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DESCRIPCION
Método para la produccién de proteinas heterogéneas
Campo técnico

Se describe en el presente documento un método para producir una proteina heterogénea, mas especificamente un
método para producir un polipéptido utilizando una célula que expresa fuertemente la alanina aminotransferasa.

La invencion se define por las reivindicaciones de 1 a 9.
Antecedentes de la técnica

Cuando las proteinas utiles como productos farmacéuticos se producen con la técnica del ADN recombinante, el uso
de células animales permite complicadas modificaciones post-traduccionales y plegamientos que las células
procariotas no pueden realizar. Por lo tanto, las células animales se utilizan frecuentemente como células anfitrionas
para la produccién de proteinas recombinantes.

Recientemente, se han desarrollado un gran numero de productos biofarmacéuticos, tales como anticuerpos y
proteinas fisiolégicamente activos. La tecnologia que permite la generacion eficiente de proteinas recombinantes
mediante células animales conduce a la reduccion del coste de los productos biofarmacéuticos y promete su
suministro estable a los pacientes.

Bajo estas circunstancias, se desea un método de generacion de proteinas con una mayor eficiencia de produccion.

La alanina es uno de los aminoacidos proteinogénicos, y es un aminoacido no esencial. En un cuerpo vivo, se
biosintetiza por transferencia de un grupo amino del glutamato al piruvato, y es degradada por una reaccion inversa.

Se conoce a la alanina aminotransferasa (EC 2.6.1.2.) (documento no de patente 1) como un enzima degradante de
la alanina. Esta enzima transfiere un grupo amino de la alanina al 2-oxoglutarato para sintetizar glutamato. La
alanina aminotransferasa es también llamada transaminasa glutamico pirdvica, que se abrevia como GPT
(documento no de patente 2). GPT y GOP (aspartato aminotransferasa) son enzimas que se encuentran en el
higado. Ya que GPT y GOP se liberan en la sangre cuando se destruyen las células hepaticas, cuando se observan
niveles anormalmente elevados de GPT y GOT se diagnostica algun tipo de trastorno en el higado.

Como se mostré anteriormente, la alanina aminotransferasa se utiliza como un marcador de la funcién hepatica. Sin
embargo, no se sabe como las células anfitrionas tales como las células CHO se comportan si la alanina
aminotransferasa esta expresada fuertemente en ellas.

[Documento no de patente 1]

Sanjay B. J., et. al., Hepatology (2004) 39(5), 1297-1302
[Documento no de patente 2]

Melanie M. S., et al., Genomics (1997) 40, 247-252
Divulgacion de la invencion

Problemas para la solucién por la invencion

Es un objeto de la presente invencion proporcionar un método capaz de producir una proteina natural o
recombinante con un alto rendimiento.

Medios para resolver el problema

Como resultado de investigaciones extensivas e intensivas hacia la solucién del problema anterior, los presentes
inventores han encontrado que es posible aumentar el rendimiento de un polipéptido deseado mediante el uso de
una célula que exprese fuertemente la alanina aminotransferasa (en lo sucesivo designada a veces como "ALT").

Por otra parte, el polipéptido deseado podria producirse en una aun mayor cantidad mediante el uso de células
capaces de expresar conjuntamente ALT y un transportador de la taurina. Ya que la alanina se produce en grandes
cantidades con el tiempo en el cultivo celular, la alanina acumulada en las células se secreta en el medio. Si la
reaccion de biosintesis de piruvato y glutamato a partir de la alanina puede ser promovida por la fuerte expresion de
ALT, los productos se utilizan en el metabolismo durante un ciclo de TCA y produccién de glucosa por la
glucogénesis. Esto mejorara el comportamiento del cultivo celular, y asi se anticipa la produccién de alto rendimiento
del polipéptido deseado.

La presente invencion se puede resumir de la siguiente manera.
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(1) Un método para producir un polipéptido, que comprende el cultivo de una célula que expresa fuertemente la
alanina aminotransferasa y que tiene un ADN transferido que codifica un polipéptido deseado y por lo tanto que
permite que la célula produzca dicho polipéptido.

(2) El método (1) anterior, en donde la célula que expresa fuertemente la alanina aminotransferasa es una célula en
la que se ha transferido un ADN que codifica la alanina aminotransferasa.

(3) El método de produccion de (1) o (2) anterior, en donde las células que expresan fuertemente la alanina
aminotransferasa expresan fuertemente ademas un transportador de la taurina.

(4) El método de produccion de (3) anterior, en donde las células que expresan fuertemente un transportador de la
taurina son células en las que se ha transferido un ADN que codifica un transportador de la taurina.

(5) El método de (2) o (4) anterior, en donde la célula es una célula de ovario de hamster chino.
(6) El método de una cualquiera de (1) a (5) anteriores, en donde el polipéptido deseado es un anticuerpo.

(7) El método de una cualquiera de (2) a (6) anteriores, en donde el ADN que codifica la alanino aminotransferasa es
uno cualquiera de los siguientes (a) a (e):

(a) un ADN que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacido como se muestra en las secuencias de
N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54,
56, 58 o 60;

(b) un ADN que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de
aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60 por sustitucion, delecidn, adicién y/o insercion de
uno o mas residuos de aminoacidos y sin embargo tiene todavia actividad de alanina aminotransferasa;

(c) un ADN que codifica un polipéptido que tiene 70% o mas de homologia de la secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacido como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60 y sin embargo tiene todavia actividad
de alanina aminotransferasa;

(d) un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5,
7,9, 11, 13,15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 0 59;

(e) un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se
muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59 en condiciones rigurosas y sin embargo codifica un polipéptido que tiene
actividad de alanina aminotransferasa.

(8) Un método para preparar un producto farmacéutico que contiene un polipéptido preparado por el método de una
cualquiera de (1) a (7) anteriores.

(9) una célula que tiene un ADN transferido que codifica la alanina aminotransferasa y un ADN transferido que
codifica un polipéptido deseado.

(10) La célula segun (9) anterior, que ademas tiene un ADN transferido que codifica un transportador de la taurina.

(11) Una célula que tiene un ADN transferido que codifica la alanina aminotransferasa y un ADN transferido que
codifica un transportador de la taurina.

(12) Un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar en un medio que contiene a-cetoglutarato una
célula que expresa fuertemente la alanina aminotransferasa y que tiene un ADN transferido que codifica un
polipéptido deseado y que permite de ese modo que la célula produzca dicho polipéptido.

Breve descripcion de los dibujos

La figura | muestra un plasmido para la seleccidon de puromicina que se utilizé para expresionar ALT1 humana (496
aminoacidos).

La figura 2 muestra un plasmido para la seleccion de higromicina, que se utilizé para expresar ALT1 humana (496
aminoacidos).

La figura 3 muestra los graficos de los rendimientos de anticuerpos anti-glipicano-3 en el dia 17 de cultivo de
alimentacion por lote de frascos de 50 ml con agitacion. El rendimiento de anticuerpo en células tranferidas pPur-
ALTI (n=4) fue superior al de la células transferidas pPur (n=3) (P<0,01). C

La figura 4 es un grafico que muestra los rendimientos de anticuerpos de A72, que es una cepa que expresa ALT1,y
3
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P41 como cepa de control, en un frasco de 1 litro de cultivo de alimentacién por lote. El rendimiento de anticuerpos
anti-glipicano-3 de A72 fue de 2,9 g/l en el dia 19 del cultivo, que fue mayor que el de P41.

La figura 5 es un grafico que muestra las proporciones de supervivencia de A72, que es una cepa que expresa ALTI,
y P41 como cepa control. La proporcion de supervivencia de A72 en la etapa tardia del cultivo fue mayor que la de
P41.

La figura 6 muestra los graficos de los rendimientos de anticuerpos anti-glipicano-3 en el dia 4 de cultivo de
alimentacion por lote de frascos de 50 ml con agitacion. El rendimiento de anticuerpos en las células co-transferidas
pHyg-TauT/pPur-ALT1 (n=6) fue superior al de las células co-transferidas pHyg-TauT/pPur (n=8) (P<0,01).

La figura 7 es un grafico que muestra el rendimiento de anticuerpos de TA41, que es una cepa de co-expresion de
TauT/ALT1, en un cultivo de alimentacion por lote de frascos de 1 I. El rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3
fue de 5,3 g/l en el dia 21 del cultivo.

La figura 8 muestra la secuencia de nucledtidos de un gen transportador de la taurina recientemente clonado,
derivado de células CHO de hamster y la secuencia de aminoacidos deducida del mismo.

La figura 9 es una topologia de la membrana del transportador de la taurina de un TauT recientemente clonado
derivado de células CHO.

La figura 10 muestra un plasmido que se uso para la expresion de TauT de hamster (622 aminoacidos).

La figura 11 muestra graficos de densidad de células viables en el dia 7 de cultivo de alimentacion por lote de
frascos de 50 ml con agitacion. La densidad de células viables en células transferidas pHyg/TauT fue superior a la
de las células transferidas pHyg.

La figura 12 muestra graficos de rendimiento de lactato en el dia 7 de cultivo de alimentacion por lote de frascos de
50 ml con agitacion. Las celulas transferidas pHyg/TauT produjeron menos lactato, y fueron superiores a las celulas
transferidas pHyg.

La figura 13 muestra graficos de rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 en el dia 7 de cultivo de alimentacion
por lote de frascos de 50 ml con agitacion. Cuatro de las 7 cepas de células transferidas pHyg/TauT mostraron
rendimientos de anticuerpos mas altos que el rendimiento mas alto de las células transferidas pHyg.

La figura 14 muestra graficos de rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 en el dia 7 de cultivo de alimentacion
por lote de frascos de 50 ml con agitacion. El rendimiento de anticuerpos en células transferidas pHyg/TauT fue
superior al de las células transferidas pHyg.

La figura 15 es un grafico que muestra la proporcion de supervivencia de células transferidas pHyg/TauT T10 (que
mostraron una capacidad alta de crecimiento) en un cultivo de alimentacion por lote de frascos de 1 |. La proporcion
de supervivencia de T10 fue de 80% o mas, incluso en el dia 32 del cultivo.

La figura 16 es un grafico que muestra el rendimiento de anticuerpos de una célula transferida pHyg/TauT T10 (que
mostré una capacidad alta de crecimiento durante el proceso de expansion en cultivo estatico) en un frasco de 1 litro
de cultivo de alimentacion por lote. El rendimiento de anticuerpo anti-glipicano-3 de T10 fue de 2,9 g/litro en el dia 35
del cultivo.

La figura 17 muestra los resultados del analisis de citometria de flujo que indica que las células transferidas TauT
T10 estan expresando moléculas TauT en sus membranas celulares.

La figura 18 es un grafico que muestra el contenido intracelular de amoniaco (proporciones de concentracion) en un
cultivo de alimentacion por lote en frascos de 1 I. La inhibicion de amoniaco en las cepas transferidas pHyg/TauT fue
notable en comparacion con la cepa de origen.

La figura 19 es un grafico que muestra que la taurina se recapta en las células dependiendo de la concentracion de
taurina en el medio. No se observaron diferencias en la recaptacion de taurina en las cepas transferidas pHyg/TauT
y la cepa de origen.

La figura 20 es un grafico que muestra el consumo de glutamina en el medio. En comparacién con la cepa de origen,
las cepas transferidas pHyg/TauT mostraron una consumicién de glutamina notablemente alta/célula sin
dependencia de la concentracién de taurina en el medio.

La figura 21 es un grafico que muestra que los rendimientos de anticuerpos antiglipicano-3 de cepas transferidas
pHyg/TauT son casi iguales sin dependencia de la concentracion de taurina inicial en el medio.

La figura 22 muestra el rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 de TA41, una cepa que co-expresa TauT/ALT, en
el dia 14 de cultivo de alimentacion por lote en un agitador. El rendimiento de anticuerpos se incrementé mediante la
adicién de a-cetoglutarato.
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Mejor modo de llevar a cabo la invencion
De aqui en adelante, las formas de realizacion de la presente invencién se describiran con mas detalle.

Se divulga en este documento un método para producir un polipéptido, que comprende cultivar una célula que
fuertemente expresa ALT y tiene un ADN transferido que codifica un polipéptido deseado y que de esta forma
permite a la célula producir el polipéptido.

En el método de la presente invencion, la célula puede ser una célula natural capaz de producir el polipéptido
deseado o una célula transformada en la que se ha transferido un ADN que codifica el polipéptido deseado.
Preferiblemente, se utiliza una célula transformada en la que se ha transferido un ADN que codifica el polipéptido
deseado.

En dicho método, el polipéptido deseado no esta particularmente limitado. El polipéptido puede ser cualquier
polipéptido tal como un anticuerpo (por ejemplo, el anticuerpo del receptor anti IL--6, anticuerpo anti-IL-6, anticuerpo
anti-glipicano-3, anticuerpo anti-CD3, anticuerpo anti-CD20, anticuerpo anti-GPIlIb/llla, anticuerpo anti-TNF,
anticuerpo anti-CD25, anticuerpo anti-EGFR, anticuerpo anti-Her2/neu, anticuerpo anti-RSV, anticuerpo anti-CD33,
anticuerpo anti-CD52, anticuerpo anti-IgE, anticuerpo anti-CD 11a, anticuerpo anti-VEGF, anticuerpo anti-VLA4 y
similares) o una proteina fisiolégicamente activa (por ejemplo, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF), eritropoyetina, interferon, interleuquinas
tales como IL-1 o IL-6, t-PA, uroquinasa, albumina de suero, factor de coagulacion de la sangre, PTH, y similares).
Un anticuerpo se prefiere particularmente, y puede ser cualquier anticuerpo tal como un anticuerpo natural, un
anticuerpo de tamafio molecular bajo (por ejemplo, Fab, scFv, sc(Fv)2), un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
humanizado, etc.

Mediante el uso de células que expresan fuertemente ALT, puede aumentarse la cantidad de polipéptido producido
por las células.

ALT es fundamentalmente conocida como una enzima que produce glutamato mediante la transferencia de un grupo
amino de la alanina a 2-oxoglutarato. Los presentes inventores consideran que si la reaccion de biosintesis de
piruvato y glutamato desde la alanina se pudiera promover mediante la expresion fuerte de ALT en células
anfitrionas tales como células CHO, los productos podrian ser utilizados en el metabolismo durante un ciclo de TCA
y la produccién de glucosa por la glucogénesis, y esto podria mejorar el comportamiento del cultivo celular, dando
lugar a la produccién de alto rendimiento del polipéptido deseado.

Las células que expresan fuertemente ALT no estan limitadas particularmente, siempre y cuando sean capaces de
una expresion de ALT a niveles mas altos que las células naturales. Las células naturales incluyen, pero no se
limitan particularmente a, células que se utilizan como anfitrionas en la produccion de proteinas recombinantes y se
pueden ejemplificar por las células CHO.

Una célula que expresa fuertemente ALT no esta particularmente limitada siempre que la célula tenga una expresion
aumentada de nivel de ALT en comparacién con la celular natural correspondiente. La célula natural no esta
particularmente limitada. Puede utilizarse una célula que se utilice como anfitriona en la produccién de una proteina
recombinante (por ejemplo, las células CHO).

Como una célula que expresa fuertemente ALT, puede darse una célula en la que se ha transferido artificialmente un
gen de ALT. Una célula en la que se ha transferido un gen de ALT artificialmente se puede preparar por métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, dicha célula se puede preparar mediante la incorporacion de
un gen de ALT en un vector y transformando el vector en una célula. Ademas, el concepto de "células en las que un
gen de ALT se ha transferido artificialmente" abarca las células en este documento en el que un gen de ALT
enddgeno ha sido activado por la tecnologia de activacion de genes (véase, por ejemplo, el documento de patente
internacional W094/12650) de modo que ALT esté fuertemente expresado.

Como ALT que se expresa fuertemente en una célula, se puede utilizar una ALT derivada de cualquier organismo.
En concreto, se conocen y pueden usarse ALTs derivadas de seres humanos, ratén, rata, perro, rana de ufias
africana, mosca de la fruta, nematodos, arroz japonés, Cyanidioschyzon merolae, Saccharomyces cerevisiae,
Ashbya gossypii, Candida albicans, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus oryzae, Cryptococcus neoformans, Dictyostelium discoideum, Trypanosoma brucei, Leishmania major,
Entamoeba histolytica y Trypanosoma cruzi. Preferiblemente, se puede utilizar una ALT derivada de la especie
humana, un roedor o la misma especie que la célula anfitriona. Por ejemplo, cuando la célula en la que se deja
expresar fuertemente ALT es una célula de ovario de hamster chino (células CHO), ALT se deriva preferiblemente
de un ser humano o hamster. Para ALT en los seres humanos, ratones, y levaduras, existen variantes (ALT1 y
ALT2). ALT2 tiene 80% o mas de homologia con ALT 1 a nivel de aminoacidos. ALT 1 se expresé de manera
forzada en los ejemplos descritos mas adelante.

Ademas, como un gen de una ALT que se va a expresar fuertemente en una célula, puede utilizarse uno cualquiera
de los siguientes ADNs (a) a (e) que codifican ALT.
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(a) un ADN que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias
de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52,
54, 56, 58 o0 60;

(b) un ADN que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de
aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60 por sustitucion, delecién, adicién y/o insercion de
uno o mas residuos de aminoacidos y sin embargo, tiene actividad de alanina aminotransferasa;

(c) un ADN que codifica un polipéptido que tiene 70% o mas de homologia de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 0 60 y, todavia tiene actividad de alanina
aminatransferasa;

(d) un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5,
7,9, 11, 13,15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 0 59;

(e) un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se
muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59 en condiciones rigurosas y, sin embargo codifica un polipéptido que tiene
actividad de alanina aminotransferasa.

La célula que expresa fuertemente ALT puede ser cualquier célula, por ejemplo, células eucariotas tales como
células animales, vegetales y de levadura, células procariotas tales como E. coli y B. subtilis, etc. Preferiblemente,
se utilizan células animales tales como CHO y COS, las células CHO son particularmente preferidas. Con el fin de
preparar un polipéptido deseado, se prefieren células adecuadas para la transferencia de un gen que codifica el
polipéptido deseado, tal como las células CHO-dhfr que son preferidas.

Preferiblemente, la célula que expresa fuertemente ALT expresa ademas un transportador de la taurina fuertemente
con el fin de preparar un polipéptido deseado. Mediante la transferencia de un gen que codifica el polipéptido
deseado en la célula y cultivando la célula resultante en un medio, el polipéptido deseado puede ser producido en
una mayor cantidad.

