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Células que co-expresan una enzima que genera a una  sulfatasa y una C-formiliglicina y sus métodos y u sos 
 
Descripción 
 
Área del Invento  5 
 
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  10 
 
Las sulfatasa son miembros de una familia genética altamente conservada, que comparte una extensa homología 
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 (Bioquímica), 1998, 37:3654-64), y una modificación post-interpretación única que es esencial para 15 
la división 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 modificación post-interpretación involucra la oxidación de ciertos residuos conservados de la 
cisteína (en eucariotas) o de la serina (en ciertas procariotas), a Cβ, que genera de L-Cα-formilglicina (también 
conocida como FGly; ácido 2-amino-3-oxopropanóico) en el cual un grupo aldehído reemplaza al grupo tiometilo de 
la cadena lateral. El aldehído es una parte esencial del lado catalítico de las sulfatasas y asimismo actúa como un 20 
hidrato de aldehído. Uno de los grupos germinales hidroxilos acepta es un sulfato durante la división del éster del 
sulfato conllevando a la formación de un intermediador enzimático covalentemente sulfatado. El otro hidroxilo es 
requerido para la eliminación subsiguiente del sulfato y la regeneración del grupo aldehído. Esta modificación ocurre 
en el retículo endoplásmico mientras se realiza, o un poquito después, de la importación del polipéptido de la 
sulfatasa emergente y desorientada por una secuencia linear corta que rodea al residuo de cisteína (o de serina) 25 
para que sea modificado. Esta secuencia altamente conservada es el hexapéptido L/V-C(S)-X-P-S-R 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 32), presente en la región de la terminal N de todas las sulfatasas 
eucariotas y los portadores más 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). 
 30 
WO 01/60991 presenta quinasas humanas (PKIN) y polinucleótidos humanos que identifican y codifican a los PKINs. 
Además cubre vectores de expresión, células anfitrionas, anticuerpos, agonistas y antagonistas adecuados, así 
como métodos para diagnosticar, tratar o prevenir enfermedades asociadas con la expresión aberrante de los 
PKINs. 
 35 
Dierks et al ([EMBO Journal (Revista EMBO), 18, 1, 2084-2091(1999)] explica que las sulfatasa portan en su lugar 
catalítico una modificación post-interpretación única, un residuo de alfa-formilglicina que es esencial para la actividad 
enzimática. La formación de la arilsulfatasa A fue estudiada in vitro y se descubrió que esta era dirigida por una 
secuencia lineal corta, CTPSR, empezando con la modificación de la cisteína. Análisis de mutaciones demostraron 
que la cisteína, la prolina y la arginina son residuos claves dentro de este motivo, mientras que la formación de 40 
formilglicina toleró una sustitución individual, pero no una sustitución simultánea de la treonina o de la serina. El 
motivo CTPSR fue transferido a una proteína heteróloga conllevando a la formación de una formilglicina de baja 
eficiencia. Se dice que la eficiencia alcanzó los valores de control cuando 7 residuos adicionales (AALLTGR) que 
seguían directamente al motivo CTPSR en la arilsulfatasa A están presentes. La mutación de hasta cuatro residuos 
simultáneamente dentro de esta secuencia de heptámeros quiere decir que se ha inhibido la modificación solo 45 
moderadamente.  Se concluyó que el AALLTGR podría tener una función auxiliar de presentar al motivo esencial a 
la enzima modificadora y que dentro de los 2 motivos, los residuos clave están completamente conservados, y otros 
residuos están 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 50 
especificidad y una localización 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, están 
ubicados dentro de la región cromosómica (Xp22.3). Estas comparten una similitud secuencial significativa y una 
organización genómica que es casi idéntica, indicando que surgieron de eventos de duplicación que ocurrieron 
recientemente durante la evolución (Franco B, et al, Cell (Célula), 1995, 81:15-25; Meroni G, et al., Hum Mol Genet, 55 
1996, 5:423-31). 
 
La importancia de las sulfatasas en el metabolismo humano es resaltado de la identificación de por lo menos 8 
enfermedades monogénicas humanas causadas por la deficiencia de las actividades individuales de las sulfatasas. 
La mayoría de estas condiciones son enfermedades de almacenamiento de lisosomas en los cuales las 60 
consecuencias fenotípicas se derivan del tipo y de la distribución de los tejidos del material almacenado. Entre estas 
existen 5 tipos diferentes de mucopolisacaridosis (MPS tipos II, IIIA, IIID, IVA, y VI) debido a deficiencias de las 
sulfatasas que actúan 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 metabólicas y moleculares de las enfermedades hereditarias) CR. Scriver, A.L. Beaudet, W.S. Sly,D. Nalle, B. 65 
Childs, K.W. Kinzler y B. Nogelstein, eds. Nueva York: Mc Graw-Hill, pp. 3421-3452), y la leucodistrofia 

E10182644
31-03-2016ES 2 566 641 T3

 



 3

metacromática (MLD - metachromatic leukodystrophy), la cual es caracterizada por el almacenamiento de 
sulfolípidos en el sistema nervioso central y periférico conllevando a una determinación neurológica severa y 
progresiva. 2 enfermedades humanas adicionales son causadas por deficiencias de sulfatasas de lisosomas. Éstas 
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 cartílagos debido a una 5 
deficiencia de la arilsulfatasa E (ARSE). Las sulfatasas también están implicadas en los síndromes de 
malformaciones humanas inducidas por las drogas, tales como la embriopatía de Warfarina, causada por la 
inhibición de la actividad ARSE debido a una exposición en el útero a la warfarina durante el embarazo. 
 
En una enfermedad monogénica humana intrigante, la deficiencia de sulfatasas multiples (MSD - multiple sulfatase 10 
deficiency), todas las actividades de las sulfatasas son defectivas simultáneamente. Consecuentemente, el fenotipo 
de esta enfermedad multisistémica severa combina las características observadas en deficiencias individuales de las 
sulfatasas. Las células de los pacientes con MSD tienen deficiencias de las actividades de las sulfatasa aún después 
de su transfección con ADNcs que codifican a sulfatasas humanas, sugiriendo la presencia de un mecanismo común 
requerido para la actividad de todas las sulfatasas (Rommerskirch y von Figura, Proc. Natl. Acad Sci., Estados 15 
Unidos, 1992, 89:2561-2565). La modificación post-interpretación de las sulfatasas demostró ser deficiente en un 
paciente con MSD, sugiriendo que esta enfermedad es causada por una mutación en un gen o genes, implicados en 
la maquinaria de la conversión de la cisteína a formilglicina (Schmidt, B., et al., Cell (Célula), 1995, 82:271-278). A 
pesar del intenso interés médico y biológico, esfuerzos dirigidos a la identificación 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 20 
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 25 
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 única modificación post - interpretación que ocurre en las sulfatasas la cual 
es esencial para la función de la sulfatasas (la formación de la L-Cα-formilglicina; también conocida como FGly y/o 30 
ácido 2-amino-3-oxopropanóico). 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 35 
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 diagnóstico y el tratamiento de la 
deficiencia de sulfatasas multiples así 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 40 
comparación con las sulfatasas totales producidas por la célula se incrementa, tal como se estableció en la 
reivindicación 1. La célula podría incluir: (i) una sulfatasa con una expresión incrementada, y (ii) una enzima 
generadora de Formilglicina con una expresión incrementada, donde la tasa de la sulfatasas activas en comparación 
de la sulfatasas totales (es decir, la actividad específica de la sulfatasas) producidas por la célula se incrementa en 
por lo menos un 5% sobre la tasa de la sulfatasas activas en comparación de las sulfatasas producidas por la célula 45 
en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina. En ciertas secciones, la tasa de la sulfatasas activas en 
comparación 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 comparación a las sulfatasas 
totales producidas por la célula en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina. 
 50 
Breve descripción de las secuencias  
 

La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la FGE 
humana. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de la 55 
interpretación de la ADNc de la FGE humana (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 3 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la FGE 
humana que codifica al polipéptido de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2 (es decir, los 
nucleótidos 20-1141 de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 4 es la secuencia de nucleótidos de la cuenta número 60 
AK075459 del GenBank (Banco Genético). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 5 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 4, un producto proteínico que no tiene 
nombre que tiene la cuenta número BAC11634 del GenBank (Banco Genético). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 6 en la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 2-65 
sulfatasa de Iduronato (cuenta del GenBank (Banco Genético) número M58342). 
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La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 7 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la 2-sulfatasa de Iduronato (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 6). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 8 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
Sulfammidasa humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) número U30894). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 9 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 5 
interpretación de la ADNc de Sulfamidasas humanas (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 8). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 10 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 6-
sulfatasa de N-Acetilgalactosamina humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) número U06088). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 11 es la secuencia pronosticada aminoácidos producto de la 
interpretación de la ADNc de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina humana (la IDENTIFICACIÓN 10 
SECUENCIAL NÚMERO: 10). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 12 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 6-
sulfatasa de la N-Acetilglucosamina humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) número Z12173). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 13 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la 6-sulfatasa de N-Acetilglucosamina humana (la IDENTIFICACIÓN 15 
SECUENCIAL NÚMERO: 12). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 14 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de arilsulfatasa 
a humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) número X52151). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 15 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la arilsulfatasa A humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 14). 20 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 16 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
arilsulfatasa B humana (la cuenta del GenBaank (Banco Genético) número J05225). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 17 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la arilsulfatasa B humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 16). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 18 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 25 
arilsulfatasa C humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) número J04964). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 19 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de arilsulfatasa C humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 18). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 20 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
arilsulfatasa D humana (cuenta del GenBank (Banco Genético) número X83572). 30 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 21 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la arilsulfatasa D humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 20). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 22 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
arilsulfatasa E humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) número X83573). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 23 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 35 
la interpretación de la ADNc de arilsulfatasa E humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 22). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 24 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
arilsulfatasa F humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) número X97868). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 25 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la arilsulfatasa F humana (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 24). 40 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 26 de la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la 
arilsulfatasa G humana (la cuenta del GenBank (Banco Genético) número BC012375). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 27 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la arilsulfatasa G humana (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 26). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 28 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-1 45 
(cuenta del GenBank (Banco Genético) AY101175). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 29 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-1 (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 28). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 30 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-2 
(la cuenta del GenBank (Banco Genético) número AY101176). 50 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 31 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-2 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 30). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 32 es el hexapéptido altamente conservado L/N-FGly-X-P-S-
R presente en las sulfatasas. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 33 es un sustrato sintético de la formación de FGly; su 55 
secuencia primaria es derivada de la arilsulfatasa A humana. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 34 es un oligopéptido mezclado PVSLPTRSCAALLTGR. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 35 es un oligopéptido de Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 36 es un cebador 1199nc específico para FGEs humanas. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 37 es un cebador hacia adelante 1c específico para FGEs 60 
humanos. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 38 es un cebador en reversa 1182c específico para FGEs 
humanos. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 39 es un sitio EcoRI que contiene un cebador específico de la 
FGEs humanos de 5’. 65 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 40 es un cebador específico de HAs. 
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La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 41 es un cebador específico de c-myc. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 42 es un cebador específico de RGS-His6. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 43 es un oligopéptido tríptico SQNTPDSSASNLGFR 
proveniente de una preparación de la FGEs humanas. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 44 es un oligopéptido tríptico MVPIPAGVFTMGTDDPQIK 5 
proveniente de una preparación de la FGEs humanas. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 45 es la secuencia de nucleótidos del parálogo de la FGE2 
humano (GI del GenBank (Banco Genético): 24308053). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 46 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del parálogo de la FGE2 humano (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 45). 10 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 47 es la secuencia de nucleótidos del parálogo de la FGE de 
ratón (GI del GenBank (Banco Genético): 26344956). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 48 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del parálogo de la FGE de ratón (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 47). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 49 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE de 15 
ratón (GI del GenBank (Banco Genético): 22122361). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 50 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGEs de ratón (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 49). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 51 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE de 
mosca de fruta (GI del GenBank (Banco Genético): 20130397). 20 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 52 es la secuencia pronosticada de aminoácidos del producto 
de interpretación del ortólogo de la FGE de la mosca de frutas (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 
51). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 53 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
mosquito (GI del GenBank (Banco Genético): 21289310). 25 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 54 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de las FGEs de mosquito (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 53).  
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 55 de la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGEs 
del S. coelicolor que es muy relacionado (GI del GenBank (Banco Genético): 21225812). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 56 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 30 
la interpretación del ortólogo de la FGEs del S. coelicolor (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 55). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 57 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGEs 
relacionado de cerca con el C. efficiens (GI del GenBank (Banco Genético): 25028125). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 58 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGEs del C. efficiens (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 57). 35 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 59 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
N. aromaticivorans (GI del GenBank (Banco Genético): 23108562). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 60 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del N. aromaticivorans (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 
59). 40 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 61 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
M. loti (GI del GenBank (Banco Genético): 13474559). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 62 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGEs del M. Loti (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 61). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 63 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 45 
B. fungorum (GI del GenBank (Banco Genético): 22988809). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 64 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del B. fungorum (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 63). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 65 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
S. meliloti (GI del GenBank (Banco Genético): 16264068). 50 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 66 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del S. meliloti (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 65). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 67 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE de 
la Microscilla sp. (GI del GenBank (Banco Genético): 14518334). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 68 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 55 
la interpretación del ortólogo de la FGE de la Microscilla sp. (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 67). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 69 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
P. putida KT2440 (GI del GenBank (Banco Genético): 26990068). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 70 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE de la P. putida KT2440 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 60 
69). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 71 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
R. metallidurans (GI del GenBank (Banco Genético): 22975289). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 72 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del R. metallidurans (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 65 
71). 
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La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 73 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 
P. marinus (GI del GenBank (Banco Genético): 23132010). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 74 en la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del P. marinus (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 73). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 75 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE del 5 
C. crescentus CB15 (GI del GenBank (Banco Genético): 16125425). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 76 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación del ortólogo de la FGE del C. crescentus CB15 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 
75). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 77 es la secuencia de nucleótidos del ortólogo de la FGE de 10 
la M. tuberculosis Ht37Rv (GI del GenBank (Banco Genético): 15607852). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 78 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
interpretación del ortólogo de la FGE de la M. tuberculosis Ht37Rv (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL 
NÚMERO: 77). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 79 es el heptapéptido altamente conservado que está 15 
presente en el sub-dominio 3 de los ortólogos y parálogos de la FGE. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 80 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: CA379852. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 81 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: AI721440. 20 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 82 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: BJ505402. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 83 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: BJ054666. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 84 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 25 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: AL892419. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 85 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: CA064079. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 86 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: BF189614. 30 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 87 es la secuencia de nucleótidos del fragmento de EST del 
ortólogo de la FGE que tiene la cuenta del GenBank (Banco Genético) número: AV609121. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 88 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-3. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 89 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-3 (la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 88). 35 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 90 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-4. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 91 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-4 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 90). 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 92 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-5. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 93 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 40 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-5 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 92).  
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 94 es la secuencia de nucleótidos de la ADNc de la HSulf-6. 
La IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 95 es la secuencia pronosticada de aminoácidos producto de 
la interpretación de la ADNc de la HSulf-6 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 94). 

 45 
Descripción breve de los esquemas  

 
Figura 1:  Un espectro esquemático de masa MALDI-TOF de P23 después de la incubación en la ausencia 
de (A) o la presencia de (B) de un extracto soluble proveniente de miocrosomas de testículos bovinos. 
 50 
Figura 2: Un árbol filogenético derivado de una alineación de la FGE humana y 21 proteínas de la semilla 
MALDI-TOF. 
 
Figura 3:  La organización del locus genético de la FGE humana y de ratón. Las secciones se muestran a 
escala como cuadros y cuadros brillantes (locus de ratones). Los números que están sobre las líneas de los 55 
intrones indican el tamaño de los intrones en las kilobases. 
 
Figura 4:  Un diagrama que muestra un mapa del plásmido pXMG.1.3 y su expresión de la FGE. 
 
Figura 5: Un gráfico de barras que muestra la actividad de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina en las 60 
células 36F transfectadas transitoriamente con un plásmido con expresión de las FGEs. 
 
Figura 6:  Un gráfico de barras que muestra la actividad específica de la 6-sulfatasa de N-
Acetilgalactosamina en las células 36F transfectadas transitoriamente con el plásmido con expresión de la 
FGE. 65 
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Figura 7: Un gráfico de barras que muestra la producción de la 6-sulfatasa de N-Acetilgalactosamina en las 
células 36F transfectadas transitoriamente con un plásmido con expresión de la FGE. 
 
Figura 8:  Un gráfico que muestra la actividad de la 2-sulfatasa de Iduronato en las células 30C6 
transfectadas transitoriamente con un plásmido con expresión de FGEs. 5 
 
Figura 9:  Muestra un botiquín que tiene las características de este invento. 

 
Descripción detallada del invento  
 10 
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 única 
modificación post-interpretación que ocurre en las sulfatasas la cual es esencial para la función de la sulfatasas: la 
formación de la L-C�-formilglicina (también conocida como FGly y/o el ácido 2-amino-3-oxopropanóico). Se ha 
descubierto, inesperadamente, que las mutaciones del gen FGE conllevan al desarrollo de una Deficiencia de 15 
Sulfatasas Múltiples (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 20 
de Estados Unidos con los números de publicación 20030073118, 20030147875, 20030148920,20030162279, y 
20030166283. 
 
La “actividad generadora de Cα-formilglicina” se refiere a la capacidad de una molécula para formar, o mejorar la 
formación de, FGly en un sustrato. El sustrato podría ser una sulfatasa tal como se describe en otras secciones de 25 
este documento, o un oligopéptido sintético (refiérase, por ejemplo, a la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 
33 y a los ejemplos). El sustrato contiene preferiblemente al hexapéptido conservado de la IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO: 32 [L/V-C(S)-X-P-S-R]. Métodos para los ensayos de la formación 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 
América, 1997, 94:11963-11968), y en otras secciones de este documento (refiérase, por ejemplo, a los ejemplos). 30 
Una “molécula”, tal como se utiliza este documento, abarca a los “ácidos nucleicos” y a los “polipéptidos”. Las 
moléculas FGE son capaces de formar, o mejorar/incrementar la formación de, FGly in vivo e in vitro. 
 
“Mejorar (o “incrementar”)” la actividad generadora de Cα-formilglicina, tal como se utiliza en este documento, se 
refiere típicamente a la expresión incrementada de la FGE y/o su polipéptido codificado. Una “expresión 35 
incrementada” se refiere a incrementar (es decir, a una medida detectable) la replicación, transcripción y/o 
interpretación de cualquiera de los ácidos nucleicos del invento (ácidos nucleicos de la FGE tal como se describen 
en otras secciones de este documento), puesto que la regulación/incremento de cualquiera de estos procesos 
resulta en un incremento en la concentración/monto del polipéptido codificado por el gen (ácido nucleico). Mejorar (o 
incrementar) la actividad generadora de la Cα-formilglicina también se refiere a la prevención o inhibición de la 40 
degradación de la FGE (por ejemplo, por medio de una ubiquitinación), una regulación/reducción, 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 regulación-reducción o expresión reducida se refiere a una expresión reducida de un gen y/o su 
polipéptido codificado. La regulación-incremento o regulación-reducción de la expresión genética puede 
determinarse directamente al detectar un incremento o reducción, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen 45 
(por ejemplo, la FGE), o el nivel de expresión proteínica del polipéptido codificado por el gen, usando cualquier 
medio adecuado conocido en la industria, tal como la hibridación del ácido nucleico o métodos de detección de 
anticuerpos, respectivamente, y en comparación a los controles. La regulación-incremento o la regulación-reducción 
de la expresión genética de la FGE también puede determinarse y directamente al detectar un cambio en la 
actividad generadora de Cα-formilglicina. 50 
 
La “expresión”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a la expresión del ácido nucleico y/o del polipéptido, 
así como a la actividad de la molécula del polipéptido (por ejemplo, la actividad generadora de Cα-formilglicina de la 
molécula). 
 55 
Tal como se utiliza en este documento, un sujeto es un mamífero o un mamífero no humano. En todas las secciones 
las FGE humanas y los sujetos humanos son preferidos. 
 
Tal como se utiliza en este documento en relación a los ácidos nucleicos, el término “aislados” se refiere a: (i) 
amplificado in vitro, por ejemplo, por la reacción en cadena de polimerasas (PCR - polymerase chain reaction); (ii) 60 
producida recombinantemente por medio de clonación; (iii) purificada, como por medio de una división y de 
separación de gel; o (iv) sintetizada, por ejemplo, por medio de una síntesis química. Un ácido nucleico aislado es 
uno que es manipulado fácilmente por las técnicas de ADN recombinante bien conocidas en la industria. Por lo 
tanto, una secuencia de nucleótidos se considera aislada si está contenida en un vector en el cual los lugares de 
restricción 5’ y 3´ son conocidos o para los cuales las secuencias incitadoras de reacciones en cadena de 65 
polimerasas (PCR - polymerase chain reaction) se han presentado, pero una secuencia de ácidos nucleicos 
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existentes en su estado nativo en su anfitrión natural no se considera aislada. Un ácido nucleico aislado puede ser 
sustancialmente purificado, pero no necesita serlo. Por ejemplo, un ácido nucleico que es aislado sin un vector de 
clonación o de expresión no es puro puesto que podría comprender únicamente un porcentaje diminuto del material 
en la célula en la cual reside. Tal ácido nucleico es aislado, sin embargo, tal como se utiliza el término en este 
documento puede ser manipulado fácilmente por medio de técnicas estándar conocidas para aquellas personas con 5 
conocimiento en la industria. 
 
Tal como se utiliza en este documento en relación a los polipéptidos, el término “aislados” significa que está 
separado de su entorno natural en una forma suficientemente pura para que pueda manipularse o usarse para 
cualquiera de los propósitos aquí descritos. Por lo tanto, aislado significa suficientemente puro como para ser 10 
utilizado (i) para facilitar y/o aislar anticuerpos, (ii) como un reactivo en un ensayo, (iii) para secuenciaciones, (iv) 
como un elemento terapéutico, etcétera. 
 
Homólogos y alelos de los ácidos nucleicos de la FGEs aquí descritos que también tienen la actividad generadora de 
Cα-formilglicina pueden ser suministrados. Los homólogos, tal como se describen en este documento, incluyen las 15 
moléculas identificadas en otras secciones de este documento (refiérase, por ejemplo, a las IDENTIFICACIONES 
SECUENCIALES NÚMEROS: 4, 5, 45-78 y 80-87) es decir, ortólogos y parálogos. Además, los homólogos pueden 
ser identificados siguiendo las enseñanzas de este invento, así como por medio de técnicas convencionales. Puesto 
que todos los homólogos de la FGE descritos en este documento comparten la actividad generadora de Cα-
formilglicina, estos pueden ser utilizados intercambiablemente con la molécula de la FGE humana en todos los 20 
aspectos de este invento. 
 
