
tgeagagtty Egbgotggon
ptebkagetiig Ebbcoooagm
ecactobges bongtgogan
cooipiiace Egancgacey

ghetebbgtt gacccaggay caglengecn sggcatoatt
abtgatccate chghotgtga bgttggaghke toganchitoa gggtgetkbcc aghk
<210 B3
<211> 566
<212> ADN
CF 13> Kenopues laevis
o 22

123

agtgagatna
EhegapaTty
EangnobEgt
cootttgggt
Loooacgoat
ggggatgtakt
aggttagoak
Egtagtocote
cakbgacagt
gtgetgtates
Cacca

1]
120
1a0
240
ol
JED
430
48D
40

B50
720
773

&0
1o
oo
440
oo
360
420
480
&0
00
ESS
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<221> caracteristica _misc
<222> (6)..(6)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (47)..(47)
<223>nesa,c,g,0t

<220>

<221> caracteristica _misc
<222> (81)..(81)
<223>nesa,c,g,0t

<4{{c~ B3

abatgnasct saaggEaatyg taatkbgpaak
attgekcockg cEtgEogtgt macaggkocac
Etgmaggyocg agotgbcgog tgtattcbga
tegpactoat gyoacatgkn ggagocckock
cottbogggt bgbgascete abctgotbgeba
Eocsaageak bboceaceak ghtatakbaga
gEbgaagtot gacatmaco atootctoca
mcattogeak aatgttgktes chttggtbeo
ttasglcoss cpoggeagds gbatioccac
cagatgcaga angengaags Abcakt

<210~ B4
<Z211= 64T

<212> ADN
<Z13> Silurana lropicals

< ic= B

FeogetbbEE EEEEEEEEEE EEEEEEEEEE
goatktigbn tkcaktotin Lrakgaagga
caaggtobty ggagtteckE cebgetoagg
acgoagogga Atocooagpib RgAgOccgay
cagogatace tgkagoagta gpactcabgg
totttbocoeg tonsnggoce thtoasgbba
caccaategy atgtocacks coaagoattk
gotggganag ogottacagy cgasgbotge
ggaaattoce cocbgocagac attogoakan
cacogasans goobgbboko aagtoooooa
ggaaggcgot tAaccogoooa gotgoagasg

<210 BS
<Z11> 636

<212> ADN
<213> Salmo salar

gatpgakttbs acaaggnoby agagttoock
ggegrogycg cocAadacageg aaatoCeagg
cttogagesy cacagogata cetgtageas
Ebctboasks cabcattios cgtaganggt
Egatgaghgt cosaccaate agatgtcoac
centasceat Eggctogges agcegbtaca
gtgttibogg Etggaanate cooobgooag
agcttgbboe coocatgpasa ankocckgbbo
teagebbsag bhguaog@og EEEacctgoe

catcacanan ataatttbat teatmandata
canggaikgt cakttgasatt ttbgtbbkoa
EeakkEtgom goggtcacdy agocpacgos
¢h5b::nn+.g- takbksbgact togagoagen
cacatgtaty mgestockEE bcnocasobig
kapgtobcakt obgotghatg atgagbgbtes
cocaccatgt catataggst atcancoatiyg
acatmagoogt cototooagt gEEEEgEgkE
tgttobooot Ebggticoag cEbEgkbsece
cpagaggoak attoocacks agcEbcEgte
goagangoak ogttoca

124
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<d4e= BS

atagacattt btttaaatatt ttacaacasa atatactocs casataboos
gykaaborty catbbocabga agaacactga catcactgge bgtabgasgs.
aktkgtbtog cotggoggyo Aagataggeoa gagtbagoac octagasitag
gaabtggtaca asasagggecn agbtcagacta cesakgboag gotoaagggt
goctgctoct gggagacaca goggaacecE aggtbagogd cagagerghc
tgacktecgkg ctgoacacet goacotghbaa cagbatgact takggemcak
cotbbckbca chopybcbgt goctgatggl ggaccbgcey gubbatgesg