Cuando un polipéptido deseado se produce utilizando una célula en la que un gen de ALT se ha transferido
artificialmente, el orden de la transferencia de un gen de ALT y la transferencia de un gen que codifica un polipéptido
deseado no esta particularmente limitado. Un gen que codifica un polipéptido deseado puede ser transferido
después de la transferencia de un gen de ALT. Como alternativa, un gen de ALT puede ser transferido después de
la transferencia de un gen que codifica un polipéptido deseado. También es posible transferir un gen de ALT y un
gen que codifica un polipéptido deseado de forma simultanea.

Un gen de ALT y un gen que codifica un polipéptido deseado pueden ser transferidos de forma simultanea en un
Unico vector. Alternativamente, pueden ser transferidos por separado usando una pluralidad de vectores.

Mediante el uso de una célula que expresa fuertemente ALT y un transportador de la taurina, puede disminuirse la
concentracion de amoniaco intracelular.

Se sabe que el transportador de la taurina es una proteina de membrana que tiene la funcidon osmoregulatoria de
captar aminoacidos (tales como la taurina y (f-alanina) en las células.

Una célula que expresa fuertemente un transportador de la taurina no esta particularmente limitada siempre que la
célula tenga un mayor nivel de expresion de un transportador de la taurina en comparacién con la correspondiente
célula natural. La célula natural no esta particularmente limitada. Una célula que se utiliza como anfitrién en la
produccion de una proteina recombinante (por ejemplo, células CHO) puede ser utilizada.

Como una célula que expresa fuertemente un transportador de la taurina, puede darse una célula en la que ha sido
transferido artificialmente un gen transportador de la taurina. Se puede preparar una célula en la que un gen
transportador de la taurina ha sido transferido artificialmente por métodos conocidos por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, dicha célula se puede preparar mediante la incorporacion de un gen transportador de la taurina en un
vector y transformando el vector en una célula.

Como un transportador de la taurina que se expresa fuertemente en una célula, se puede usar un transportador de
la taurina derivado de cualquier organismo. Especificamente, se puede usar un transportador de la taurina derivado
de un ser humano o un roedor (por ejemplo, ratdén, rata o hamster). Preferiblemente, puede utilizarse un
transportador de la taurina derivado de un ser humano, roedor o de la misma especie que la célula anfitriona. Por
ejemplo, cuando la célula a la que se deja expresar fuertemente un transportador de la taurina es una célula de
ovario de hamster chino (células CHO), el transportador de la taurina se deriva preferiblemente de ser humano o
hamster.
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Ademas, como un gen del transportador de la taurina que se expresa fuertemente en una célula, puede utilizarse
uno cualquiera de los siguientes ADNSs (a+) a (e1) que codifican un transportador de la taurina.

(a1) un ADN que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias
de N° de identificaciéon: 62, 64, 66 o 68;

(b1) un ADN que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de
aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 62, 64, 66 o 68 por sustitucién, delecién,
adicién y/o insercién de uno o mas residuos de aminoacidos y que todavia tiene actividad transportadora de la
taurina;

(c1) un ADN que codifica un polipéptido que tiene 70% o mas homologia de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 62, 64, 66 o 68 y, que todavia
tiene actividad transportadora de la taurina;

(d1) un ADN que tiene la secuencia de nucletdtidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 61,
63, 65 0 67;

(e1) un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la secuencia de nucledtidos como se
muestra en las secuencias de N° de identificacion: 61, 63, 65 o 67 en condiciones rigurosas y que todavia codifica un
polipéptido que tiene actividad de transportador de la taurina.

La produccion de un polipéptido deseado puede ser llevada a cabo mediante la transferencia de un gen que codifica
el polipéptido deseado en una célula que expresa fuertemente un gen transportador de la taurina y un gen de ALT y
cultivando la célula resultante en un medio. Ademas, se puede preparar un polipéptido deseado mediante el uso de
una célula en la que un gen enddgeno ha sido activado por la tecnologia de activacion de genes (véase, por
ejemplo, el documento de patente internacional W094/12650) de manera que se produzca el polipéptido deseado.

Cuando un polipéptido deseado se produce utilizando una célula en la que un gen de transportador de la taurina y
un gen de ALT se han transferido artificialmente, el orden de la transferencia del gen transportador de la taurina, la
transferencia del gen de ALT y la transferencia del gen que codifica el polipéptido deseado no esta particularmente
limitado. El gen que codifica el polipéptido deseado puede ser transferido después de la transferencia del gen
transportador de la taurina y el gen de ALT. Alternativamente, el gen transportador de la taurina y el gen de ALT
pueden ser transferidos después de la transferencia del gen que codifica el polipéptido deseado. También es posible
transferir el gen transportador de la taurina, gen de ALT y gen que codifica el polipéptido deseado de forma
simultanea.

Un gen transportador de la taurina, un gen de ALT y un gen que codifica un polipéptido deseado pueden ser
transferidos de forma simultanea en un unico vector. Alternativamente, pueden ser transferidos por separado usando
una pluralidad de vectores.

Para el cultivo de la célula que expresa fuertemente ALT (y que puede expresar fuertemente un transportador de la
taurina), pueden usarse medios utilizados en el cultivo celular convencional (preferiblemente, cultivo de células
animales). Estos medios contienen generalmente aminoacidos, vitaminas, factores de lipidos, fuentes de energia,
reguladores osmoéticos, fuentes de hierro y reguladores del pH. Los contenidos de estos componentes son por lo
general como sigue: aminoacidos 0,05-1.500 mg/l, vitaminas 0,001-10 mg/l, factores de lipidos 0-200 mg/l, fuentes
de energia 1-20 g/l, reguladores osmoticos 0,1-10.000 mg/l, fuentes de hierro 0,1 a 500 mg/l, reguladores de pH 1 a
10.000 mg/I, oligoelementos metalicos 0,00001-200 mg/l, tensioactivos 0-5.000 mg/l, cofactores de crecimiento 0,05-
10.000ug/l y nucledsidos 0,001 a 50 mg/l. Sin embargo, el contenido no se limita a estos intervalos y puede
seleccionarse apropiadamente dependiendo del tipo de la célula que se va a cultivar, el tipo de polipéptido deseado,
y asi sucesivamente.

Ademas de estos componentes, pueden afadirse oligoelementos metalicos, agentes tensioactivos, cofactores de
crecimiento, nucledsidos, y similares.

Ejemplos especificos de tales componentes incluyen aminoacidos, tales como L-alanina, L-arginina, L-asparagina,
acido L-aspartico, L-cisteina, L-cistina, L-glutamina, acido L-glutamico, glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-
lisina, L-metionina, L-ornitina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina , L-treonina, L-triptéfano, L-tirosina, y L-valina,
preferiblemente, L-alanina, L-arginina, L-asparagina, acido L-aspartico, L-cistina, L-glutamina, acido L-glutamico,
glicina, L-histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina, L-treonina, L-
triptéfano, L-tirosina y L-valina; vitaminas, tales como i-inositol, biotina, acido félico, acido lipoico, nicotinamida, acido
nicotinico, acido p-aminobenzoico, pantotenato de calcio, hidrocloruro de piridoxal, hidrocloruro de piridoxina,
riboflavina, hidrocloruro de tiamina, vitamina Bi2 y acido ascoérbico, preferiblemente, biotina, acido folico, acido
lipoico, nicotinamida, pantotenato de calcio, hidrocloruro de piridoxal, riboflavina, hidrocloruro de tiamina, vitamina
B12 y acido ascorbico; factores de lipidos, tales como cloruro de colina, tartrato de colina, acido linoleico, acido oleico
y colesterol, preferiblemente, cloruro de colina; fuentes de energia, tales como glucosa, galactosa, manosa, y
fructosa, preferiblemente, glucosa; reguladores osmaticos, tales como cloruro de sodio, cloruro de potasio, y nitrato
de potasio, preferiblemente, cloruro de sodio; fuentes de hierro, tales como EDTA de hierro, citrato férrico, cloruro

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2591284 T3

ferroso, cloruro férrico, sulfato ferroso, sulfato férrico y nitrato férrico, preferiblemente, cloruro férrico, EDTA de hierro
y citrato férrico; y reguladores de pH, tales como carbonato acido de sodio, cloruro de calcio, fosfato de dihidrégeno
y sodio, HEPES y MOPS, preferiblemente, carbonato acido de sodio. Los medios de cultivo que contienen
cualquiera de estos componentes pueden darse como ejemplos.

Ademas de los componentes anteriores, se pueden afadir elementos metalicos traza, tales como sulfato de cobre,
sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de magnesio, cloruro de niquel, cloruro de estafo, cloruro de
magnesio y subsilicato de sodio, preferiblemente, sulfato de cobre, sulfato de zinc y sulfato de magnesio;
tensioactivos, tales como Tween 80 y Pluronic F68; cofactores de crecimiento, tales como insulina recombinante,
IGF-1 recombinante, EGF recombinante, FGF recombinante, PDGF, TGF-a recombinante, hidrocloruro de
etanolamina, selenito de sodio, acido retinoico y dihidrocloruro de putrescina, preferiblemente, selenito de sodio,
hidrocloruro de etanolamina, IGF-1 recombinante vy dihidrocloruro de putrescina; y nucleésidos, tales como
desoxiadenosina, desoxicitidina, desoxiguanosina, adenosina, citidina, guanosina y uridina. En los ejemplos
preferibles de los medios anteriores, antibidticos, tales como estreptomicina, penicilina-G potasica y gentamicina, e
indicadores de pH, tales como rojo de fenol, pueden estar contenidos.

Ademas, se puede afadir al medio a-cetoglutarato, que sirve como sustrato para la ALT. El rendimiento del
polipéptido deseado (por ejemplo, un anticuerpo) se puede aumentar mediante la adicion de a-cetoglutarato. En este
caso, la cantidad de o-cetoglutarato que se afade esta normalmente en el intervalo de 0,01 a 1000 mM,
preferiblemente de 0,1 a 100 mM, y mas preferiblemente de 1 a 10 mM.

El pH del medio varia dependiendo de las células que se cultivan. Generalmente, un pH de 6,8-7,6 es apropiado. En
muchos casos, un pH de 7,0-7,4 es apropiado.

También es posible utilizar un medio comercial para cultivo de células animales, por ejemplo, D-MEM (medio Eagle
modificado por Dulbecco), D-MEM/F-12 Mezcla 1:1 (Medio Eagle Modificado de Dulbecco: mezcla de nutrientes F-
12), RPMI1640, CHO-S-SFMII (Invitrogen), CHO-SF (Sigma-Aldrich), EX-CELL 301 (JRH Biosciences), CD-CHO
(Invitrogen), IS CHO-V (Irvine Scientific), PF-ACF-CHO (Sigma-Aldrich) o similares.

Alternativamente, el medio puede ser un medio libre de suero, tales como CD-CHO (Invitrogen).

Cuando las células que expresan fuertemente ALT (y que pueden expresar fuertemente un transportador de la
taurina) son células CHO, las células CHO pueden cultivarse por métodos conocidos por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, las células CHO se pueden cultivar por lo general en una atmdésfera con una concentracion de CO; en
la fase gaseosa de 0 a 40%, preferiblemente 2 a 10%, en de 30 a 39° C, preferiblemente aproximadamente 37° C.

Por otra parte, en el caso en que el polipéptido deseado tal como un anticuerpo se produce por cultivo de células, las
células se vuelven altamente confluentes en la etapa tardia del cultivo (aproximadamente 1 x 107 células/ml), y el
efecto de los productos de desecho tales como el lactato se convierte en extremadamente grande. Si el polipéptido
deseado se produce por células que expresan fuertemente ALT, se mantiene una proporciéon de supervivencia alta
incluso en la ultima etapa del cultivo, y también se puede anticipar una mejora en el rendimiento del polipéptido
deseado.

Un periodo de cultivo apropiado para producir un polipéptido deseado usando células que expresen fuertemente
ALT es generalmente de 1 dia a 3 meses, preferiblemente de 1 dia a 2 meses, mas preferiblemente de 1 dia a 1
mes.

Con respecto a varios dispositivos de cultivo para cultivo de células animales, pueden utilizarse un dispositivo de
cultivo tipo tanque fermentador, un dispositivo de cultivo tipo aireador, un dispositivo de cultivo tipo matraz de cultivo,
un dispositivo de cultivo tipo matraz con agitacion, un dispositivo de cultivo tipo microportador, un dispositivo de
cultivo tipo de lecho fluido, un dispositivo de cultivo tipo de fibra hueca, un dispositivo de cultivo tipo en frascos de
rodillos, un dispositivo de cultivo tipo lecho compacto, o similares.

El cultivo puede realizarse por cualquier método de cultivo, tales como cultivo en lotes, cultivo de alimentacién por
lotes o cultivo continuo. Preferiblemente, se utiliza el cultivo de alimentacién por lotes o el cultivo continuo. El cultivo
discontinuo alimentado por lotes es mas preferido.

Cuando se cultivan las células que expresan fuertemente ALT (y que pueden expresar fuertemente un transportador
de la taurina), puede afiadirse taurina al medio a fin de promover la captacién de taurina en las células. La
concentracion de la taurina que se afiade al medio no esta limitada especificamente, pero esta normalmente en el
intervalo de 0 g/l a 100 g/I, preferiblemente 0 g/l a 20 g/, y mas preferiblemente de 0 g/l a 10 g/l.

Cuando el polipéptido producido seguin el método descrito en este documento tiene una actividad bioldgica util como
producto farmacéutico, es posible producir un producto farmacéutico mediante la mezcla de este polipéptido con
vehiculos o aditivos farmacéuticamente aceptables y formularlo en una preparacion.

Los ejemplos especificos de vehiculos y aditivos farmacéuticamente aceptables incluyen el agua,disolventes
organicos que son farmacéuticamente aceptables, colageno, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, polimero de
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carboxivinilo, carboximetilcelulosa sédica, poliacrilato de sodio, alginato de sodio, dextrano soluble en agua,
carboximetil almidén sédico, pectina, metilcelulosa, etilcelulosa, goma de xantano, goma arabiga, caseina, agar-
agar, polietilenglicol, diglicerina, glicerina, propilenglicol, vaselina, parafina, alcohol estearilico, acido estearico,
albumina de suero humano (HSA), manitol, sorbitol, lactosa y tensioactivos que son aceptables como aditivos
farmacéuticos.

Pueden seleccionarse los aditivos actuales de los aditivos mencionados anteriormente solos o en combinacion
segun la forma de dosificacion del agente terapéutico, pero no se limitan a los enumerados anteriormente. Por
ejemplo, cuando un polipéptido se usa en una formulacién inyectable, el polipéptido purificado puede disolverse en
un disolvente tal como solucion salina fisiolégica, tampon o una solucion de glucosa, y después se puede afadir un
inhibidor de la adsorcion tal como Tween 80, Tween 20, gelatina o albumina del suero humano a la solucion.
Alternativamente, se puede usar un agente de liofilizacion para preparar una forma de dosificacion que se disuelve y
se reconstituye antes de su uso. Ejemplos de excipientes utiles para liofilizacion incluyen alcoholes de azucar y
sacaridos tales como manitol y glucosa.

Las dosis eficaces del polipéptido pueden seleccionarse apropiadamente dependiendo del tipo de polipéptido, tipo
de la enfermedad a tratar o prevenir, edad del paciente, gravedad de la enfermedad, etc. Por ejemplo, cuando el
polipéptido es un anticuerpo antiglipicano, la dosis eficaz de anticuerpo antiglipicano se selecciona dentro de un
intervalo de 0,001 mg a 1000 mg por kg de peso corporal por administracién. Alternativamente, una dosis de 0,01 a
100.000 mg/cuerpo puede ser seleccionado para el paciente. Sin embargo, la dosis eficaz no se limita a estos
intervalos.

El polipéptido puede ser administrado por via oral o parenteral, pero se prefiere la administracién parenteral.
Especificamente, la inyeccion (por ejemplo, la administracion sistémica o local por inyeccion intravenosa, inyeccion
intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccion subcutanea, etc.), administracion transnasal, administration
transpulmonar, administracion transdérmica y similares pueden enumerarse.

En la presente invencioén, puede usarse como un gen que codifica ALT, un ADN que codifica un polipéptido que tiene
la secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16,
18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60. Alternativamente, puede usarse
un ADN que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivado de la secuencia de
aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42 , 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 6 60 por sustitucion, delecion, adicion y/o insercion de
uno o mas residuos de aminoacidos y que todavia tiene actividad de alanina aminotransferasa.

El polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos como se muestra
en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60 por sustitucion, delecion, adicion y/o insercion de uno o mas residuos de
aminoacidos y que todavia tiene actividad de alanina aminotransferasa es funcionalmente equivalente a ALT
derivada de un ser humano, ratén, rata, perro, rana de ufias africana, mosca de la fruta, nematodos, arroz japonés,
Cyanidioschyzon merolae, Saccharomyces cerevisiae, Ashbya gossypii, Candida albicans, Schizosaccharomyces
pombe, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus oryzae, Cryptococcus neoformans, Dictyostelium
discoideum, Trypanosoma brucei, Leishmania major, Entamoeba histolytica o Trypanosoma cruzi (en lo sucesivo, a
veces referido como "ALT derivado de ser humano o similares"). Tal polipéptido abarca, por ejemplo, mutantes de
ALT derivados de seres humanos o similares. En el ejemplo descrito a continuacion, se utilizé un mutante en el que
se sustituyeron cuatro de 496 aminoacidos (R53S, Q72R, F286S y M332K).

Como métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para preparar polipéptidos funcionalmente equivalentes
a un polipéptido especifico, se pueden dar los métodos para introducir mutaciones en los polipéptidos. Por ejemplo,
los expertos en la técnica podrian preparar polipéptidos funcionalmente equivalentes a ALT derivado de ser humano
o similar mediante la introduccién apropiada de mutaciones en aminoacidos de ALT derivados de ser humano o
similar por mutagénesis dirigida al sitio (Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995) Gene 152, 271-275; Zoller, MJ, y Smith,
M. (1983) Methods Enzymol 100, 468-500; Kramer, W et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9.441-9456; Kramer W, y
Fritz HJ (1987) Methods Enzymol. 154, 350-367; Kunkel, TA (1985) Proc Natl Acad Sci USA. 82, 488-492; Kunkel
(1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766). Las mutaciones en los aminoacidos también pueden ocurrir en la
naturaleza.