En general, los homólogos y los alelos comúnmente compartirán por lo menos el 40% de su identidad de nucleótidos 
y/o por lo menos el 50% de la identidad de aminoácidos de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1 y la 
IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2, respectivamente. En algunas instancias compartirán por lo menos el 25 
50% de la identidad de nucleótidos y/o por lo menos el 65% de identidad de aminoácidos y aún más, en otras 
instancias compartirán por lo menos el 60% de la identidad de nucleótidos y/o por lo menos el 75% de la identidad 
de aminoácidos. En instancias adicionales, los homólogos y los alelos comúnmente compartirán por lo menos el 
90% (el 95%, o incluso el 99%), de la identidad de nucleótidos y/o por lo menos el 95%, 9SΨo, o incluso el 99% de 
la identidad de aminoácidos de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1 y la IDENTIFICACIÓN 30 
SECUENCIAL NÚMERO: 2, respectivamente. La homología puede ser calculada utilizando varias herramientas de 
software que son disponibles públicamente desarrolladas por NCBI (Bethesda, Maryland). Las herramientas de 
ejemplo incluyen al algoritmo heurístico de Altschul SF, et al., (J Mol Biol, 1990, 215:403-410), también conocido 
como BLAST. Las alineaciones por parejas y por ClustalW (configuración de la matriz BLOSUM30) así como el 
análisis hidropático de Kyte-Doolittle puede ser obtenido utilizando softwares públicos de análisis secuencial (EMBL, 35 
Heidelberg, Alemania) y comerciales (por ejemplo, MacNector de Oxford Molecular Group/enetics Computer Group, 
Madison, WI). Los complementos de Watson-Crickde los ácidos nucleicos que se acaban de mencionar también 
pueden ser usados. 
 
Para detectar los genes relacionados con la FGE, tal como los homólogos y los alelos de la FGE, una prueba 40 
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 lámina de rayos X o una placa de fósforo fotoestimulable para detectar la señal radiactiva. 
 
Dadas las enseñanzas en este documento de un clon de longitud completa de la ADNc de la FGE humana, otras 45 
frecuencias de mamíferos tales como el clon de la ADNc de ratón correspondiente al gen de la FGE humana puede 
aislarse de una biblioteca de ADNcs, utilizando técnicas estándar de hibridación de colonias. 
 
Ácidos 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, 50 
TCG, TCT y AGC. Por lo tanto, será evidente para una persona con conocimiento normal en la industria que 
cualquiera de los tripletes de nucleótidos que codifican a la serina podría ser utilizado para dirigir el aparato de 
síntesis proteínica, in vitro o in vivo, para incorporar un residuo de serina a un polipéptido alargador de la FGE. 
Asimismo, los tripletes de secuencias de nucleótidos que codifican a otros residuos de aminoácidos incluyen, pero 
no se limitan a: CCA, CCC, CCG y CCT (los codones de la prolina); CGA, CGC, CGG, CGT, AGA y AGG (los 55 
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 aminoácidos podrían ser 
codificados similarmente por secuencias múltiples de nucleótidos. Por lo tanto, podrían facilitarse ácidos nucleicos 
degenerados que difieren de los ácidos nucleicos aislados biológicamente en las secuencias de codones debido a la 
degeneración de los códigos genéticos. 60 
 
Pueden aislarse a los fragmentos únicos de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1 o de la 
IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 3 o sus complementos. Un fragmento único es uno que es una ‘firma’ 
para un ácido nucleico más grande. Por ejemplo, el fragmento único es lo suficientemente largo como para asegurar 
que es una secuencia precisa y no se encuentra en las moléculas dentro del genoma humano fuera de los ácidos 65 
nucleicos de la FGE definidos anteriormente (y alelos humanos). Aquellas personas con un conocimiento normal en 
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la industria podrían aplicar procedimientos rutinarios para determinar si un fragmento es único dentro del genoma 
humano. Los fragmentos únicos, sin embargo, excluyen fragmentos que están compuestos completamente de las 
secuencias de los nucleótidos seleccionados de un grupo que consiste de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL 
NÚMERO: 4 y/u otras secuencias publicadas previamente a la fecha de presentación de esta aplicación. 
 5 
Un fragmento que es compuesto completamente de las secuencias descritas en los depósitos anteriores del GenBnk 
(Banco Genético) es uno que no incluye cualquiera de los nucleótidos únicos de las secuencias del invento. Por lo 
tanto, un fragmento único de acuerdo al invento debe contener una secuencia de nucleótidos que no sea la 
secuencia exacta de aquellos en los depósitos del GenBank (Banco Genético) o sus fragmentos. La diferencia 
puede darse en una adición, eliminación o sustitución con respecto a la secuencia del GenBank (Banco Genético) o 10 
podría ser una secuencia completamente separada de la secuencia del GenBank (Banco Genético). 
 
Los fragmentos únicos pueden ser utilizados como sondas en los ensayos Southern y Western blots para identificar 
a aquellos ácidos nucleicos, o pueden ser utilizados en ensayos de amplificación tales como aquellos que utilizan al 
PCR. Tal como es conocido por aquellas personas con conocimiento en la industria, sondas grandes tales como de 15 
200, 250, 300 o más nucleótidos son preferidas para ciertos usos tales como las pruebas de Southern y Northern 
blots, mientras que fragmentos más pequeños serán preferidos para usos tales como el PCR. Fragmentos únicos 
también pueden ser utilizados para producir proteínas de fusión para generar anticuerpos o determinar los enlaces 
de los fragmentos de polipéptidos, tal como se demostró en los ejemplos, o para generar componentes de 
inmunoensayos. Asimismo, fragmentos únicos pueden ser utilizados para producir fragmentos no fusionados de los 20 
polipéptidos de la FGE, útiles, por ejemplo, para la preparación de anticuerpos, inmunoensayos o aplicaciones 
terapéuticas. Fragmentos únicos pueden ser utilizados además como moléculas antisentido para inhibir la expresión 
de ácidos nucleicos y polipéptidos de la FGE respectivamente. 
 
Tal como será reconocido por aquellas personas con conocimiento en la industria, el tamaño de los fragmentos 25 
únicos dependerá de su conservación del código genético. Por lo tanto, algunas regiones de la IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO: 1 o de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 3 y de sus complementos requerirán 
que los segmentos más largos sean únicos mientras que otros sólo requerirán segmentos cortos, comúnmente, 
entre 12 a 32 nucleótidos 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 más, hasta la longitud completa de la secuencia presentada. Tal como se mencionó 30 
anteriormente, esta presentación tiene el propósito de abarcar cada uno y todos los fragmentos de cada secuencia, 
empezando en el primer nucleótido, el 2º nucleótido y así sucesivamente, hasta los 8 nucleótidos antes de llegar al 
final, y finalizando en cualquier parte desde el nucleótido número 8, 9, 10 y así sucesivamente para cada secuencia, 
hasta el último nucleótido, (siempre y cuando la secuencia sea única tal como se describió anteriormente). 
Virtualmente cualquier segmento de la región de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1 que empieza en el 35 
nucleótido 1 y finaliza en el nucleótido 1180, o la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 3 que empieza en el 
nucleótido 1 y finaliza en el nucleótido 1122, o sus complementos, eso es 20 o más nucleótidos de largo serán 
únicos. Aquellas personas con conocimiento en la industria que tengan experiencia en los métodos para seleccionar 
a aquellas secuencias, comúnmente en base a la capacidad del fragmento único para distinguir selectivamente a la 
secuencia de interés de otras secuencias en el genoma humano del fragmento a aquellas en bases de datos 40 
conocidas, comúnmente es todo lo que se necesita, aunque una hibridación de confirmación in vitro y un análisis de 
secuencias también puede realizarse. 
 
Las células del invento pueden ser suministradas por métodos para incrementar la actividad generadora de la Cα-
formilglicina en una célula. En secciones importantes, esto se logra al utilizar vectores (“vectores de expresión” y/o 45 
“vectores de dirección”). 
 
Los “vectores”, tal como se utilizan en este documento, puede ser cualquiera de un número de ácidos nucleicos en 
los cuales una secuencia deseada puede ser insertada por medio de restricción y ligación para su transportación 
entre diferentes entornos genéticos o para la expresión en una célula anfitriona. Los vectores son compuestos 50 
comúnmente de ADN aunque vectores de ARN también están disponibles. Los vectores incluyen, pero no se limitan 
a, plásmidos, fagémidos, y genoma del virus. Un vector de clonación es uno que puede replicarse en una célula 
anfitriona, y que se caracteriza además por uno o más lugares de restricción de endonucleasas en los cuales el 
vector podría ser cortado en una forma determinable y en los cuales una secuencia deseada de ADN podría ligarse 
para que el nuevo vector recombinante retenga su capacidad de replicarse en la célula anfitriona. En el caso de los 55 
plásmidos, la replicación de la secuencia deseada podría ocurrir muchas veces cuando se incrementan los 
plásmidos en un número de copias dentro de la bacteria anfitriona o sólo una única vez por el anfitrión antes de que 
el anfitrión se reproduzca por medio de mitosis. En el caso de los fagos, una replicación podría ocurrir activamente 
durante una fase lítica o pasivamente durante una fase lisogénica. Un “vector de expresión” es uno en el cual una 
secuencia deseada de ADN (por ejemplo, la ADNc de la FGE de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 3) 60 
podría insertarse por medio de restricción y ligación de tal forma que es unida operativamente a secuencias 
regulatorias y puede expresarse como una transcripción de ARN. Los vectores pueden contener adicionalmente una 
o más secuencias marcadoras adecuadas para su uso en la identificación de células que han sido o no han sido 
transformadas o transfectadas con el vector. Los marcadores incluyen, por ejemplo, a proteínas que codifican a 
genes que incrementan o reducen la resistencia o la sensibilidad a antibióticos u otros compuestos, genes que 65 
codifican a enzimas cuyas actividades son detectables por medio de ensayos estándar conocidos en la industria (por 
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ejemplo, β-galactosidasa o fosfatasa alcalina), y genes que afectan visualmente al fenotipo o a las células, 
anfitriones, colonias o placas transformadas o transfectadas (por ejemplo, proteínas fluorescentes verdes). 
 
Un “vector de dirección” es uno que contiene comúnmente a estructuras/secuencias de dirección que son utilizadas, 
por ejemplo, para insertar una secuencia regulatoria dentro del gen endógeno (por ejemplo, dentro de las 5 
secuencias de un exón y/o un intrón), dentro de las secuencias promotoras del gen endógeno, o corriente arriba de 
las secuencias promotoras del gen endógeno. En otro ejemplo, un vector de dirección podría contener al gen de 
interés (por ejemplo, codificado por la ADNc de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1) y otras secuencias 
necesarias para la dirección del gen a una ubicación preferida en el genoma (por ejemplo, una ubicación activa de 
transcripciones, por ejemplo, corriente abajo de un promotor endógeno de un gen no relacionado). La construcción 10 
de estructuras y vectores de dirección 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 ARNs heterólogos y que 
puede cultivarse o mantenerse en un cultivo, podría utilizarse en la práctica de este invento. Ejemplos incluyen a 15 
células bacterianas tales como el Escherichia coli,, células de insectos y células de mamíferos tales como humanas, 
de ratones, de conejillos de indias, de puercos, de cabras, de primates, etcétera. Éstas podrían ser cepas celulares 
primarias o secundarias (que exhiben un número finito de doblajes medios poblacionales en cultivos y que no son 
inmortalizados) y líneas celulares inmortalizadas (que muestran una vida útil aparentemente ilimitada en los 
cultivos). Células binarias y secundarias incluyen, por ejemplo, a fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales (por 20 
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 ósea), células musculares y 
precursores de estos tipos celulares somáticos 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 podrían obtenerse de un 25 
donante (otra persona que no sea el recipiente) de la misma especie. Ejemplos de líneas celulares humanas 
inmortalizadas que podrían 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 HeLa y los derivados de las células HeLa (ATCC CCL 2, 
2.1 y 2.2), las células MCF-7 de cáncer 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, 30 
A. M. et al., Cancer (Cáncer) 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 - línea WI-38VA13 (ATCC CLL 75.1), y las 35 
células MOLT-4 (ATCC CRL 1582), las células CHO y las células COS, así como células del heterohibridoma 
producidas por la fusión 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. Información 
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 transcripción libres de células 40 
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 
expresión de la proteína de la FGE o sus fragmentos funcionales. Las proteínas expresadas utilizando los métodos 
descritos pueden purificarse a partir de lisados celulares o sobrenadantes. Las proteínas hechas de acuerdo a este 45 
método pueden prepararse como una formulación farmacéuticamente útil 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 
vía oral, intravenosa, intramuscular, intranasal, intratráquea o subcutánea). 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 podría ser deseable en los casos en los cuales las 50 
células no humanas son ventajosas para fines de producción proteínica en los casos en los que la FGE humana 
producida es terapéuticamente útil. 
 
Tal como se utiliza en este documento, una secuencia de codificación y las secuencias regulatorias se dice que 
están “operativamente” juntas cuando están enlazadas covalentemente para colocar a la expresión o a la 55 
transcripción 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 proteína funcional, 2 secuencias de ADN se dicen 
que están unidas operativamente si la inducción de un promotor en las secuencias regulatorias de 5’ resulta en la 
transcripción de la secuencia codificadora y si la naturaleza de la vinculación entre las 2 secuencias de ADN no (1) 
resulta en la introducción de una mutación con desplazamiento del marco de lectura, (2) interfiera con la capacidad 60 
de la región promotora para orientar la transcripción de las secuencias codificadoras, o (3) interfiera con la 
capacidad de las transcripciones correspondientes de ARN para hacer interpretados en una proteína. Por lo tanto, 
una región promotora estaría unida operativamente a su secuencia codificadora si la región promotora fuese capaz 
de efectuar transcripciones de aquella secuencia de ADN para que la transcripción resultante pudiese ser 
interpretada a la proteína o al polipéptido deseado. 65 
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La naturaleza precisa de las secuencias regulatorias necesarias para la expresión genética podría variar entre tipos 
de especies celulares, pero, en general, deberá incluir, como necesario, secuencias de 5’ no transcritas y no 
interpretadas involucradas con la iniciación de la transcripción y de la interpretación respectivamente, tales como la 
caja TATA, la secuencia de nivelación, la secuencia CAAT, y similares. Especialmente, aquellas secuencias 
regulatorias no transcritas de 5’ incluirán a una región promotora que incluye a una secuencia promotora para el 5 
control de las transcripciones del gen unido operativamente. Las secuencias regulatorias también podrían incluir a 
secuencias mejoradoras o secuencias activadoras corriente arriba tal como sea deseado. Los vectores podrían 
incluir opcionalmente a secuencias de liderazgo o de señalización de 5’. La opción y el diseño de un vector 
apropiado caen dentro de la capacidad y discreción de una persona con conocimiento normal en la industria. 
 10 
Los vectores de expresión que contienen todos los elementos necesarios para la expresión están 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 (Clonación Molecular: Un Manual de Laboratorio), 2ª 
edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Las células son diseñadas genéticamente por la introducción a 
las células de polipéptidos o fragmentos heterólogos de la FGE que codifican al ADN (ARN) o sus variantes. Aquel 15 
ADN (ARN) heterólogo es ubicado bajo el control operativo de los elementos de transcripción para permitir la 
expresión del ADN heterólogo en la célula anfitriona. 
 
Sistemas preferidos de la expresión del ARNm en células de mamíferos son aquellos tales como pRc/CMV 
(disponible de Invitrogen, Carlsbad, CA) que contienen un marcador seleccionable tal como un gen que otorga una 20 
resistencia al G418 (que facilita la selección de líneas celulares transfectadas establemente) y las secuencias 
promotoras del mejorador del citomegalovirus (CMV) humano. Adicionalmente, adecuado para la expresión en 
líneas 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 replicación, facilitando el mantenimiento del plásmido como 
un elemento extra cromosómico de multi copias. Otro vector de expresión es el plásmido pEF-BOS que contiene al 25 
promotor del factor de alargamiento de polipéptidos 1α, que estimula la transcripción eficiente in vitro. El plásmido es 
descrito por Mishizuma y Nagata (Nuc. Acids Res. 18:5322, 1990), y su uso en experimentos de transfección se 
presenta, por ejemplo, por Demoulin (Mol. Cell. Biol. 16:4710-4716, 1996). Otro vector preferido de expresión es un 
adenovirus, descrito por StratfordPerricaudet, el cual es deficiente para las proteínas 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 30 
intradérmicas en ratones para su inmunización en contra de P1A (Int. J. Cancer (cáncer), 67:303-310, 1996). 
 
Pueden suministrarse botiquines de expresión, que le permitirán a la persona con conocimiento preparar un vector o 
varios vectores deseados de expresión. Aquellos botiquines de expresión incluyen por lo menos porciones 
separadas de cada una de las secuencias de codificación ya descritas. Otros componentes podrían ser agregados, 35 
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 expresión puede ser utilizada para 
realizar una transfección de las células anfitrionas y de líneas celulares, siendo estas procariotas (por ejemplo, el 40 
escherichia coli), o Eucario tas (por ejemplo, las células CHO, las células COS, los sistemas de expresión de 
levadura y la expresión recombinante del báculo virus en células de insectos). Especialmente útiles son las células 
de mamíferos tales como las de humanos, de ratones, de conejillos de indias, de cerdos, de cabras, de primates, 
etcétera. Podrían ser una amplia variedad de tipos de tejidos, incluyendo a células primarias y líneas celulares 
inmortalizadas tal como se describe en otras secciones de este documento. Ejemplos específicos incluyen a células 45 
HT-1080, células CHO, células dendríticas, células U293, leucocitos sanguíneos periféricos, células madre de 
médula ósea, células madres embrionarias y células de insectos. 
 
Pueden suministrarse polipéptidos aislados (incluyendo proteínas completas y proteínas parciales) codificadas por el 
ácido nucleico de la FGE ya mencionado, e incluir al polipéptido de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2 50 
y a sus fragmentos únicos. Aquellos polipéptidos son útiles, por ejemplo, individualmente o como parte de proteínas 
de fusión para generar anticuerpos, tal como componentes de un inmunoensayo, etcétera. Los polipéptidos pueden 
ser aislados de muestras biológicas incluyendo homogeneizados de tejidos o de células, y también pueden 
expresarse recombinantemente en una variedad de sistemas de expresión procariotas y eucariotas al construir un 
vector de expresión apropiado para el sistema de expresión, introduciendo al vector de expresión en el sistema de 55 
expresión, y aislando a la proteína expresada recombinantemente. Polipéptidos cortos, incluyendo a péptidos 
antigénicos (tales como aquellos presentados por las moléculas MHC en la superficie de una célula para 
reconocimiento inmunológico) también pueden sintetizarse químicamente utilizando métodos bien establecidos para 
la síntesis de péptidos. 
 60 
Un fragmento único de un polipéptido de la FGE, en general, tienen las características y propiedades de fragmentos 
únicos tal como se mencionó anteriormente en conexión con los ácidos nucleicos. Tal como será reconocido por 
aquellas personas con conocimiento en la industria, el tamaño del fragmento único dependerá de factores tales 
como si el fragmento constituyera una porción de un dominio conservado de proteínas. Por lo tanto, algunas 
regiones de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2 requerirán que segmentos más largos sean únicos 65 
mientras que otros requerirán solamente segmentos cortos, comúnmente entre 5 y 12 aminoácidos (por ejemplo, 5, 
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6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 aminoácidos de largo o más, incluyendo cada número entero hasta la longitud completa, 287 
aminoácidos de largo). 
 
Fragmentos únicos 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 único de 5 
un polipéptido incluyen la interacción con anticuerpos, la interacción con otros polipéptidos o sus fragmentos, la 
interacción 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 únicas de aminoácidos, comúnmente en base a la capacidad de un fragmento 
único para distinguir selectivamente las secuencias de interés de miembros que no pertenecen a la familia. Una 10 
comparación de la secuencia del fragmento con aquellas en bases de datos conocidas comúnmente 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 “variación” de un polipéptido de la FGE es un polipéptido que contiene una o más modificaciones a la secuencia 15 
primaria de aminoácidos de un polipéptido de la FGE. Las modificaciones que crean a una variación del polipéptido 
de la FGE son comúnmente hechas al ácido nucleico que codifica al polipéptido de la FGE, y puede incluir 
eliminaciones, mutaciones de puntos, truncamientos, sustituciones de aminoácidos y adiciones de aminoácidos o de 
partículas que no son aminoácidos 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 proteínica en un sistema de expresión o la 20 
estabilidad del enlace entre la proteína y el ligando; 3) suministrar una actividad o propiedad nueva a un polipéptido 
de la FGE, tal como la adición de un epítope antigénico o la adición de una partícula 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 división, adición de una molécula 
enlazadora, la adición de una partícula detectable, tal como la biotina, la adición de un ácido graso, y similares. Las 25 
modificaciones también abarcan a las proteínas de fusión que comprenden a toda o a parte de la secuencia de 
aminoácidos de la FGE. Una persona con conocimiento en la industria estará familiarizada con métodos para 
predecir el efecto en una conformación proteínica de un cambio en la secuencia proteínica, y puede, por lo tanto, 
“diseñar” 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 proteínas pueden ser diseñadas desde 30 
cero. El método puede ser aplicado a una proteína conocida para variar solo una porción de la secuencia del 
polipéptido. Al aplicar los métodos computacionales de Dahiyat y Mayo, variaciones específicas del polipéptido de la 
FGE pueden ser propuestas y probadas para determinar si la variación retiene una conformación deseada. 
 
Las variaciones pueden incluir a polipéptidos de la FGE que son modificados específicamente para alterar una 35 
característica del polipéptido que no se relaciona a su actividad fisiológica. Por ejemplo, los residuos de cisteína 
pueden ser sustituidos o eliminados para prevenir enlaces de disulfuros no deseados. Asimismo, ciertos 
aminoácidos pueden ser cambiados para mejorar la expresión de un polipéptido de la FGE al eliminar la proteólisis 
de las proteasas en un sistema de expresión (por ejemplo, los residuos de aminoácidos dibásicos en los sistemas de 
expresión de la levadura en los cuales la actividad de las proteasas KEX2 está presente). 40 
 
Las mutaciones de un ácido nucleico que codifica a un polipéptido de la FGE conserva, preferiblemente, el marco de 
lectura de los aminoácidos de la secuencia codificadora, y preferiblemente no crea regiones en el ácido nucleico que 
posiblemente se hibridarán para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o circuitos, que podrían 
eliminar las expresiones de un polipéptido variante. 45 
 
Se pueden hacer mutaciones al seleccionar una sustitución de aminoácidos, o por medio de una mutagénesis 
aleatoria de un lugar seleccionado en un ácido nucleico que codifica al polipéptido. Los polipéptidos variantes son 
expresados y probados entonces para detectar una o más actividades para determinar qué mutación suministra una 
variación del polipéptido con las propiedades deseadas. Mutaciones adicionales pueden hacerse a variantes (o a 50 
polipéptidos de la FGE no variantes) que son silenciosos en lo que se refiere a la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido, pero que suministran codones preferidos para la interpretación en un anfitrión específico, o alteran la 
estructura del ARNm, por ejemplo, para mejorar la estabilidad y/o la expresión. Los codones preferidos para la 
interpretación de un ácido nucleico en, por ejemplo, la escherichia coli, las células de mamíferos, etcétera son bien 
conocidos por aquellas personas con un conocimiento normal en la industria. Otras mutaciones pueden ser hechas a 55 
las secuencias no calificadoras del gen de la FGE o al clon de la ADNc para mejorar la expresión del polipéptido. 
 
Una persona con conocimiento en la industria se da cuenta que sustituciones conservadoras de aminoácidos 
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 60 
FGE. Tal como se utiliza en este documento, una “sustitución conservadora de aminoácidos” se refiere a una 
sustitución de aminoácidos que no altera significativamente la estructura terciaria y/o la actividad del polipéptido. Las 
variantes pueden ser preparadas de acuerdo a métodos de alteración 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 (Clonación 65 
Molecular: un Manual de Laboratorio, J. Sambrook, et al., eds., 2ª edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
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Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology (Protocolos Actuales en Biología 
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 aminoácidos de la 
IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2. Sustituciones conservadoras de aminoácidos incluyen sustituciones 
hechas a aminoácidos 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, 5 
N; y (g) 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 función de los polipéptidos naturales de la FGE, están contempladas por el 
invento. Sustituciones conservadoras de aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de los polipéptidos de la FGE 10 
para producir variantes equivalentes funcionalmente de los polipéptidos de la FGE se realizan comúnmente por 
medio de la alteración de un ácido nucleico que codifica a los polipéptidos de la FGE (IDENTIFICACIONES 
SECUENCIALES NÚMEROS: 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 
aminoácidos pueden realizarse por medio de mutaciones dirigidas por PCR, mutagénesis dirigida por lugares de 15 
acuerdo al método de Kunkel (Kunkel, Proc. Not. Acad. Sci. Estados Unidos de América 82: 488-492, 1985), o por 
medio de síntesis química 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 expresión bacteriana o de un mamífero, introduciendo al vector en 
una célula anfitriona apropiada, expresando al polipéptido alterado de la FGE, y probando para detectar una 20 
capacidad funcional de los polipéptidos de la FGE tal como se presenta en este documento (por ejemplo, la actividad 
generadora de Cα-formilglicina, etc.). 
 