PLOtaEtgta cngteciesd GLoapabgLe cActoccabg catt

aggecakige cabtbigoagy aaatgackic actogbgepg tEEtgghgta
tekgegkigt gtgbggdgan chbitesckgo cagaggtigs cgtaghtgotg

tekomgkttgt toccocaogy gtasaghbotg ktectge

<210c- BE
311> 415

<212> ADN
213> Sus scrofa

<4 c= BE

cabgbocaktgo [1:]
ggbgoactig 120
agccaaktgge 180
asaaggttac 240
aggaorates i
atagpngesk 160
Ltcabtebgbg 424
catgLEgac 480
cccgbeckct 540
toobkEbaggk LT ]

L]

agtttecbgt gaccancass giagaggakbyg goticcgagy asckgogook ghkgatgsck
tecckoocan bgptbatgge cbttacaaba tagtégogas cgoctgggaa bggacoktcag
aetggtggac CaAtEcascat goetgetgaag aaacaanktam cooatecmagt bEcttootack

geaccgantn @cagagocgs cactacgbga tguaagraga gaasggecss eckiobgoma
tagaccpgght goagansggy guatoctata bgegecatan gicetackge tacaggtaec
gokgtgebge togaagocag aacacgocgy acagckegge Ebcaasbctg gggtbcoget

gtgoagetpge coAcoagcct atcacaggct gaghbcaggaa gagbcbtcco gaaks

<210~ BT

<Z2{1= 585
<212> ADN

2 13= Bos Laurues

<4~ BT

cracgoghbos DESEICAAca BRCEgTance Fhaaggroag
caaggegagt thoocogbgas cancaceggy gaggacgact
guegeckbbs cboccastgy ELAREQACET Abacankata
ghckttcagao Eggtgganty tbtcacoatbc Egotgeagas
coocttobgoy aasagaocggy bgaogaangy Eggatoctbac
ctacaggtat cgctgtocty ctocgaagooa gaacacacce
gogattecgt tgtpeagebg accacebgec CaccAcagge
socgaaceey sgangboghg totactelbge asgeggekie
tgetgbgaig aalEccsacs CAAGGEgET tLacabaccr
Eakggeaaga cciapbiget gegchkgatca gochakgbgego

<211> 1611
<212> ADN

125

catbatagoo
Loogagrgac
ALagggnacy
acgattapcs
ntgkgocaka
gacagobotg
taagagocaa
ceboagaagd
tgeecagteg
tetakkgges

macatobEog
cgogockgth
ectgogagty
CaEAAgICEs
matockEatig
ocEtogaatcok
naagageokt
ckgancanca
CEABATIRES
gateT

&0
120
180
240
El
160

415

&0
120
180
240
o
169
20

540
595
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«213> Home sapiens

<22
<271> CDS
<222 (1)..{1608)
<223> hSULF3

<4 BE

at§ cta ckg
Met Lou Leu

gea coa
Liou Ala Feg

aat gk gtg
Aan WAl Val
a5

gga
aly

aly

ceh Eca
Fro BSar

i 53

113

ES 2566 641 T3

ckg bgg

Liou Trp Val Ser
8
goa

Ala Gly Glu

gto ghg ago
Val Val dar

Feq
Val

99T gag oag

alam

gan
a0

Lya

ik
Roe

cag
s

gta
Yl

a5

ko

ok
Lizu

gco
Ala

Sex

oka
Liera
145

Cas
Ty

oo
Har

126

goa
Ala
10

caa

el =
Pha

eck

aa=
30
gak

akck
Ila

geo
Ala
aga

gat

Ttk
Fhm

T8

cka
[::].1
&C@
Thr

¥
b

i
i

5
=
B

(=]

ank
hun

aug
Gin

aak
140

R SHS

58

B5E 48 #

85

kg
Lau

Ly
b

Eka

EtiE
Fha

o]
Fro

ooy
Rla

Al

mCa

akg
Hek

aLe

gka
Val

aag
Fra

EEE
ha

kgt

Il Cys

Etn
98

[-1=3.1

il

a8

i44

L8z

140

£ 8

EEL

JEd
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A
Hin
215
ato
Ile

Eak
Bgr

atg
]