Los ejemplos especificos de polipéptidos funcionalmente equivalentes a ALT derivado de ser humano o similares
incluyen, pero no se limitan a, un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de
aminoacidos (por ejemplo, secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32,
34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60) de ALT derivado de ser humano o similares por delecion de
uno o mas aminoacidos, preferentemente de 1-30 aminoacidos, mas preferiblemente de 1-10 aminoacidos; un
polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos de ALT derivado de
ser humano o similares mediante la adiciéon de uno o mas aminoacidos, preferentemente de 1-30 aminoacidos, mas
preferiblemente de 1-10 aminoacidos; y un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la
secuencia de aminoacidos de ALT derivado de ser humano o similares por sustitucién de uno o mas aminoacidos,
preferentemente de 1-30 aminoacidos, mas preferiblemente de 1-10 aminoacidos, con otros aminoacidos.
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Los residuos de aminoacidos a mutar no estan particularmente limitados. Preferiblemente, los residuos de
aminoacidos son mutados a otros aminoacidos en los que se conserva la naturaleza de la cadena lateral del
aminoacido inicial. Ejemplos especificos de la naturaleza de la cadena lateral de aminoacidos incluyen aminoacidos
hidréfobos (A, I, L, M, F, P, W, Y y V), aminoacidos hidrdfilos (R, D, N, C, E, Q, G H, K, Sy T), aminoacidos con una
cadena lateral alifatica (G, A, V, L, | y P), aminoacidos con una cadena lateral que contiene un grupo hidroxilo (S, Ty
Y), aminoacidos con una cadena lateral que contiene un atomo de azufre (C y M), aminoacidos con una cadena
lateral que contiene un acido carboxilico y una amida (D, N, E y Q), aminoacidos con una cadena lateral que
contiene una base (R, Ky H) y los aminoacidos con una cadena lateral que contiene un grupo aromatico (H, F, Yy
W) (en paréntesis estan los codigos de una letra para los aminoacidos).

Se ha informado de que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivado de una secuencia de
aminoacidos original por modificacion (por ejemplo, delecion, adicion y/o sustitucion de uno o mas aminoacidos)
mantiene la actividad bioldgica del polipéptido original (Marcos, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984) 81,
5662-5666; Zoller, M. J. y Smith, M. Nucleic Acids Research (1982) 10, 6487-6500; Wang, A. et al, Science 224,
1431-1433; Dalbadie-McFarland, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (1982) 79, 6409-6413).

Como un ejemplo del polipéptido en el que uno o mas residuos de aminoacido se afiaden a ALT derivada de un ser
humano o similar, puede darse un polipéptido de fusion que comprende ALT derivada de ser humano o semejante.
Dicho polipéptido de fusidon se compone de ALT derivada de ser humano o similar, y otro polipéptido fusionado a la
misma. Dicho polipéptido de fusidon se puede preparar mediante la vinculacion de un gen que codifica ALT derivada
de ser humano o similar en marco con un gen que codifica el otro polipéptido, transfiriendo el ADN resultante en un
vector de expresion y expresando el ADN en una célula anfitriona. Pueden ser utilizadas las técnicas conocidas por
los expertos en la técnica. No hay limitacion en el polipéptido a fusionarse al derivado de ser humano o similares.

Los ejemplos de polipéptidos que se funden con ALT derivada de ser humano o similares incluyen, pero no se
limitan a, FLAG (Hopp, T. P. et al., BioTechnology (1988) 6, 1204-1210), 6xHis que comprende seis residuos de
histidina (His), 10xHis, hemaglutinina de la gripe (HA), fragmento de c-myc humano, fragmento de VSV-GP,
fragmento de p18HIV, etiqueta T7, etiqueta HSV, fragmento de antigeno SV40T, etiqueta Ick, fragmento de a-
tubulina, etiqueta B, fragmento de proteina C, glutation-S-transferasa (GST), hemaglutinina de la gripe (HA), region
constante de inmunoglobulina, B-galactosidasa y proteina de union a la maltosa (MBP).

Un gen comercialmente disponible que codifica dicho polipéptido se fusiona con el gen que codifica ALT derivada de
ser humano o similares. El gen fusionado asi preparado se expresa para preparar un polipéptido fusionado.

Un método alternativo conocido por los expertos en la técnica para preparar polipéptidos funcionalmente
equivalentes a un polipéptido especifico es un método que utiliza la técnica de hibridacién (Sambrook, J et al.,
Molecular Cloning segunda edicion, 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989). Los expertos en la técnica
podrian aislar rutinariamente un ADN altamente homdlogo a la secuencia de ADN (por ejemplo, las secuencias de
N° de identificacién: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53,
55, 57 6 59) de ALT derivada de ser humano o similares sobre la base de esa secuencia de ADN o una parte de la
misma, y aislar polipéptidos funcionalmente equivalentes a ALT derivada de ser humano o similares a partir de ese
ADN.

Las condiciones de hibridacion para aislar un ADN que codifica un polipéptido funcionalmente equivalente a ALT
derivada de ser humano o similares se pueden seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, se pueden dar condiciones de hibridaciéon de bajo rigor. Las condiciones de hibridaciéon de bajo rigor son,
por ejemplo, 42° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%, preferiblemente 50° C, 2 x SSC y SDS al 0,1% Mas preferiblemente, se
pueden dar condiciones de alto rigor. Por ejemplo, las condiciones de alto rigor son 65° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%.
En estas condiciones, a medida que la temperatura de hibridaciéon se reduce, se obtienen no sélo los ADNs de
elevada homologia sino también los ADNs de baja homologia. A la inversa, se espera que sélo aquellos ADNs de
alta homologia se obtengan con una temperatura elevada de hibridacién. Sin embargo, no soélo la temperatura sino
también una pluralidad de factores (tales como las concentraciones de sal) afectan al rigor de la hibridacién. Los
expertos en la técnica podrian apropiadamente seleccionar estos factores para realizar un rigor similar.

El polipéptido codificado por un ADN aislado por estas técnicas de hibridacion puede tener 70% o mas de homologia
y por lo general tiene una alta homologia con ALT derivada de ser humano o similar en la secuencia de
aminodcidos. El término "alta homologia" se refiere a por lo general 97% o mas de homologia, preferiblemente 98%
o0 mas de homologia, mas preferiblemente 99% o mas de homologia. Para la determinacion de la homologia de
polipéptidos, el algoritmo descrito en Wilbur, W. J. y Lipman, D. J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (1983) 80, 726-730
puede ser seguido.

El polipéptido puede variar en la secuencia de aminoacidos, peso molecular, punto isoeléctrico, presencia o
ausencia de cadenas de azucar, morfologia, etc. dependiendo de la célula o anfitrion que produce el polipéptido o el
método de purificacion que se describirda mas adelante. Sin embargo, siempre que el polipéptido resultante tenga
funciones equivalentes a las funciones de ALT derivada de ser humano o similar, el ADN que codifica el polipéptido
se puede utilizar en la presente invencion. Por ejemplo, cuando el polipéptido de la presente invencion se expresa
en un procariota (por ejemplo, Escherichia coli), un residuo de metionina se afiade a la N-terminal de la secuencia
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inicial de aminoacidos del polipéptido. Cuando el polipéptido se expresa en un eucariota (por ejemplo, una célula de
mamifero), se elimina la secuencia de sefial N-terminal. Estos polipéptidos se pueden utilizar en la presente
invencion.

El polipéptido se puede preparar como un polipéptido recombinante o un polipéptido natural mediante métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Se puede preparar un polipéptido recombinante mediante la incorporacién
de un ADN que codifica el polipéptido en un vector de expresion apropiado, introduciendo el vector en una célula
anfitriona apropiada, recogiendo el transformante resultante, extrayendo un polipéptido bruto, y después purificando
el polipéptido por cromatografia (tal como de intercambio iénico , de fase inversa o cromatografia de filtracion en gel,
o cromatografia de afinidad en la que un anticuerpo para el polipéptido preparado por el método de la presente
invencion se fija en una columna) o una combinacion de estas técnicas cromatograficas.

Cuando el polipéptido se expresa en una célula anfitriona (por ejemplo, células animales o E. coli) como un
polipéptido de fusion con el polipéptido de glutation-S-transferasa o como un polipéptido recombinante con residuos
de histidina afiadidos al mismo, el polipéptido expresado puede ser purificado con una columna de glutatién o una
columna de niquel.

Después de la purificacion de una polipéptido de fusion, las regiones que no sean del polipéptido de interés se
pueden cortar por la trombina o el factor Xa y se retiran del polipéptido de fusion.

Cuando el polipéptido es un polipéptido natural, el polipéptido puede ser aislado con métodos de purificaciéon
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un extracto de tejidos o células que expresan el polipéptido
funcionalmente equivalente a ALT derivada de ser humano o similar se puede aplicar a una columna de afinidad a la
que se une un anticuerpo a ALT derivada de ser humano o similar. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal
0 un anticuerpo monoclonal.

En la presente invencion, como el ADN que codifica ALT, se puede utilizar un ADN que tiene la secuencia de
nucledtidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59. Alternativamente, se puede utilizar un ADN que se
hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se muestra en las
secuencias de N° de identificaciéon: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27 , 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45,
47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59 en condiciones de rigor y, que sin embargo codifica un polipéptido que tiene actividad de
alanina aminotransferasa.

El ADN que codifica ALT puede ser utilizado en la produccion in vivo o in vitro de un polipéptido deseado como se
describié anteriormente. Ademas, el ADN que codifica ALT puede ser utilizado en la creaciéon de una célula que
expresa fuertemente ALT. EI ADN que codifica ALT puede adoptar cualquier forma con tal de que sea capaz de
codificar ALT. Es decir, el ADN puede ser, por ejemplo, un ADNc sintetizado a partir de ARNm, un ADN genémico o
un ADN sintetizado quimicamente. Cabe sefalar que, siempre que el ADN sea capaz de codificar ALT, el ADN
puede tener cualquier secuencia de nucleétidos basada en la degeneracion del cédigo genético.

El ADN que codifica ALT se puede preparar por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
ADN se puede preparar mediante la preparacion de una biblioteca de ADNc a partir de una célula que expresa ALT
y la realizacion de la hibridacion utilizando una parte de la secuencia de ADN de ALT (por ejemplo, secuencias de N°
de identificacion: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55,
57 6 59) como una sonda. La biblioteca de ADNc se puede preparar, por ejemplo, por el método descrito en
Sambrook, J. et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Alternativamente, una biblioteca
de ADNc comercial puede ser utilizada. También es posible preparar el ADN que codifica ALT mediante la
preparacion de ARN a partir de una célula que expresa ALT, la sintesis de moléculas de oligo ADN basadas en la
secuencia de ADN de ALT (por ejemplo, secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,
25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 0 59), y la realizacién de PCR utilizando las
moléculas de oligo ADN como cebadores para amplificar de ese modo un ADNc que codifica ALT.

Ademas, mediante la determinacion de la secuencia de nucleétidos del ADNc resultante, es posible determinar la
region de traduccion que codifica ALT y obtener la secuencia de aminoacidos de ALT. Ademas, mediante la criba de
una biblioteca genémica usando el ADNc resultante como una sonda, es posible aislar un ADN genémico.

Especificamente, pueden usarse los siguientes procedimientos. En primer lugar, el ARNm se aisla a partir de
células, tejidos o similares que expresan ALT. Para el aislamiento de ARNm, se prepara el ARN total por métodos
conocidos, por ejemplo, el método de ultracentrifugacion de guanidina (Chirgwin, J. M. et al., Biochemistry (1979) 18,
5294-5299), el método AGPC (Chomczynski, P. y Sacchi, N., Anal. Biochem. (1987) 162, 156-159) o similares, y
luego el ARNm se purifica a partir del ARN total usando el kit de purificacion de ARNm (Pharmacia), etc.
Alternativamente, el ARNm puede prepararse directamente usando el kit de purificacion QuickPrep mRNA
Purification kit (Pharmacia).

A partir del ARNm resultante, se sintetiza ADNc usando una transcriptasa inversa. Alternativamente, el ADNc se

puede sintetizar usando un kit tal como AMV Reverse Transcriptase First-Strand cDNA Synthesis kit (SEIKAGAKU

CORPORATION). También es posible sintetizar y amplificar ADNc segun el método 5'-RACE (Frohman, M. A. et al,
11
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Proc Natl Acad Sci USA (1988) 85, 8998-9002; Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17, 2919-2932)
utilizando el kit 5'-Ampli FINDER RACE (Clontech) y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores.

Un fragmento de ADN de interés se prepara a partir del producto de PCR resultante y se liga a un vector de ADN
para preparar de ese modo un vector recombinante. El vector se introduce en un anfitrion (por ejemplo, E. coli),
seguido de la seleccién de las colonias resultantes para obtener asi un vector recombinante deseado. La secuencia
de nucleétidos del ADN de interés puede ser confirmada por un método conocido tal como el método de terminacion
de cadena de didesoxinucledtido.

Ademas, se puede disefiar una secuencia de nucledtidos de una mayor eficacia de expresion para el ADN que
codifica ALT considerando la frecuencia de uso de codones en el anfitrion que se utiliza para la expresion
(Grantham, R. et al., Nucleic Acids Research (1981) 9, paginas 43-74). Ademas, el ADN que codifica ALT se puede
modificar utilizando kits disponibles comercialmente o métodos conocidos. Ejemplos de tales modificaciones
incluyen, pero no se limitan a, la digestién con enzimas de restriccion, la insercion de oligonucledtidos sintéticos o
fragmentos de ADN apropiados, la adicién de enlazadores, y la insercion de un codén de iniciacion (ATG) y/o un
codon de terminacion (TAA, TGA o TAG).

El ADN que codifica ALT también incluye un ADN que se hibrida con un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos
como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59 en condiciones de rigor y que codifica un polipéptido
funcionalmente equivalente a ALT.

Las condiciones de rigor se pueden seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, condiciones de rigor bajo. Las condiciones de rigor bajo se refieren a, por ejemplo, 42° C, 2 x SSC y SDS al
0,1%, preferiblemente 50° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. Mas preferiblemente, se pueden seleccionar condiciones de
rigor alto. Las condiciones de rigor alto se refieren a, por ejemplo, 65° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. En estas
condiciones, a medida que se eleva la temperatura de hibridacién, se pueden obtener ADNs con una homologia mas
alta. EI ADN anteriormente descrito que se hibrida es preferiblemente un ADN derivado de la naturaleza, por
ejemplo, ADNc o ADN cromosomico.

Estos ADN aislados mediante técnicas de hibridacion normalmente tienen una identidad de secuencia de
nucledtidos alta con un ADN que codifica ALT derivada de un ser humano o similares. EIl ADN que codifica ALT
también incluye un ADN que codifica un polipéptido funcionalmente equivalente a ALT derivada de un ser humano o
similar, y tiene una alta identidad con un ADN que codifica ALT derivada de un ser humano o similar. El término "alta
identidad" se refiere a por lo general 96% o mas de homologia, preferiblemente 98% o mas de homologia, mas
preferiblemente 99% o mas de identidad. La identidad de las secuencias de nucleétidos puede ser determinada por
el algoritmo BLAST (Karlin y Altschul, Proc Natl Acad Sci USA 90: 5873-5877, 1993). Sobre la base de este
algoritmo, se han desarrollado programas tales como BLASTN y BLASTX (Altschul et al. J. Mol. Biol. 215:403-410,
1990). Cuando las secuencias de nucleétidos son analizadas por BLASTN basado en BLAST, los parametros se
pueden establecer como puntuacién = 100 y longitud de palabra = 12, por ejemplo. Se conocen procedimientos
especificos para estos métodos de analisis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov.).

ElI ADN que codifica ALT se puede insertar en un vector.

Cuando la célula anfitriona a ser usada es E. coli, es preferible que el vector tenga un origen de replicacién ("ori") de
modo que el vector se amplifique en gran medida en E. coli (por ejemplo, JM109, DH5a, HB101 y XL 1-Blue) y se
prepare en gran cantidad, y también genes para la seleccién de E. coli transformada (por ejemplo, genes de
resistencia a farmacos que permiten la discriminacion de transformantes con algunos farmacos tales como la
ampicilina, tetraciclina, kanamicina o cloranfenicol). Ejemplos de vectores preferibles incluyen, pero no se limitan a,
vectores M13, vectores pUC, pBR322, pBluescript y PCR-script. Ademas de estos vectores, se pueden enumerar
pGEM-T, pDIRECT, pT7, etc. cuando se usa el vector con el fin de subclonar un ADNc y cortar el ADNc subclonado.
Cuando se utiliza el vector con el fin de producir el polipéptido, un vector de expresion es especialmente util. Cuando
se pretende la expresion en E. coli, el vector de expresion preferiblemente tiene las caracteristicas antes descritas
de modo que el vector se amplifica en E. coli, y también tiene preferiblemente un promotor que permite la expresion
eficaz en E. coli tales como JM109, DH5a, HB101 o XL1-Blue, por ejemplo, el promotor lacZ (Ward et al, Nature
(1989) 341, 544-546; FASEB J. (1992) 6, 2422-2427), el promotor araB (Better et al, Science (1988) 240, 1041-
1043) o el promotor T7. Ejemplos especificos de tales vectores incluyen, ademas de los mencionados anteriormente,
pGEX-5X-1 (Pharmacia), QlAexpress system (Qiagen), pEGFP, o pET (para su anfitrién, se prefiere BL21 que
expresa ARN T7 polimerasa).

El vector puede comprender secuencias de sefial para la secrecion del polipéptido. Cuando el polipéptido se va a
producir en el periplasma de E. coli, se puede usar la secuencia de sefial pelB (Lei, S. P. et al., J. Bacteriol. (1987)
169, 4379) como una secuencia de sefal para la secrecion del polipéptido. La introduccion del vector en una célula
anfitriona se puede realizar, por ejemplo, por el método de cloruro de calcio o la electroporacion.

En los casos en que se utiliza una célula anfitriona que no sea E. coli, vectores utiles para la produccion de un
polipéptido deseado incluyen, pero no se limitan a, vectores de expresion derivado de los mamiferos [por ejemplo,
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pcDNAS3 de Invitrogen; pEGF-BOS (Nucleic Acids Res. 1990, 18(17), pagina 5322); pEF, pCDMS8], vectores de
expresion derivados de células de insectos (por ejemplo, sistema de expresion de baculovirus Bac-to-BAC de
GIBCO BRL; pBacPAKS), vectores de expresion derivados de plantas (por ejemplo, pMH1, pMH2), vectores de
expresion derivados de virus animales (por ejemplo, pHSV, pMV, pAdexLew), vectores de expresion derivados de
retrovirus (por ejemplo, pZlpneo), vectores de expresion derivados de levaduras (por ejemplo, Pichia Expression Kit
de Invitrogen; PNV11; SP-Q01), y vectores de expresion derivados de Bacillus subtilis (por ejemplo, pPL608,
pKTH50).