Aquellas personas con conocimiento en la industria podrán seguir fácilmente métodos conocidos para aislar los 
polipéptidos de la FGE. Estos incluyen, pero no se limitan a, inmuno - cromatografía, HPLC, cromatografía por 25 
medio de exclusión de tamaños, cromatografía por medio de intercambio de iones y cromatografía por medio de 
afinidad inmunológica. 
 
Los polipéptidos de la FGE preferiblemente son producidos recombinantemente, aunque aquellos polipéptidos 
podrían ser aislados de extractos biológicos. Polipéptidos de la FGE producidos recombinantemente incluyen a 30 
proteínas quiméricas que comprenden una fusión de una proteína de la FGE con otro polipéptido, por ejemplo, un 
polipéptido capaz de suministrar o mejorar los enlaces proteína-proteína, los enlaces de ácidos nucleicos de 
secuencias específicas (tales como GAL4), mejorar la estabilidad del polipéptido de la FGE bajo condiciones de 
ensayo, o suministrar una partícula eliminable, tal como la proteína verde fluorescente. Un polipéptido fusionado a 
un polipéptido o fragmento de la FGE. También pueden suministrar medios de detección fácil de la proteína de 35 
fusión, por ejemplo, por medio de reconocimiento inmunológico o por medio de marcación fluorescente. 
 
Un método para incrementar la actividad generadora de Cα-formilglicina en una célula involucra contactar a la célula 
con una molécula aislada de ácido nucleico del invento (por ejemplo, un ácido nucleico de la IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO 1), o uno de sus productos de expresión (por ejemplo, un péptido de la IDENTIFICACIÓN 40 
SECUENCIAL NÚMERO 2), en un monto efectivo para incrementar la actividad generadora de Cα-formilglicina en la 
célula. En secciones importantes, el método incluye activar el gen endógeno de la FGE para incrementar la actividad 
generadora de Cα-formilglicina en la célula. 
 
En cualquiera de las secciones anteriores, el ácido nucleico puede estar acoplado operativamente a una secuencia 45 
de expresión genética que dirige la expresión de la molécula de ácido nucleico dentro de una célula eucariota tal 
como una célula HT-1080. La “secuencia de expresión genética” es cualquier secuencia regulatoria de nucleótidos, 
tal como una secuencia promotora o una combinación promotora-mejoradora, que facilita la transcripción e 
interpretación eficientes del ácido nucleico con el cual está enlazado operativamente. La secuencia de expresión 
genética puede, por ejemplo, ser un promotor mamífero o viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Los 50 
promotores constitutivos mamíferos 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 α-actina y 
otros promotores constitutivos. Promotores virales de ejemplo que funcionan constitutivamente en células eucariotas 
incluyen, por ejemplo, promotores provenientes del virus símico, el virus de papiloma, el adenovirus, el virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH), el virus del sarcoma de Rous, el citomegalovirus, las repeticiones terminales largas 55 
(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 útiles como secuencias de expresión genética del invento 
también incluyen a promotores inducibles. Los promotores inducibles son activados en la presencia de un agente de 
inducción. Por ejemplo, el promotor de metalotioneína es activado para incrementar la transcripción e interpretación 60 
en la presencia de ciertos iones metálicos. Otros promotores inducibles son conocidos por aquellas personas con un 
conocimiento normal en la industria. 
 
En general, las secuencias de expresión genética deberán incluir, tal como fuese necesario, a secuencias de 5’ que 
no transcriben y de 5’ que no interpretan involucradas con la iniciación de la transcripción e interpretación, 65 
respectivamente, tales como una caja TATA, la secuencia de nivelación, la secuencia CAAT, y similares. 
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Especialmente, aquellas secuencias de 5’ que no transcriben incluirán una región promotora que incluye una 
secuencia promotora para el control de transcripción del ácido nucleico unido operativamente. Las secuencias de 
expresión genética incluyen opcionalmente a secuencias mejoradoras o secuencias activadoras corriente arriba tal 
como sea deseado. 
 5 
Preferiblemente, cualquiera de las moléculas de ácidos nucleicos de la FGEs aquí descritas es enlazada a una 
secuencia de expresión genética que permite la expresión de la molécula de ácido nucleico en una célula de un 
linaje celular específico, por ejemplo, una neurona. Una secuencia que permite la expresión de la molécula de ácido 
nucleico en una célula tal como una neurona, es una que es activa selectivamente en ese tipo celular, causando, por 
lo tanto, la expresión de la molécula de ácido nucleico en estas células. El promotor sinpsina-1, por ejemplo, puede 10 
ser utilizado para expresar a cualquiera de las moléculas ya mencionadas de ácido nucleico del invento en una 
neurona; y el promotor genético del factor von Willebrand, por ejemplo, puede ser utilizado para expresar una 
molécula de ácido nucleico en una célula endotelial vascular. Aquellas personas con conocimiento normal en la 
industria identificarán fácilmente a promotores alternativos que sean capaces de expresar una molécula de ácido 
nucleico en cualquiera de las células preferidas del invento. 15 
 
La secuencia de ácido nucleico y la secuencia de expresión genética, se dice que están “enlazadas operativamente” 
cuando están enlazadas covalentemente para colocar la transcripción y/o la interpretación de la secuencia que 
codifica al ácido nucleico (por ejemplo, en el caso de la FGE, IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 3) bajo la 
influencia o el control de la secuencia de expresión genética. Si fuese deseado que la secuencia del ácido nucleico 20 
sea interpretada a una proteína funcional, 2 secuencias de ADN se consideran como enlazadas operativamente si la 
inducción de una proteína en la secuencia de expresión genética de 5’ resulta en la transcripción de la secuencia de 
ácido nucleico y la naturaleza del enlace entre las 2 secuencias de ADN no (1) resulta en la inducción de una 
mutación de traslado de marco, (2) interfiere con la capacidad de la región promotora para dirigir la transcripción de 
la secuencia de ácido nucleico, y/o (3) interfiere con la capacidad de la transcripción correspondiente de ARN para 25 
ser interpretada a la proteína. Por lo tanto, una secuencia de expresión genética estaría enlazada operativamente a 
una secuencia de ácido nucleico si la secuencia de expresión genética fuese capaz de efectuar transcripciones de 
aquella secuencia de ácidos nucleicos para que la transcripción resultante pudiese ser interpretada en la proteína o 
polipéptido deseado. 
 30 
Las moléculas aquí descritas pueden ser entregadas a los tipos de células preferidas del invento individualmente o 
en combinación con un vector (refiérase a la sección anterior de vectores). En el sentido más amplio (y 
consistentemente con la descripción de la expresión y de los vectores de dirección 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 absorción de la molécula por una célula objetivo. Preferiblemente, los vectores de entrega 35 
transportan a la molécula a la célula objetivo con una degradación reducida en relación a la magnitud de la 
degradación que resultaría con la ausencia del vector. Opcionalmente, un “ligando de dirección” puede adherirse al 
vector para entregar selectivamente al vector a una célula que expresa en su superficie el receptor cognado para el 
ligando de dirección. De esta forma, el vector (que contiene un ácido nucleico o una proteína) puede ser entregado 
selectivamente a una neurona. Metodologías para dirigir incluyen comprobaciones, tales como aquellas descritas en 40 
la patente de Estados Unidos 5,391,723 otorgada a Priest. Otro ejemplo de un portador de dirección bien conocido 
es un liposoma. Los liposomas están comercialmente disponibles de Gibco BRL. Muchos métodos están publicados 
para elaborar liposomas dirigidos. 
 
En general, vectores útiles incluyen, pero no se limitan a, plásmidos, fagémidos, virus, otros vehículos derivados de 45 
fuentes virales o bacterianas que han sido manipulados por medio de la inserción o incorporación de las secuencias 
de ácidos nucleicos aquí descritas y fragmentos adicionales de ácidos nucleicos (por ejemplo, mejoradores, 
promotores) que pueden adherirse a la secuencia de ácidos nucleicos. Los vectores virales son el tipo preferido de 
vectores e incluyen, pero no se limitan a, secuencias de ácidos 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 50 
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 fácilmente otros vectores no 
nombrados pero que son conocidos en la industria. 
 55 
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 diseñado para que tenga una replicación deficiente. Tiene ventajas adicionales, tales como estabilidad de 
solventes calientes y lípidos, frecuencias de interpretación alta en células de diversos linajes, incluyendo células 
hematopoyéticas, y la falta de inhibición de súper - infección permitiendo, por lo tanto, series múltiples de 60 
transducciones. Se ha reportado que el virus asociado con el adeno puede integrarse al ADN celular humano en 
lugares específicos, por lo tanto, minimizando la posibilidad de una mutagénesis por inserciones y la variabilidad de 
la expresión genética insertada. Adicionalmente, infecciones del virus asociado con el adeno de tipo silvestre han 
sido seguidas en cultivos celulares por más de 100 pases en la ausencia de presión selectiva, implicando que la 
integración genómica del virus asociado con el adeno es un evento relativamente estable. El virus asociado con el 65 
adeno también puede funcionar en una forma extra cromosómica. 
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En general, otros vectores virales preferidos se basan en virus eucariotas no citopáticos en los cuales genes no 
esenciales han sido reemplazados con el gen de interés. Los virus no citopáticos incluyen retrovirus, que tienen una 
vida útil que involucra la transcripción en reversa del ARN viral genómico a ADN con una integración pro - viral 
subsiguiente en un ADN celular anfitrión. Los adenovirus y los retrovirus han sido aprobados para ensayos de 
terapia genética humana. En general, los retrovirus tienen una deficiencia de replicación (es decir, son capaces de 5 
dirigir la síntesis de las proteínas deseadas, pero no son capaces de fabricar una partícula infecciosa). Aquellos 
vectores de expresión retroviral genéticamente alterados tienen una utilidad general para la transducción de alta 
eficiencia en genes in vivo. Protocolos estándar para producir retrovirus con deficiencias de replicación (incluyendo 
los pasos de incorporación del material genético exógeno en un plásmido, la transfección de una célula de empaque 
alineada con plásmidos, la producción de retrovirus recombinantes por la línea celular de empaque, la recolección 10 
de partículas virales de medio de cultivo de tejidos, y la infección de las células de dirección con partículas virales) 
se suministran en Kriegler, M., "Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual" (“Transferencia y Expresión 
Genética. Un Manual de Laboratorio”), W.H. Freeman CO., Nueva York (1990) y Murry, E.J. Ed. "Methods in 
Molecular Biology" (“Métodos en Biología Molecular”) vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, Nueva Jersey (1991). 
 15 
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 (Circulación), 1992, 85:1110-1117. Vectores adicionales que son útiles 
para la entrega de moléculas son descritos en este documento también se describen en la patente de Estados 20 
Unidos número 5,674,722 de Mulligan, et. al.. 
 
Adicionalmente a los vectores ya mencionados, otros métodos de entrega podrían ser utilizados para entregar una 
molécula del invento a una célula tal como una neurona, al hígado, a fibroblastos y/o a una célula endotelial 
vascular, y facilitar de esa forma su absorción. 25 
 
Un método de entrega preferido del invento es un sistema de dispersión coloidal. Los sistemas de dispersión 
coloidales incluyen sistemas que se basan en lípidos 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 útiles como un vector de entrega in vivo o in vitro. Se ha demostrado que portadores 30 
unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vessels), que varían en tamaño desde 0.2-4.0 micrómetros pueden 
encapsular macromoléculas grandes. ARN ADN y viriones intactos pueden ser encapsulados dentro del interior 
acuoso y pueden ser entregados a células en una forma biológicamente activa (Fraley, et al., Trends (Tendencias) 
Biochem. Sci, 1981,6:77). Para qué un liposoma sea un vector de transferencia genética eficiente, una o más de las 
siguientes características deben estar presentes: (1) la encapsulación del gen de interés a una eficiencia alta con la 35 
retención de la actividad biológica; (2) enlaces preferenciales y sustanciales a una célula objetivo en comparación 
con las células que no son objetivo; (3) la entrega de los contenidos acuosos de la vesícula al citoplasma celular 
objetivo con una alta eficiencia; y (4) una expresión precisa y efectiva de la información genética. 
 
Los liposomas pueden ser dirigidos a un tejido específico, tal como el miocardio o la pared celular vascular, al 40 
acoplar al liposoma a un ligando específico tal como un anticuerpo monoclonal, azúcar, glicolípidos o proteínas. Los 
ligandos que pueden ser útiles para dirigir a un liposoma a la pared vascular incluyen, pero no se limitan a, la 
proteína de cobertura viral del virus de Sendai. Adicionalmente, el vector podría acoplarse a un péptido de dirección 
nuclear, que dirigirá al ácido nucleico al núcleo de la célula anfitriona. 
 45 
Los liposomas están disponibles comercialmente de Gibco BRL, por ejemplo, como LIPOFECTIN™ y 
LEPOFECTACE™, que son formados de lípidos catiónicos 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 50 
(Tendencias en Biotecnología), V. 3, p. 235-241 (1985). Liposomas nuevos para la entrega intracelular de 
macromoléculas, incluyendo ácidos nucleicos, también se describen en la aplicación internacional PCT número 
PCT/US96/07572 (publicación número WO 96/40060, titulada "Intracellular 
Delivery of Macromolecules" (“Entrega Intracelular de Macromoléculas”)). 
 55 
Agentes de compactación también pueden ser utilizados en combinación con un vector. Un “agente de 
compactación”, tal como se utiliza en este documento, se refiere a un agente, tal como la histona, que neutraliza a 
las cargas negativas en el ácido nucleico y, por lo tanto, permite la compactación del ácido nucleico en un gránulo 
fino. La compactación del ácido nucleico facilita la absorción del ácido nucleico por la célula objetivo. Los agentes de 
compactación pueden ser utilizados individualmente, es decir, para entregar un ácido nucleico aislado del invento en 60 
una forma que sea absorbida más eficientemente por la célula o, más preferiblemente, en combinación con uno o 
más de los vectores ya descritos. 
 
Otras composiciones de ejemplo que pueden ser utilizadas para facilitar la absorción por una célula objetivo de los 
ácidos nucleicos del invento incluyendo al fosfato de calcio y otros mediadores químicos de transporte intracelular, 65 
composiciones de microinyección, y electroporación. 
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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 ácidos 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 conversión de, 
el sustrato específico para la sulfatasa, comúnmente el resultado de un incremento en la formación de FGly en la 
molécula sulfatasa. En una sección, la célula expresa una sulfatasa a niveles más altos que aquellos de las células 5 
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 podría expresar a una sulfatasa endógena y/o 
exógena. Aquel contacto de la molécula de la FGE también se refiere a activar al gen de la FGE endógeno de la 
célula. En secciones importantes, la sulfatasa endógena 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-10 
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 mamíferos. 
 
Una composición farmacéutica podría ser suministrada. La composición puede comprender una sulfatasa activada 15 
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 más altos que las células normales / de control. 
 
La célula que produce sulfatasas puede comprender: (i) una sulfatasa con una actividad incrementada en 20 
comparación a un control, y (ii) una enzima generadora de Formilglicina con una actividad incrementada en 
comparación a un control, donde la tasa de la sulfatasa activa en comparación a la sulfatasa total producida por la 
célula es incrementada en por lo menos un 5% sobre la tasa de la sulfatasa activa en comparación a la sulfatasa 
producida por la célula en la ausencia de la enzima generadora de Formilglicina. Se conoce en la industria que la 
sobreexpresión de sulfatasas pueden reducir la actividad de las sulfatasas endógenas (Anson et al., Biochem. J., 25 
1993, 294:657-662). Además, sólo una fracción de las sulfatasas recombinantes es activa. Hemos descubierto, 
inesperadamente, que la actividad/expresión incrementada de la FGE en una célula con una actividad/expresión 
incrementada de sulfatasas resulta en la producción de una sulfatasa que es más 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 espectrometría de 30 
masa MALDI-TOF, tal como se describe en otras secciones de este documento. La tasa con las sulfatasas totales 
puede determinarse entonces fácilmente. 
 
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 múltiples, la 35 
mucopolisacaridosis II (MPS II; el síndrome de Hunter), la mucopolisacaridosis IIA (MPS IIA; el síndrome de 
Sanfilippo A), la mucopolisacaridosis VIII (MPS VIII), la mucopolisacaridosis IVA (MPS IVA; el síndrome de Morquio 
A), la mucopolisacaridosis VI (MPS VI; el síndrome de Maroteaux-Lamy), la leucodistrofia metacromática (MLD - 
Metachromatic Leukodystrophy), la condrodisplasia punctata recesiva vinculada al cromosoma X 1, y la ictiosis 
vinculada al cromosoma X (deficiencia de sulfatasas de esteroides). 40 
 
Puede realizarse el tratamiento agudo y profiláctico 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 
condición específica. El tratamiento profiláctico se refiere al tratamiento de sujetos que tienen el riesgo de tener la 
condición, pero que en ese momento no la tienen o no experimentan los síntomas de la condición. 45 
 
En su sentido más amplio, los términos “tratamiento” o “tratar” se refieren a los tratamientos agudos y profilácticos. Si 
el sujeto tiene la necesidad del tratamiento o está experimentando una condición (o ha o está teniendo una 
condición específica), entonces tratar la condición se refiere a aliviar, reducir o eliminar la condición de uno o más 
síntomas que surjan de la condición. En algunas secciones importantes, tratar la condición se refiere a aliviar, 50 
reducir o eliminar un síntoma específico o un subconjunto específico de síntomas asociados con la condición. Si el 
sujeto tiene la necesidad del tratamiento es una persona que tiene el riesgo de tener una condición, entonces tratar 
al sujeto se refiere a reducir el riesgo de que el sujeto tenga la condición. 
 
La modalidad de administración y la dosis de un agente terapéutico del invento variará con la etapa específica de la 55 
condición que se está tratando, la edad y la condición física del sujeto que está siendo tratado, la duración del 
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existiese), la ruta específica de administración, 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 60 
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 fenotípico favorable en una condición específica tal como una reducción, 
un alivio o una eliminación de un síntoma o de una condición completa. 
 65 
En general, un monto efectivo es aquel monto de una preparación farmacéutica que individualmente, o junto con 
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otras dosis, produce la respuesta deseada. Esto podría involucrar solamente desacelerar temporalmente el progreso 
de la condición, aunque más preferiblemente, involucra detener el progreso de la condición permanentemente o 
retrasar la ocurrencia de o evitar que ocurra la condición. Esto puede ser monitoreado por métodos rutinarios. 
Generalmente, las dosis de compuestos activos variarían de entre alrededor de 0.01 miligramos/kilogramo por día a 
1000 mg/kilogramos por día. Se espera que las dosis que varían desde 50 µg-500 µg/kilogramo sean adecuadas, 5 
preferiblemente oralmente y con una o varias administraciones diariamente. 
 
Aquellos montos dependerán, desde luego, de la condición específica que se está tratando, la gravedad de la 
condición, los parámetros individuales del paciente incluyendo su edad, su condición física, su tamaño y su peso, la 
duración del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si existiese), la ruta específica de administración y 10 
factores similares dentro del conocimiento y experiencia especializada del proveedor de salud. Dosis más bajas 
resultarán de ciertas formas de administración, tales como una administración intravenosa. En el caso de que una 
respuesta del sujeto sea insuficiente con las dosis iniciales aplicadas, dosis más altas (o dosis efectivamente más 
altas por medio de una ruta de entrega diferente más localizada) podrían utilizarse dependiendo de la magnitud 
permitida por la tolerancia del paciente. Varias dosis diarias están contempladas para lograr niveles sistémicos 15 
apropiados de los compuestos. Es preferible, generalmente, que una dosis máxima sea utilizada, es decir, la dosis 
segura más alta de acuerdo a un juicio médico sólido. Se entenderá por aquellas personas con conocimiento en la 
industria, sin embargo, que un paciente podría insistir en una dosis más baja o una dosis tolerable por razones 
médicas, razones psicológicas o virtualmente cualquier otra razón. 
 20 
Los agentes pueden ser combinados, opcionalmente, con un portador farmacéuticamente aceptable para formar una 
preparación farmacéutica. 
 
El término “portador farmacéuticamente aceptable” tal como se utilizan este documento significa una o más 
sustancias de relleno, de dilución o de encapsulamiento que sean adecuadas para su administración a un humano. 25 
 
El término “portador” denota un ingrediente orgánico o inorgánico, natural o sintético, con el cual el ingrediente activo 
es combinado para facilitar su aplicación. Los componentes de las composiciones farmacéuticas también son 
capaces de ser combinadas con las moléculas de este invento, y entre sí, en una forma para que no exista una 
interacción que deshabilite sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. En algunos aspectos, las 30 
preparaciones farmacéuticas comprenden un agente en un monto efectivo para tratar una enfermedad. 
 
Las preparaciones farmacéuticas podrían contener agentes adecuados de amortiguación, incluyendo: al ácido 
acético en una sal; al ácido cítrico en una sal; al ácido bórico en una sal; o al ácido fosfórico en una sal. Las 
composiciones farmacéuticas también podrían contener, opcionalmente, conservadores adecuados, tal como: el 35 
cloruro de bezalconio; el clorobutanol; el parabeno o el timerosal.  
 
Está disponible una variedad de rutas de administración. La modalidad particular seleccionada dependerá, desde 
luego, del medicamento específico seleccionado, de la gravedad de la condición que se está tratando y de la dosis 
requerida para una eficacia terapéutica. 40 
 
Los métodos de tratamiento, hablando en general, pueden practicarse utilizando cualquier modalidad de 
administración que sea médicamente aceptable, refiriéndose a cualquier modalidad que produzca niveles efectivos 
de los compuestos activos sin causar efectos colaterales adversos clínicamente inaceptables. 
 45 
Aquellas modalidades de administración incluyen las rutas orales, rectales, tópicas, nasales, intradérmicas, 
transdérmicas, o parenterales. El término “parenteral” incluyen rutas subcutáneas, 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 migraña pueden formularse en una variedad de formas 50 
diferentes y para una variedad de modalidades de administración incluyendo a tabletas, cápsulas, 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. 55 
 
Todos los métodos incluyen el paso de asociar al agente activo con un portador que constituye uno o más 
ingredientes tipo accesorio. En general, las composiciones son preparadas al asociar uniformemente e íntimamente 
al compuesto activo con un portador líquido, un portador sólido dividido finamente, o ambos, y entonces, si fuese 
necesario, darle forma al producto. 60 
 
Las composiciones adecuadas para la administración oral pueden presentarse en forma de unidades discretas, tales 
como cápsulas, tabletas, pastillas, cada una conteniendo un monto predeterminado de un compuesto activo. Otras 
composiciones incluyen suspensiones en líquidos acuosos o líquidos no acuosos tales como un jarabe, un elixir o 
una emulsión. 65 
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Composiciones adecuadas para la administración parenteral comprenden convenientemente una preparación 
acuosa estéril de un agente del invento, que es preferiblemente isotónico a la sangre del recipiente. 
 