aas
3

oak
Hiaz

cog
Pro

1.1

Ala

Etn

otk
Lns
90

ack

Rrg

ckt
Lana

gtg
Wal

14
"o

atg
Hek

Esm
Sor

aTH
Thr

tat

ato
Ilm

LA
Thr
iag

il
lu

Eoa
Sac

L

AR

Tyr Th

atk
Ile
75

FoT
aly

akk

aln

(3=
Limig
gtk
i85

ook

gan
@l

ack
Ilg

(94
[ 2. 118

atn
Ila
435

mak
Ann

3
80

gas
Glua

ateo
Val

EEE

B.Eaq
Jdo
[1-1]
Sar

oty
Loy

ety
Lizu

43w
Ekg

gEt
Val

1T
Fro

=t
Fro

bak

EEE
Fhm

=1
Sar

ErT

Tyx Tep

toa
245
asa

Lys

akk
Ile

ata
Ila
tak
3is
atg
Hak

ckE
Teitg

oak
Fro

EEE
Fhe
agk
405

Akt

aak
Pro

[ =1
Aln

230
ook
Fre

aag
Aag

EEE
Faa

atk
Ilw

=38

Lys

gga
Gy

£g

.

FF 558

1

Gln

ES 2566 641 T3

Etg
Lty

tao
Cya

Eak

gan
Glu

kEoa
Sar

Tye TyE

Ekg goo

195
too
Sar

akg
Hak

agc

Jga
aly

akk
ilm
360

£
g§ 583 Ed

gan ask
3y Ran

aaa gkg
Lyn Val

goa akg
Glu Hat
258

Toa aga
Gly hrg
285
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ES 2566 641 T3

Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

Una célula que expresa conjuntamente una sulfatasa y una enzima generadora de Ca-formilglicina (FGE -
Ca-formylyglycine generating enzyme) para que la sulfatasa activada sea producida; donde la célula
comprende ADN o ARN heter6logo que resulta en una expresion incrementada de la sulfatasas activadas
en relacion a lo que ocurriria en la ausencia del ADN o ARN heterologo;

Y donde el FGE es un polipéptido con una actividad generadora de Ca-formiliglicina que:
a) Tiene una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de las IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 641 66, 68, 70, 72, 74, 76,
78, o los aminoacidos 34-374 de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2; o

b) Tiene por lo menos el 50% de identidad secuencial de la IDENTIFICACION SECUENCIAL
NUMERO 2; o

c) Tiene una 0 mas mutaciones conservadoras de aminoacidos en relaciéon a un polipéptido tal
como se describié en a) o b)

d) Es un fragmento de un polipéptido tal como se describié en desde a) a c); o
e) Es una proteina de fusion de cualquiera de la a) a la d).

Una célula de acuerdo a la reivindicacion 1; donde la FGE es expresada a un nivel mas alto en relacién a lo
que ocurriria en la ausencia del ADN o del ARN heterélogo.

Una célula de acuerdo a la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2; donde el nivel de la identidad secuencial
en la parte b) de la reivindicacion 1 que es por lo menos un 75%.

Una célula de acuerdo a la reivindicacion 3; donde el nivel de identidad secuencial en la parte b) de la
reivindicacion 1 que es por lo menos un 95%

Una célula de acuerdo a la reivindicacion 1; donde la FGE es un polipéptido tal como se describié en la
parte a) de esa reivindicacion.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; donde la FGE es un polipéptido que
comprende la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2, o uno de sus fragmentos que tienen una
actividad generadora de Ca-formiliglicina.

Una célula de acuerdo a la reivindicacion 6, donde la FGE es un polipéptido que comprende a la
IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2 o a los aminoacidos 34-374 de la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO 2.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; donde la FGE es un polipéptido que tiene
un sub dominio 3 que comprende por lo menos uno de los siguiente:

0] un motivo GFR

(i) un motivo RVXXGG(A)S

(i) un heptamero que contiene 3 argininas
(iv) 3 residuos de cisteina.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es una sulfatasa
eucariota, una sulfatasa de mamiferos o una sulfatasa humana.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es seleccionada
de un grupo que consiste de una 2-sulfatasa de Iduronto, una Sulfamidasa, una 6-sulfatasa de N-
Acetilgalactosamina, una 6-sulfatasa de N-Acetilglucosamina, una arilsulfatasa A, una arilsulfatasa B, una
arilsulfatasa C, una arilsulfatasa D, una arilsulfatasa E, una arilsulfatasa F, una arilsulfatasa G, una HSulf-1,
una HSulf-2, una HSulf-3, una HSulf-4, una HSulf-5, o una HSulf-6, o uno de sus fragmentos que tenga una
actividad de sulfatasas.