Cuando se desea la expresion del polipéptido en células animales (tales como células CHO, células COS, células
NIH3T3, etc.), el vector tiene preferiblemente un promotor necesario para la expresion del polipéptido en esas
células. Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, el promotor SV40 (Mulligan et al, Nature (1979)
277, 108), el promotor MMLV-LTR, el promotor Efia (Mizushima et al., Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322) y el
promotor CMV. Mas preferiblemente, el vector también tiene genes para la seleccion de las células transformadas
(por ejemplo, genes de resistencia a farmacos que permiten la discriminaciéon con farmacos tales como la neomicina
0 G418). Ejemplos de vectores que tienen tales propiedades incluyen, pero no se limitan a, pMAM, pDR2, pBK-RSV,
pBK-CMV, pOPRSV y pOP13.

Ademas, cuando la expresion estable de un gen de interés y la amplificacion intracelular del numero de copias del
gen esta indentada, se puede usar el método siguiente. Brevemente, se introduce en células CHO que carecen de
una ruta de sintesis de acido nucleico, un vector que tiene un gen DHFR que complementa la carencia (por ejemplo,
pCHOI), seguido de la amplificacién con metotrexato (MTX). Por otro lado, cuando se quiere la expresién provisional
de un gen de interés, puede usarse un método en el que células COS que llevan un gen que expresa el antigeno
SV40T en el cromosoma se transforman con un vector que tiene el origen de replicacion de SV40 (por ejemplo,
pcD). Como el origen de replicacion, también pueden utilizarse un origen de replicacion derivado de poliomavirus,
adenovirus o virus del papiloma bovino (BPV). Ademas, el vector de expresion puede contener marcadores
seleccionables para amplificar el nimero de copias del gen en un sistema de célula anfitriona. Ejemplos de tales
marcadores seleccionables incluyen, pero no se limitan a, el gen de la aminoglucésido fosfotransferasa (APH), el
gen de la timidina quinasa (TK), el gen de la xantina-guanina fosforribosil transferasa de E. coli (Ecogpt) y el gen de
la dihidrofolato reductasa (dhfr).

La célula anfitriona en la que el ADN que codifica ALT (que puede estar incorporado en un vector) se transfiere no
esta particularmente limitada. Por ejemplo, pueden utilizarse E. coli o varias células animales. Si el ADN que codifica
el polipéptido deseado se transfiere a una célula anfitriona en la que se transfiere el ADN que codifica ALT, esta
célula anfitriona puede expresar ALT fuertemente, lo que conduce a un aumento de la produccion del polipéptido
deseado. EI ADN que codifica un transportador de la taurina (que puede estar incorporado en un vector) puede ser
transferido adicionalmente a la célula anfitriona a la que se transfiere el ADN que codifica ALT. Mediante la
transferencia de ADN que codifica un polipéptido deseado y ADN que codifica un transportador de la taurina a una
célula anfitriona en la que el ADN que codifica ALT se transfiere, el rendimiento del polipéptido deseado puede ser
aumentado. Para la produccion del polipéptido, existen sistemas de produccién in vivo e in vitro. Ejemplos de
sistemas de produccion in vitro incluyen los sistemas que utilizan eucariotas y los sistemas que utilizan procariotas.

En la presente invencién, como el ADN que codifica un transportador de la taurina, puede ser utilizado un ADN que
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de
identificacion: 62, 64, 66 o 68. Alternativamente, puede usarse un ADN que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos como se muestra en el N° de identificacion de
secuencia: 62, 64, 66 o 68 por sustitucion, delecion, adicion y/o insercion de uno o mas residuos de aminoacido y
que todavia tiene actividad transportadora de la taurina.

El polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos que se muestra en
el N° de identificacion de secuencia: 62, 64, 66 o 68 por sustitucion, delecién, adicién y/o insercion de uno o mas
residuos de aminoacido y que todavia tiene actividad transportadora de la taurina es funcionalmente equivalente a
un transportador de la taurina de hamster, rata, ratébn o ser humano (en lo sucesivo designado a veces como
"transportador de la taurina derivado de hamster o similar"). Tal polipéptido abarca, por ejemplo, mutantes del
transportador de la taurina derivado de hamster o similar.

Como métodos bien conocidos por los expertos en la técnica para preparar polipéptidos funcionalmente equivalentes
a un polipéptido especifico, pueden darse los métodos de introduccion de mutaciones en los polipéptidos. Por
ejemplo, los expertos en la técnica podrian preparar polipéptidos funcionalmente equivalentes al transportador de la
taurina del hamster mediante la introducciéon de mutaciones apropiadamente en los aminoacidos del transportador
de la taurina del hamster por mutagénesis dirigida al sitio (Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995) Gene 152, 271-275;
Zoller, MJ y Smith, M. (1983) Methods Enzymol. 100, 468-500; Kramer, W. et al. (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-
9456; Kramer W, y Fritz HJ (1987) Methods Enzymol. 154, 350-367; Kunkel, TA (1985) Proc Natl Acad Sci USA. 82,
488-492; Kunkel (1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766). Las mutaciones en los aminoacidos también pueden
ocurrir en la naturaleza.

Los ejemplos especificos de polipéptidos funcionalmente equivalentes al transportador de la taurina derivado de
hamster o similar incluyen, pero no se limitan a, un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de
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la secuencia de aminoacidos del transportador de la taurina derivado de hamster o similar por deleciéon de uno o mas
aminoacidos, preferentemente de 2-30 aminoacidos, mas preferiblemente de 2-10 aminoacidos; un polipéptido que
tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de aminoacidos del transportador de la taurina
derivado del hamster o similar mediante la adicién de uno o mas aminoacidos, preferiblemente de 2-30 aminoacidos,
mas preferiblemente de 2-10 aminoacidos; y un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la
secuencia de aminoacidos del transportador de la taurina derivado del hamster o similar por sustitucién de uno o
mas aminoacidos, preferiblemente de 2-30 aminoacidos, mas preferiblemente de 2-10 aminoacidos, con otros
aminoacidos.

Los residuos de aminoacidos a mutar no estan particularmente limitados. Preferiblemente, los residuos de
aminoacidos son mutados a otros aminoacidos en los que se conserva la naturaleza de la cadena lateral del
aminoacido inicial. Ejemplos especificos de la naturaleza de la cadena lateral de aminoacido incluyen aminoacidos
hidréfobos (A, I, L, M, F, P, W, Y y V), aminoacidos hidréfilos (R, D, N, C, E, Q, G, H, K, Sy T), aminoacidos con una
cadena alifatica lateral (G, A, V, L, | y P), aminoacidos con una cadena lateral que contiene grupos hidroxilo (S, T e
Y), aminoacidos con una cadena lateral que contiene un atomo de azufre (C y M), aminoacidos con una cadena
lateral que contiene un acido carboxilico y una amida (D, N, E y Q), aminoacidos con una cadena lateral que
contiene una base (R, Ky H) y aminoacidos con una cadena lateral que contiene un grupo aromatico (H, F, Y y W)
(los paréntesis son los codigos de una letra para los aminoacidos).

Como un ejemplo del polipéptido en el que se afiaden uno o mas residuos de aminoacidos al transportador de la
taurina derivado de hamster o similar, se puede dar un polipéptido de fusién que comprende el transportador de la
taurina derivado de hamster o similar. Dicho polipéptido de fusién se compone del transportador de la taurina
derivado de hamster o similar, y de otro polipéptido fusionado al mismo. Dicho polipéptido de fusién puede ser
preparado mediante la vinculacién de un gen que codifica el transportador de la taurina derivado de hamster o
similar en el marco de un gen que codifica el otro polipéptido, transfiriendo el ADN resultante a un vector de
expresion y expresando el ADN en una célula anfitriona. Pueden utilizarse técnicas conocidas para los expertos en
la técnica. No hay limitacién en el polipéptido que se fusiona con el transportador de la taurina derivado de hamster o
similar.

Ejemplos de polipéptidos que pueden fusionarse con el transportador de la taurina derivado de hamster o similar
incluyen, pero no se limitan a, FLAG (Hopp, T. P. et al., Biotechnology (1988) 6, 1204-1210), 6xHis que comprende
seis residuos de histidina (His), 10xHis, hemaglutinina de la gripe (HA), fragmento de c-myc humano, fragmento de
VSV-GP, fragmento de p18HIV, etiqueta T7, etiqueta HSV, etiqueta E, fragmento de antigeno SV40T, etiqueta Ick,
fragmento de a-tubulina, etiqueta B, fragmento de la proteina C, glutation-S-transferasa (GST), hemaglutinina de la
gripe (HA), region constante de la inmunoglobulina, B-galactosidasa y la proteina de uniéon a maltosa (MBP).

Un gen disponible comercialmente que codifica dicho polipéptido es fusionado con el gen que codifica el
transportador de la taurina derivado de hamster o similar. El gen fusionado asi preparado se expresa para preparar
un polipéptido fusionado.

Un método alternativo conocido para los expertos en la técnica para preparar polipéptidos funcionalmente
equivalentes a un polipéptido especifico es un método que utiliza la técnica de hibridacién (Sambrook, J et al.,
Molecular Cloning segunda edicion, 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989). Los expertos en la técnica
podrian aislar rutinariamente un ADN muy homélogo a la secuencia de ADN del transportador de la taurina derivado
de hamster o similar basado en esa secuencia de ADN o una parte de la misma, y aislar polipéptidos funcionalmente
equivalentes al transportador de la taurina derivado de hamster o similar a partir de ese ADN.

Las condiciones de hibridaciéon para aislar un ADN que codifica un polipéptido funcionalmente equivalente al
transportador de la taurina derivado de hamster o similar se pueden seleccionar apropiadamente por los expertos en
la técnica. Por ejemplo, se pueden dar condiciones de hibridaciéon de rigor bajo. Las condiciones de hibridacion de
rigor bajo son, por ejemplo, 42° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%, preferiblemente 50° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. Mas
preferiblemente, se pueden dar condiciones de hibridacion de rigor alto. Por ejemplo, las condiciones de hibridacion
de rigor alto son 65° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. En estas condiciones, a medida que la temperatura de hibridacion
se reduce, se obtienen no sdlo los ADNs con elevada homologia, sino también ADNs con sélo baja homologia. A la
inversa, se espera que se obtengan solo los ADNs con alta homologia a medida que se eleva la temperatura de
hibridacion. Sin embargo, no sélo la temperatura sino también varios factores (tales como las concentraciones de
sal) afectan al rigor de la hibridacion. Los expertos en la técnica podrian apropiadamente seleccionar estos factores
para producir un rigor similar.

El polipéptido codificado por un ADN aislado por estas técnicas de hibridacion puede tener 70% o mas de homologia
y por lo general tiene una alta homologia con el transportador de la taurina derivado de hamster o similar en la
secuencia de aminoacidos. El polipéptido también incluye aquellos polipéptidos que son funcionalmente
equivalentes al transportador de la taurina derivado de hamster o similar y que tienen una alta homologia con la
secuencia de aminoacidos del transportador de la taurina derivado de hamster o similar. El término "alta homologia"
se refiere a por lo general 97% o mas de homologia, preferiblemente 98% o mas de homologia, mas preferiblemente
99% o mas de homologia. Para la determinacion de la homologia de polipéptidos, puede seguirse el algoritmo
descrito en Wilbur, W. J. y Lipman, D. J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80, 726-730.
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El polipéptido puede variar en la secuencia de amino acidos, peso molecular, punto isoeléctrico, presencia o
ausencia de cadenas de azucar, morfologia, etc. dependiendo de la célula o anfitrion que produce el polipéptido o el
método de purificacion que se describirda mas adelante. Sin embargo, siempre que el polipéptido resultante tenga
funciones equivalentes a las funciones del transportador de la taurina derivado de hamster o similar, se puede
utilizar un ADN que codifica el polipéptido. Por ejemplo, cuando el polipéptido se expresa en un procariota (por
ejemplo, Escherichia coli), se afiade un residuo de metionina al N-terminal de la secuencia inicial de aminoacidos del
polipéptido. Cuando el polipéptido se expresa en un eucariota (por ejemplo, una célula de mamifero), se elimina la
secuencia de sefial N-terminal. Se pueden utilizar los ADNs que codifican tales polipéptidos.

El polipéptido se puede preparar como un polipéptido recombinante o un polipéptido natural mediante métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Se puede preparar un polipéptido recombinante mediante la incorporacién
de un ADN que codifica el polipéptido en un vector de expresion apropiado, introduciendo el vector en una célula
anfitriona apropiada, recogiendo el transformante resultante, extrayendo un polipéptido bruto, y después purificando
el polipéptido por cromatografia (tal como de intercambio iénico, fase inversa o cromatografia de filtracion en gel, o
cromatografia de afinidad en la que un anticuerpo para el polipéptido se fija en una columna) o una combinacion de
estas técnicas cromatograficas.

Cuando el polipéptido se expresa en una célula anfitriona (por ejemplo, una célula animal o E. col)) como un
polipéptido de fusion con el polipéptido de glutation-S-transferasa o como un polipéptido recombinante con residuos
de histidina afiadidos al mismo, el polipéptido expresado puede ser purificado con una columna de glutatién o una
columna de niquel.

Después de la purificacion de un polipéptido de fusion, las regiones distintas del polipéptido de interés pueden ser
cortadas por la trombina o el factor Xa y eliminadas del polipéptido de fusion.

Cuando el polipéptido es un polipéptido natural, el polipéptido puede ser aislado por métodos de purificacion
conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un extracto de tejidos o células que expresan el polipéptido
puede ser aplicado a una columna de afinidad a la que se une un anticuerpo para el transportador de la taurina
derivado de hamster o similar descrito mas adelante. El anticuerpo puede ser tanto un anticuerpo policlonal como un
anticuerpo monoclonal.

En la presente invencion, como el ADN que codifica un transportador de la taurina, puede utilizarse un ADN que
tiene la secuencia de nucleétidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 61, 63, 65 o 67.
Alternativamente, puede usarse un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la
secuencia de nucleétidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 61, 63, 65 o 67 en condiciones
de rigor y, sin embargo codifica un polipéptido que tiene actividad transportadora de la taurina.

El ADN que codifica un transportador de la taurina se puede utilizar en la produccién in vivo o in vitro de un
polipéptido deseado como se describié anteriormente. Ademas, el ADN que codifica un transportador de la taurina
se puede utilizar en la creacion de una célula que expresa fuertemente un transportador de la taurina. El ADN que
codifica un transportador de la taurina puede adoptar cualquier forma con tal de que sea capaz de codificar un
transportador de la taurina. Es decir, el ADN puede ser, por ejemplo, un ADNCc sintetizado a partir de ARNm, un ADN
gendmico o un ADN sintetizado quimicamente. Cabe sefalar que, siempre que el ADN sea capaz de codificar un
transportador de la taurina, el ADN puede tener cualquier secuencia de nucleétidos basada en la degeneracion de
los codigos genéticos.

El ADN que codifica un transportador de la taurina se puede preparar por métodos conocidos por los expertos en la
técnica. Por ejemplo, el ADN se puede preparar mediante la preparacion de una biblioteca de ADNc de una célula
que expresa un transportador de la taurina y la realizacion de la hibridacion utilizando una parte de la secuencia de
ADN que codifica un transportador de la taurina (por ejemplo, secuencias de N° de identificacion: 61, 63, 65 o 67)
como una sonda. La biblioteca de ADNc se puede preparar, por ejemplo, por el método descrito en Sambrook, J. et
al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Alternativamente, puede utilizarse una biblioteca
comercial de ADNc. También es posible preparar el ADN que codifica un transportador de la taurina mediante la
preparacion de ARN a partir de una célula que expresa el transportador de la taurina, la sintesis de moléculas de
oligo ADN basada en la secuencia de ADN del transportador de la taurina (por ejemplo, secuencias de N° de
identificacion: 61, 63, 65 o 67), y realizando PCR utilizando las moléculas de oligo ADN como cebadores para
amplificar de ese modo un ADNc que codifique al transportador de la taurina.

Ademas, mediante la determinacion de la secuencia de nucleétidos del ADNc resultante, es posible determinar la
region de traduccién que codifica un transportador de la taurina y obtener la secuencia de aminoacidos del
transportador de la taurina. Ademas, mediante la criba de una biblioteca genémica usando el ADNc resultante como
una sonda, es posible aislar un ADN gendémico.

Especificamente, se pueden utilizar los siguientes procedimientos. En primer lugar, el ARNm se aisla a partir de
células, tejidos o similares que expresan un transportador de la taurina. Para el aislamiento del ARNm, se prepara el
ARN total por métodos conocidos, por ejemplo, el método de ultracentrifugacion de guanidina (Chirgwin, J. M. et al.,
Biochemistry (1979) 18, 5294-5299), el método de AGPC (Chomczynski, P. y Sacchi, N., Anal. Biochem. (1987) 162,
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156-159) o similares, y luego el ARNm se purifica a partir del ARN total usando el kit de purificacion de ARNm
(Pharmacia), etc. Alternativamente, el ARNm puede prepararse directamente usando el kit QuickPrep mRNA
Purification kit (Pharmacia).

A partir del ARNm resultante, se sintetiza ADNc usando una transcriptasa inversa. Alternativamente, el ADNc se
puede sintetizar usando un kit tal como AMV Reverse Transcriptase First-Strand cDNA Synthesis kit (SEIKAGAKU
CORPORATION). También es posible sintetizar y amplificar el ADNc segun el método de 5'-RACE (Frohman, M. A.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1988) 85, 8998-9002; Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17, 2919-
2932) utilizando 5'-Ampli FINDER RACE Kit (Clontech) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con
cebadores.

Un fragmento de ADN de interés se prepara a partir del producto de PCR resultante y se liga a un vector de ADN
para preparar de ese modo un vector recombinante. El vector se introduce en un anfitrion (por ejemplo, E. coli),
seguido de la seleccién de las colonias resultantes para obtener asi un vector recombinante deseado. La secuencia
de nucleétidos del ADN de interés puede ser confirmada por un método conocido tal como el método de terminaciéon
de cadena de didesoxinucledtido.

Ademas, puede disefiarse una secuencia de nucledtidos de una mayor eficacia de expresion para el ADN que
codifica un transportador de la taurina, considerando la frecuencia de uso de codones en el anfitrion que se va a
usar para la expresion (Grantham, R. et al., Nucleic Acids Research (1981) 9, paginas 43-74). Ademas, el ADN que
codifica un transportador de la taurina se puede modificar utilizando kits disponibles comercialmente o métodos
conocidos. Ejemplos de tales modificaciones incluyen, pero no se limitan a, la digestiéon con enzimas de restriccion,
la insercion de oligonucledtidos sintéticos o fragmentos de ADN apropiados, la adicién de enlazadores, y la insercion
de un codoén de iniciacion (ATG) y/o un codon de terminacion (TAA, TGA o TAG). EI ADN que codifica un
transportador de la taurina también incluye un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene
la secuencia de nucledtidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 61, 63, 65 o 67 en
condiciones de rigor y codifica un polipéptido funcionalmente equivalente a un transportador de la taurina.