Esta preparación acuosa puede ser formulada de acuerdo a métodos conocidos utilizando agentes de dispersión o 
humectantes adecuados y agentes de suspensión. La preparación inyectable estéril también puede ser una solución 5 
o suspensión inyectable estéril en un diluyente o solventes aceptables que no sean tóxicos, por ejemplo, una 
solución en diol de 1,3-butano. 
 
Entre los portadores y solventes aceptables que pueden ser utilizados se encuentran el agua, la solución de Ringer, 
y una solución isotónica de cloruro de sodio. Adicionalmente, aceites estériles y fijos son utilizados 10 
convencionalmente como medios solventes o de suspensión. Con este fin, cualquier aceite fijo blando puede ser 
utilizado incluyéndolos tipo mono- o di-. Adicionalmente, ácidos grasos tales como el ácido oleico pueden ser 
utilizados en la preparación de inyectables. 
 
Formulaciones adecuadas para administraciones orales, subcutáneas, intravenosas, intramusculares, etcétera 15 
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 Cα-formilglicina en una célula. El método 
involucra contactar a la célula con una molécula aislada de ácidos nucleicos del invento (por ejemplo, un ácido 20 
nucleico de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 1), o uno de sus productos de expresión (por ejemplo, un 
péptido de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2), en un monto efectivo para incrementar la actividad 
generadora de Cα-formilglicina en la célula. En secciones importantes, el método involucra la activación del gen 
endógeno de la FGE para incrementar la actividad generadora de Cα-formilglicina en la célula. En algunas 
secciones, el contacto es localizado bajo condiciones que permiten la entrada de una molécula del invento a la 25 
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 ácido nucleico aislado tiene el objetivo de describir la entrada del ácido nucleico 
a través de la membrana celular y en el núcleo de la célula, donde el “transgén de ácido nucleico” puede utilizar la 30 
maquinaria celular para producir polipéptidos funcionales codificados por el ácido nucleico. El término “transgén de 
ácido nucleico” tiene el propósito de describir a todos los ácidos nucleicos del invento, con o sin vectores asociados. 
Para un polipéptido, tiene el propósito de describir la entrada del polipéptido a través de la membrana celular y 
adentro del citoplasma celular, y si fuese necesario, la utilización de la maquinaria citoplásmica celular para 
modificar funcionalmente al polipéptido (por ejemplo, a una forma activa). 35 
 
Varias técnicas pueden ser utilizadas para introducir ácidos nucleicos a las células, dependiendo de si los ácidos 
nucleicos son introducidos in vitro o in vivo en un anfitrión. Aquellas técnicas incluyen la transfección de 
precipitaciones del ácido nucleico- CaPO4, la transfección de ácidos nucleicos asociados con la DEAE, la 
transfección con un retrovirus incluyendo al ácido nucleico de interés, la transfección mediada por liposomas, y 40 
similares. 
 
Para ciertos usos, es preferible dirigir al ácido nucleico a células específicas. En aquellas instancias, un vehículo 
utilizado para la entrega de un ácido nucleico del invento a una célula (por ejemplo, un retrovirus, u otro virus; un 
liposoma) puede tener una molécula de dirección adherida a este.  45 
 
Por ejemplo, una molécula tal como un anticuerpo específico a una proteína 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 ácido nucleico. 
 50 
Por ejemplo, en los casos en los que se utilizan a liposomas para entregar a los ácidos nucleicos del invento, 
proteínas que se enlazan a una proteína de la superficie de la membrana con endocitosis podría incorporarse a la 
formulación de un liposoma para dirigir y/o facilitar la absorción. 
 
Aquellas proteínas incluyen a proteínas cápside o sus fragmentos trópicos para un tipo celular específico, 55 
anticuerpos para proteínas que experimentan una internalización en ciclos, proteínas que apuntan a una localización 
intracelular y que mejoran la vida media intracelular, y similares. Los sistemas de entrega polimérica también han 
sido exitosos para entregar a ácidos nucleicos a células, tal como es conocido por aquellas personas con 
conocimiento en la industria. Aquellos sistemas incluso permiten una entrega oral de ácidos nucleicos. 
 60 
Tal como se describió anteriormente, este invento permite la provisión de una célula productora de sulfatasas donde 
la tasa de sulfatasas activas en comparación a las sulfatasas producidas (es decir, la actividad específica) por la 
célula es incrementada. 
 
La célula puede comprender: (i) una sulfatasa con una expresión incrementada, y (ii) una enzima generadora de 65 
formilglicina con una expresión incrementada, donde la tasa de la sulfatasas activas en comparación 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 
comparación de las sulfatasas totales producidas por la célula en la ausencia de la enzima generadora de 
formilglicina. 
 
Una “sulfatasa con una expresión incrementada”, tal como se utiliza en este documento, comúnmente se refiere a 5 
una expresión incrementada de una sulfatasa y/o su polipéptido codificado en comparación a un control. 
 
La expresión incrementada se refiere a incrementar (es decir, en una magnitud detectable) la replicación, la 
transcripción y/o la interpretación de cualquiera de los ácidos nucleicos de sulfatasas (los ácidos nucleicos de 
sulfatasas tal como son descritos en otras secciones de este documento), puesto que la regulación-incremento de 10 
cualquiera de estos procesos resulta en un incremento de concentración/monto del polipéptido codificado por el gen 
(ácido nucleico). Esto puede lograrse utilizando a varios métodos conocidos en la industria, también descritos en 
otras secciones de este documento, tal como la transfección de una célula con una ADNc y/o un ADN genómico de 
una sulfatasa que abarca el locus de la sulfatasa, activar el gen endógeno de la sulfatasa al colocar, por ejemplo, un 
elemento promotor fuerte corriente arriba del locus genómico del gen endógeno de la sulfatasa utilizando una 15 
recombinación homóloga (refiérase, por ejemplo, a la tecnología de activación genética descrita en detalle en las 
patentes de Estados Unidos números 5,733,761,6,270,989, y 6,565,844), etcétera. Un control típico sería una célula 
idéntica transfectada con un plásmido o varios plásmidos vectores. Mejorar (o incrementar) la actividad de la 
sulfatasas también se refiere a prevenir o inhibir la degradación de las sulfatasas (por ejemplo, por medio de una 
ubiquitinación incrementada), regulación-reducción, etcétera, resultando, por ejemplo, en una molécula ty2 sulfatasa 20 
incrementada o estable (vida media) cuando se compara con un control. La regulación-reducción o expresión 
reducida se refiere a la expresión reducida de un gen y/o su polipéptido codificado. La regulación-incremento o 
regulación-reducción de la expresión genética puede determinarse directamente al detectar un incremento o una 
reducción, respectivamente, en el nivel de ARNm para el gen (por ejemplo, una sulfatasa), o el nivel de expresión 
proteínica del polipéptido que codifica al gen, utilizando cualquier medio adecuado conocido en la industria, tal como 25 
la hibridación de ácidos nucleicos o métodos para la detección de anticuerpos, respectivamente, en comparación 
con los controles. La regulación-incremento o la regulación-reducción de la expresión 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 expresión incrementada”, tal como se utiliza en este 30 
documento, se refiere, comúnmente, a una expresión incrementada de un ácido nucleico de la FGE y/o su 
polipéptido codificado en comparación con un control. La expresión incrementada se refiere a incrementar (es decir, 
en una magnitud detectable) la replicación, la transcripción y/o la interpretación de cualquiera de los ácidos nucleicos 
de la FGE (tal como se describe en otras secciones de este documento), puesto que la regulación-incremento de 
cualquiera de estos procesos resulta en incrementar la concentración/monto del polipéptido codificado por el gen 35 
(ácido 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 comparación 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 40 
la tasa de sulfatasas activas en comparación 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 
administración a un sujeto en necesidad de aquel tratamiento de una sulfatasa en un monto efectivo para tratar la 45 
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 específica de las sulfatasas. Tal como se describió en otras 
secciones de este documento, la “actividad específica” se refiere a la tasa de las sulfatasas activas en comparación 
a las sulfatasas totales producidas. El término “contactado” tal como se utiliza en este documento, se refiere a la 
FGE que modifica post - interpretación a las sulfatasa stal como se describe en otras secciones de este documento. 50 
Sería aparente para una persona con conocimiento normal en la industria que la FGE puede contactar a una 
sulfatasa y modificarla si los ácidos nucleicos que codifican a la FGE y una sulfatasa están 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 55 
sulfatasa ocurra in vitro antes de la administración de la sulfatasa al sujeto. Este método mejorado de tratamiento es 
beneficioso a un sujeto puesto que montos más pequeños de la sulfatasa necesitan administrarse, con menor 
frecuencia, puesto que la sulfatasa tiene una actividad específica superior. 
 
El invento será mejor y más entendido haciendo referencia a los siguientes ejemplos que no deben ser considerados 60 
como limitantes de la cobertura del invento. (Si cualquier ejemplo o cualquiera de sus partes no están dentro del 
enfoque de las reivindicaciones estos son proveídos para propósitos informativos). 
 
Ejemplos  
 65 
Ejemplo 1:  
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La deficiencia de sulfatasas múltiples es causada por mutaciones en los genes que codifican a la enzima generadora 
de Ca-formilglicina 
 
Procedimientos Experimentales  
 5 
Materiales y Métodos  
 
Ensayo in vitro para la FGE 
 
 10 
Para monitorear la actividad de las FGEs, el péptido P23 23mer N-acetilado y C-amidada 
(MTDFYVPVSLCTPSRAALLTGRS) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 33) fue utilizado como sustrato. La 
conversión del residuo de cisteína en la posición 11 de la FGly fue monitoreada por medio de una espectrometría de 
masa MALDI-TOF. Se preparó una solución de almacenamiento de 6 µM de P23 en un 30% de acetonitrilo y 0.1 por 
ciento de ácido trifluoroacético (TFA - trifluoroacetic acid). Bajo condiciones estándar se incubaron 6 pmol de P23 a 15 
37 °C con hasta 10 µl de enzimas en un volumen final de 30 µl de 50 mM de Tris/HCl, pH 9.0, que contenían 67 mM 
de NaCl, 15 mM de CaCl2, 2 mM de DTT, y 0.33 mg/ml de albúmina sérica bovina. Para detener a la reacción 
enzimática se agregaron 1.5 microlitros de un 10% de TFA. Se enlazó entonces al P23 al ZipTip C18 (Millipore), se 
enjuagó con un 0.1 por ciento de TFA y se colocó en 3 µl de un 50% de acetonitrilo, 0.1 por ciento de TFA. 0.5 
microlitros del eluído se mezcló con 0.5 microlitros de la solución matriz (5 µg/mililitros de ácido a-ciano-4-hidroxi-20 
cinámico (Bruker Daltonics, Billerica, MA) en un 50% de acetonitrilo, 0.1 por ciento de TFA) en un objetivo de acero 
inoxidable. Se realizó una espectrometría de masa MALDI-TOF con un Reflex III (Bruker Daltonics) utilizando una 
modalidad de reflectrón y energía láser justo por encima del límite de desorción/ionización. Todos los espectros 
fueron promedios de 200-300 imágenes de varios lugares del objetivo. El eje de masa fue calibrado utilizando 
péptidos de masas moleculares que variaban desde 1000 a 3000 Da como estándares externos. El MH+ 25 
monoisotópico 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. 
 
Purificación de la FGE proveniente de testículos bovi nos 30 
 
Se obtuvieron testículos 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 alfarería. Se 
realizó la preparación de los microsomas brutos (RM - rough microsomes) por medio de un fraccionamiento celular 
de la homogeneización obtenida tal como fue descrito (Meyer et al., J. Biol. Chem., 2000, 275:14550-14557) con las 35 
siguientes modificaciones. 3 pasos diferenciales de centrifugación, 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 última precipitación, las membranas RM fueron 
sedimentadas (125 mg, rotor Ti45, 45 minutos, 4 °C), homogeneizadas usando un motor de alfarería y divididas en 
capas en un colchón de sacarosa (50 mM de Hepes, pH 7.6, 50mM de KAc, 6 mM de MgAc2, 1 mM de EDTA, 1.3 M 
de sacarosa, 5 mM β-mercaptoetanol). Los RMs fueron recuperados del pellet después de rotar durante 210 minutos 40 
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 Enzimológicos)., 1983, 96:84-93), se obtuvieron de 1 kg de tejido de 
testículos. El reticuloplasma, es decir, el contenido luminoso del RM, fue obtenido por medio de extracción 
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 purificación de la FGE, se dializaron 95 ml de reticuloplasma durante 45 
20 horas a 4 °C en contra de 20mM de Tris/HCl, pH 8.0, 2.5 mM de DTT, y se despejaron por medio de 
centrifugación 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 contenían a la actividad FGE, eluyéndose a 50-165 mM de NaCl, de 3 ejecuciones fueron agrupadas 50 
(42 ml) y mezcladas con 2 ml de concanavalina A-sefarosa (Amersham Biosciences) que se habían lavado con 50 
mM de amortiguador Hepes, pH 7.4, que contenía 0.5 M de KCl, 1mM de MgCl2, 1 mM de MnCl2, 1 mM de CaCl2, y 
2.5 mM de DTT. Después de una incubación 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 eluído al incubar a la 
columna durante una hora a la temperatura del cuarto con 6 ml de 0.5 M de a-metilmanósido en 50 mM de Hepes, 55 
pH 7.4, 2.5 mM de DTT. La elución fue repetida con 4 ml del mismo eluyente. Los eluídos combinados (10 ml) 
provenientes de concanavalina A-Sefarosa fueron ajustados a un pH de 8.0 con 0.5 M de Tris/HCl, pH 9.0, y 
mezclados con 2 ml de Affigel 10 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) que se derivó con 10 mg de péptidos 
mezclados (PVSLPTRSCAALLTGR) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 34) y lavada con el amortiguador 
A (50mM de Hepes, pH 8.0, que contenía 0.15 M de acetato de potasio, 0.125 M de sacarosa, 1 mM de MgCl2, y 2.5 60 
mM de DTT). Después de una incubación durante 3 horas a 4 °C la matriz de afinidad fue recolectada en una 
columna. El flujo y una fracción de lavado con 4 ml del amortiguador a fueron recolectados, combinados y 
mezclados con 2 ml de Affigel 10 que había sido sustituido con 10 mg del péptido Ser69 (PVSLSTPSRAALLTGR) 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 35) y lavado con el amortiguador a punto después de su incubación 
durante la noche a 4 °C, la matriz de afinidad fue recolectada en una columna, lavada 3 veces con 6 ml del 65 
amortiguador B (el amortiguador a que contenía 2 M de NaCl y una mezcla de los 20 aminoácidos proteinogénicos, 
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cada uno 50 mg/mililitro). El material enlazado fue eluído 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 contenía 25 mM del péptido Ser69. Una porción del 
eluído fue sustituida con 1 mg/mililitro de albúmina sérica bovina, dializadas en contra del amortiguador A y 
analizada para detectar su actividad. La parte restante de la actividad (11.8 mililitros) se concentró en un 
concentrador Vivaspin 500 (Vivascience AG, Hannover, Alemania), y se solubilizó a 95 °C en un amortiguador de 5 
muestra de Laemmli SDS. La composición de polipéptidos del material y de las preparaciones de inicio obtenidas 
después de los pasos de cromatografía fue monitoreada por medio de SDSPAGE (15% de acrilamida, 0.16 por 
ciento de bisacrilamida) y manchadas con SYPRO Ruby (Bio-Rad Laboratories). 
 
Identificación de la FGE por medio de espectrometría  de masa 10 
 
Para un análisis de huellas peptídicas, 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 
espectrometría de masa MALDI-TOF utilizando ácido dihidrobenzóico como matriz y 2 péptidos autolíticos de 
tripsina (m/z 842.51 y 2211.10) como estándares internos. Para el conjunto un análisis de espectrometría de masa 15 
seleccionó péptidos para una espectrometría de masa de decaimiento post-fuente MALDI-TOF. Sus iones 
correspondientes cargados doblemente fueron aislados y fragmentados por medio de una espectrometría de masa 
de trampa iónica nano-ESI fuera de línea. Los datos de las espectrometrías de masa fueron utilizados por el 
algoritmo de búsqueda Mascot (Mascota) para una identificación proteínica en la base de datos de proteínas NCBInr 
y la base de datos de nucleótidos NCBI EST. 20 
 
Informática biológica 
 
Los péptidos de señalización y los lugares de división fueron descritos con el método de von Heijne (von Heijne, 
Nucleic Acids (ácidos nucleicos) Res., 1986, 14:4683-90) implementados en EMBOSS (Rice et al., Trends in 25 
Genetics (tendencias en genética), 2000, 16:276-277). Lugares de N-glicosilación 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 (versión 7.8) (Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Ácidos 
Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322). Para buscar a homólogos de la FGE, las bases de datos del National Center for 
Biotechnology Information (Centro Nacional para Información Biotecnológica) (Wheeler et al., Nucleic Acids (Ácidos 30 
Nucleicos) Res., 2002, 20:13-16) fueron consultados con BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) 
Res., 1997, 25:3389-3402). Las similitudes secuenciales fueron calculadas utilizando herramientas estándar de 
EMBOSS. La organización y la ubicación de los lugares genómicos se determinaron utilizando los recursos 
genómicos de humanos y de ratones de NCBI y el mapa de homología de humanos-ratones también conforman a 
NCBI, Bethesda, MD). 35 
 
Clonación de ADNc de la FGE humana 
 
ARN completo, preparado de fibroblastos humanos utilizando el mini botiquín RNEASY™ (Qiagen, Inc., Valencia, 
CA) fue transcrito en forma reversa utilizando el botiquín OMNISCRIPT RT™ (Qiagen, Inc., Valencia, CA) y un 40 
cebador de oligo(dT) o el cebador específico de la FGE 1199nc (CCAATGTAGGTCAGACACG) (IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO: 36). La primera cepa de ADNc fue amplificada por medio de PCR utilizando al cebador 
delantero 1c (ACATGGCCCGCGGGAC) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 37) y, como cebador en 
reversa, a 1199nc o a 1182nc (CGACTGCTCCTTGGACTGG), (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 38). 
Los productos PCR fueron clonados directamente al vector pCR4-TOPO™ (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). 45 
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 NÚMEROS: 1 y 3). 
 
Detección de mutación, secuencia genómica, mutagéne sis dirigida a lugares y análisis de Northern blot 50 
 
Protocolos estándar utilizados en este estudio fueron esencialmente como se describen en Lübke 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 región codificadora y una sonda de ADNc β-actuadora como un control para 
cargar al ARN. 55 
 
Líneas celulares y cultivo celular 
 
Los fibroblastos de los pacientes de MSD 1-6 fueron obtenidos de E. Christenson (Rigshospitalet Copenhague), M. 
Beck (Universitätskinderklinik Mainz), A. Kohlschütter (Universitätskrankenhaus Eppendorf, Hamburgo), E. 60 
Zammarchi (Meyer Hospital, University of Florence), K. Harzer (Institut fUr Himforschung, Universität Tübingen), 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 CO2 en el medio Eagle (águila) modificado de Dulbecco que 
contenía un 10% de suero fetal de becerro. 
 65 
Transfección, inmunofluorescencia indirecta, anális is de Western blots y detección 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 marcación 3’ HA-, c-Myc o RGS-
His6, seguido por un codón de parada y un lugar HindIII, por medio de un PCR de alargamiento utilizando una 
polimerasa Pfu (Stratagene, La Jolla, CA) y los siguientes cebadores: GGAATTCGGGACAACATGGCTGCG (EcoRI) 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 39), CCCAAGCTTATGC 
GTAGTCAGGCACATCATACGGATAGTCCATGGTGGGCAGGC(HA) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 5 
40), CCCAAGCTTACAGGTCTTCTTCAGAAATCAGCTTITGTTCGTCCATGGTGGGCAG GC (c-Myc) 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 41), CCCAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATC 
CTCTGTCCATGGTGGGCAGGC (RGS-His6) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 42). Los productos 
resultantes de PCR fueron clonados como fragmentos de EcoRI/HindIII a pMPSVEH (Artelt et al., Gene, 1988, 
68:213-219). Los plásmidos obtenidos fueron transfectados transitoriamente a células HT-1080, BHK21 y CHO 10 
cultivadas en fundas cobertores, utilizando EFFECTENE™ (Qiagen) como un reactivo de transfección. 48 horas 
después de la transfección, las células fueron analizadas por medio de inmunofluorescencia indirecta tal como se 
describió previamente (Lübke 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 proteína marcadora 15 
del retículo endoplásmico, la proteína disulfuro-isomerasa (PDI) fue detectada con un anticuerpo monoclonal de un 
subtipo diferente (IgG2A, Stressgen Biotech., Victoria BC, Canadá). Los anticuerpos primarios fueron detectados con 
anticuerpos secundarios de cabra de isotipos específicos acoplados a CY2 o CY3, respectivamente (Molecular 
Probes, Inc., Eugene, OR). Imágenes de inmunofluorescencia fueron obtenidos en un microscopio de detección 
láser Leica TCS Sp2 AOBS. Para un análisis de Western blots los mismos anticuerpos monoclonales y un IgG anti 20 
ratón conjugado con HRP como un anticuerpo secundario fueron utilizados. Para la determinación de la actividad 
FGE, se lavaron a células tripnizadas con una solución salina amortiguada con fosfato que contenía una mezcla de 
inhibidores de proteasas (208 µM de hidrocloruro de fluoruro de sulfonilo de 4-(2- aminoetil)benceno, 0.16 µM de 
aprotinina, 4.2 µM de leupeptina, 7.2 µM de bestatina, 3 µM de peptastina A, 2.8 µM de E-64), solo utilizado en 10 
mM de Tris, pH 8.0, que contenía 2.5 mM de DTT, los inhibidores de proteasas y 1% de Tritón X-100, y se despejó 25 
por medio de centrifugación a 125 mg durante una hora. El sobrenadante fue expuesto a cromatografía 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 
agrupación original antes de su determinación de la actividad FGE con el péptido P23. 
 30 
Transducción retroviral 
 
Los ADNcs 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 transfección de las células ecotrópicas FNX-Eco 
(ATCC, Manassas, VA) y la transducción de las células anfotrópicas RETROPACK™ PT67 (BD Biosciences 35 
Clontech) y los fibroblastos humanos se realizó tal como fue descrito (Lübke 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 determinación de las actividades de la sulfatasas. 
 