Una célula de acuerdo a la reivindicacion 10; donde la sulfatasa es 2-sulfatasa de Iduronato.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es exdgena, en
relacion a la célula sin el ADN o ARN heterélogo.
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14.

15.

16.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.
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Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores la cual es una célula eucariota.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la célula ha sido transformada
usando ADN o ARN heter6logo de la reivindicacion 1 o es un cultivo celular derivado de esta.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es una célula primaria, o una
célula secundaria, 0 es una célula proveniente de una linea celular inmortalizada.

Un método in vitro que comprende usar una o mas células de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones
1 ala 15 para producir sulfatasas activadas.

Un método de acuerdo a la reivindicacion 16 que es usado para producir sulfatasas con una proporcion
mas alta de sulfatasas activadas en comparacion con las sulfatasas totales que si fuese el caso para las
sulfatasas producidas provenientes de dicha célula o células en la ausencia del ADN o ARN heterélogo.

Un método de acuerdo a la reivindicacion 16 o 17, donde la sulfatasa es suministrada en una forma puede
ser utilizada en una composicién farmacéutica para el tratamiento de una deficiencia de sulfatasas.

Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 que comprende suministrar una
composicion farmacéutica que comprende sulfatasas activadas y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un método de acuerdo a la reivindicacion 18 o 19 donde la composicién farmacéutica suministrada en una
forma para administracién por rutas orales, rectales, tépicas, nasales, intradérmicas, transdérmicas o
parenterales.

Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, donde la composicion farmacéutica es
suministrada en una forma que es adecuada para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasas.

Un método de acuerdo a las reivindicaciones 18 a 21, donde la composiciéon farmacéutica es suministrada
en una forma de dosis unitarias que es adecuada para su uso en el tratamiento de una deficiencia de
sulfatasas.

Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22 que comprende ensayos de la actividad
de la sulfatasas.

Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 15, para su uso en un método para
tratamiento de una deficiencia de sulfatasas.

Una célula de acuerdo a las reivindicaciones 1 a la 15, para su uso en un método para el tratamiento de
una deficiencia de sulfatasas; donde la deficiencia de sulfatasas es seleccionada de un grupo que consiste
de: la deficiencia de sulfatasas mudltiples, la mucopolisacaridosis I, la mucopolisacaridosis IlIA, la
mucopolisacaridosis IVA, la mucopolisacaridosis VI, la mucopolisacaridosis VIII, la leucodistrofia meta-
cromatica, la condrodisplasia punctata 1 recesiva vinculada con el cromosoma X y la ictiosis vinculada con
el cromosoma X.

Una sulfatasa para su uso en un método para tratar una deficiencia de sulfatasas en un sujeto, donde la
sulfatasa es producida por una célula con una expresién incrementada de enzimas generadoras de
formilglicina (FGE - formylglycine generating enzyme) para incrementar la tasa de sulfatasas activas en
comparacion a las sulfatasas totales en un monto efectivo para incrementar la actividad especifica de
dichas sulfatasas, donde la FGE es un polipéptido con una actividad generadora de Ca-formilglicina que:

a) Tiene una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de las IDENTIFICACIONES
SECUENCIALES NUMEROS 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 641 66, 68, 70, 72, 74, 76,
78, o los aminoacidos 34-374 de la IDENTIFICACION SECUENCIAL NUMERO 2, o

b) Tiene por lo menos una identidad secuencial del 50% en relacion a la IDENTIFICACION
SECUENCIAL NUMERO 2; 0

c) Tiene por lo menos una 0 mas mutaciones conservadoras de aminoacidos en relacion a un
polipéptido tal como se describié en a) a ¢); o

d) Es unfragmento de un polipéptido tal como se describié en cualquiera de a) a c);

e) Es una proteina de fusion de cualquierade a) ad
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27. La sulfatasa para su uso de acuerdo a la reivindicacién 26, donde la sulfatasa es una 2-sulfatasa de

Iduronato.

ES 2566 641 T3
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