Las condiciones de rigor se pueden seleccionar apropiadamente por los expertos en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, las condiciones de rigor bajo. Las condiciones de rigor bajo se refieren a, por ejemplo, 42° C, 2 x SSC y
SDS al 0,1%, preferiblemente 50° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. Mas preferiblemente, se pueden seleccionar
condiciones de rigor alto. Las condiciones de rigor alto se refieren a, por ejemplo, 65° C, 2 x SSC y SDS al 0,1%. En
estas condiciones, a medida que la temperatura de hibridacion se eleva, pueden obtenerse ADNs con una
homologia mas elevada. EI ADN anteriormente descrito que se hibrida es preferiblemente un ADN derivado de la
naturaleza, por ejemplo, ADNc o ADN cromosomico.

Estos ADNs aislados mediante técnicas de hibridacion normalmente tienen una identidad de secuencia de
nucledtidos alta con el que codifica al transportador de la taurina derivado de hamster, etc. El ADN también incluye
un ADN que codifica un polipéptido funcionalmente equivalente al transportador de la taurina derivado de hamster,
etc. y tiene una alta identidad con un ADN que codifica al transportador de la taurina derivado de hamster, etc. El
término "alta identidad" se refiere a por lo general 96% o mas de homologia, preferiblemente 98% o mas de
homologia, mas preferiblemente 99% o mas de identidad. La identidad de secuencias de nucleétidos se puede
determinar por el algoritmo BLAST (Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5.873-5.877, 1993). Sobre la
base de este algoritmo, se han desarrollado programas tales como BLASTN y BLASTX (Altschul et al. J. Mol. Biol.
215:403-410, 1990). Cuando las secuencias de nucleotidos se analizan por BLASTN basado en BLAST, los
parametros se pueden establecer como valor esperado = 100 y tamafio de palabra = 12, por ejemplo. Se conocen
procedimientos especificos para estos métodos de analisis (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

ElI ADN que codifica un transportador de la taurina puede insertarse en un vector.

Cuando la célula anfitrién que se va a usar es E. coli, es preferible que el vector tenga un origen de replicacion ("ori"
de modo que el vector se amplifique en gran medida en E. coli (por ejemplo, JM109, DH5a, HB101 y XL1-Blue) y se
prepare en gran cantidad, y también los genes para seleccionar la E. coli transformada (por ejemplo, genes de
resistencia a farmacos que permiten la discriminacion de transformantes con algunos farmacos tales como la
ampicilina, tetraciclina, kanamicina o cloranfenicol). Ejemplos de vectores preferibles incluyen, pero no se limitan a,
vectores M13, vectores pUC, pBR322, pBluescript y PCR-script. Ademas de estos vectores, pueden enumerarse
pGEM-T, pDIRECT, pT7, etc. cuando se usa el vector con el fin de subclonar un ADNc y cortar el ADNc subclonado.
Cuando se utiliza el vector con el fin de producir el polipéptido como se describe en este documento, un vector de
expresion es especialmente Util. Cuando se pretende la expresion en E. coli, el vector de expresion preferiblemente
tiene las caracteristicas antes descritas de modo que el vector se amplifica en E. coli y también tiene
preferiblemente un promotor que permite la expresion eficaz en E. coli tal como JM109, DH5a, HB101 o XL1-Blue,
por ejemplo, el promotor lacZ (Ward et al, Nature (1989) 341, 544-546; FASEB J. (1992) 6, 2422-2427), promotor
araB (Better et al, Science (1988) 240, 1041-1043) o el promotor T7. Ejemplos especificos de tales vectores
incluyen, ademas de los mencionados anteriormente, pGEX-5X-1 (Pharmacia), QlAexpress system (Qiagen),
pEGFP, o pET (para su anfitrion, se prefiere BL21 que expresa la polimerasa T7 ARN).

El vector puede comprender secuencias de sefial para la secrecion de polipéptidos. Cuando el polipéptido se va a
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producir en el periplasma de E. coli, se puede usar la secuencia de sefial pelB (Lei, S. P. et al., J. Bacteriol. (1987)
169, 4379) como una secuencia de sefial para la secrecion del polipéptido. La introduccién del vector en una célula
anfitriona se puede realizar, por ejemplo, por el método de cloruro de calcio o por electroporacion.

En los casos en que se utiliza una célula anfitriona que no sea E. coli, vectores utiles para la produccion de un
polipéptido deseado incluyen, pero no se limitan a, vectores de expresion derivados de mamiferos [por ejemplo,
pcDNAS3 de Invitrogen; pEGF-BOS (Nucleic Acids. Res. 1990, 18 (17), pagina 5322); pEF, pCDM8], vectores de
expresion derivados de células de insectos (por ejemplo, sistema de expresion de baculovirus Bac-to-BAC de
GIBCO BRL; pBacPAKS), vectores de expresion derivados de plantas (por ejemplo, pMH1, pMH2), vectores de
expresion derivados de virus animales (por ejemplo, pHSV, pMV, pAdexLcw), vectores de expresion derivados de
retrovirus (por ejemplo, pZlpneo), vectores de expresion derivados de levaduras (por ejemplo, el kit Pichia
Expression Kit de Invitrogen; pNV11; SP-Q01), y vectores de expresion derivados de Bacillus subtilis (por ejemplo,
pPL608, pKTH50).

Cuando se pretende la expresion del polipéptido en células animales (tales como células CHO, células COS, células
NIH3T3, etc.), el vector tiene preferiblemente un promotor necesario para la expresion del polipéptido en esas
células. Ejemplos de tales promotores incluyen, pero no se limitan a, el promotor SV40 (Mulligan et al, Nature (1979)
277, 108), el promotor MMLV-LTR, el promotor EF1a (Mizushima et al., Nucleic Acids Res. (1990) 18, 5322 ) y el
promotor CMV. Mas preferiblemente, el vector también tiene genes para la seleccion de células transformadas (por
ejemplo, genes de resistencia a farmacos que permiten la discriminacion con farmacos tales como la neomicina o
G418). Ejemplos de vectores que tienen tales propiedades incluyen, pero no se limitan a, pMAM, pDR2, pBK-RSV,
pBK-CMV, pOPRSV y pOP13.

Ademas, cuando la expresion estable de un gen de interés y la amplificacion intracelular del numero de copias del
gen estan indentadas, puede usarse el método siguiente. Brevemente, se introduce en células CHO que carecen de
una ruta de sintesis de acido nucleico, un vector que tiene un gen DHFR que complementa la carencia (por ejemplo,
pCHOI), seguido de la amplificacién con metotrexato (MTX). Por otro lado, cuando se pretende la expresion
provisional de un gen de interés, puede usarse un método en el que células COS que llevan un gen que expresa €l
antigeno SV40T en el cromosoma se transforman con un vector que tiene el origen de replicacion de SV40 (por
ejemplo, pcD). Como el origen de replicacién, también puede utilizarse un origen de replicacion derivado de
poliomavirus, adenovirus o virus del papiloma bovino (BPV). Ademas, el vector de expresion puede contener
marcadores seleccionables para amplificar el nimero de copias del gen en un sistema de célula anfitriona. Ejemplos
de tales marcadores seleccionables incluyen, pero no se limitan a, el gen de la aminoglicésido fosfotransferasa
(APH), el gen de la timidina quinasa (TK), el gen de la xantina-guanina fosforribosil transferasa (Ecogpt) de E. coli y
el gen de la dihidrofolato reductasa (dhfr).

La presente divulgacion proporciona una célula que tiene un ADN transferido que codifica ALT y un ADN transferido
que codifica un transportador de la taurina, ambos o cualquiera de los cuales puede ser incorporado en un vector.

Cuando se utilizan los eucariotas, pueden utilizarse células animales, células vegetales, células de hongos, etc.
como la anfitriona. Ejemplos especificos de células animales incluyen células de mamiferos, tales como células CHO
(J. Exp. Med. (1995) 108, 945), células COS, células 3T3, células de mieloma, células BHK (rifidn de hamster bebé),
células HelLa y células Vero; células de anfibio, tales como ovocitos de Xenopus laevis (Valle, et al., Nature (1981)
291, 358-340); o células de insectos, tales como células sf9, sf21 y Tn5. Entre las células CHO, las células dhfr-CHO
que carecen del gen DHFR (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 4216-4420) y CHO K-1 (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1968) 60, 1275) se utilizan con especial ventaja. Cuando se pretende una gran expresion en una célula
animal, se prefieren especialmente las células CHO. La introduccién del ADN que puede ser incorporado en un
vector en la célula anfitriona puede realizarse por métodos tales como el método del fosfato de calcio, el método de
DEAE-dextrano, un método que utiliza un ribosoma catiénico DOTAP (Boehringer-Mannheim), la electroporacion,
lipofeccion, etc.

Como células de plantas para la produccion de polipéptidos, se conoce una célula derivada de Nicotiana tabacum
como un sistema de produccién de polipéptidos y esta puede ser sometido a cultivo de callos. Como células de
hongos para la produccion de polipéptidos, los ejemplos especificos incluyen levaduras que pertenece al género
Saccharomyces, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, y hongos filamentosos pertenecientes al género
Aspergillus, por ejemplo, Aspergillus niger.

Cuando se utilizan los procariotas, se conocen sistemas de producciéon que utilizan células bacterianas. Ejemplos
especificos de tales células bacterianas incluyen E. coli (tal como JM109, DH5a, HB101) y Bacillus subtfilis.

El polipéptido codificado por un gen de interés se puede obtener mediante la transformacion de estas células con el
gen de interés y el cultivo de las células transformadas in vitro. El cultivo puede llevarse a cabo por métodos
conocidos. Por ejemplo, como un caldo de cultivo para células animales, se puede utilizar un medio tal como DMEM,
MEM, RPMI1640 o IMDM. Se puede usar de forma conjunta un suplemento de suero tal como suero de ternera fetal
(FCS). Alternativamente, puede llevarse a cabo un cultivo libre de suero. El pH durante el cultivo es preferiblemente
de aproximadamente 6 a 8. El cultivo se realiza generalmente a aproximadamente 30-40° C durante
aproximadamente de 15 a 200 horas. Si es necesario, se lleva a cabo la sustitucion del medio, la aireacion y la

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2591284 T3

agitacion.

Por otro lado, los sistemas de produccion in vivo incluyen los que utilizan animales o plantas. Un gen de interés se
transfiere a estos animales o plantas para producir el polipéptido en los cuerpos de los animales u organismos
vegetales. A continuacion, se recoge el polipéptido. El término "anfitrion" como se usa en este documento incluye
tales animales o plantas.

Cuando se utilizan animales, los sistemas de produccion disponibles incluyen los que utilizan mamiferos o insectos.
Se pueden utilizar cabras, cerdos, ovejas, ratones y el ganado como mamiferos (Vicki Glaser, SPECTRUM
Biotechnology Applications, 1993). Cuando se usan mamiferos, los animales transgénicos pueden ser utilizados.

En primer lugar, se fusiona un gen de interés a un gen que codifica un polipéptido producido intrinsecamente en la
leche (tal como B-caseina de la cabra) para preparar asi un gen de fusién. Un fragmento de ADN que contiene este
gen de fusién se inyecta en un embrion de cabra, que se implanta a continuacion en el Utero de una cabra hembra.
El polipéptido de interés puede obtenerse a partir de la leche producida por cabras transgénicas nacidas de la cabra
que acepto el embridn o la progenie de las cabras transgénicas. Con el fin de aumentar el rendimiento de la leche
que contiene el polipéptido producido por las cabras transgénicas, pueden administrarse adecuadamente hormonas
a las cabras transgénicas (Ebert, K. M. et al., Bio/Technology (1994) 12, 699-702).

Ejemplos de insectos que pueden ser usados incluyen los gusanos de seda. En este caso, el gusano de seda es
infectado con un baculovirus que lleva un gen transferido que codifica el polipéptido de interés. El polipéptido de
interés puede obtenerse a partir del fluido corporal del gusano de seda (Susumu, M. et al., Nature (1985) 315, 592-
594).

Ademas, cuando se utilizan plantas, el tabaco puede tipicamente ser utilizado. Cuando se usa el tabaco, un gen que
codifica el polipéptido de interés se inserta en un vector de expresion de plantas (por ejemplo, pMON 530), que es
transferido a continuacién dentro de una bacteria tal como Agrobacterium tumefaciens. Una planta de tabaco (por
ejemplo, Nicotiana tabacum) es infectada con la bacteria resultante. El polipéptido de interés puede obtenerse a
partir de las hojas de esta planta (Julian, K.-C. Ma et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138).

El polipéptido asi obtenido puede ser aislado desde el interior de la célula anfitriona o desde su exterior (por ejemplo,
medio), y purificado hasta un polipéptido sustancialmente puro y homogéneo. El aislamiento y la purificacion de los
polipéptidos se pueden realizar utilizando métodos de aislamiento y purificaciéon convencionales para polipéptidos, y
no estan limitados de ninguna manera. Por ejemplo, los polipéptidos pueden ser aislados y purificados mediante la
seleccion apropiada y la combinaciéon de varias herramientas y técnicas, tales como columnas de cromatografia,
filtros, ultrafiltracion, precipitacion por sales, precipitacion con disolventes, extraccion con disolventes, destilacion,
inmunoprecipitacion, electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida, enfoque isoeléctrico, didlisis, recristalizacion, etc.

Ejemplos de cromatografia incluyen la cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
hidréfoba, filtracion en gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia de adsorcion, etc. (Strategies for Protein
Purification and Characterizations: A Laboratory Course Manual. Editores Daniel R. Marshak et al., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1996). Estas técnicas cromatograficas pueden llevarse a cabo mediante cromatografia de
fase liquida, por ejemplo, HPLC, FPLC, etc.

Antes o después de la purificacion, también es posible dar modificaciones opcionales al polipéptido o eliminar un
péptido parcial del mismo haciendo reaccionar el polipéptido con una enzima de modificacién de polipéptidos
apropiada. Ejemplos de tal enzima incluyen, pero no se limitan a, la tripsina, quimotripsina, lisil endopeptidasa,
proteina quinasa y glucosidasa.

El concepto de "células en las que el ADN se ha transferido" abarca no sélo las células en las que se ha incorporado
ADN exdgeno por la tecnologia de recombinacion genética; sino también células en las que el ADN enddgeno se ha
activado por la tecnologia de activacion genética (véase, por ejemplo, el documento de patente internacional
W094/12650), de modo que la expresion de una proteina correspondiente al ADN enddgeno o la transcripcion del
ADN se ha iniciado o aumentado.

Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencion se describira en mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos.
Cabe sefialar que estos ejemplos se proporcionan soélo para ilustrar la presente invencion y no para limitar el alcance
de la presente invencion.

[Ejemplo 1] Clonacion del gen alanina aminotransferasa de células hepaticas humanas

Utilizando un higado humano comercial QUICK-Clone cADN (Clontech Laboratories, Inc.) como molde, se obtuvo un
gen de alanina aminotransferasa (ALT1) derivado de un higado humano mediante un método de PCR. El gen
clonado de este modo se secuencid y se confirmé para codificar ALT 1 sobre la base de su homologia con ALT1
humana publicada. El gen ALT 1 asi obtenido tenia mutaciones en cinco sitios en la secuencia de 1488 bases
(c157a, a215g, c765t, t857c, t995a) y codificé para 496 aminoacidos incluyendo cuatro aminoacidos diferentes
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(R53S, Q72R, F286S, M332K), pero este se utilizé como un clon de PCR de la ALT1 derivada de higado humano
para la modulacién celular.

[Ejemplo 2] Aumento en el rendimiento de anticuerpos por transferencia de la alanina aminotransferasa humana

Mediante la adicion de una secuencia de Kozak a la ALT1 humana obtenida por clonacion en el Ejemplo 1 (que en lo
sucesivo se denomina ALT1), se construyeron pPur-ALT1 (Figura 1) y pHyg-ALT1 (Figura 2), que eran plasmidos de
expresion del promotor CMV. Los plasmidos de expresion pPur-ALT1 o pPUR que no contenia el gen ALT1 se
introdujeron en células CHO productoras de anticuerpos anti-glipicano-3 como cepas de origen (véase el documento
de patente internacional WO 2006/006693) mediante electroporacion, y se seleccionaron las cepas de células que
mostraron mucha proliferacion en cultivo estatico en presencia de puromicina (6 pg/ml) (pPur-ALT1: siete cepas,
pPur: tres cepas). Después de la expansion, se prepard un ARN total a partir de las cepas de células pPur-ALT1, y
se seleccionaron seis cepas que expresaban ALT1 humana a niveles altos por un método TagMan. Ademas, se
realizd una comparacion para el rendimiento de anticuerpos entre células transferidas pPur como control (tres
cepas) y cuatro cepas de células ALT1 humanas transferidas que proliferaron a un nivel equivalente al observado
con las células pPur transferidas durante el cultivo con agitacion. Durante el cultivo de alimentacién por lotes en un
matraz con agitacion de 50 ml con una densidad celular inicial de 2 x 10° células/ml, el rendimiento de anticuerpos
anti-glipicano-3 de las células pPUR-ALT1 transferidas (cuatro cepas) en dia 17 en la etapa tardia de la cultura con
agitacion fue significativamente mayor que el de las células pPur transferidas (tres cepas) (t-test: p <0,01, Figura 3).
A72, una cepa que expresaba pPur-ALT1, y P41, una cepa que expresaba pPur, fueron cada una encontradas como
que habian producido la mayor cantidad de anticuerpos en el estudio mediante el cultivo de alimentacion por lotes
en un matraz con agltaC|on y fueron sometidas a cultivo de alimentacion por lotes en frascos de 1 | (densidad celular
inicial de 10 x 10° células/ml). Como resultado, el rendimiento de anticuerpos de A72 fue de 2,9 g/l en el dia 19 del
cultivo, que fue mayor que el rendimiento de anticuerpos de P41 (2,2 g/l) (Figura 4). Puesto que no se observo
aumento en el rendimiento de anticuerpos de P41 en el dia 14 o dias posteriores después de la iniciacion del cultivo,
la produccién de alto rendimiento de anticuerpos de A72 se consideré que era atribuible al efecto de mantenimiento
de la proporcion de supervivencia (Figura 5). Ademas, las células pHyg/ALT transferidas (ires cepas), que fueron
seleccionadas por farmacos en presencia de higromicina (200 pg/ml) por un método similar al descrito
anteriormente, se sometieron a un cultivo de alimentacion por lotes, junto con la cepa de origen, en tubos de 15 ml
(densidad celular inicial de 1 x 10° células/ml). Como resultado, el rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 de las
células pHyg-ALT transferidas en el dia 10 en la etapa tardia del cultivo en tubos fue de 471 mg/l, 544 mg/l, y 588
mg/l, lo que muestra que el rendimiento de anticuerpos de cualquiera de ellas fue mayor que el de la cepa de origen
(400 mgl/l) (datos no mostrados).