Ensayos de sulfatasas 40 
 
La actividad de ASA, STS y GalNAc6S fue terminada tal como se describió en Rommerskirch y von Figura, Proc. 
Natl. Acad. Sci., Estados Unidos de América, 1992, 89:2561-2565; Glössl y Kresse, Clin. Chim. Acta, 1978, 88:111-
119. 
 45 
Resultados  
 
Un ensayo rápido 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 50 
sustratos a fragmentos [35S] ASA sintetizados in vivo. Los fragmentos fueron agregados a la mezcla del ensayo 
como complejos de cadenas emergentes asociadas con ribosomas. La cuantificación del producto incluyó la 
digestión crítica, la separación de los péptidos por medio de RP-HPLC y la identificación y cuantificación del FGly 
etiquetado como [35S] que contiene a péptidos trípticos por medio de una combinación de una derivación química a 
hidrazonas, la separación RP-HPLC y un recuento de centelleo líquido (Fey et al., J. Biol. Cliem., 2001, 276:47021-55 
47028). Para monitorear la actividad de la enzima durante su purificación, este procedimiento complicado necesitó 
ser modificado. Un péptido 16mer sintético correspondiente a los residuos ASA 75-80 y que contenía el motivo 
secuencial requerido para la formación de FGly inhibió a la actividad FGE en el ensayo in vitro. Esto sugirió que 
péptidos tales como ASA65-80 podrían servir como sustratos para FGE. Sintetizamos al 23mer péptido P23 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 33), que corresponde a los residuos ASA 60-80 con un residuo de 60 
metionina N-acetilada y de serina C-amidada para proteger a las terminales N y C, respectivamente. La cisteína y la 
FGly que contenía formas de P23 pudieron ser identificadas y cuantificadas por una espectrometría de masa del 
tiempo de fuga de la desorción/ionización láser asistida por una matriz (MALDI-TOF - matrixassisted laser 
desorption/ionisation time of flight). La presencia del residuo de FGly en la posición 11 del P23 fue verificada por 
medio de una espectrofotometría de masa de post-decaimiento de la fuente MALDI-TOF (refiérase a Peng et al., J. 65 
Mass Spec., 2003, 38:80-86). La incubación de P23 con extractos de microsomas de páncreas bovinos o testículos 
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bovinos tuvo una conversión de hasta el 95% del péptido a un derivado que contenía a FGly (figura 1). Bajo 
condiciones estándar, la reacción fue proporcional al monto de enzimas y al tiempo de incubación. Alrededor del 
50% de sustrato fue consumido y el período de incubación no excedió las 24 horas. El km para P23 fue de 13 nM. 
Los efectos del glutatión oxidado, el Ca2+ 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, 5 
276:47021-47028). 
 
Purificación de las FGEs 
 
Para purificación de la FGE, la fracción soluble (el reticuloplasma) de microsomas de testículos bovinos sirvió como 10 
el material inicial. La actividad específica de la FGE fue de 10-20 veces más alta que aquella en el retículo-plasma 
de microsomas de páncreas bovinos (Fey et al., J. Biol. Chem., 2001, 276:47021-47028). La purificación de la FGE 
se logró por medio de una combinación de 4 pasos de cromatografía. Los primeros 2 pasos fueron la cromatografía 
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 eluyó a 50-165 mM de NaCl con una recuperación del 60-90%. Cuando esta fracción fue 15 
mezclada con concanavalina A-Sefarosa, la FGE fue enlazada. Del 30-40% de la actividad inicial pudo ser eluida 
con 0.5 M de manósido de a-metilo. Los 2 pasos de purificación finales fueron una cromatografía en derivaciones de 
matrices de afinidad con los péptidos 16mer. La primera matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una variación 
del péptido ASA65-80, en la cual los residuos Cys69, Pro71 y Arg73, críticos para la formación de FGly, fueron 
mezclados (péptido mezclado PVSLPTRSCAALLTGR -IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 34). Éste 20 
péptido no inhibió la actividad FGE cuando se agregó a una concentración de 10 mM en el ensayo in vitro y, cuando 
fue inmovilizado a Affigel 10, no retuvo la actividad de la FGE. Cromatografía en la matriz de afinidad del péptido 
mezclado removió las proteínas de enlace del péptido incluyendo a las personas del retículo endoplásmico. La 2ª 
matriz de afinidad fue Affigel 10 sustituida con una variación del péptido ASA65-80, en el cual el Cys69 fue 
reemplazado por una serina (péptido de Ser69 PVSLSTPSRAALLTGR- IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 25 
35). La matriz de afinidad del péptido Ser69 enlazo eficientemente a la FGE. La actividad FGE pudo ser eluída con 
2M de KSCN o 25 mM del péptido Ser69 con una recuperación del 20-40%. Antes de la determinación de la 
actividad el KSCN o el péptido Ser69 tuvo que ser removido por medio de diálisis. La sustitución de Cys69 por serina 
fue crucial para la elución 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 eluídos con sales caotrópicas 30 
(KSCN, MgCl2), péptidos (el péptido ASA65-80 o Ser69) o amortiguadores con un pH bajo o alto. En la figura 2, se 
muestra el patrón de los polipéptidos del material de inicio y de las fracciones activas obtenido después de los 4 
pasos de cromatografía de una purificación típica. En la fracción final del 5% de la actividad FGE de inicio y el 
0.0006 por ciento de la proteína de inicio fueron recuperadas (una purificación de 8333 veces). 
 35 
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 preparación purificada de la FGE fueron sujetos a un análisis de huellas 
peptídicas. El espectro de masa de los péptidos trípticos de los 2 polipéptidos obtenidos por medio de una 
espectrometría de masa MALDI-TOF fueron superpuestos en una gran magnitud, sugiriendo que las 2 proteínas se 40 
originan del mismo gen. Entre los péptidos trípticos de ambos polipéptidos (2 péptidos abundantes MH+ 1580.73, 
SQNTPDSSASNLGFR (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 43), y MH+ 2049.91, 
MVPIPAGVFTMGTDDPQIK -IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 44 con 2 oscilaciones de metionina) 
fueron encontrados, que coincidieron con la proteína codificada por una ADNc con la cuenta del GenBank (Banco 
Genético) número AK075459 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 4). La secuencia de aminoácidos de los 2 45 
péptidos fue confirmada por el espectro post-decaimiento de la fuente MALDI-TOF y por medio de un análisis 
MS/MS utilizando una espectrometría de masa de una trampa iónica de ionización por medio de un nano-electro 
aerosol (ESI - electrospray ionisation). Una secuencia EST del ortólogo 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 información 
secuencial adicional para la FGE bovina. 50 
 
Conservación evolucionaria y estructura del dominio  de la FGE 
 
El gen para la FGE humana es codificada por la ADNc de (las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NÚMEROS: 1 
y/o 3) y ubicada en el cromosoma 3p26. Se expande por ~105 kb y la secuencia codificadora es distribuida por 9 55 
exones. 3 ortólogos del gen de la FGE humana se encontraron en el ratón (87% de identidad), en la Drosophilia 
melanogaster (48% de identidad), y en la Anopheles gambiae (47% identidad). Las secuencias de EST ortólogas se 
encuentran para 8 especies adicionales incluyendo a la vaca, al cerdo, al Xenopus laevis, al Silurana tropicalis, a la 
cebra, al pez, al salmón 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 60 
que está ubicado dentro de la región sintética en el cromosoma humano 3p26. Los genomas de S. cerevisiae y de C. 
elegans no tienen los homólogos de la FGE. En procariotas 12 homólogos de la FGE humana fueron encontrados. 
La ADNc para la FGE humana se pronostica que codifica a una proteína de 374 residuos (la figura 3 y la 
IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2). La proteína contiene una secuencia divisible de señalización de 33 
residuos, que indica la translocación de la FGE en el retículo endoplásmico, y contiene un solo lugar de N- 65 
glicosilación en Asn141. Los enlaces de la FGE a la concanavalina A sugieren que este lugar de N-glicosilación es 
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utilizado. Los residuos 87-367 de la FGE están listados en la base de datos de motivos proteínicos PFAM como un 
dominio de una función desconocida (PFAM: DUF323). Un análisis de comparación secuencial de la FGE humana y 
sus ortólogos procariotas identificados en las bases de datos indican que este dominio es compuesto de 3 sub - 
dominios diferentes. 
 5 
Es un dominio de la terminal de N (los residuos 91-154 en la FGE humana) tiene una identificación secuencial del 
46% y una similitud del 79% dentro de los 4 ortólogos de la FGE eucariota conocidos. En la FGE humana, este 
dominio porta el lugar de N- glicosilación en el Asn 141, que es conservado en otros ortólogos. La parte media de la 
FGE (los residuos 179-308 en la FGE humana) es representada por un sub - dominio rico en triptófano (12 
triptófanos por 129 residuos). La identidad de los ortólogos procariotas dentro de este sub - dominio es el 57%, la 10 
similitud es del 82%. El sub - dominio de la terminal C (residuos 327-366 en laFGE humana) es la secuencia más 
altamente conservada dentro de la familia de las FGEs. La identidad secuencial del sub - dominio de la terminal C 
humana con los ortólogos 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 cisteína son conservados completamente. 3 de 
las cisteínas también son conservadas en los ortólogos FGE procariotas. Los 12 miembros procariotas de la familia 15 
de la FGEs (para detalles refiérase al ejemplo 2) comparten la estructura del sub - dominio con FGEs procariotas. 
Los límites entre los 3 sub - dominios son más 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 sí. Los genomas de 
humanos y de ratones codifican 2 homólogos que se relacionan de cerca a la FGE (IDENTIFICACIONES 
SECUENCIALES NÚMEROS: 43 y 44, cuenta del GenBank (Banco Genético) número NM_015411, en el hombre, y 20 
las IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NÚMEROS: 45 y 46, cuenta del GenBank (Banco Genético) número 
AK076022, en el ratón). Los 2 parálogos son 86% idénticos. Sus genes están ubicados en regiones sintéticas 
cromosómicas (7q11 en humanos, 5G1 en ratones). Los 2 parálogos comparten con los ortólogos de la FGE la 
estructura del sub - dominio y son 35% idénticos y tienen un 47% de similitud a la FGE humana. En el 3er sub - 
dominio, que es 100% idéntico en ambos homólogos, falta la cisteína que contiene a una secuencia de un oligómero 25 
de 11 subunidades (undecamer) del sub - dominio 3. 
 
Expresión, localización sub - celular y formas molec ulares 
 
Una sola transcripción de 2.1 kb es detectable por el análisis de Northern blot del ARN total de los fibroblastos de la 30 
piel y de poli A+ ARN del corazón, del cerebro, de la placenta, de los pulmones, del hígado, del músculo esquelético, 
del riñón y del páncreas. En relación al ARN de β-actina la abundancia varía por una orden de magnitud y es más 
alta en el páncreas y en el riñón y más baja en el cerebro. Varias líneas celulares procariotas o que expresan 
transitoriamente a la ADNc de la FGE humana o de derivados de la FGE extendidos en la terminal C por una 
marcación HA-, Myc- o His6 fueron puestos en ensayos para detectar su actividad FGE y su localización sub - 35 
celular de la FGE. La expresión transitoria de la FGE marcada y no marcada incrementó la actividad de la FGE en 
unas 1.6-3.9 veces. La expresión estable de la FGE en las células PT67 incrementó la actividad de la FGE en 
alrededor de 100 veces. La detección de la forma marcada de la FGE por una inmunofluorescencia indirecta en 
células BHK 21, CHO, y HT1080 mostró una co - localización de varias formas de la FGE marcadas con isomerasas 
de proteindisulfuro, una proteína luminosa del retículo endoplásmico. Un análisis de Western blot de los extractos de 40 
las células BHK 21 transfectadas transitoriamente con la ADNc que codifica a formas marcadas de la FGE mostró 
una sola banda inmuno - reactiva con un tamaño aparente entre los 42 y los 44 kDa. 
 
El gen de la FGE porta mutaciones en MSD 
 45 
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 genómico (tabla 1). 
 50 

Tabla 1: mutaciones en pacientes de MSD 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

E10182644
31-03-2016ES 2 566 641 T3

 



 25

 
 
El primer paciente fue heterocigótico para una sustitución 1076C>A convirtiendo al codón para la serina de 159 en 
codón de parada (S359X) y una mutación que causa la eliminación de los 25 residuos 149-173 que son codificados 
por el exón 3 y separan al primero y al 2º dominio de la proteína. Las secuencias genómicas revelaron una 5 
eliminación de los nucleótidos +5-8 del 3er intrón (IVS3+5-8 del) destruyendo, por lo tanto, el sitio de empalme del 
donante del intrón 3. El 2º paciente fue heterocigótico para la mutación que causa la pérdida del exón 3 (IVS3+5-8 
del) y una sustitución 979C>T, vertiendo al codón para arginina 327 en un codón de parada (R327X). La FGE 
truncada codificada por el alelo 979C>T no tiene la mayoría del sub - dominio 3. El 3er paciente fue homocigótico 
para una sustitución 1045C>T que reemplaza a la arginina conservada 349 en el sub - dominio 3 por el triptófano 10 
(R349W). El 4º paciente fue heterocigótico para 2 mutaciones de sentido erróneo reemplazando los residuos 
conservados en el dominio de la FGE: una sustitución 1046>T que reemplaza a la arginina 349 por glutamina 
(R349Q) y una sustitución 1006T>C que reemplaza a la cisteína 336 por arginina (C336R). El 5º paciente fue 
heterocigótico para una sustitución 836 C>T reemplazando a la alanina conservada 279 por valina (A279V). La 2ª 
mutación es una sola eliminación de nucleótidos (243delC) cambiando la secuencia después de la prolina 81 y 15 
causando una interrupción de la interpretación después del residuo sito 39. El 6º paciente fue heterocigótico para la 
eliminación de un solo nucleótido (661delG) cambiando la secuencia de aminoácidos después del residuo 220 e 
introduciendo un codón de parada después del residuo 266. La 2ª mutación es una mutación del lugar del empalme 
del aceptador del intrón 6 (IVS6-1G>A) causando una eliminación en el marco del exón 7 que codifica a los residuos 
281-318. En el 7º paciente la misma sustitución 1045C>T fue encontrada tal como en el 3er paciente. 20 
Adicionalmente, detectamos 2 polimorfismos en la región de codificación de 18 alelos de la FGE de los controles y 
de los pacientes con MSD. Un 22% por toda una sustitución 188G>A, reemplazando a la serina 63 por asparagina 
(S63N) y el 28% una sustitución silenciosa 1116C>T. 
 
Interpretación de los fibroblastos de MSD con la ADN c de la FGE mutante y de tipo silvestre 25 
 
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 inserción de la ADNc. Para monitorear la complementación del defecto 
metabólico de la actividad de ASA, de la sulfatasa esteroide (STS - steroid sulfatase) y de la 6-sulfatasa N-30 
acetilgalactosamina (GalNAc6S - N-acetylgalactosamine 6-sulfatase) fueron medidas en los fibroblastos 
transdúcidos antes o después de la selección. La transducción de la FGE de tipo silvestre restauró parcialmente la 
actividad catalítica de las 3 sulfatasas en 2 líneas celulares de MSD (tabla 2) y para STS en una 3ª línea celular de 
MSD. Debe tomarse en cuenta que para ASA y GalNAc6S la restauración fue únicamente parcial después de la 
selección de los fibroblastos reaccionando a un 20-50% de su actividad normal. Para STS, se descubrió que la 35 
actividad fue restaurada a los niveles de los fibroblastos de control después de la selección. La selección incrementó 
la actividad de ASA y de STS por un 50 a 80% lo cual es compatible con la observación mencionada anteriormente 
de que un 15 a 50% de los fibroblastos se vuelven transducidos (Lübke 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 40 
transducción de la ADNc de la FGE que porta a la mutación IVS3+5-8del no pudo restaurar las actividades de la 
sulfatasas (tabla 2). 
 
Tabla 2: Complementación de los fibroblastos de MSD por medio de una transducción de la ADNc de la FGE 

de tipo silvestre o mutante 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Mutación  Efecto en la Proteína  Observa ciones  Paciente  
1076C>A S359X Truncamiento de 16 residuos de la terminal C 1* 
IVS3+5-8 del Eliminación de los residuos 

149-173 
Eliminación en el marco del exón 3 1,2 

979C>T R327X Pérdida del sub - dominio 3 2 
1045C>T R349W Sustitución de un residuo conservado en el sub - 

dominio 3 
3.7 

1046G>A R349Q Sustitución de un residuo conservado en el sub - 
dominio 3 

4 

1006T>C C336R Sustitución de un residuo conservado en el sub - 
dominio 3 

4 

836C>T A279V Sustitución de un residuo conservado en el sub - 
dominio 2 

5 

243delC Cambio de marco y 
truncamiento 

Pérdida de todos los 3 sub - dominios 5 

661delG Cambio de marco y 
truncamiento 

Pérdida de la terminal C de la FGE incluyendo a 
sub - dominio 3 

6** 

IVS6-1G>A Eliminación de los residuos 
281-318 

Eliminación en el marco del exón 7 5 

*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. 
**El 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. 

Fibroblastos  Inserción 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 
control 

 58 ± 11 66 ± 31 828 ± 426 

1 los valores dan una tasa de entre ASA (mU/miligramos de proteína celular), STS (µU/miligramos de proteína 
celular), GalNAc6S (µU/mg de proteína celular) y aquella de β-hexosaminidasa (U/mg de proteína celular). Para 
los fibroblastos de control la media y la variación de las líneas celulares 6-11 está dada. En los casos en que se 
indica, el rango de 2 cultivos traducidos en paralelo es dado para los fibroblastos de MSD.  
▪ El número de fibroblastos de MSD se refiere a aquel del paciente en la tabla 1. 
+ Determinación de la actividad previo a la selección. 
++ Determinación de la actividad después de la selección. 
n.d.: No fue determinado 
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Debate 
 
La FGE es una glicoproteína altamente conservada del  retículo endoplásmico 
 
La purificación de la FGE de testículos bovinos produjo 2 polipéptidos de 39.5 y 41.5 kDa que se originaron del 5 
mismo gen. La expresión de 3 versiones marcadas diferentemente de la FGE en 3 diferentes líneas celulares 
eucariotas como una sola forma sugiere que una de las 2 formas observadas en la preparación purificada de la FGE 
proveniente de testículos bovinos pudo haber sido generada por una proteólisis limitada durante la purificación. La 
sustitución de Cys69 en el péptido ASA65-80 por la serina fue crítico para la purificación de la FGE por medio de 
cromatografía de afinidad. La FGE tiene una secuencia de señalización divisible que media la translocación a lo 10 
largo de la membrana del retículo endoplásmico. La mayor parte de la proteína madura (275 residuos de 340) define 
un dominio único, el cual muy posiblemente está compuesto de 3 sub - dominios (refiérase al ejemplo 2), puesto que 
ninguno de los 3 homólogos de los dominios existe en proteínas con una función conocida. El reconocimiento del 
motivo linear de la modificación de la FGly en polipéptidos de sulfatasas recientemente sintetizados (Dierks et al., 
EMBO J., 1999, 18:2084-2091) podría ser la función de un sub - dominio de la FGE. El dominio catalítico podría 15 
catalizar la formación de la FGly en algunas formas. Se ha propuesto que los electrones abstractos de la FGE del 
grupo tiol de la cisteína y los transfiere a un aceptador. El tioaldehído resultante se hidrolisaría espontáneamente a 
la FGly y H2S (Schmidt, B., et al., Cell (célula), 1995, 82:271-278).  Alternamente, la FGE podría actuar como una 
oxigenasa de función mixta (monoxigenasa) introduciendo un átomo de O2 a la cisteína y el otro en H2O con la 
ayuda de un electrón donante tal como el FADH2. El resultado del hidrato de tioaldehído derivado de la cisteína 20 
fraccionaria espontáneamente a FGly and H2S. Experimentos preliminares con una preparación de la FGE 
parcialmente purificada mostraron una dependencia crítica de la formación de FGly en el oxígeno molecular. Esto 
sugeriría que la FGE actúa como una oxigenasa de función múltiple. La conservación particular alta del sub - 
dominio 3 y la presencia de 3 residuos conservados de cisteína allí presentes hacen a este sub - dominio un posible 
candidato para el lugar catalítico. Será interesante ver si los elementos estructurales que median el reconocimiento 25 
del motivo FGly y los enlaces de un aceptador de electrones o de un donante de electrones tienen una correlación 
con la estructura del dominio de la FGE. 
 
La FGE recombinante está ubicada en el retículo endoplásmico, que es compatible con el lugar propuesto de su 
acción. Los residuos de FGly son generados en sulfatasas recientemente sintetizadas durante el transcurso o un 30 
poquito después de su translocación al retículo endoplásmico (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 sí no contiene una señal de 
retención de ER del tipo KDEL. Su retención en el retículo endoplásmico podría, por lo tanto, ser mediada por la 
interacción con otras proteínas ER. Componentes de la maquinaria de translocación/ N- glicosilación son candidatos 
atractivos para aquellos compañeros de interacción. 35 
 
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 podría 
interactuar con otros componentes, y defectos en los genes que la codifican y podrían causar igualmente a la MSD. 40 
En 7 pacientes con MSD, encontramos, en efecto, 10 mutaciones diferentes en el gen de la FGE. Todas las 
mutaciones tenían efectos severos en la proteína FGE al reemplazar residuos altamente conservados en el sub - 
dominio 3 (3 mutaciones) o en el sub - dominio 2 (una mutación) o mitaciones de la terminal C de varias longitudes 
(4 mutaciones) o grandes eliminaciones adentro del marco (2 mutaciones). Para las líneas celulares de MSD y en 
una de las mutaciones de MSD se demostró que la transducción del tipo silvestre, pero no de la ADNc de la FGE 45 
mutante, restauró parcialmente las actividades de la sulfatasas. Esto identifica claramente al gen de la FGE como el 
lugar de mutación y la naturaleza causante de la enfermedad de la mutación. MSD es clínicamente y 
bioquímicamente heterogénea. Se ha diferenciado una forma rara neonatal que se presenta en el nacimiento y 
desarrolla una hidrocefalia, una forma común que parece inicialmente una leucodistrofia metacromática infantil y 
subsiguientemente se desarrollaron características similares a la ictiosis y a la mucopolisacaridosis, y una forma leve 50 
menos frecuente en la cual las características clínicas de una mucopolisacaridosis. Bioquímicamente, es 
característico que una actividad residual de sulfatasas puede detectarse, que para la mayoría 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 líneas celulares de MSD la 
actividad de sulfatasas seleccionadas pueden alcanzar un rango normal (Yutaka et al., Clin. Genet., 1981, 20:296-55 
303). Además, se ha reportado que la actividad residual es sujeto a variaciones dependiendo de las condiciones de 
los cultivos celulares y de factores desconocidos. Bioquímicamente, 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 podría alcanzar valores de hasta 50-
100% del control. Todos los pacientes que se reportaron aquí caen en el grupo I excepto el paciente 5, que cae en el 60 
grupo II (actividad ASB en el rango del control) del fenotipo bioquímico. Basándose en los criterios clínicos, 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 fenotípica sugiere que las diferentes mutaciones en los pacientes MSD son asociadas con 65 
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 eliminación en el marco del exón 3 elimina completamente a la actividad de las 
FGEs. Esta caracterización de las mutaciones en la MSD, de las propiedades bioquímicas de la FGE mutante y el 
contenido residual de FGly en la sulfatasas utilizando un método de espectrometría de masa altamente sensible que 
ha sido desarrollado recientemente (Peng et al., J. Mass Spec., 2003, 38:80-86) suministrará un mejor entendimiento 
de la correlación entre el genotipo-fenotipo en la MSD. 5 
 
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 10 
 
Información biológica 
 
Los péptidos de señalización y los lugares de división fueron descritos con el método de von Heijne (Nucleic Acids 
(Ácidos Nucleicos) Res., 1986, 14:4683) implementado en EMBOSS (Rice et al., Trends in Genetics (Tendencias en 15 
Genética), 2000, 16:276-277), y el método de Nielsen et al. (Protein Engineering (Ingeniería de Proteínas), 1997, 
10:1-6). Los lugares de N-glicosilación 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 (Versión 7.8) 20 
(Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322). Las secuencias de la siembra PFAM 
DUF323 fueron obtenidas de TrEMBL (Bairoch, A. and Apweiler, R., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) Res., 2000, 
28:45-48). Múltiples alineaciones y construcciones de árboles filogenéticos fueron realizadas con Clustal W 
(Thompson, J., et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) Res., 1994, 22:4673-4680). Para la computación de los 
árboles filogenéticos, se excluyeron las posiciones de vacíos y múltiples sustituciones fueron corregidas. La 25 
construcción de los árboles fue realizada para obtener resultados significativos. Los árboles 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 homólogos de la FGE, las bases de datos NR, NT and EST del National Center for Biotechnology 30 
Information (NCBI-Centro Nacional de Información Biotecnológica) (Wheeler et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) 
Res., 2002, 20:13-16), fueron consultadas con BLAST (Altschul et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) Res., 1997, 
25:3389-3402). Para las secuencias proteínicas, la búsqueda fue realizada utilizando el Psi-Blast convergente 
iterativo contrastándolo con la versión actual de la base de datos NR usando un corte de valor esperado de 10-40, y 
los parámetros predeterminados. La convergencia fue alcanzada después de 5 iteraciones. Para las secuencias de 35 
los nucleótidos, la búsqueda fue realizada con Psi-TBlastn: usando NR y la secuencia proteínica 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 nucleótidos NT y EST. 
Para ambos pasos, se utilizó un corte de valor esperado de 10-20. 
 40 
Una predicción de estructura secundaria proteínica fue realizada utilizando Psipred (Jones, D., J Mol Biol., 1999, 
292:1950-202; McGuffin, L., et al., Bioinformatics (informática biológica), 2000, 16:404-405). 
 