Después, pPur-ALT1 o pPur fueron transferidos conjuntamente a T10, que era una célula pHyg-TauT transferida
utilizada como una cepa de origen (véase el Ejemplo de Referencia 2 que se describe mas adelante). Las célula
TauT/ALT1 conjuntamente expresadas que mostraron gran proliferacién y expresaron ALT1 humana a nivel alto
(seis cepas) y células conjuntamente expresadas TauT/pPur que mostraron gran proliferacion (ocho cepas) fueron
seleccionadas y sometldas a cultivo de alimentacion por lotes en frascos con agitacion de 50 ml (densidad celular
inicial de 10 x 10° células/ml). El rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 de las células TauT/ALT1
conjuntamente expresadas, que eran células que expresaban ALT, en el dia 4 del cultivo con agitacion fue
significativamente mayor que el de las células TauT/pPUR (t-test: p < 0,01, Figura 6).

TA41, que era una cepa de expresion conjunta TauT/ALT1 que produjo la mayor cantidad de anticuerpos (881 mg/l 4
dias) y expreso ALT1 ARNm al mas alto nivel en el estudio usando el cultivo de alimentacion por Iotes con agitacion,
se sometio a cultivo de alimentacion por lotes en frascos de 1 | (densidad celular inicial de 10 x 10° células/ml). El
rendimiento de anticuerpos fue tan alto como de 1,3 g/l en el dia 7 del cultivo, 3,0 g/l en el dia 10 del cultivo, 3,5 g/l
en el dia 12 del cultivo, 4,6 g/l en el dia 17 del cultivo y 5,3 g/l en el dia 21 del cultivo (Fig. 7), que fueron claramente
superiores a los valores de TP08 (656 mg/l/4 dias), que era una cepa de control que produjo la mayor cantidad de
anticuerpos entre las cepas de expresion conjunta TauT/pPur (2,4 g/l en el dia 10 del cultivo).

El rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 de TA41, una cepa de expresion conjunta TauT/ALT1 en el dia 14 del
cultivo de alimentacién por lotes en un frasco de 50 ml con agitacién se incrementé mediante la adicion de a-
cetogluarato que, como la alanina, sirve como sustrato para la ALT (Figura 22). El rendimiento de anticuerpos anti-
glipicano-3 en el dia 14 del cultivo fue de 1452 mg/l en presencia de a-cetoglutarato 2,5 mM, y 1239 mg/l en
ausencia del a-cetoglutarato.

Los resultados anteriores sugieren que se pueden obtener células capaces de la produccion de anticuerpos con alto
rendimiento en la etapa tardia del cultivo mediante la expresion artificial de ALT1.

La presente invencion es aplicable a cualquier célula productora de anticuerpos.
[Ejemplo de referencia 1] Clonacioén del gen transportador de la taurina derivado de células CHO de hamster

Se extrajo el ARN total de células productoras de anticuerpos del receptor anti-IL-6 (una linea celular CHO DXB11
en la que se habia transferido un gen de anticuerpos del receptor anti-IL-6) (publicacién de Patente japonesa no
examinada N°. Hei 8-99902), y después se sintetizé el ADNc de éstos en una manera dependiente de poli(A). Se

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2591284 T3

obtuvo el gen transportador de la taurina del hamster (TauT) por PCR utilizando como molde el ADNc fragmentado
con tres enzimas de restriccion, Sall, Xhol y EcoRI. Como cebadores de PCR, se disefiaron los que contienen la
secuencia 5'-terminal y la secuencia 3'-terminal conservada entre Tauts de rata y ratén. Se determiné la secuencia
de nucledtidos del gen clonado. A partir de su homologia con otros genes TauT de especies conocidas, se confirmé
que el gen clonado codificaba TauT de hamster (Figura 8). La secuencia de aminoacidos de TauT de hamster tiene
alta homologia con el TauT de ratdn (96% de identidad), TauT de rata (96% de identidad) y TauT humano (93% de
identidad); se predijo que el TauT de hamster es un transportador con 12 regiones transmembrana (Fig. 9).

[Ejemplo de referencia 2] Aumento de la densidad de células viables, inhibicion de la produccion de lactato y
aumento del rendimiento de anticuerpos, causados por la transferencia del transportador de la taurina del hamster

Se construyd un plasmido de expresion del promotor CMV pHyg/TauT (Figura 10) afiadiendo una secuencia de
Kozak al gen TauT de hamster (en adelante, TauT) obtenido mediante la clonacién de genes en el ejemplo de
referencia 1. Se introdujo por electroporacion el plasmido de control pHyg sin pHyg/TauT en la cepa de origen de
células CHO productoras de anticuerpos anti-glipicano-3 (véase el documento de patente internacional WO
2006/006693). Después de la seleccion de las células transferidas con el plasmido de expresidon en presencia de
higromicina (400 pg/ml), todas las cepas de células creciendo de manera estable se expandieron (pHyg/TauT: 8
cepas; pHyg: 7 cepas). Se prepar6 ARNm de TauT. Posteriormente, se confirmd que 7 cepas expresaban TauT con
mas fuerza que la cepa de origen por el método de TagMan; se seleccionaron como células transferidas con
pHyg/TauT. El promedio de nivel de expresion de ARNm de estas células transferidas (7 cepas) fue
aproximadamente 40 veces mayor que el de control (7 cepas). Se sometieron las células del total de 14 cepas a
cultivo discontinuo y cultivo discontinuo alimentado en matraces de agitacion de 50 ml con una densidad celular
inicial de 2 x 10° células/ml. En el dia 7 de cultivo (en etapa tardia), se compararon las densidades de células
viables, rendimientos de lactato y rendimientos de anticuerpos anti-glipicano-3 en esas cepas. En cultivo discontinuo,
las sustancias inhibidoras del crecimiento tales como el lactato se acumulan en el caldo de cultivo a medida que las
células crecen y se inhibe su crecimiento. Sin embargo, las densidades de células viables (Figura 11) y los
rendimientos de lactato (Figura 12) en las células transferidas con pHyg/TauT fueron superiores a los de las células
transferidas con pHyg (prueba t, p <0,05). Con respecto al rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3, 4 de las 7
cepas de células transferidas con pHyg/TauT mostraron rendimientos de anticuerpos mas altos que el mas alto
rendimiento en las células transferidas con pHyg (Figura 13). Ademas, puesto que la superioridad de las células
transferidas con pHyg/TauT en el rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 se hizo mas evidente (prueba t, p
<0,01; Figura 14) en el cultivo de alimentacion por lotes, se sometieron la cepa T10 transferida con pHyg/TauT (que
mostré la mayor capacidad de crecimiento entre las 4 cepas anteriores) y la cepa de origen a cultivo por
alimentacion de lote en matraces de 1 I. Como resultado, la proporcién viable de T10 se mantuvo a 80% o mas,
incluso en el dia 32 del cultivo (Fig. 15), con la produccién de lactato inhibida. En consecuencia, su rendimiento de
anticuerpos anti-glipicano-3 fue de 2,9 g/l en el dia 35 de cultivo (Fig. 16). Se confirmé por analisis de citometria de
flujo que las células T10 transferidas con TauT estaban expresando moléculas TauT en la membrana celular (Figura
17). Estos resultados sugieren que mediante la expresion artificial del TauT del hamster, es posible elevar el
potencial de las células productoras de anticuerpos y crear cepas capaces de una produccion de anticuerpos
mejorada.

[Ejemplo de referencia 3] Inhibicion de la produccion de amoniaco, captacion de taurina, aumento del consumo de
glutamina y del rendimiento de anticuerpos no dependiente de la taurina en cepas transferidas con el TauT del
hamster

La cepa de origen y la cepa transferida con pHyg/TauT se cultivaron por alimentacion de lotes en frascos de 1 | con
una densidad celular inicial de 2 x 10° células/ml. Una parte del caldo de cultivo que contenia 450 x 10° células se
tomo del frasco en puntos de tiempo apropiados. Después de que el sobrenadante del cultivo fue separado por
centrifugacion, se afiadié 1 ml de agua estéril enfriada que contenia un inhibidor de proteasa al sedimento celular
(Complete Mini; Roche Diagnostics; Protease inhibitor cocktail tablets). A continuacion, las células se rompieron por
completo en el hielo en un aparato de ultrasonido (MISONIX ASTRASON MODELO XL2020) con un conjunto de
pulsos de 5 segundos y 5 segundos sin pulsos repetido 12 veces. El volumen total de las células tratadas de este
modo se aplicéd a una unidad de filtro centrifugo para preparar de ese modo un filtrado con un peso molecular de
5000 o menos. Este filtrado se utilizd como muestra para la determinacion de los aminoacidos intracelulares. Cada
muestra se sometio a la deteccion y la comparacion de la absorbancia a 570 nm usando un conjunto de reactivo de
ninhidrina L-8500 (Wako Pure Chemical Industries) y un modelo mejorado de analizador de aminoacidos de Hitachi
completamente automatizado (L-8500). De esta forma, se determinaron varias concentraciones de aminoacidos en
las muestras. Dado que las concentraciones de aminoacidos y amoniaco en el caldo de cultivo eran valores medidos
directamente, se realizaron comparaciones de concentracién en el orden de uM. Por otra parte, puesto que se
obtuvieron las concentraciones intracelulares después de la adicién de 1 ml de agua estéril enfriada al sedimento
celular y sonicando el mismo, las concentraciones medidas de varios aminoacidos y amoniaco se convirtieron en
valores por célula, seguido de la comparacion de los valores convertidos. Para determinar las relaciones de
concentracion de amoniaco que se muestran en la Figura 18, el valor de amoniaco detectado en 450 x 10° células
de la cepa de origen en el inicio del frasco de cultivo de alimentacion por lote de 1 | se tomd como 1 y se comparé
con los valores detectados en el inicio del cultivo y en los dias 6, 12 y 18 del cultivo en las cepas transferidas. Los
valores de taurina en la Figura 19 y los valores de glutamina en la Figura 20 también se determinaron por el analisis
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de aminodacidos descrito anteriormente.

Como resultado, el amoniaco intracelular en las cepas transferidas con pHyg/TauT se mantuvo a una concentracion
baja en la etapa tardia del cultivo; se cree que esto contribuye al alto rendimiento de anticuerpos (Figura 18).

Las proporciones de concentracion de taurina intracelular se determinaron de la misma manera que la descrita
anteriormente;)ara las concentraciones de amoniaco (Figura 19), excepto que el valor de amoniaco detectado para
cada 200 x 10° células en la cepa de origen en el dia 4 del cultivo de lote con agitacion de 50 ml se tomd como 1.

Como resultado, se encontré que la cepa transferida con pHyg/TauT habia incorporado la taurina en una forma
dependiente de la cantidad de taurina afadida y que su recaptacion fue casi igual a la de la cepa de origen. Sin
embargo, como se muestra en la Figura 20, el consumo de glutamina en la cepa transferida con pHyg/TauT fue
notablemente alto en comparacion con la cepa de origen y no fue dependiente de la concentracion inicial de la
taurina. Se ha informado de que la glutamina mejora el crecimiento celular, la tasa de supervivencia y la capacidad
de produccion de anticuerpos en hibridomas aumentando asi sus rendimientos de anticuerpos (Enzyme and
Microbial Technology 17: 47-55, 1995). Por lo tanto, el efecto de mejora de produccion de anticuerpos de las cepas
transferidas con pHyg/TauT puede ser causado por la recaptacion mediada por el transportador de la taurina de
aminoacidos distintos de la taurina (por ejemplo, la glutamina). Las concentraciones de glutamina se obtuvieron
mediante la conversién de los valores determinados por el analisis de aminoacidos del caldo de cultivo en el dia 4 de
cultivo de la Figura 19 en valores por 1 x 10° de células.

En realidad, el rendimiento de anticuerpos anti-glipicano-3 no fue dependiente de la concentracion inicial de la
taurina (0-500 mM (62,575 g/l)) al inicio del cultivo por alimentacion de lotes en frascos con agitacion de 50 ml
(Figura 21). No se observo ninguna diferencia significativa en el rendimiento de anticuerpos en las cepas de origen
con el efecto de la concentracion inicial de la taurina.

Los resultados descritos hasta el momento sugieren que cepas que expresan TauT fuertemente tienen una
capacidad de produccién de anticuerpos elevada incluso si el medio no contiene taurina en el inicio del cultivo y que
hay una posibilidad de que estas cepas también promuevan la recaptacion de aminoacidos distintos de la taurina.

La presente invencion es aplicable a cualquier célula productora de anticuerpos.
Aplicabilidad industrial

La presente invencioén es aplicable a la produccién de polipéptidos.

Texto libre del listado de secuencias

<SEQID NO: 1>

SEQ ID NO: 1 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa humana (ALT1)
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 /| Homo sapiens (humana): 2875)

<SEQID NO: 2>

SEQ ID NO: 2 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa humana (ALT1) (KEGG / ENZIMA:
2.6.1.2 / Homo sapiens (humana): 2875).

<SEQID NO: 3>

SEQ ID NO: 3 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa humana mutante
(ALT2) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Homo sapiens (humana): 84706) .

<SEQID NO: 4>

SEQ ID NO: 4 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa humana mutante (ALT2) (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2/ Homo sapiens (humana): 84706)

<SEQID NO: 5>

SEQ ID NO: 5 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de ratén (ALT1)
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Mus musculus (ratén): 76282).

<SEQID NO: 6>

SEQ ID NO: 6 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de raton (ALT1) (KEGG / ENZIMA:
2.6.1.2 / Mus musculus (ratén): 76282).

<SEQID NO: 7>
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SEQ ID NO: 7 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de raton mutante
(ALT2) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Mus musculus (ratén): 108682) .

<SEQID NO: 8>

SEQ ID NO: 8 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de raton mutante (ALT2) (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Mus musculus (ratén): 108682)

<SEQID NO: 9>

SEQ ID NO: 9 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de rata (ALT1)
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Rattus norvegicus (rat): 81670)

<SEQID NO: 10>

SEQ ID NO: 10 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de rata (ALT1) (KEGG / ENZIMA:
2.6.1.2 / Rattus norvegicus (rat): 81670)

<SEQID NO: 11>

SEQ ID NO: 11 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de perro (ALT1)
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Canis familiaris (dog): 609510)

<SEQID NO: 12>

SEQ ID NO: 12 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de perro (ALT1) (KEGG / ENZIMA:
2.6.1.2 / Canis familiaris (perro): 609510)

<SEQID NO: 13>

SEQ ID NO: 13 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Xenopus
laevis (ALT1) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Xenopus laevis (Xenopus laevis): 444533)

<SEQID NO: 14>

SEQ ID NO: 14 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Xenopus laevis (ALT1) (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Xenopus laevis (Xenopus laevis): 444533)

<SEQID NO: 15>

SEQ ID NO: 15 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de la mosca de
la fruta (ALT1) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Drosophila melanogaster (fruit fly): Dmel_CG1640)

<SEQID NO: 16>

SEQ ID NO: 16 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de la mosca de la fruta (ALT1)
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Drosophila melanogaster (mosca de la fruta): Dmel_CG1640) .

<SEQID NO: 17>

SEQ ID NO: 17 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de nematodo
(ALT1) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Caenorhabditis elegans (nematodo): C32F10.8)

<SEQID NO: 18>

SEQ ID NO: 18 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de nematodo (ALT1) (KEGG /
ENZIMA 2.6.1.2 / Caenorhabditis elegans (nematodo): C32F10.8).

<SEQID NO: 19>

SEQ ID NO: 19 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una o dos clases de alanina
aminotransferasas de arroz japonés (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Oryza sativa japonica (arroz japonés): 4342210)

<SEQ ID NO: 20>

SEQ ID NO: 20 indica la secuencia de aminoacidos de una o dos clases de alanina aminotransferasas de arroz
japonés (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Oryza sativa japonica (arroz japonés): 4342210).

<SEQID NO: 21>

SEQ ID NO: 21 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una o dos clases de alanina
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aminotransferasas de arroz japonés (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Oryza sativa japonica (arroz japonés): 4348524)
<SEQID NO: 22>

SEQ ID NO: 22 indica la secuencia de aminoacidos de una o dos clases de alanina aminotransferasas de arroz
japonés (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Oryza sativa japonica (arroz japonés): 4348524)

<SEQID NO: 23>

SEQ ID NO: 23 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de
Cyanidioschyzon merolae (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Cyanidioschyzon merolae: CMMO066C)

<SEQID NO: 24>

SEQ ID NO: 24 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Cyanidioschyzon merolae
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Cyanidioschyzon merolae: CMMO066C) .

<SEQID NO: 25>

SEQ ID NO: 25 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de
Saccharomyces cerevisiae (ALT1) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Saccharomyces cerevisiae: YLR089C).

<SEQ ID NO: 26>

SEQ ID NO: 26 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Saccharomyces cerevisiae
(ALT1) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Saccharomyces cerevisiae: YLR089C) .

<SEQID NO: 27>

SEQ ID NO: 27 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de
Saccharomyces cerevisiae mutante (ALT2) (KEGG / ENZIMA 2.6.1.2 / Saccharomyces cerevisiae: YDR111C).

<SEQ ID NO: 28>

SEQ ID NO: 28 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Saccharomyces cerevisiae
mutante (ALT2) (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Saccharomyces cerevisiae: YDR111C).

<SEQ ID NO: 29>

SEQ ID NO: 29 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Ashbya
gossypii (KEGG / ENZIMA 2.6.1.2 / Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii): AGOS_AGR085W)

<SEQ ID NO: 30>

SEQ ID NO: 30 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Ashbya gossypii (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Ashbya gossypii (Eremothecium gossypii): AGOS_AGR085W)

<SEQID NO: 31>

SEQ ID NO: 31 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica Candida albicans alanina
aminotransferasa (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Candida albicans: CaO19_346).

<SEQID NO: 32>

SEQ ID NO: 32 indica la secuencia de aminoacidos de Candida albicans alanina aminotransferasa (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Candida albicans: CaO19_346).

<SEQID NO: 33>

SEQ ID NO: 33 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de
Schizosaccharomyces pombe (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Schizosaccharomyces pombe: SPBC582.08)

<SEQID NO: 34>

SEQ ID NO: 34 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Schizosaccharomyces pombe
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Schizosaccharomyces pombe: SPBC582.08) .