Puntajes similares de los dominios de alineaciones fueron computados utilizando el algoritmo cons de EMBOSS con 
parámetros predeterminados. Las alineaciones meta fueron generadas al alinear secuencias de consenso de los 45 
grupos de la familia de la FGE. La organización y localización del locus genómico fueron determinadas utilizando los 
recursos de genoma humanos y de ratones de NCBI en NCBI (Bethesda, MD) y la localización de humano-ratón-rata 
de Softberry (Mount Kisco, NY). Las secuencias de genoma bacteriano fueron descargadas del servidor NCBI-FTP. 
La anotación genómica microbiana de NCBI fue utilizada para obtener una visión general del locus genómico de los 
genes bacterianos de la FGE. 50 
 
Resultados y Debate  
 
Características y motivos básicos de la FGE humana y  sus proteínas relacionadas 
 55 
El gen de la FGE humana (IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NÚMEROS: 1, 3) codifica a la proteína de la FGE 
(IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 2) que se pronostica que tiene 374 residuos. Una señal de división 
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 están 
divididos después de la translocación de ER. Sin embargo, con el algoritmo de Nielsen et al. (Protein Engineering 60 
(Ingeniería de Proteínas), 1997, 10:1-6), la división de la frecuencia de señalización es pronosticada después del 
residuo 34. La proteína tiene un solo lugar potencial de N-glicosilación en Asn 141. 
 
Una búsqueda con la secuencia proteínica de la FGE en contraste con la base de datos de motivos proteínicos de 
PFAM (Sonnhammer et al., Nucleic Acids (Ácidos Nucleicos) Res., 1998, 26:320-322) reveló que los residuos 87-65 
367 de la FGE humana pueden clasificarse como el dominio proteínico DUF323 (“dominio de una función 
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desconocida”, PF03781) con un valor esperado altamente significativo de 7:9.10-114. La semilla PFAM que define a 
DUF323 consiste de 25 secuencias proteínicas, de las cuales la mayoría son proteínas hipotéticas derivadas de 
datos de secuenciación. Para analizar la relación entre la FGE humana y DUF323, se realizó una alineación múltiple 
de la FGEs con las secuencias de la semilla DUF323. Basándose en esto, un árbol filogenético fue construido y 
completado. 4 de las secuencias hipotéticas (TrEMBL-IDs Q9CK12, Q9I761, 094632 y Q9Y405) tuvieron una 5 
divergencia tan fuerte de los otros miembros de la siembra que evitaron una construcción exitosa y tuvieron que ser 
removidas del conjunto. La figura 2 muestra el árbol construido mostrando la relación entre la FGE humana y las 21 
proteínas de semillas restantes de DUF323. El árbol puede ser utilizado para subdividir a los miembros de la 
siembra en 2 categorías: homólogos relacionados muy de cerca con la FGE humana y el resto, los genes menos 
relacionados. 10 
 
Las 7 proteínas superiores tienen una distancia filogenética de entre 0.41 y 0.73 a la FGE humana. Contienen un 
solo dominio, DUF323. La homología dentro de este grupo se extiende sobre toda la secuencia de aminoácidos, la 
mayor parte de la cual consiste del dominio DUF323. El dominio DUF323 es fuertemente conservado dentro de este 
grupo de homólogos, mientras que las otras 15 proteínas de la siembra son menos relacionadas a la FGE humana 15 
(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 (sección cf. “Sub - dominios de la FGE y mutaciones del gen de la 
FGE”). La mayoría de estas 15 proteínas son hipotéticas, 6 de ellas han sido investigadas más. Una de ellas, una 
quinasa de serina/treonina (TrEMBL:O84147) 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 20 
(TrEMBL: Q9ALV8) y la Pseudomonas sp.(TrEMBL: 052577) codifican a la proteína NirV, un gen co- transcrito con la 
reductasa de nitrito que contienen cobre nirK (Jain, R. y Shapleigh, J., Microbiology (Microbiología), 2001, 147:2505-
2515). CarC (TrEMBL: Q9XB56) es una oxigenasa involucrada en la síntesis de un antibiótico P- lactámico de la E. 
carotovora (McGowan, S., et al., Mol Microbial (Microbiana), 1996, 22:415-426; Khaleeli N, T. C., y Busby RW, 
Biochemistry (Bioquímica), 2000, 39:8666-8673). XylR (TrEMBL: 031397) y BH0900 (TrEMBL: Q9KEF2) son 25 
proteínas mejoradoras de enlaces involucradas en la regulación de la utilización de la pentosa (Rodionov, D., et al., 
FEMS Microbiol Lett., 2001, 205:305-314) en la bacillaceae y la clostridiaceae. La comparación de la FGE y del 
DUF323 conllevó al establecimiento de un umbral homológico diferenciador de la familia de las FGEs de los 
homólogos distantes que contienen DUF323 con funciones diferentes. Estos incluyen una quinasa de serina/treonina 
y XylR, un mejorador de transcripciones, así como la FGE, una enzima generadora de FGly y CarC, una oxigenasa. 30 
Tal como se mencionó en otras secciones de este documento, la FGE podría ejercer además su función calificadora 
de cisteína como una oxigenasa, sugiriendo que los miembros de la FGE y los no miembros de la FGE de las 
semillas DUF323 podrían compartir una función de oxigenasa. 
 
Homólogos de la FGE 35 
 
La presencia de los homólogos relacionados de cerca a la FGE humana en las semillas DUF323 nos orientaron para 
buscar homólogos de la FGE humana en la base de datos NR de NCBI (Wheeler et al., Nucleic Acids (Ácidos 
Nucleicos) Res., 2002, 20:13-16). El umbral de la búsqueda fue escogido de tal forma que todos los 6 homólogos 
presentes en la siembra de DUF323 y otros homólogos con una relación muy cercana fueron obtenidos sin encontrar 40 
los otros miembros de la siembra. Esta búsqueda conllevó a la identificación de 3 ortólogos de la FGE en eucariotas, 
12 ortólogos en procariotas y 2 parálogos en el hombre y en el ratón (tabla 3). 
 
 

Tabla 3: La familia genética de la FGEs en eucariot as y procariotas 45 
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Nótese que la secuencia de ratón GI 22122361 es pronosticada en el Gen Bank (Banco Genético) para codificar una 
proteína de 284 aa, aunque la secuencia de la ADNc NM 145937 codifica a una proteína de 372 residuos. Este 
pronóstico erróneo se basa en la omisión del primer exón del gen de la FGE de ratones. Todas las secuencias 
encontradas en la base de datos de NR son de eucariotas o procariotas de más alto nivel. Los homólogos de la FGE 
no fueron detectados en las arqueobacterias o las plantas. Búsquedas con umbrales aún más bajos en genomas 35 
completamente secuenciados de las C. elegans y S. cerevisiae y las bases de datos ORF relacionadas no revelaron 
ningún homólogo. Una búsqueda en las secuencias eucariotas de la base de datos de nucleótidos NT y EST 
conllevó a la identificación de 8 ESTs ortólogos adicionales de la FGE con fragmentos secuenciales de ADNc de 
terminal de 3’ que muestran un nivel más alto de concentración en el nivel proteínico que no están listados en la 
base de datos NR. Estas secuencias no abarcan toda la parte calificadora de las ARNms y todas son de eucariotas 40 
más elevadas (tabla 4). 
 

Tabla 4: Fragmentos EST ortólogos de la FGE en eucari otas 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 

Alineaciones y construcciones múltiples de un árbol filogenético (utilizando ClustalW) de las secuencias 
codificadoras de la base de datos NR permitieron la definición de 4 subgrupos de homólogos: ortólogos eucariotas 
(FGEs humanos, de ratón, de mosquito y de mosca de frutas), parálogos eucariotas (parálogos de la FGE de 
humanos y de ratones), ortólogos procariotas relacionados de cerca a la FGE (Streptomyces y Corynebacterium) y 60 
otros ortólogos procariotas (Caulobacter, Pseudomonas, Mycobacterium, Prochlorococcus, Mesorhizobium, 
Sinorhizobium, Novosphingobium, Ralstonia, Burkholderia, y Microscilla). Los ortólogos eucariotas muestran una 
identidad general en contraste con las FGE humanas de un 87% (ratón), un 48% (mosca de fruta) y un 47% (el 
anofeles). Aunque los ortólogos de la FGE se encuentran en procariotas y en eucariotas de más alto nivel, estas no 
están presentes en los genomas completamente secuenciados de eucariotas de más bajo nivel situados 65 
genéticamente entre el S. cerevisiae y D. melanogaster. Adicionalmente, los homólogos de la FGE están ausentes 

IDENTIFICACIONES 
SECUENCIALES NÚMEROS: 

NA, AA [GI] 

ESPECIES LONGITUD 
[AA] 

SUBGRUPO 

1/3, 2 Homo sapiens 374 E1 
49, 50 [22122361] Mus musculus 372f E1 
51, 52 [20130397] Drosophila melanogaster 336 E1 
53, 54 [21289310] Anopheles gambiae 290 E1 
47, 48 [26344956] Mus musculus 308 E2 
45, 46 [24308053] Homo sapiens 301 E2 
55, 56 [21225812] Streptomyces coelicolor A3(2) 314 P1 
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 

Ht37Rv 
299 P2 

GI- identificador proteínico del GenBank (Banco Genético protein identifier) 
NA- ácido nucleico (nucleic acid) AA – aminoácidos 
E1 - ortólogos eucariotas  E2 – parálogos eucariotas 
P1 - ortólogos procariotas relacionados de cerca    P2 - otros ortólogos procariotas 
f- secuencia proteínica pronosticada erróneamente en el GenBank (Banco Genético) 

IDENTIFICACIONES SECUENCIALES NÚMEROS: NA [GB]  ESPECIES 
80 [CA379852] Oncorhynchus mykiss 
81 [AI721440] Danio rerio 
82 [BJ505402] Oryzias latipes 
83 [BJ054666] Xenopus laevis 
84 [AL892419] Silurana tropicalis 
85 [CA064079] Salmo salar 
86 [BF189614] Sus scrofa 
87 [AV609121] Bos taurus 

GB - acceso al GenBank (Banco Genético) número; NA - ácido nucleico (nucleic acid) 
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en los genomas completamente secuenciados del E. Colli y del pez globo. 
 
Tal como se mencionó en otras secciones de este documento, los parálogos 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. 5 
 
Sub - dominios de la FGE 
 
Los miembros de la familia genética de las FGEs tienen 3 partes/dominios altamente conservados (tal como se 
describió en otras secciones de este documento). Adicionalmente a las 2 secuencias no conservadas que separan a 10 
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 están separadas por partes 
no conservadas de longitudes que varían. La longitud de la parte que separa a los dominios 1 y 2 varía de entre 22 y 
29 residuos y aquella que separa a los dominios 2 y 3 de entre 7 a 38 aminoácidos. Las partes no conservadas de 
las terminales N y C muestran una variación que es aún más grande en longitud (la terminal N: 0-90 AA, la terminal 15 
C: 0-28 AA). La secuencia para el gen de la FGE de Ralstonia metallidurans está probablemente incompleta puesto 
que le falta el primer sub - dominio. 
 
Para verificar la factibilidad de definir los sub - dominios de DUF323, realizamos un pronóstico de la estructura 
secundaria de la proteína de la FGE humana usando Psipred. La señal hidrofóbica de ER (los residuos 1-33) se 20 
pronostica que contiene estructuras tipo hélice que conforman el pronóstico de señalización del algoritmo von-
Heijne. La región no conservada de la terminal N (aa 34-89) y la región de separación entre los sub - dominios 2 y 3 
(aa 308-327) contienen secciones enrolladas. La región separadora de los sub - dominios 1 y 2 contiene un rollo. La 
hélice α en los aa 65/66 tiene una seguridad baja de pronóstico y es probablemente un artefacto de pronóstico. Los 
bordes de los sub - dominios están situados dentro de rollos y no interrumpen a las hélices α ni a las hebras β. El 25 
primer sub - dominio está hecho de varias hebras β y una hélice α, el 2º sub - dominio contiene 2 hebras β y 4 
hélices α. El 3er sub - dominio tiene una región de hélices α flanqueada por una lámina al inicio y al final del sub - 
dominio. En resumen, la estructura secundaria concuerda con la estructura y sub - dominios propuestos puesto que 
los límites de los sub - dominios están ubicados dentro de rollos y los sub - dominios contienen a los elementos 
estructurales de hélices α y hebras β. 30 
 
Debe tomarse en cuenta que ninguno de los sub - dominios existe como un módulo 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 3er sub - dominio mostrando la homología más alta (tabla 5). Este sub - dominio 
muestra además la homología más fuerte a lo largo de los subgrupos. 35 
 

Tabla 5: Fomología (similitud porcentual) de los su b - dominios de la familia de la FGEs 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 

El primer sub - dominio de la familia de las FGEs muestra la homología más débil a lo largo de los subgrupos. En los 
ortólogos eucariotas porta al sitio de N- glicosilación: 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 50 
homólogo al Asn 120 del D. melanogaster. Sin embargo, un cambio de los nucleótidos crearía un lugar de N-
glicosilación en el Asn 130 del anofeles. Por lo tanto, la secuencia que abarca al residuo 130 necesita ser 
secuenciada nuevamente. El 2º sub - dominio rico en triptófanos con 12 Trp en 129 residuos de la FGE humana. 10 
de los cuales están conservados en la familia de las FGEs. 
 55 
La alta conservación del sub - dominio 3: sub - dominio 3 entre los ortólogos eucariotas son 100% similares y 90% 
idénticos. La importancia del 3er sub - dominio para la función de la proteína es resaltada por la observación 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 están ubicadas en las secuencias que 
codifican a los 40 residuos del sub - dominio 3. Los residuos contienen 4 cisteína as, 3 de las cuales están 60 
conservadas entre los ortólogos procariotas y eucariotas. Los 2 parálogos eucariotas muestran la homología más 
baja de los otros miembros de la familia de la FGEs, por ejemplo, no tienen 2 de las 3 cisteínas conservadas del sub 
- dominio 3. Las características conservadas entre las secuencias de sub - dominio 3 de los ortólogos y de los 
parálogos son el motivo inicial RVXXGG(A)S (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 79), un heptámetro que 
contiene 3 argininas (los residuos 19-25 de la secuencia de consenso del sub - dominio) y el motivo GFR terminal. 65 
Una comparación con el dominio DUF323 de las 15 secuencias de siembra que no son homólogos cercanos de la 

Subfamilia Miembros Sub - dominio 
  1 2 3 

E1 4 79 82 100 
E2 2 90 94 100 
P1 2 70 79 95 
P2 10 59 79 80 

E1 - ortólogos eucariotas; E2 – parálogos eucariotas 
P1 - ortólogos procariotas relacionados de cerca; P2 - otros ortólogos procariotas 
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FGE, muestra diferencias secuenciales marcadas: las 15 secuencias de siembra tienen un primero y un 2º sub - 
dominio menos conservado, aunque la estructura general de sub - dominio también es visible. El sub - dominio 3, 
que es fuertemente conservado en la familia de la FGEs, es más corto y tiene una homología significativamente más 
débil en relación al sub - dominio 3 eucariota (similarmente a alrededor del 20%) en comparación a los miembros 
procariotas de la familia de la FGE (una similitud de alrededor del 60%). Por lo que no tienen todos los residuos 5 
conservados de cisteína del sub - dominio 3. Las únicas características conservadas son el motivo inicial 
RVXXGG(A)S (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 79) y el motivo GFR terminal. 
 
Organización genómica del gen de la FGE de humanos y ratones 
 10 
El gen FGE humano está 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 está ubicado en el cromosoma 6E2. Los 9 exones del gen 
de la FGE de ratones tienen casi el mismo tamaño que los exones humanos (figura 3). Diferencias importantes entre 
el gen de humanos y el gen de ratones son la conservación más baja del 3’-UTR en el exón 9 y la longitud del exón 
9, que es de 461 bp más larga en el gen de los ratones. El segmento 6E2 del cromosoma 6 de los ratones es 15 
altamente sinténico para el segmento cromosómico humano 3p26. Hacia el telómero, ambos el locus humano y el de 
ratones están flanqueados por los genes que codifican para LMCD1, KIAA0212, 
ITPR1, AXCAM, y IL5RA. En la dirección centromérica, ambos lugares de la FGE están flanqueados por el locus de 
CAV3 y OXTR. 
 20 
Organización genómica de los genes de las FGEs proc ariotas 
 
En los procariotas, las sulfatasas son clasificadas como sulfatasas de tipo cisteína o serina dependiendo del residuo 
que está 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 25 
sulfatasas de tipo serina son parte de un operón con AtsB, que codifica a la proteína citosólica que contiene motivos 
de agrupaciones de hierro-sulfuro y es crítico para la generación de FGly a partir de residuos de serina (Marquordt, 
C., et al., J Biol Chem., 2003, 278:2212-2218; Szameit, C., et al., J Biol Chem., 1999, 274:15375-15381). 
 
Fue por lo tanto de interés examinar si los genes procariotas de la FGE están localizados en la proximidad de las 30 
sulfatasas de tipo cisteína 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 análisis de las cercanías 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 cisteína se encuentra en cercanía directa de la 
FGE que es compatible con una co-transcripción de la FGE y de la sulfatasa. En 2 de ellas, (C. efficiens y P. putida), 35 
la FGE y la sulfatasa incluso tienen ORFs superpuestos, indicando fuertemente su co-expresión. Además, el 
vecindario genómico de los genes de la FGE y de las sulfatasas en 4 procariotas suministra evidencia adicional para 
asumir que las FGEs bacterianas son ortólogos funcionales. 
 
El resto de los 3 organismos contienen sulfatasas de tipo cisteína (S. coelicolor: PID 24413927, M. loti: PID 40 
13476324, S. meliloti: PIDs 16262963, 16263377, 15964702), sin embargo, los genes cercanos a las FGE en estos 
organismos no contienen una firma canónica de sulfatasas (Dierks, T., et al., J Biol Chef., 1998, 273:25560-25564) ni 
un dominio que pudiese indicar su función. En estos organismos la expresión de la FGE y de las sulfatasas de tipo 
cisteína es, por lo tanto, regulado muy posiblemente en tránsito. 
 45 
Conclusiones 
 
La identificación de la FGE humana cuya deficiencia causa la deficiencia de sulfatasas múltiples, enfermedad de 
almacenamiento de lisosomas trasmitida recesivamente en una forma autosómica, permite la definición de una 
nueva familia genética que comprende a ortólogos de las FGEs provenientes de procariotas y eucariotas así como 50 
un parálogo 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 vacío filogenético entre los procariotas y los 
eucariotas de más 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 más bajo nivel, por ejemplo, el C. 
elegans, tienen genes de sulfatasas tipo cisteína. Esto señala la existencia de un 2º sistema generador de FGly que 55 
actúa en la sulfatasas tipo cisteína. Esta premisa es apoyada por la observación que el E. coli, que no tiene FGEs, 
puede generar FGly en sulfatasas tipo cisteína (Dierks, T.,et al., J Biol Chem., 1998, 273:25560-25564). 
 
Ejemplo 3:  
 60 
La expresión de la FGE causa incrementos significativos en la actividad de sulfatasas en las líneas celulares que 
sobre expresan una sulfatasa 
 
Deseamos examinar los efectos de la FGE en células que expresan/sobre-expresan una sulfatasa. Para este 
propósito, las células HT-1080 que expresan a la sulfatasas humanas, 2-sulfatasa de iduronato (I2S - Iduronate 2-65 
Sulfatase) o 6-sulfatasa de N- Acetilgalactosamina (GALNS) fueron transfectadas por duplicado con una estructura 
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de expresión de la FGE, pXMG.1.3 (tabla 7 y figura 4) o un plásmido de control, pXMG.1.2 (FGE en orientación 
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-electroporación. Las muestras del medio fueron 
probadas para detectar su actividad respectiva de sulfatasas por medio de un ensayo de actividad y un nivel 
proteínico total de sulfatasas estimado por Elisa específico para 2-sulfatasas de iduronato o sello sulfatasas de N-5 
Acetilgalactosamina. 

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

transfección 
 10 
 
 
 
 
 15 

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

 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 

Procedimientos experimentales  30 
 
Materiales y métodos  
 
Transfección de células HT-1080 que producen 2-sulf atasa de iduronato y 6-sulfatasa de N-
acetilgalactosamina 35 
 
Las células HT-1080 fueron cultivadas para obtener 9-12 x 106 células para cada electroporación. 2 plásmidos 
fueron transfectados por duplicado: uno para ser probado (FGE) y un control; en este caso el plásmido de control 
contenía ADNc de la FGE clonado en orientación reversa con respecto al promotor CMV. Las células fueron 
centrifugadas a aproximadamente 1000 revoluciones por minuto durante 5 minutos. Las células fueron suspendidas 40 
en 1X PBS a 16x106 células/mililitro. Al fondo de la cubeta de electroporación, 100 µg de ADN plásmido fue 
agregado, 750 µl de suspensión celular (12x106 células) fueron agregados a la solución de ADN en la cubeta. Las 
células y el ADN se mezclaron suavemente con una pipeta de transferencia de plástico, teniendo cuidado de no 
crear burbujas. Las células fueron electroporadas a 450 V, 250 µF (pulsador genético BioRad). La constante de 
tiempo fue registrada. 45 
 
A las células electroporadas se les permitió 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 contenía 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 transfección, muestras del medio fueron 50 
recolectadas y las células fueron cultivadas de los frascos duplicados T75. 

 
Preparación del medio 
 
Células de 1 l de DMEM/10 (contiene: 23 ml de 2mM de glutamina L, 115 ml de suero de becerro) fueron 55 
transfectadas en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas después las células fueron re-alimentadas con un medio 
que contenía los montos apropiados de MTX (36F = 1.0 µM 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-alimentación. 
 
Ensayos de actividad 60 
 
2-sulfatasa de iduronato (I2S - Iduronate 2-Sulfatase ). Columnas de desalación NAP5 (Amersham Pharmacia 
Biotech AB, Uppsala, Suecia) fueron equilibradas con un amortiguador de diálisis (5 mM de acetato de sodio, 5 mM 
de tris, pH 7.0). La muestra que contenía I2S fue aplicada a la columna y se le permitió entrar en la cama. La 
muestra fue eluída en 1 ml de amortiguador de diálisis. Muestras desaladas fueron diluidas aún más a 65 
aproximadamente 100 ng/mililitros de I2S en un amortiguador de reacción (5 mM de acetato de sodio, 0.5 

Cepa celular  Plásmido  Sulfatasa Expresada  
36F pXFM4A.1 6-sulfatasa de N-

Acetilgalactosamina 
30C6 pXI2S6 2-sulfatasa de iduronato 

 

Plásmido  Configuración de elementos importantes de secuencia s de 
ADN* 

pXMG.1.3 (expresión 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, orientación reversa 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) 

* >Denota orientación 5’ a 3’ 
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miligramos/litros de BSA, 0.1 por ciento de Tritón X-100, pH 4.5). 10 µl de cada muestra de I2S fue agregada a la fila 
superior de una placa Fluorométrica de 96 pozos (Perkin Elmer, 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 concentración final de 1.5 
mg/mililitro. 100 µl de sustrato fueron agregados a cada pozo que contenía la muestra de I2S y la placa fue incubada 5 
durante una hora a 37 °C en la oscuridad. Después de su incubación 190 µl de amortiguador de parada (332.5 mM 
de lisina, 207.5 mM de carbonato de sodio, pH 10.7) se agregó a cada pozo que contenía la muestra. Se preparó 4-
metilumbeliferona normal (4-MUF, Sigma, St. Louis, MO) como el producto estándar en agua de grado reactivo a 
una concentración final de 1 µM. 150 µl de 1 µM de 4-MUF normal y 150 µl de amortiguador de parada fueron 
agregados a un pozo de la fila superior en la placa. 150 µl de amortiguador de parada fueron agregados a cada pozo 10 
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 última fila de la placa. La placa fue leída en un analizador de micro platos de fusión universal 
(Packard, Meriden, CT) con una longitud de onda de un filtro de excitación de 330 nm y una longitud de onda de un 
filtro de emisión de 440 nm. Se generó una curva estándar 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 15 
donde 1 U de actividad fue igual a 1 µmol 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-β-D-galactopiranósido-6-sulfato (Toronto Research 
Chemicals Inc., catálogo No.M33448). El ensayo fue conformado de 2 pasos. En el primer paso, 75 µl de 1.3 mM del 20 
sustrato preparado en reacción 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 µl del medio/la muestra proteínica o sus diluciones correspondientes. 
La reacción fue detenida al agregar 5 µl de 2M de fosfato de sodio monobásico para inhibir la actividad de la 
GALNS. Después de la adición de aproximadamente 500 U de β-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma, 
Catalogue No. G5160), la mezcla de la reacción fue incubada a 37 °C durante una hora adicional para liberar la 25 
partícula fluorescente del sustrato. La 2ª reacción fue detenida al agregar 910 µl de una solución 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 medición de 359 nm y una longitud de onda referencial de 445 nm con 4-metilumbeliferona (sal 
de sodio de Sigma, Catalogue No. M1508) que sirvió como un estándar referencial. 1 U de la actividad corresponde 
a nmoles de la 4-metilumbeliferona liberada por hora. 30 
 
Inmunoensayos (ELISA) 
 
2-sulfatasa de iduronato (I2S).  Una placa de fondo plano de 96 pozos fue cubierta con un anticuerpo anti-I2S 
monoclonal de ratón diluido a 10 µg/mililitros en 50 nM de bicarbonato de sodio, pH 926 durante una hora a 37 °C. El 35 
anticuerpo anti-I2S monoclonal de ratón fue desarrollado bajo contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. 
(Portland, ME) a un polipéptido I2S humano de longitud completa producido recombinantemente y purificado 
utilizando tecnología estándar productora de hibridomas. La placa fue lavada 3 veces con 1X PBS que contenía 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 estándares. El estándar de I2S 40 
fue diluido y utilizado desde 100 ng/mililitros a 1.56 nanogramos/mililitros. Después de la remoción del amortiguador 
de bloqueo, las muestras y los estándares fueron aplicados a la placa e incubados durante una hora a 37 °C. El 
anticuerpo de detección, un anticuerpo anti-I2S de ratón conjugado con peroxidasa de rábano, se diluyó 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 preparó 45 
sustrato de TMB (Bio-Rad, Hercules, CA). La placa fue lavada 3 veces, se agregaron 100 µl de sustrato a cada pozo 
y fue incubado durante 15 minutos a 37 °C. La reacción fue detenida con 2 N de ácido sulfúrico (100 µl/pozo) y la 
placa fue leída en un lector de placas de micro titulación 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 ratón también fueron 50 
desarrollados bajo contrato por Maine Biotechnology Services, Inc. (Portland, ME) a un polipéptido de GALNS 
humano de longitud completa producido recombinantemente y purificado utilizando tecnología estándar de 
producción de hibridomas. El primer anticuerpo, para la captura de GALNS fue utilizado para cubrir una placa F96 
MaxiSorp Nunc-Immuno (Nalge Nunc, catálogo No. 442404) en un amortiguador de recubrimiento (50 mM de 
bicarbonato de sodio, pH. 6). Después de una incubación durante una hora a 37 °C y de lavarse con un 55 
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 estándares de GALNS fueron 
cargados entonces en una placa e incubados aún más durante una hora a 37 °C. Después de lavarse con un 
amortiguador de lavado, el 2º anticuerpo de detección conjugado a HRP fue aplicado en un amortiguador de bloqueo 
seguido por 30 minutos de incubación a 37 °C. Después de lavarse la placa nuevamente, el reactivo del sustrato 60 
Bio-Rad TMB fue agregado e incubado durante 15 minutos. 2N de ácido sulfúrico fue agregado entonces para 
detener la reacción y los resultados fueron calificados utilizando espectrofotometría por medio de un dispositivo 
molecular lector de placas a una longitud de onda de 450 nm. 
 
Debate 65 
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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. Además, la actividad de GALNS fue acumulada linealmente a lo largo del tiempo con un incremento de 4 5 
veces entre 24 y 48 horas y un incremento de 2 veces entre los momentos a las 48 horas y 72 horas. 
 
I2S. Aunque de magnitud absoluta más pequeña, un efecto similar fue observado para la actividad total de I2S 
donde un incremento de aproximadamente 5 veces en la actividad total de I2S fue observado por sobre los niveles 
de control. Este nivel de actividad incrementada fue sostenido durante el experimento. La actividad de I2S 10 
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 específica de la sul fatasas 
 15 
GALNS.  La expresión de las FGE en las células 36F mejoró la actividad aparente específica de las GALNS (tasa de 
actividad enzimática en comparación de las enzimas totales estimadas por ELISA) por 40-60 veces sobre los niveles 
de control (figura 6). El incremento de la actividad específica fue sostenido a lo largo de 3 momentos en el estudio y 
pareció incrementarse a lo largo de 3 días de acumulación post-transfección. 
 20 
I2S. Un efecto similar fue visto con I2S, donde un incremento de 6-7 veces en actividad específica (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 I2S no fueron afectados significativamente por la transfección de la FGE. 
Esto indica que la expresión de FGE no deshabilita los senderos de interpretación y de secreción involucrados en la 25 
producción de sulfatasas. 
 
En general, todos estos resultados para ambas sulfatasas indican que la expresión de FGE incrementa 
dramáticamente la actividad específica de sulfatasas en las líneas celulares que sobre-expresan a GALNS y a I2S. 
 30 
Co- expresión 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 (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 14), ARSV (IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO: 18) y ARSE (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 22) en varias líneas celulares 35 
con y sin una co-transfección de la ADNc de FGE (SUMF1) y las actividades medidas de la sulfatasas. La 
sobreexpresión de ADNcs de sulfatasas en las células Cos-7 co-expresó 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 más bajo, fue observado en 3 líneas celulares adicionales, HepG2, LE293, 
y U2OS. Una sobreexpresión simultánea de ADNcs de sulfatasas múltiples resultó en un incremento más bajo de 40 
cada actividad de sulfatasas específica en comparación a la sobreexpresión de una sola sulfatasa, indicando la 
presencia de competición de las diferentes sulfatasas por la maquinaria de modificación. 
 
Para probar la conservación funcional del gen de la FGE (SUMF1) durante la evolución sobre expresamos las 
ADNcs de ARSA, ARSC y ARSE en varias líneas celulares con y sin co-transfección de la ADNc de MSD y medimos 45 
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. Éstos datos demuestran 
un alto grado de conservación funcional de la FGE (SUMF1) durante la evolución implicando una importancia 
biológica significativa para la función y supervivencia celular. Un efecto similar y consistente, aunque más débil, fue 
observado utilizando el gen FGE2 (SUMF2), sugiriendo que la proteína codificada por este gen también tiene una 50 
actividad codificadora de sulfatasas. Éstos datos demuestran que el monto de la proteína codificada con FGE 
(SUMF1) es un factor limitante para las actividades de la sulfatasas, un hallazgo con implicaciones importantes para 
la producción a larga escala de la sulfatasa vivas que serían utilizadas en la terapia de reemplazo enzimático. 
 
Ejemplo 4:  55 
 
Identificación del gen mutado en la MAS por medio de una complementación funcional utilizando transferencias 
cromosómicas mediadas con micros células. 
 
En un experimento separado utilizando transferencias cromosómicas mediadas por micros células por medio de 60 
complementos funcionales confirmamos que el gen mutado en las MSD era de la FGE. Nuestros hallazgos 
suministran una mayor visión en un mecanismo biológico nuevo que afecta toda una familia de proteínas en 
organismos distantes relacionados. Adicionalmente al identificar la base molecular de una enfermedad genética rara, 
nuestra información confirma un efecto mejorador poderoso del producto del gen de la FGE en la actividad de las 
sulfatasas. El hallazgo posterior tiene implicaciones clínicas directas para la terapia de por lo menos 8 enfermedades 65 
humanas causadas por deficiencias de sulfatasas. 
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El gen para mapas de MSD al cromosoma 3p26 
 
Para identificar la ubicación cromosómica del gen mutado en la MSD intentamos rescatar las enzimas con 
deficiencia de sulfatasas por medio de complementaciones funcionales vía transferencias cromosómicas mediadas 
por micro células. Un panel de líneas celulares híbridas humano/ratón que contenían cromosomas humanos 5 
normales individuales manchados con marcadores seleccionables dominantes, HyTK, que fueron utilizados como la 
fuente de los cromosomas humanos donantes y fusionados a una línea celular inmortalizada de un paciente con 
MSD. Todos los 22 autosomas fueron transferidos uno a uno a la línea celular del paciente y se seleccionaron 
híbridos en higromicina. Aproximadamente 25 colonias sobrevivientes fueron escogidas en cada uno de los 22 
experimentos de transferencias. Éstas crecieron por separado y se cultivaron para sus siguientes pruebas 10 
enzimáticas. Las actividades de la arilsulfatasa A (ARSA) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 15), la 
arilsulfatasa B (ARSB) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 17), y la arilsulfatasa C (ARSC) (la 
IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 19) fueron probadas para cada uno de los aproximadamente 440 
clones (20 x 22). Éste análisis indicó claramente que las actividades de la sulfatasas de varios clones que se derivan 
de la transferencia cromosómica 3 fue significativamente más alto en comparación con aquella de todos los otros 15 
clones. Una variabilidad impresionante fue observada cuando se analizaron las actividades de cada uno de los 
clones individualmente de la transferencia cromosómica 3. Para verificar si cada clon tuvo un cromosoma 3 intacto 
de la línea 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 líneas 
celulares del donante y del paciente. Esto nos permitió examinar para detectar la presencia del cromosoma donante 20 
e identificar una posible pérdida de regiones específicas debido a la ruptura cromosómica incidental. Cada clon que 
tenía una actividad enzimática alta retuvo a todo el cromosoma 3 de la línea 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 línea celular donante. Los clones posteriores probablemente retuvieron una región pequeña del 
cromosoma donante que contenía el gen marcador seleccionable que les permitía sobrevivir en el medio que 25 
contenía higromisina. Esta información indica que un cromosoma humano normal 3 era capaz de complementar el 
efecto observado en la línea celular de los pacientes con MSD. 
 
Para determinar la región cromosómica específica que contiene al gen responsable de complementar la actividad, 
usamos híbridos del cromosoma 3 neo-marcados que descubrimos que habían perdido varias porciones del 30 
cromosoma. Adicionalmente, realizamos transferencias cromosómicas mediadas por micros células irradiadas de 
cromosomas 3 humanos marcados con HyTK. 115 híbridos 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 polimórficos que abarcaron a todo el cromosoma. Todos los clones que mostraron 
actividades enzimáticas altas parecieron haber retenido al cromosoma 3p26. Un análisis de alta resolución utilizando 35 
marcadores adicionales de esta región generó un mapa de la posible ubicación del gen de complemento entre los 
marcadores D3S3630 y D3S2397.  
 
Identificación del gen mutado en la MSD 
 40 
Investigamos genes de la región genómica 3p26 para detectar mutaciones en los pacientes con MSD. Cada exón 
que incluía uniones de empalme fue amplificado por medio de PCR y analizado por medio de secuenciaciones 
directas. Los análisis de mutación 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 marcación secuencial expresada (EST) AK075459 (IDENTIFICACIONES SECUENCIALES 45 
NÚMEROS: 4, 5), correspondiente a un gen de función desconocida, sugiriendo fuertemente que este era el gen 
involucrado en la MSD. Se descubrió que cada mutación estaba ausente en 100 individuos de control, excluyendo 
por lo tanto la presencia de un polimorfismo secuencial. Un análisis adicional de mutación confirmatoria fue realizado 
en ARNs de pacientes transcritos en reversa, particularmente en aquellos casos en los cuales el análisis genómico 
de ADN reveló la presencia de una mutación en, o cerca del lugar de empalme, afectando posiblemente a los 50 
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 
anticipó para una enfermedad recesiva. Estos exámenes concurrieron con la observación de que casi todas las 
mutaciones de cambio de sentido afectan a aminoácidos que son altamente conservados a través de la evolución 
(refiérase a continuación). 55 
 
 

Tabla 8: Mutaciones identificadas adicionales de MSD   
 
 60 
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Se identificaron mutaciones en cada paciente con MSD que fue examinado, excluyendo por lo tanto 
heterogeneidades de locus. Ninguna correlación obvia fue observada entre los tipos de mutaciones identificadas y la 
severidad del fenotipo reportado en los pacientes, sugiriendo que una variabilidad clínica no es causada por la 
heterogeneidad de los alelos. En 3 instancias en pacientes diferentes (caso 1 y 4, caso 6 y 9, y el caso 11 y 12 en la 30 
tabla 6) se descubrió que portaban la misma mutación. 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 análisis 
de haplotipos. Sorpresivamente, se descubrió que la mayoría de pacientes eran heterocigotos de compuestos, 
portando diferentes mutaciones de alelos, mientras que sólo unos pocos fueron homocigotos. Aunque fue 
consistente con la ausencia de consanguinidad reportada por los padres, este fue un hallazgo algo inesperado para 35 
una enfermedad recesiva muy rara tal como la MSD. 
 
El gen y la proteína de la FGE 
 
La secuencia de consenso de la ADNc de la FGE humana (también utilizados intercambiablemente en este 40 
documento como SUMF1) (IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO: 1) fue armada de algunos clones de 
marcaciones (EST) secuenciales expresadas y parcialmente de la secuencia genómica correspondiente. El gen 
contiene 9 exones y se expande aproximadamente por 105 kb (refiérase al ejemplo 1). La comparación secuencial 
también identificó la presencia de un parálogo genético de la FGE en el cromosoma humano 7 que lo designamos, 
FGE2 (también utilizado intercambiablemente en este documento, SUMF2) (las IDENTIFICACIONES 45 
SECUENCIALES NÚMEROS: 45, 46). 
 
Complementación funcional de las deficiencias de su lfatasas 
 
Fibroblastos de los pacientes (caso 1 y 12 en la tabla 8) con MSD en quienes identificamos mutaciones del gen FGE 50 
(SUMF1) (líneas celulares BA426 y BA920) fueron infectadas con virus HSV que contenían formas de tipo silvestre y 
2 formas mutadas de la ADNc de la FGW (SUMF1) (R327X y ∆ex3). Las actividades de ARSA, ARSB, y ARSC 
fueron probadas 72 horas después de la infección. La expresión de la ADNc de FGE (SUMF1) de tipo silvestre 
resultó en una complementación funcional de las 3 actividades, mientras que en las ADNcs de FGE (SUMF1) 
mutantes no ocurrió eso (tabla 9). Esta información suministró evidencia concluyente de la identidad de la FGE 55 
(SUMF1) puesto que el gen de la MSD y estas prueban una relevancia funcional de las mutaciones encontradas en 
los pacientes. Éstas 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: Complementación funcional de deficiencia d e sulfatasas 60 

 
 
 
 
 65 
 

Caso referencia  fenotipo  exón  cambio de 
nucleótidos 

cambio de 
aminoácidos 

1. BA426. Conary et al, 
1988 

Moderado 3 
3 

463T>C 
463T>C 

S155P 
S155P 

2. BA428 Burch et al, 1986 Neonatal severo 5 661delG Cambio de marco 
3. BA431 Zenger et al, 

1989 
Moderado 1 

2 
2T>G 
276delC 

M1R 
cambio de marco 

4. BA799 Burk et al, 1981 Leve-moderado 3 
3 

463T>C 
463T>C 

S155P 
S155P 

5. BA806 No publicado Neonatal severo 9 1045T>C R349W 
6. BA807 Schmidt et al, 

1995 
Desconocido 3 c519+4delGTAA ex 3 

1076C>A 
Saltando 
S359X 

7. BA809 Couchot et al, 
1974 

Leve-moderado 9 1A>G 
1042G>C 

MIV 
A348P 

8. BA810 No publicado Severo 1 
9 

1006T>C 
1046G>A 

C336R 
R349Q 

9. BA811 No publicado Neonatal severo 3 
8 

c519+4delGTAAex 3 
979C>T 

Saltando 
R327X 

10. BA815 No publicado Moderado 5 
6 

c.603-6delC 
836C>T 

Ex 6 saltando 
A279V 

11. BA919 No publicado Leve-moderado 9 
9 

1033C>T 
1033C>T 

R345C 
R345C 

12. BA920 No publicado Moderado 5 
9 

653G>A 
1033C>T 

C218Y 
R345C 
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Base molecular de la MSD 
 
Basándonos en la hipótesis de que el gen de la enfermedad debería poder complementar la deficiencia enzimática 
en la línea celular de un paciente, realizamos transferencias cromosómicas mediadas por micro células a una línea 
celular inmortalizada de un paciente con MSD. Esta técnica ha sido usada exitosamente para la identificación de 25 
genes cuya función pronosticada puede ser evaluada en líneas celulares (por ejemplo, al medir la actividad 
enzimática o al detectar características morfológicas). Para abordar el problema de variabilidad estocástica de la 
actividad enzimática, medimos las actividades de 3 sulfatasa diferentes (ARSA, ARSB y ARSC) en el ensayo de 
complementación. Los resultados de la transferencia cromosómica indicaron claramente mapas del gen 
complementario del cromosoma 3. Los mapas subregionales fueron logrados al generar un panel híbrido de 30 
radiación para el cromosoma 3. Los clones híbridos individuales fueron caracterizados a un nivel genómico, al 
clasificar el tipo de 31 marcadores tipo microsatélite que mostraban diferentes alelos entre las líneas celulares de los 
donantes y de los receptores, y a nivel funcional al probar las actividades de las sulfatasas. El análisis de 130 de 
esos híbridos resultó en los mapas de la región complementaria del cromosoma 3p26. 
 35 
Una vez que la región genómica crítica fue definida, el gen de la FGE (SUMF1) también fue identificado por medio 
de análisis de mutaciones en los ADN de los pacientes. Las mutaciones fueron encontradas en todos los pacientes 
que fueron examinados, suministrando un solo gen que está involucrado en la MSD. Las mutaciones encontradas 
fueron de diferentes tipos, la mayoría (por ejemplo, en el lugar de empalme, en el lugar de inicio, sin sentido, de 
cambio de marco) resultaron putativamente en una función perdida de la proteína codificada, tal como se esperaba 40 
para una enfermedad recesiva. La mayoría de mutaciones de cambio de sentido afectaron a los codones 
correspondiente de los aminoácidos que han sido altamente conservados a lo largo de la evolución, sugiriendo que 
estas mutaciones además causan una pérdida de función. No se pudieron concluir correlaciones entre el tipo de 
mutación y la gravedad del fenotipo, indicando que la gravedad del fenotipo es debido a factores no relacionados. 
Contrario a lo que se esperaría para una enfermedad genética rara, se descubrió que muchos pacientes fueron 45 
heterocigotos compuestos, portando 2 diferentes mutaciones. Sin embargo, un efecto fundador fue identificado para 
una mutación que se originó en un pueblo pequeño en Sicilia. 
 
Función genética de la FGE (SUMF1) 
 50 
La identidad del gen de la FGE (SUMF1) como el “factor complementario” fue demostrada definitivamente al rescatar 
la deficiencia enzimática de 4 diferentes sulfatasas en la expresión de la ADNc de la FGE (SUMF1) exógena, 
insertada en un vector viral, en 2 líneas diferentes de células de pacientes. En cada caso se observó una 
restauración consistente aunque parcial de todas las actividades sulfatasas examinadas, cuando se compararon con 
las líneas celulares de pacientes de control transfectadas a vectores vacíos. En promedio, el incremento de 55 
actividades enzimáticas varió de entre 1.7 a 4.9 veces y alcanzaron aproximadamente la mitad de los niveles 
observados en líneas celulares normales. La actividad enzimática tiene una correlación con el número de partículas 
de virus utilizadas en cada experimento y con la eficiencia de la infección tal como se probó por el análisis de 
proteínas marcadoras (GFP). En los mismos experimentos, vectores que contenían a ADNcs de la FGE (SUMF1) 
que portaban 2 de las mutaciones encontradas en los pacientes, R327X y ∆ex3, fueron utilizadas y ningún 60 
incremento significativo de la actividad enzimática fue observada, demostrando, entonces, la relevancia funcional de 
estas mutaciones. 
 
Tal como se menciona en otras secciones de este documento, Schmidt et al. descubrió por primera vez que las 
sulfatasas atraviesan una modificación post-interpretación de una cisteína altamente conservada, que se encuentra 65 
en el lugar activo de la mayoría de sulfatasas, a Cα-formilglicina. También demostraron que esta modificación tuvo 

Línea celular de MSD del 
receptor 

Estructura  ARSA(1)  ARSB(1)  ARSC(1) 

BA426 HSV amplicón 
SUMF1-∆ex3 
SUMF1-R327X 
SUMF1 

24.0 
42.0 
33.6 
119.5 (4.9 x) 

22.5 
23.8 
24.2 
37.8 (1.7 x) 

0.15 
0.29 
0.16 
0.62 (4.1 x) 

BA920 HSV amplión 
SUMF1-∆ex3 
SUMF1-R327X 
SUMF1 

16.6 
17.2 
36.0 
73.5 (4.0 x) 

11.3 
14.4 
13.5 
21.6 (1.9 x) 

0.15 
0.07 
0.13 
0.42 (2.8 x) 

Rango de control  123.7-294.6 50.6-60.7 1.80-1.58 
(1) Todas las actividades enzimáticas son expresadas en nmoles de 4-metilumbeliferona 
mg de proteína liberada -1 durante 3 horas. Las líneas celulares de MSD BA426 y BA920 fueron 
infectadas con el HSV amplicón 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 comparación con aquellas células infectadas con el 
vector individual, está indicado en paréntesis. Las actividades medidas en los fibroblastos de control que 
no fueron infectados también son indicadas. 
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deficiencias en la MSD (Schmidt, B., et al., Cell (Célula), 1995, 82:271-278). Nuestra información de mutaciones y de 
funciones suministra una evidencia fuerte de que la FGE (SUMF1) es responsable de esta modificación. 
 