<SEQID NO: 35>

SEQ ID NO: 35 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Aspergillus
nidulans (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus nidulans: AN1923.2) .
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<SEQ ID NO: 36>

SEQ ID NO: 36 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Aspergillus nidulans (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus nidulans: AN1923.2)

<SEQID NO: 37>

SEQ ID NO: 37 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Aspergillus
fumigatus (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus fumigatus: AFUA_6G07770).

<SEQ ID NO: 38>

SEQ ID NO: 38 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Aspergillus fumigatus (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus fumigatus: AFUA_6G07770).

<SEQ ID NO: 39>

SEQ ID NO: 39 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Aspergillus
oryzae (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus oryzae: AO090003000164).

<SEQ ID NO: 40>

SEQ ID NO: 40 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Aspergillus oryzae (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Aspergillus oryzae: AO090003000164)

<SEQID NO: 41 >

SEQ ID NO: 41 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Cryptococcus
neoformans (KEGG / ENZIMA 2.6.1.2 / Cryptococcus neoformans JEC21: CNG01490).

<SEQ ID NO: 42>

SEQ ID NO: 42 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Cryptococcus neoformans
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Cryptococcus neoformans JEC21: CNG01490).

<SEQID NO: 43>

SEQ ID NO: 43 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Dictyostelium
discoideum (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Dictyostelium discoideum: DDB_0232139).

<SEQID NO: 44>

SEQ ID NO: 44 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Dictyostelium discoideum
(KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Dictyostelium discoideum: DDB_0232139) .

<SEQ ID NO: 45>

SEQ ID NO: 45 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Trypanosoma
brucei (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma brucei: Tb927.1.3950)

<SEQ ID NO: 46>

SEQ ID NO: 46 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Trypanosoma brucei (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma brucei: Tb927.1.3950)

<SEQ ID NO: 47>

SEQ ID NO: 47 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica alanina aminotransferasa de Leishmania
major (KEGG / ENZIMA 2.6.1.2 / Leishmania major: LmjF12.0630)

<SEQ ID NO: 48>

SEQ ID NO: 48 indica la secuencia de aminoacidos de alanina aminotransferasa de Leishmania major (KEGG /
ENZIMA: 2.6.1.2 / Leishmania major: LmjF12.0630)

<SEQ ID NO: 49>

SEQ ID NO: 49 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una o dos clases de alanina
aminotransferasas de Entamoeba histolytica (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 /Entamoeba histolytica: 233.t00009).

<SEQ ID NO: 50>
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SEQ NO: 50 indica la secuencia de aminoacidos de una o dos clases de alanina aminotransferasas de Entamoeba
histolytica (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 /Entamoeba histolytica: 233.t00009).

<SEQID NO: 51>

SEQ NO: 51 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica una o dos clases de alanina
aminotransferasas de Entamoeba histolytica (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 /Entamoeba histolytica: 24.t00016)

<SEQ ID NO: 52>

SEQ ID NO: 52 indica la secuencia de aminodacidos de una o dos clases de alanina aminotransferasas de
Entamoeba histolytica (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 /Entamoeba histolytica: 24.t00016).

<SEQID NO: 53>

SEQ ID NO: 53 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una de cuatro clases de alanina
aminotransferasas de Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 506529.420).

<SEQ ID NO: 54>

SEQ ID NO: 54 indica la secuencia de aminoacidos de una de cuatro clases de alanina aminotransferasas de
Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 506529.420).

<SEQ ID NO: 55>

SEQ ID NO: 55 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una de cuatro clases de alanina
aminotransferasas de Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 506529.430).

<SEQ ID NO: 56>

SEQ ID NO: 56 indica la secuencia de aminoacidos de una de cuatro clases de alanina aminotransferasas de
Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 506529.430)

<SEQID NO: 57>

SEQ ID NO: 57 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una de cuatro clases de alanina
aminotransferasas de Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 510889.120).

<SEQ ID NO: 58>

SEQ ID NO: 58 indica la secuencia de aminoacidos de una de cuatro clases de alanina aminotransferasas de
Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 510889.120).

<SEQ ID NO: 59>

SEQ ID NO: 59 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica una de cuatro clases de alanina
aminotransferasas de Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 510889.140).

<SEQ ID NO: 60>

SEQ ID NO: 60 indica la secuencia de aminoacidos de una de cuatro clases de alanina aminotransferasas de
Trypanosoma cruzi (KEGG / ENZIMA: 2.6.1.2 / Trypanosoma cruzi: 510889.140)

<SEQID NO: 61>

SEQ ID NO: 61 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica transportador de taurina de hamster.
<SEQID NO: 62>

SEQ ID NO: 62 indica la secuencia de aminoacidos de transportador de taurina de hamster.

<SEQID NO: 63>

SEQ ID NO: 63 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica transportador de taurina de rata (GenBank
NM_0172086) .

<SEQID NO: 64>
SEQ ID NO: 64 indica la secuencia de aminoacidos de transportador de taurina de rata (GenBank NM_017206).

<SEQ ID NO: 65>
25



10

ES 2591284 T3

SEQ ID NO: 65 indica la secuencia de nucledtidos de un gen que codifica transportador de taurina de ratén
(GenBank NM_009320).

<SEQID NO: 66>
SEQ ID NO: 66 indica la secuencia de aminoacidos de transportador de taurina de raton (GenBank NM_009320).
<SEQID NO: 67>

SEQ ID NO: 67 indica la secuencia de nucleétidos de un gen que codifica transportador de taurina humana
(GenBank NM_003043).

<SEQID NO: 68>

SEQ ID NO: 68 indica la secuencia de aminoacidos de transportador de taurina humana (GenBank NM_003043).
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<170> PatentIn version 3.1

<210>1
<211> 1491
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
atggcctcga

ctgacgctgg
atagtgcagc
accgaggtca
ttcctgegec
cctgacgatg
ggggcctaca
gagaggegtyg
agcgatgcca
ggtgtgctca
gcagtgcagg
cttcaccgtyg
aaccctggcea
ttcgeccttcg
gcecgegggtt
geegggeage
gggttcegeg
ctgaagctga
gtggtcagcc
gcagtgetygy
cctggcatca
cccococgeggyg
ctgecgectece
gaaggcacct

ctggagaagc

gcacaggtga
acggcatgaa
gagccttgga
tcecgtgecaa
aggtcttgge
ccaagaaaag
gecgtecageto
acggaggcat
tcgtgacggt
tccecececatcee
tggattacta
cactgggcca
accccaccdyg
aagagcggct
cgcagttcca
aggagcttgc
gcggctatgt
tgagtgtgcg
cgeccgegoc
cagagctggc
gctgcaaccao
cggtggageyg
tggaggagac
accacttccg

tgagcaggtt

ccggagecadg
cccgegtgtg
gctggageag
catcggggac
coctetgtgtt
ggcggagcgce
cggcatccag
ccchtgocggac
gctgaagctg
ccagtaccca
cctggacgag
ggcgcgtgac
gcaggtgcag
ctttctgctg
ctcattcaag
ctecctteecac
ggaggtggtyg
gctgtgceccg
caccgaccce
ggccaaggcc
agtgcagggc
cgctcaggag
cggcatctge
gatgaccatt

ccatgccaag

goggtgagge
cggagagtgg
gagctgegece
gcacaggcta
aaccctgatce
atcttgcagyg
ctgatccggyg
cccaacaacyg
ctggtggeceyg
ctctactcgg
gagcgtgcet
cactgccgcece
acccgcgagt
gcggacgagg
aaggtgctca
tccaccteca
aacatggacg
ccggtgecag
toctttgecge
aagctcaccyg
goccatgtact
ctgggcctygy
gtggtgccag
ctgccccect

ttcacccteg

atggactgag
agtacgcagt
agggtgtgaa
tggggcagay
ttctgagcag
cgtgtggggy
aggacgtgge
tcttectgte
gcgagggcca
ccacgctggce
gggcgctgga
ctcgtgeget
gcatcgaggc
tgtaccagga
tggagatggg
agggctacat
ctgcagtgca
gacaggccct
agttccaggc
agcaggtctt
ccttececegeg
ccceccgatat
ggagcggett
tggagaaact

agtactcctyg
27

ggcgaaggtyg
gcgtggeccce
gaagcctttc
gcccatcacce
ccecaactte
ccacagtctg
gcggtacatt
cacaggggcc
cacacgcacyg
agagctgggce
cgtggccgag
ctgtgtcatc
cgtgatccge
caacgtgtac
gcegecctac
gggcgagtgc
gcagcagatg
gctggacctg
tgagaagcag
caatgaggct
cgtgcagctg
gttcttctgc
tgggcagegy
gcggctgcotg

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

14291



<210> 2

<211> 496

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met

1

Arg

Val

Glu

Arg

63

Phe

Ser

Gln

Ile

Gly
145

Ser A

Ala

Ala

Glu

Gln

50

Ala

Leu

Pro

Ala

Gln

130

Gly

Ser

Lys

Tyr

35

Glu

Asn

Arg

Asn

Cys

115

Leu

Ile

Ala

Ser

Val

20

Ala

Ile

Gln

Fhe

100

Gly

Ile

Pro

Ile

Thr

Leun

Val

Arg

Gly

Val

85

Fro

Gly

Arg

Ala

Val
165

Gly

Thr

Arg

Gln

Asp

70

Leu

Asp

His

Glu

Asp

150

Thr

Asp

Leu

Gly

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser

Asp

135

Pro

Val

Arg

Asp

Pro

40

Val

Gln

Leu

Ala

Leu

120

Val

Asn

Leu
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Ser

Gly

Ile

Lys

Ala

Cys

Lys

105

Gly

Ala

Asn

Lys

Gln

10

Met

Val

Lys

Met

Val

90

Lys

Ala

Arg

Val

Leu
170

Ala

Asn

Gln

Pro

Gly

73

Asn

Arg

Tyr

Tyr

Phe

155

Leu

Val

Pro

Arg

Phe

60

Gln

Pro

Ala

Val

28

Arg

Arg

Ala

45

Thr

Arg

Asp

Glu

Val

125

Glu

Ser

Ala

His

Val

30

Glu

Pro

Arg

Thr

Gly

Gly

15

Arg

Glu

Val

Ile

Leu

95

Ile

Ser

Arg

Gly

Glu
175

Leu

Arg

Leu

Ile

Thr

80

Ser

Leu

Gly

Asp

Ala

160

Gly



His

Ser

Asp

Leu

225

Asn

Ala

Glu

Phe

Glu

305

Gly

Gln

Pro

Asp

Glu

385

Pro

Thr

Ala

Glu

210

Gly

Pro

val

Val

Tys

280

Leu

Phe

Gln

Gly

Pro

370

Leu

Gly

Arg

Thr

195

Glu

Gln

Gly

Ile

Tvyr

275

Lys

Ala

Arg

Gln

Gln

355

Ser

Ala

Ile

Thr

180

Arg

Ala

Asn

Arg

260

Gln

val

Gly

Met

340

Ala

Fhe

Ala

Gly

Ala

Ala

Arg

Pro

245

Phe

Asp

Leu

Phe

Gly

325

Leu

Leu

Ala

Lys

Cys
405

Val

Glu

Trp

Asp

230

Thr

Ala

Asn

Met

His

310

Tyr

Lys

Leu

Gln

Ala

390

Asn

Leu

Leu

Ala

215

His

Gly

Phe

Val

Glu

295

Ser

val

Leun

Asp

Pro

Ile

Gly

200

Leu

Cys

Gln

Glu

Tyr

280

Met

Thr

Glu

Met

Leu

360

Gln

Leu

Val
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Pro

185

Ala

Asp

Arg

Val

Glu

265

2la

Gly

Ser

Val

Ser

345

Val

Ala

Thr

Gln

Ile

Val

Val

Pro

Gln

250

Arg

Ala

Pro

Lys

Val

330

Val

Val

Glu

Glu

Gly
410

Pro

Gln

Ala

Arg

235

Thr

Leu

Gly

Pro

Gly

315

Asn

Arg

Ser

Lys

Gln

395

Ala

Gln

Val

Glu

220

Ala

Arg

Fhe

Ser

Tyr

300

Tyr

Met

Leu

Pro

Gln

380

Val

Met

29

Tyr

Asp

205

Leu

Leu

Glu

Leu

Gln

285

Ala

Met

Asp

Cys

Fro

365

Ala

Phe

Tyr

Pro

190

Tyr

His

Cys

Cys

Leu

270

Phe

Gly

Gly

Ala

Pro

350

ala

val

Asn

Ser

Leu

Tyr

Arg

val

Ile

255

Ala

His

Gln

Glu

Ala

335

Pro

Pro

Leu

Glu

Phe
415

Tyr

Leu

Ala

Ile

240

Glu

Asp

Ser

Gln

Cvs

320

Val

Val

Thr

Ala

Ala

400

Pro



Arg Val

Leu Ala

Ile Cys

450

His Phe

465

Leu Glu

<210>3
<211> 1572
<212> DNA

Gln

Pro

435

Val

Arqg

Lys

Leu Pro

420

Asp Met

Val

FPro

Met Thr

Pro

Phe

Gly

Ile

Arg Ala

Phe Cys

440

Ser
455

Gly

Leu Pro

470

Ser
485

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 3
atgcagcggg

ggccgcagcec
cgcagccgge
gagtacgccg
cggggtatca
atggggcagce
ctgctggaca
gcttgtggeg
gaagatgtgg
atctacctga
gggggcggca
gotgtcatct
tgggcgctga
cctaaggtgce
tgcatagaag
gtgtaccagg
tacgagatgg

aagggctaca

cggeggeget
agagcagcgc
gcgagcgcat
tgcggggacc
agaagccatt
agccaatcac
gccceccecagcett
ggaacagcct
ctgcctacat
ccacgggagc
agtcacggac
ctgagctcga
atgtgaatga
tctgcataat
atgtgatcca
acaacgtgta
ggcccgagta

tgggegagtyg

Arg

Phe His

ggtecggegg
ggcecgccgag
cctcacgety
catcgtgctc
cacagaggtc
cttccteegyg
cccagaagat
ggggtcctac
caccaggagqg
tagtgacggc
aggtgtgaty
cgccatccag
gotecggegg
caaccctggg
ctttgcctgg
ctctccagat
ctccagcaac

tggttacaga
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Val
425

Glu Arg

Leu Arg Leu

Phe Gly Gln

Glu
475

Pro Leu

Ala Lys Phe

490

ggctgtggte
gccteggegyg
gagtccatga
aaggecggeyg
atccgagcca
caggtgatgg
gctaagaaac
agtgctagec
gatggeggtyg
atttctacga
atccccatce
gtgaattact
gcggtgcagyg
aaccccacag
gaagagaagc
tgcagattcc
gtggagcteg

ggaggctaca

Ala Gln

Glu

Leu Gly

430

Glu
445

Leu

Arg Glu

460

Lys Leu

Thr Leu

cccggaccce
tgctcaaggt
acccgcaggt
agatcgagct
acatcgggga
cactatgcac
gtgcccggeg
agggtgtcaa
tgcctgecgga
tcctgaagat
cacaatatcc
acctggacga
aggccaaaga
gccaggtaca
tctttctect
actccttcaa
ccteoctteca

tggaggtgat

30

Glu

Gly

Arg

Glu

Thr Gly

Thr Tyr

Leu Leu

480

Tyr Ser

495

cagctcecetgg
gcggeccgayg
gaaggcggtyg
cgagctgcag
cgcccaggcet
ctacccaaac
gatcctgcag
ctgcatccgt
coeccgacaac
cctcgtetcee
cctetattea
ggagaactgc
ccactgtgat
aagcagaaag
ggctgatgag
gaaggtgctyg
ctccacctce

caacctgcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



cctgagatca agggccagct ggtgaagcetg

gggcaggccg ccatggacalt tgtcgtgaac

caattcagcc gagagaagga gtcggtcectg

gaagacctgt ttaaccaagt cccaggaatt

gccttcecte ggatcttcat tcctgccaaa

gctccagaca tgttctactg catgaagctc

ggcagtggct ttgggcagag ggaaggcact

Jgtggagaagce tgaaaacggt gctgcagaaq

aagtacgcgt ga

<210> 4

<211> 523

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Gln Arg Ala Ala Ala Leu Val

1 5

Pro Ser Ser Trp Gly Arg Ser Gln

20

Ala Val Leu Lys Val Arg Pro Glu
35 40

Thr Leu Glu Ser Met Asn Pro Gln

50 55

Arg Gly Pro Ile Val Leu Lys Ala

65 70

Arg Gly Ile Lys Lys Pro Phe Thr

85
Asp Ala Gln Ala Met Gly Gln Gln
100

Met Ala Leu Cys Thr Tyr Pro Asn
115 120

Glu Asp Ala Lys Lys Arg Ala Arg

130 135
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ctgtcecggtge
ccccoccggtgyg
ggtaatctgg
cactgcaacc
getgtggagy
ctggaggaga
taccacttca

gtgaaagact

Arg Arg

10

Gly

Ser Ser Ala

25

Arg Ser Arg

Val Lys Ala

Gly Glu Ile

75

Glu val

20

Ile

Pro Ile Thr

105

Leu Leu Asp

Arg Ile Leu

gcctgtgcecece
caggagagga
ccaaaaaagc
ccttgcagqgy
ctgctcaggce
ctggcatctg
ggatgactat