El gen de la FGE (SUMF1) muestra un nivel extremadamente alto de conservación secuencial a lo largo de todas las 
especies relacionadas distantemente que fueron analizadas, desde las bacterias hasta el hombre. Suministramos 5 
evidencia de que el homólogo 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 correlación con una conservación funcional 
impresionante. Una excepción notable es la levadura, que parece no tener al gen de la FGE (SUMF1) así como 
cualquier gen codificador de sulfatasas, indicando que la función de la sulfatasas no es requerida por este organismo 10 
y sugiriendo la presencia de una influencia recíproca en la evolución de los genes de la FGE (SUMP1) y de la 
sulfatasas. 
 
Interesantemente, existen 2 genes homólogos, la FGE (SUMF1) y la FGE2 (SUMF2), en los genomas de todos los 
vertebrados analizados, incluyendo a los humanos. Tal como resulta evidente del árbol filogenético, el gen de la 15 
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 comparación con el gen de la FGE (SUMF1). Esto podría explicar la actividad residual de sulfatasas que 
se encuentra en los pacientes con MSD y sugiere que una deficiencia completa de sulfatasas sería letal. En este 
momento, no podemos descartar la posibilidad de que el gen de la FGE2 (SUMF2) tiene una función adicional pero 20 
que todavía desconocida. 
 
Impacto de la terapia de enfermedades debido a las deficiencias de sulfatasas 
 
Un fuerte incremento (de hasta 50 veces, de las actividades de sulfatasas fueron observadas en las células que 25 
sobre expresaban a la ADNc de la FGE (SUMF1) junto con los ADN es de ARSA, ARSC, o ARSE, en comparación 
con las células que sobre expresaban una sola sulfatasa individual. En todas las líneas 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 observó una variabilidad entre las diferentes sulfatasas, debido, posiblemente, a afinidades 
diferentes de la proteína codificada por la FGE (SUMF1) con las varias sulfatasas. También se observó una 30 
variabilidad entre diferentes líneas celulares que podrían tener diferentes niveles de enzimas generadoras de 
formilglicina endógena. Consistente con estas observaciones, hemos encontrado que la expresión del gen de la 
MSD varía entre diferentes tejidos, con niveles significativamente altos en los riñones y en el hígado. Esto podría 
tener implicaciones importantes puesto que los tejidos con bajos niveles de expresión genética de FGE (SUMF1) 
podrían ser menos capaces de modificar efectivamente a proteínas de sulfatasas entregadas exógenamente 35 
(refiérase a secciones posteriores de este documento). Toda esta información sugiere que la función del gen de la 
FGE (SUMF1) ha evolucionado para lograr un sistema regulatorio dual, en la que cada sulfatasa está siendo 
controlada por un mecanismo individual, responsable de los niveles de ARNm de cada gen de sulfatasas 
estructurales, y un mecanismo compartido y común de toda la sulfatasas. Adicionalmente, la FGE2 (SUMF2) 
suministra una redundancia parcial para la modificación de las sulfatasas. 40 
 
Esta información tiene implicaciones profundas para la producción en masa de sulfatasas activas que serían 
utilizadas en las terapias de reemplazo enzimático. Los estudios de reemplazo enzimático han sido reportados en 
modelos animales de deficiencia sulfatasas, tales como un modelo felino de mucopolisacaridosis VI, que demostró 
ser efectivo para prevenir y curar algunos síntomas. Ensayos terapéuticos en humanos se están realizando 45 
actualmente para 2 enfermedades congénitas debido a deficiencias de sulfatasas, el MPSII (síndrome de Hunter) y 
MPSVI (el síndrome de Maroteaux-Lamy) y pronto se extenderá a un número grande de pacientes. 
 
Ejemplo 5:  
 50 
Terapia de reemplazo enzimático con GALNS activada por FGE para la enfermedad de Morquio MPS IVA 
 
La causa principal de la patología esquelética en pacientes de la enfermedad de Morquio es la acumulación del 
queratán sulfato (KS - keratan sulfate) en los condrocitos disco fisis (cartílago de crecimiento) debido a deficiencias 
de las sulfatasas de los liposomas, GALNS. El objetivo principal de los estudios de investigación in vivo es 55 
determinar si es que la administración intravenosa (IV) de GALNS activadas por la FGE es capaz de penetrar a los 
condrocitos del ligamento de crecimiento así como otros tipos celulares apropiados en ratones normales. Sin 
importar, la falta general de anormalidades esqueléticas, un modelo de ratón deficientes de GALNS (Morquio Knock-
In -MKI, S. Tomatsu, St. Louis University, MO) también fue utilizado para demostrar la actividad bioquímica in vivo de 
una administración repetitiva de GALNS activados por la FGE. La falta de patología esquelética en modelos de 60 
ratones refleja el hecho de que la KS esquelética ha sido reducida en una forma importante o está ausente en los 
roedores (Venn G, & Mason RM., Biochem J., 1985, 228:443-450). Estos ratones, sin embargo, demostraron una 
acumulación detectable de GAG y otras anormalidades celulares en varios órganos 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-distribución) y muestran una actividad enzimática funcional de GALNS hacia la remoción de GAGs 65 
acumulados en los tejidos afectados (estudio fármaco - dinámico). 

E10182644
31-03-2016ES 2 566 641 T3

 



 39

 
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 
comparación a otros tejidos. Adicionalmente, la inyección de GALNS activados por FGE durante el transcurso de 16 
semanas en ratones MKI despejó efectivamente al GAG acumulado y redujo la coloración de los bio-marcadores de 5 
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 bioquímica en 
términos del despeje de GAG en varios tejidos. 
 
Estudio de bio - distribución 10 
 
A ratones ICR (normales) de 4 semanas de edad se les administró una sola inyección intravenosa de 5 
mg/kilogramos de GALNS activado por FGEs. El hígado, el fémur (hueso), el corazón, el riñón y el bazo fueron 
recaudados 2 horas después de la inyección y preparados para una examinación histológica. Un anticuerpo 
monoclonal de GALNS anti-humano fue utilizado para detectar la presencia de GALNS inyectados en los varios 15 
tejidos. GALNS fue detectado en todos los tejidos examinados en comparación a los controles portadores. Además, 
se observó fácilmente a GALNS en todos los tejidos examinados utilizando un sistema reportador más sensible de 
rábano-peroxidasa, con la excepción del hueso. La demostración de la absorción de GALNS en el ligamento de 
crecimiento requirió el uso de un sistema de informes más sensible con isotiocianato de fluoresceína (FTTC - 
fluorescein-isothiocyanate) indica que, aunque las GALNS penetran al ligamento de crecimiento, está menos 20 
disponible en los condrocitos del ligamento de crecimiento que en células de tejidos suaves. Sin importar el 
requerimiento de un método más sensible de detección presente, la entrega de GALNS a condrocitos óseos del 
ligamento de crecimiento fue observada en todas las secciones del ligamento de crecimiento examinadas en 
comparación a los controles portadores. 
 25 
Estudió fármaco - dinámico en ratones MKI 
 
A ratones MKI o de tipo silvestre de 4 semanas de edad se les administró inyecciones semanales intravenosas (n = 
8 por grupo) hasta que tenían 20 semanas de edad. Cada inyección semanal consistió de 2 mg/kilogramos de 
GALNS activados por FGE o un portador de control. (Ninguna inyección para ratones de tipo silvestre). Todos los 30 
ratones fueron sacrificados para una examinación histológica a las 20 semanas de edad y se mancharon utilizando 
los siguientes métodos: hematoxilina y eosina para la morfología celular, azul alciano para la detección de GAGs. 
 
El despeje de GAGs acumulados fue demostrado al reducir la coloración de azul alciano en todos los tejidos suaves 
examinados (el hígado, el corazón, el riñón y el bazo). Esto fue observado únicamente en los ratones inyectados con 35 
GALNS. Aunque el ligamento de crecimiento en los ratones MKI funcionó normalmente tal como se evidenció por la 
morfología esquelética normal, existieron anormalidades celulares sutiles observadas (incluyendo la formación de 
vacuolas de condrocitos sin efectos patológicos aparentes). Los condrocitos con vacuolas de las zonas hipertróficas 
y proliferativas del ligamento de crecimiento no fueron afectados por la administración de GALNS. Esto contrastó 
con los condrocitos en la zona de calcificación del ligamento de crecimiento donde una reducción de la formación de 40 
vacuolas se observó en ratones inyectados con GALNS. La formación de vacuolas de los condrocitos y la 
acumulación de GAG que se presume que no tienen relación 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 están presentes (lo contrario de los ratones knock-out en los cuales no existe ningún 45 
GALNS mutante residual, no existió ninguna formación de vacuolas en los condrocitos del ligamento de crecimiento 
y no existió ninguna acumulación de GAGs. Tomatsu S. et al., Human Molecular Genetics (Genética Molecular 
Humana), 2003, 12:3349-3358). El fenómeno de la formación de vacuolas en el ligamento de crecimiento podría ser 
una indicación de un efecto secundario en un subconjunto de células que expresan a las GALNS mutantes. Sin 
embargo, la inyección de enzimas durante el transcurso de 16 semanas demostró una fuerte evidencia de una 50 
entrega de GALNS activada por FGE a varios tejidos y una actividad enzimática in vivo. 
 
Descripción detallada de los esquemas  
 
 55 

Figura 1: espectros de masa MALDI-TOF de P23 después  de la incubación en la ausencia de (A) o 
con la presencia de (B) de un extracto soluble de m icrosomas de testículos bovinos.  6 pmoles de P23 
fueron incubados bajo condiciones estándar durante 10 minutos a 37 °C en la ausencia o en la presencia de 
1 µl de extracto microsomal. Las muestras preparadas para espectrometría de masa de MALDI-TOF tal 
como se describió en los procedimientos experimentales. Las masas monoisotópicas MH+ de P23 60 
(2526.28) y su derivado de FGly (2508.29) son indicadas. 
 
Figura 2: Árbol filogenético derivado de una alinea ción de FGEs y 21 proteínas humanas de la 
semilla PFAM-DUF323.  Los números de las ramas indican la distancia filogenética. Las proteínas son 
designadas de acuerdo a su número de identificación TrEMBL y el nombre de la especie. hFGE - FGE 65 
humana. Superior derecha: la escala de las distancias genéticas. Un asterisco indica que el gen ha sido 
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investigado aún más. Los 7 genes superiores son parte de la familia genética de las FGEs. Figura 3: 
Organización 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 líneas entre los exones muestran los intrones (no a escala). Los números 
sobre las líneas de intrones indican el tamaño de los intrones en kilo bases. 5 
 
Figura 4: Diagrama que muestra un mapa de plásmidos  pXMG.1.3 con expresión de FGE. 
 
Figura 5: Gráfico de barras que muestra la activida d de las-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina en 
células 36F Transfectadas transitoriamente con plás midos de expresión de FGE. Las células fueron 10 
transfectadas con un plásmido de control, con pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en orientación reversa, o un 
plásmido de expresión 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 determinó por medio de 
un ensayo de actividad. Cada valor mostrado es el promedio de 2 transfecciones separadas con 
desviaciones estándar indicadas por medio de las barras de error. 15 
 
Figura 6: Gráfico de barras que muestra la activida d específica de las 6-sulfatasas de N-
Acetilgalactosamina en células Transfectadas transi toriamente con plásmidos de expresión de FGE. 
Las células fueron transfectadas con un plásmido de control, con pXMG.1.2, con una ADNc de FGE en 
orientación reversa, o con un plásmido de expresión de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato 20 
(MTX). 24 horas después las células fueron re-alimentadas con un medio que contenía 1.0 µ M de MTX. El 
medio fue de privado y las células fueron recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la re-alimentación. La 
actividad específica de las 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina fue determinada por medio de un ensayo 
de actividad y ELISA y está 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 25 
valor mostrado es el promedio de 2 transfecciones separadas. 
 
Figura 7: Gráfico de barras que muestra la producci ón de 6-sulfatasas de N-Acetilgalactosamina en 
las células 36F Transfectadas transitoriamente con plásmidos de expresión de FGE.  Las células 
fueron transfectadas con un plásmido de control, pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en una orientación 30 
reversa, o un plásmido con expresión de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas 
después las células fueron re - alimentadas con un medio que contenía 1.0 µ M de MTX. El medio fue 
cultivado y las células fueron recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la reunión alimentación. Las 
proteínas 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 estándar indicadas por 35 
las barras de error. 
 
Figura 8: Gráfico que muestra la actividad de 2-sul fatasas de iduronato en las células 30C6 
Transfectadas transitoriamente con plásmidos de exp resión de FGE. Las células fueron transfectadas 
con un plásmido de control, pXMG.1.2, con la ADNc de FGE en orientación reversa, o un plásmido de 40 
expresión de FGE, pXMG.1.3, en un medio sin metotrexato (MTX). 24 horas después las células fueron re - 
alimentadas con un medio que contenía 1.0 µ M de MTX. El medio fue cultivado y las células fueron 
recolectadas 24, 48 y 72 horas después de la reunión alimentación. 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. 45 
 
Figura 9: Muestra un botiquín que plasma las caract erísticas de este invento. 
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<221> VARIANTE 
<222> (1)..(1) 
<223> Leu O Val 
 5 
<220> 
<221> característica_misc 
<222> (1)..(3) 
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido que ocurre naturalmente  
 10 
<220> 
<221> VARIANTE 
<222> (2)..(2) 
<223> Cys O Ser 
 15 
<220> 
<221> VARIANTE 
<222> (3)..(3) 
<223> cualquier aminoácido 
<400> 32 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
<223> secuencia derivada de la arilsulfatasa A humana  
 
<220> 35 
<221> PÉPTIDO 
<222> (1)..(23) 
<223> sustrato sintético para la formación de FGly; secuencia primaria proveniente de la arilsulfatasa A 
humana 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
<223> una variante del péptido ASA65-80, en el cual residen la Cys69, la Pro71 y la Arg73, críticas para la 
formación de FGly, y estuvieron mezcladas 55 
 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (1)..(16) 
<223> oligopéptido mezclado 60 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
<223> una variante del péptido ASA65-80, en el cual la Cys69 fue reemplazada por serina 
<220> 15 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (1)..(16) 
<223> oligopéptido Ser69  
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> cebador de PCR específico para FGEs humanas 
 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (1)..(19) 35 
<223> cebador 1199nc de PCR específico para FGEs humanas 
 
<400> 36 
ccaatgtagg tcagacacg 19 
 40 
<210> 37 
<211> 16 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 45 
<220> 
<223> cebador de PCR específico para FGEs humanas 
 
<220> 
<221> característica _misc 50 
<222> (1)..(16) 
<223> cebador 1c de PCR específico para FGEs humanas 
 
<400> 37 
acatggcccg cgggac 16 55 
 
<210> 38 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 60 
 
<220> 
<223> cebador de PCR específico para FGEs humanas 
 
<220> 65 
<221> característica _misc 
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<222> (1)..(19) 
<223> cebador 1182c de PCR específico para FGEs humanas  
 
<400> 38 
cgactgctcc ttggactgg 19 5 
 
<210> 39 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador de PCR específico para FGEs humanas 
 
<220> 15 
<221> característica _misc 
<222> (1)..(24) 
<223> cebador que contiene EcoRI de PCR específico para FGEs humanas de 5’ 
  
<400> 39 20 
ggaattcggg acaacatggc tgcg 24 
 
<210> 40 
<211> 54 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador específico de HA  
 30 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (1)..(54) 
<223> cebador específico de HA 
 35 
<400> 40 
cccaagctta tgcgtagtca ggcacatcat acggatagtc catggtgggc aggc 54 
 
<210> 41 
<211> 57 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador específico de c-myc  45 
 
<220> 
<221> característica _misc  
<222> (1)..(57) 
<223> cebador específico de c-myc 50 
 
<400> 41 
cccaagctta caggtcttct tcagaaatca gcttttgttc gtccatggtg ggcaggc 57 
 
<210> 42 55 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 60 
<223> cebador específico de RGS-His6 
  
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (1)..(54) 65 
<223> cebador específico de RGS-His6 
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<400> 42 
cccaagctta gtgatggtga tggtgatgcg atcctctgtc catggtgggc aggc 54 
 
<210> 43 5 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> oligopéptido tríptico proveniente de la preparación de FGEs humanas 
 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC  
<222> (1)..(15) 15 
<223> oligopéptido tríptico proveniente de la preparación de FGEs humanas 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
<223> oligopéptido tríptico proveniente de la preparación de FGEs humanas 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (1)..(19) 35 
<223> oligopéptido tríptico proveniente de la preparación de FGEs humanas 
<400> 44 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
<212> ADN 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
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 5 
 
<212> ADN 
<213> Mus musculus 
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<212> AND 55 
<213> Mus musculus 
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<211> 1065 
<212> ADN 
<213> Microscilla sp. 5 
 
<400> 67 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 112

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
<212> ADN 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 113

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 114

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
<212> ADN 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 115

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
<212> ADN 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 116

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 117

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
<212> ADN 55 
<213> Caulobacter crescentus CB15 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 118

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 119

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
<212> ADN 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 120

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 566 641 T3

 



 121

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
<223> dominio conservado en procariotas y procariotas 
 
<220> 
<221> DOMINIO 
<222> (1)..(7) 50 
<223> dominio conservado 
 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (3)..(4) 55 
<223> cualquier aminoácido 
 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (6)..(6) 60 
<223> cualquier aminoácido 
 
<220> 
<221> CARACTERÍSTICA _MISC 
<222> (6)..(6) 65 
<223> Gly o Ala 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
<212> ADN 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<212> ADN 
<213> Danio rerio 
 40 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (590)..(590) 
<223> n es a, c, g, o t 
 45 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (626)..(626) 
<223> n es a, c, g, o t 
 50 
<400> 81 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
<212> ADN 
<213> Oryzias latipes 
 
<220> 
<221> característica _misc  30 
<222> (690)..(690) 
<223> n is a, c, g, o t 
 
<220> 
<221> característica _misc 35 
<222> (755)..(755) 
<223> n is a, c, g, o t 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
<212> ADN 
 
 
 65 
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<221> característica _misc 
<222> (6)..(6) 
<223> n es a, c, g, o t 
 5 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (47)..(47) 
<223> n es a, c, g, o t 
 10 
<220> 
<221> característica _misc 
<222> (81)..(81) 
<223> n es a, c, g, o t 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
<212> ADN 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
<212> ADN 
<213> Salmo salar 
 
 
 65 
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Reivindicaciones 
 

1. Una célula que expresa conjuntamente una sulfatasa y una enzima generadora de Cα-formilglicina (FGE - 
Cα-formylyglycine generating enzyme) para que la sulfatasa activada sea producida; donde la célula 
comprende ADN o ARN heterólogo que resulta en una expresión incrementada de la sulfatasas activadas 5 
en relación a lo que ocurriría en la ausencia del ADN o ARN heterólogo; 
 
Y donde el FGE es un polipéptido con una actividad generadora de Cα-formiliglicina que: 
 

a) Tiene una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de las IDENTIFICACIONES 10 
SECUENCIALES NÚMEROS 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 
78, o los aminoácidos 34-374 de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2; o 
 

b) Tiene por lo menos el 50% de identidad secuencial de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL 
NÚMERO 2; o 15 

 
c) Tiene una o más mutaciones conservadoras de aminoácidos en relación a un polipéptido tal 

como se describió en a) o b) 
 

d) Es un fragmento de un polipéptido tal como se describió en desde a) a c); o 20 
 

e) Es una proteína de fusión de cualquiera de la a) a la d). 
 

2. Una célula de acuerdo a la reivindicación 1; donde la FGE es expresada a un nivel más alto en relación a lo 
que ocurriría en la ausencia del ADN o del ARN heterólogo. 25 
 

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

 
4. Una célula de acuerdo a la reivindicación 3; donde el nivel de identidad secuencial en la parte b) de la 30 

reivindicación 1 que es por lo menos un 95% 
 

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

 35 
6. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; donde la FGE es un polipéptido que 

comprende la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2, o uno de sus fragmentos que tienen una 
actividad generadora de Cα-formiliglicina. 

 
7. Una célula de acuerdo a la reivindicación 6, donde la FGE es un polipéptido que comprende a la 40 

IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2 o a los aminoácidos 34-374 de la IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO 2. 

 
8. 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: 45 
 

(i) un motivo GFR 
(ii) un motivo RVXXGG(A)S 
(iii) un heptámero que contiene 3 argininas 
(iv) 3 residuos de cisteína. 50 

 
9. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es una sulfatasa 

eucariota, una sulfatasa de mamíferos o una sulfatasa humana. 
 

10. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es seleccionada 55 
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. 60 

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

 
12. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores; donde la sulfatasa es exógena, en 

relación a la célula sin el ADN o ARN heterólogo. 65 
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13. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores la cual es una célula eucariota. 
 

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

 5 
15. Una célula de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es una célula primaria, o una 

célula secundaria, o es una célula proveniente de una línea celular inmortalizada. 
 

16. Un método in vitro que comprende usar una o más células de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 
1 a la 15 para producir sulfatasas activadas. 10 

 
17. Un método de acuerdo a la reivindicación 16 que es usado para producir sulfatasas con una proporción 

más alta de sulfatasas activadas en comparación 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 heterólogo. 

 15 
18. Un método de acuerdo a la reivindicación 16 o 17, donde la sulfatasa es suministrada en una forma puede 

ser utilizada en una composición farmacéutica para el tratamiento de una deficiencia de sulfatasas. 
 

19. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 que comprende suministrar una 
composición farmacéutica que comprende sulfatasas activadas y un portador farmacéuticamente aceptable. 20 

 
20. Un método de acuerdo a la reivindicación 18 o 19 donde la composición farmacéutica suministrada en una 

forma para administración por rutas orales, rectales, tópicas, nasales, intradérmicas, transdérmicas o 
parenterales. 

 25 
21. Un método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 18 a 20, donde la composición farmacéutica es 

suministrada en una forma que es adecuada para su uso en el tratamiento de una deficiencia de sulfatasas. 
 

22. Un método de acuerdo a las reivindicaciones 18 a 21, donde la composición farmacéutica es suministrada 
en una forma de dosis unitarias que es adecuada para su uso en el tratamiento de una deficiencia de 30 
sulfatasas. 

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

de la sulfatasas. 
 35 

24. 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. 

 
25. 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 40 
de: la deficiencia de sulfatasas múltiples, la mucopolisacaridosis II, la mucopolisacaridosis IIIA, la 
mucopolisacaridosis IVA, la mucopolisacaridosis VI, la mucopolisacaridosis VIII, la leucodistrofia meta-
cromática, la condrodisplasia punctata 1 recesiva vinculada con el cromosoma X y la ictiosis vinculada con 
el cromosoma X. 

 45 
26. 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 expresión incrementada de enzimas generadoras de 
formilglicina (FGE - formylglycine generating enzyme) para incrementar la tasa de sulfatasas activas en 
comparación a las sulfatasas totales en un monto efectivo para incrementar la actividad específica de 
dichas sulfatasas, donde la FGE es un polipéptido con una actividad generadora de Cα-formilglicina que: 50 

 

a) Tiene una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de las IDENTIFICACIONES 
SECUENCIALES NÚMEROS 2, 5, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 
78, o los aminoácidos 34-374 de la IDENTIFICACIÓN SECUENCIAL NÚMERO 2, o 
 55 

b) Tiene por lo menos una identidad secuencial del 50% en relación a la IDENTIFICACIÓN 
SECUENCIAL NÚMERO 2; o 

 
c) Tiene por lo menos una o más mutaciones conservadoras de aminoácidos en relación a un 

polipéptido tal como se describió en a) a c); o 60 
 

d) Es un fragmento de un polipéptido tal como se describió en cualquiera de a) a c); 
 

e) Es una proteína de fusión de cualquiera de a) a d 
 65 
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27. La sulfatasa para su uso de acuerdo a la reivindicación 26, donde la sulfatasa es una 2-sulfatasa de  
Iduronato. 

 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
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 50 
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 60 
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