tcecacatcaa

Cys Gly

Ala

Ala

Glu
45

Arg

Val
60

Glu
Glu Leu
Ala

Arg

Phe Leu

Pro

Glu

30

Arg

Tyr

Glu

Asn

Arg

cccagtgtct
gtccttitgag
aaagctgacg
ggccatgtac
ccatcaaatyg
tgtcgtgcce
cctecccteca

cttecoctggay

Arg Thr

15

Ala Ser

Ile Leu
Ala

Val

Gln
80

Leu

Ile
95

Gly

Gln Val

110

Pro
125

Gln
140

Ala

31

Ser

Cys

Phe Fro

Gly Gly

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1572



Asn

145

Glu

Asp

Thr

Val

Glu

225

Tre

Asp

Thr

Ala

Asn

305

Tyr

His

Tyr

Lys

Ser

ASP

Pro

Ile

Met

210

Leu

Ala

His

Gly

Trp

290

val

Glu

Ser

Met

Leu
370

Leu

Val

Asp

Leu

195

Ile

Asp

Leu

Cys

Gln

275

Glu

Tyr

Met

Thr

Glu

355

Leu

Gly

ala

Asn

180

Lys

Pro

Ala

Asn

Asp

260

Val

Glu

Ser

Gly

Ser

340

Val

Ser

ala

165

Ile

Ile

Ile

Ile

Val

245

Pro

Gln

Lys

Pro

Fro

325

Lys

Ile

Val

Tyr

150

Tyr

Tyr

Leu

Pro

Gln

230

Asn

Lys

Ser

Leu

Asp

310

Glu

Gly

Asn

Arg

Ser

Ile

Leu

Val

Gln

215

val

Glu

Val

Arg

Phe

295

Cys

Tyr

Tyr

Leu

Leu
375

Ala

Thr

Thr

Ser

200

Tyr

Asn

Leu

Leu

Lys

280

Leu

Arg

Ser

Met

His

360

Cvys

ES 2591284 T3

Ser

Arg

Thr

185

Gly

Pro

Tyr

Arg

Cys

265

Cys

Leu

Phe

Ser

Gly

345

Pro

Pro

Gln

Arg

170

Gly

Gly

Leu

Tyr

Arg

250

Ile

Tle

Ala

His

Asn

330

Glu

Glu

Pro

Gly

155

Asp

Ala

Gly

Tyr

Leu

235

Ala

Ile

Glu

Asp

Ser

315

Val

Cys

Ile

Val

Val

Gly

Lys

Ser

220

Asp

Val

Asn

Asp

Glu

300

Phe

Glu

Gly

Lys

Ser
380

32

Asn

Gly

Asp

Ser

205

Ala

Glu

Gln

Pro

Val

285

Val

Lys

Leu

Tyr

Gly

365

Gly

Cys

Val

Gly

190

Arg

Val

Glu

Glu

Gly

270

Ile

Tyr

Lys

Ala

Arg

350

Gln

Gln

Ile

Pro

175

Ile

Thr

Ile

Asn

Ala

255

Asn

His

Gln

Val

Ser

335

Gly

Leu

Ala

Arg

160

Ala

Ser

Gly

Ser

Cys

240

Lys

Pro

Phe

Asp

Leu

320

Phe

Gly

Val

Ala



Met
385

Asp Ile Val val

Gln Phe Glu

405

Ser Arg

Ela Thr

420

Lys Leu Glu

Leu Gln

435

Asn Pro Gly

Ala Lys Ala Val Glu

450

Phe
165

Tyr Cys Met Lys

Gly Ser Gly Phe Gly

4385

Ile Pro val

500

Leu Fro

Phe His TIle Asn

515

Asp

Asn

390

Lys

Asp

Ala

Ala

Leu

470

Gln

Glu

FPhe

<210>5
<211> 1491
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 5

atggcctcac
ctaactctygg
atcgltgcaac
actgaggtta
ttcttccgec
ccagaggatyg
ggtgcctata
dgagaggagag

agcgatgcca

agaggaatga
ataccatgaa
gtgccttgga
tcecgtgecaa
aggtcctgge
ccaagagaag
gcattagctc
acggaggcat

tcgtgaccat

Pro Pro

Glu Ser

Leu Phe

Met Tyr

440

Ala
455

Gln

Glu

Leu

Glu

Arg

Leu

Lys

Glu
520

Leu

ccggatceccag
cccatgtgtyg
gctggagcag
tattggggat
cctctgtgtc
ggcagaacgc
tggaatccag
ccctgcagac

gctcaagctyg

ES 2591284 T3

Val Ala Gly

395

Val Leu

410

Gly

Asn Gln Val

425

Ala Phe Fro

Ala His Gln

Glu Thr Gly

475

Thr
4190

Gly Tvr

Lys Thr Val

505

Lys Tyr Ala

gcttcaagga
cggagggtgy
gagctgecgece
gcacaagcca
taccccaatc
atcttgcagyg
ccgatteggyg
ccgaacaaca

ctggtagccg

Glu Glu

Leu

Asn

Pro Gly

Ser

ZAla

Ile

Phe Glu

400

Lys
415

Lys

His Cys

430

Ile
445

Arg

Met
160

Ala
Ile Cys
Phe

His

Leu Gln

Fhe

Pro

Val

Arg

Tys

Tle Pro

Asp Met

YVal Pro

480

Met Thr

195

Val Lys

510

atggactgaa
agtatgcagt
agggtgtgaa
tggggragag
ttctgagcag
catgcggygygy
aggatgtgge
tatttctgtc

gcgagggecd

33

ggggaaggtyg
ccgaggcecee
gaagcctttt
acccatcacc
tccggactte
ccacagcoctg
gcaatatatt
cacaggggcc

tgcgcgaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ggtgtactca
gccgbgcaag
ctgeggegeyg
aaccccggea
tttgctttcg
geccgagggct
gecacgeage
gggtttcgtg
gcgaaactga
gtggtcagte
gaggtgctgg
coccgggatec
cctttgaaag
ctgtgcctcc
gagggcacct
ctggagaaac
<210> 6

<211> 496
<212> PRT

ttccecattce
tggactacta
ctetgtgeca
accccacggy
aagagggact
ctcagttecca
aggagctege
gtggctatgt
tgagcgtgcg
cgccaaccoc
ctgaactggc
gctgcaacce
cagtgcagcg
tggaagagac
atcatttccg

tgaggcactt

<213> Mus musculus

<400> 6

Met Ala Ser Gln Arg
1 5

Val
20

Lys Gly Lys Leu

Val Glu Tyr Ala Val

35

Glu Gln

50

Glu Leu Arg

Arg Ala Asn Ile

65

Gly

Phe Phe Arg Gln Val

Asn

Thr

Arg

Gln

Asp

70

Leu

tcagtaccca
cctggacgaa
ggcacgtgac
gcaggtgeag
cttcctgatg
ttcattcaag
gtctttecac
ggaagtggta
gttgtgtcca
cteggagecy
agccaaggcet
ggtgcaggge
tgcgcaggac
tggcatctge
gatgaccatt

ccatgctaaa

Asp

Arg

Teu

Asp

Pro
40

Gly

Gly val

55

Ala Gln

Ala Leu

ES 2591284 T3

ctgtactcag
gagcgcgcct
cgctgectgece
acccgtgaat
gctgatgagg
aaggtgetca
tcagtcteta
aacatggatg
ccagtgccgg
tccttcaage
aaactcacgg
gctatgtatt
ctgggectgg
gttgtgecctg
ctgccececccea

ttcactcatyg

ctgcgctggce
gggctcttga
ctcgagtact
gcatcgaggc
tataccaaga
cggagatggy
agggctacat
ccgaggtgca
gccaggettt
agtttcaagce
agcaggtcett
cecttecetea
ccecctgacat
ggagtggett
tggagaaact

agtactccty

tgagctggac
catcgctgag
atgcgtcate
cgtaatccge
caatgtatat
gccaccatat
dJggcgagtgc
gaaacagatg
gatgggcatg
agagaggcagy
caacgaggcc
aattcagctg
gttcttctgt
tgggcagcag
gegggtgctyg

a

Ile

Thr

25

Ile

Lys

Ala

Cys

Gln

10

Met

Val

Lys

Met

Val

Ala

Asn

Gln

Pro

Gly

75

Tyr

Ser Arg

Pro

Cys

Ala
45

Arg

Phe Thr

60

Gln Arg

Pro Asn

34

Asn

Val

30

Leu

Glu

Pro

Leu

Gly

15

Arg

Glu

Val

Ile

Leu

Leu

Arg

Leu

Ile

Thr

80

Ser

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1491



Ser

Gln

Ile

Gly
145

[#9]
(]
]

Arg

Ser

Ala

Glu

Pre

Glu

305

Gly

Pro

Ala

Gln

130

Gly

Asp

Ala

Ala

Glu

210

Cys

Pro

Val

Val

Lys

290

Leu

Phs

Asp

Pro

I_e

A’a

Arg

Clu

G.y

Ala

Arg

Phe

100

Gly

Ile

Pro

Ile

Thr

180

Leu

AYg

Ala

Asn

AYg

260

Gln

;s Val

Gly

85

Pro

Gly

Ala

Val

165

Gly

Ela

2la

Arqg

Pro

245

FPhe

Asp

Phe

Glu

His

Glu

Asp

150

Thr

Val

Glu

Trp

Asp

230

Thr

Ala

Asn

Thr

His

310

Tyr

Asp

Ser

Asp

135

FPro

Met

Leu

Leu

Ala

215

Arqg

Gly

FPhe

Val

Glu

295

Ser

vVal

Ala

Leu

12

Val

Asn

Leu

Ile

Asp

200

Leu

Ty

Tyr
280

Met

Val

Lys
105

Gly

Asn

Lys

Pro

185

2la

Cys

Val

Glu
265

X
—
al)

Gly

Val

ES 2591284 T3

90

Arg

Rla

Gln

Ile

Leu

170

Ile

Val

Pro

Gln
250

Gly

: (G1u

Pro

Lys

val
330

Arg

Tyr

Tyr

Phe

155

Leu

Pro

Gln

Ala

Ser I1

Ile

140

Leu

Val

Gln

Val

Ala Glu

Arg

235

Thr

Leu

Gly

Pro

Gly

315

Asn

Arg

Phe

Ser

Tyr

300

Tvyr

Met

35

Glu

Glu

Ala

Tyr

Asp

205

Leu

T.eu

Glu

Leu

Glin

285

Ala

Met

Asp

Arg

110

Arg

Thr

Gly

Pro

190

Tyr

Arg

Cvys

Cvys

Phe

Thr

Gly

95

Ile

Gly

Glu

175

Leu

Tyr

Arg

Val

]
[Sa ]
D

His

Gln

Glu

Glu
335

- Gly

Asp

Ala

162

Gly

Tyr

Leu

Ala

Tle

240

Gla

Asp

Ser

Gla

Cvs

320

val



GIln

Pro

Glu

Glu

385

Pro

Gln

Leu

Ile

His

465

Leu

Lys

Gly

Pro

370

Leu

Gly

Ile

Ala

Cvs

450

Phe

Glu

<210>7

Gln

Gln

355

Ser

Ala

Ile

Gln

Pro

435

Val

Arg

Lys

Met

340

Ala

Phe

Ala

Arg

Leu

420

Asp

Val

Met

Leu

Ala

Lys

Lys

Cys

405

Pro

Met

Pro

Thr

Arg
485

Lys

Met

Gln

Ala

390

Asn

Leu

Fhe

Gly

Ile

470

His

Leu

Gly

Phe

375

Lys

Pro

Lys

Phe

Ser

455

Leu

FPhe

Met

Met

3e0

Gln

Leu

Val

Ala

Cys

440

Gly

Pro

His

<211> 1569
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400>7
atgcagcggyg

ggcecgtagtce
cgcagcectc
gagtacgctg
cggggtatca
atgggccage

ctactaaaca

cagcggtgct
acagcagcgce
gagaccgcat
tgcggggacc
aaaaaccatt
agccaatcac

gcccecagett

ggtgcggegqg
tgcagccgaa
cctcaccectg
catcgtgctce
cactgaggta
cttoccteegt

cccagaagac

ES 2591284 T3

Ser val

345

Arg

Val val Ser

Ala Glu Arg

Thr Glu Gln

395

Gln Gly Ala

410

Val
425

Gln Arg

Leu Cys Leu

Phe Gly Gln

Glu
475

Pro Met

Ala Lys Phe

490

ggctectgee
gecteggegy
gagtccatga
aaagccggcy
atccgagcea
caggtgatqgg

gctaagaaac

Leu

Pro

Gln

380

Val

Met

Ala

Len

Gln

460

Lys

Thr

Cys

Pro

365

Glu

Phe

Tyr

Gln

Glu

445

Glu

Leu

His

Fro

350

Thr

Val

Asn

Ser

Asp

430

Glu

Gly

Arg

Glu

cccgegecte
cgctcaaggt
acccgcaggt
agatcgagat
acattgggga
cactctgcac

gagcgeggey

36

Fro Val

Fro Ser

Leu Ala

Glu Ala

400

Phe
415

Pro

Leu Gly

Thr Gly

Thr Tyr

val Leu

480

Tyr Ser

495

gggecectyyg
gcgaccggag
gaaggecggtyg
ggagctgcag
tgcccatgect
ctacccaaac

gatcctgcag

60

120

180

240

300

360

420



gcttgtggtg
gaagatgtgg
tacctgacta
ggtggcaagt
gtcatctctyg
gctttgaatyg
aaagttctct
atagaagatg
taccaggaca
cagatgggge
ggctacatgg
gagatcaaag
caggccgoca
ttcagcaggg
gatctgttta
ttcecectegga
ccagacatgt
agtggctttg
gataaactga

tactcatga

<210> 8
<211> 522
<212> PRT

Jaaacagctt
cagcctttat
ctggagctag
cacggaccqgg
agctcocgacgae
tggacgagct
gcattatcaa
tgattcactt
acgtgtactc
acgagtactc
gcgagtgtgg
gccagctggt
tggacattgt
aaaaagaatt
accaagtcce
ttctcatcce
tctactgcat
ggcagcgaga

agaccgtgct

<213> Mus musculus

<400> 8

gggatcttac
caccaggaga
cgacggtatt
cgtgatgatt
ggtgcaggtc
ceggegggea
cccecggaaac
tgcctgggaa
tccagactgce
cagcaacgtg
ctacagaggg
gaagctactc
tgtgaatcca
cgtcctitggt
agggatccag
tgccaaggcc
gaagctcctg
aggcackttac

ccacaaggtg

Met Gln Arg Ala Ala Val Leu Val

1

5

Ser Gly Fro Trp Gly Arg Ser His

20

Ala Ala Leu Lys Val Arg Pro Glu

35

40

ES 2591284 T3

agtgctagcc
gatggtgtgc
tctacaatce
cccatecececee
aactactatc
ttgcggcaag
cccacaggcec
gagaagcttt
agattccact
gagctecgect
ggctacatgg
tcggttecgee
ccggaaccad
aatctggcca
tgcaaccect
gtggaggcag
gaggagactyg
cackttcagaa

aaagactttc

10

25

aaggcgttaa
ctgcagacce
tgaagctcct
agtatccctt
tggatgaaga
ccaaagacca
aggtacaaag
ttctectgge
cgtttaagaa
cctteoecacte
aggtgatcaa
tctgtcecgeco
gagaggagtc
aaaaagcaaa
tgcaaggagc
ctcagtccca
gcatctgtgt
tgaccattct

acctgaagtt

45

37

ctgtatccgt
agacaacatt
ggtctcecggt
gtactcecgeg
gaactgctgg
ctgtgaccct
cagaaagtgc
tgatgaggtyg
agtgctttac
cacctccaag
tttgcacccce
agtgtcagga
ctttgagcaa
gctgacagaa
tatgtatgcyg
taaaatggct
cgtgcctggce
cccteccecggtg

cctggagcag

Arg Arg Gly Ser Cys Pro Arg Ala

15

Ser Ser Ala Rla Ala Glu Ala Ser
30

Arg Ser Pro Arg Asp Arg Ile Leu

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1569



Tkr

Met

Glu

Asn

145

Glu

Pro

Ile

Met

Leu

225

Ala

Cly

Tre

Leu

Gly

Gly

Ala

Asp

130

Ser

Asp

Asp

Leu

Il=

210

Asp

Leu

Gln

Glu

Glu

Pro

Leu
125

Leu

Val

Asn

Pro

Asn

Val
275

Glu

Ile

Lys

2la

100

Cys

Lys

Gly

Ela

1le

180

Leu

Ile

Val

Val

Pro

260

Cln

Lys

M=t

Val

Lys

85

M=t

Thr

Lys

Ser

zla

162

Ty

Lau

Pro

Gln

Asp
245

Asn

Leu

70

Pro

Gly

Tyr

Arg

Tyr

150

Fhe

Leu

Val

Gln

Val

230

Glu

Val

Arg

Phe

Pro

Fhe

Gln

Pro

Ala

135

Ser

Ile

Thr

Ser

Tvr

215

Asn

Leu

Lcu

Leu

5 Cys
2

Gln

Ala

Thr

5ln

Asn
120

Arg B

ala

Thr

lhr

Gly

200

Pro

Tyr

Arg

Leu

Val

Gly

Glu

Fro
105

Arg

Gly

185

Gly

Leu

Tyr

Arg

Ilc

265

Ile

Ala

ES 2591284 T3

Lys

Glu

Val

20

Tle

Leu

Ile

Gln

Arg
170

Ala S

Gly

Tyr

Leu

Ala

250

Ilc

Clu

Asp

Ala

Ile

75

Ile

Thr

Asn

Leu

Gly

1355

Bsp

Lys

Ser

Asp

235

Leu

Glu

Val

Glu

Arg

Phe

Ser

Gln

140

Vel

Gly

Asp

Ser

Ala

220

Glu

Arg

Prc

Val I

38

Glu

Met

Ala

Leu

Pro

125

Ala

Asn

val

Gly

Arg

205

Val

Glu

Gln

Gly

Tyr

GClu

Asn

Arg

110

Ser

Cvs

Cys

Pro

lle

190

Thr

Ile

ASn

Ala

Asn

2]

Hig

Gln

Leu

Ile

95

Gln

Fhe

Gly

Ile

Ala

175

Ser

Gly

Ser

Cys

Lys

255

Pro

Phe

Asp

Val

Cln

80

Gly

Val

Pro

Gly

Arg

169

Bsp

Thr

Val

Gla

Trp

249

Asp

Thr

Ala

Asn



vVal

305

Gln

Ser

Met

Leu

Bsp

385

Phe

Lys

Pro

Lys

Tyr

465

Ser

Leu

Phe

290

Tyr

Met

Thr

Glu

Leu

370

Ile

Ser

Leu

Leu

Ala

450

Cvys

Gly

Pro

His

<210>9
<211> 1491
<212> DNA
<213> Rattus norvegicus

<400> 9

Ser

Gly

Ser

Val

353

Ser

vVal

Arg

Thr

Gln

435

Val

Met

Phe

Pro

Leu
515

Fro

His

Lys

340

Ile

Val

val

Glu

Glu

420

Gly

Glu

Lys

Gly

Val

500

Lys

Asp

Glu

325

Gly

Asn

Arg

Asn

Lys

405

Asp

Ala

2la

Leu

Gln

485

Asp

Phe

Cys

310

Tyr

Tyr

Leu

Leu

Pro

390

Glu

Leu

Met

Ala

Leu

470

Arg

Lys

Leu

295

Arg

Ser

Met

His

Cys

375

Pro

Phe

Phe

Tyr

Gln

455

Glu

Glu

Leu

Glu

Phe

Ser

Gly

Pro

360

Pro

Glu

Val

Asn

Ala

440

Ser

Glu

Gly

Lys

Gln
520

ES 2591284 T3

His

Asn

Glu

345

Glu

Fro

Pro

Leu

Gln

425

Fhe

His

Thr

Thr

Thr

505

Tyr

Ser

Val

330

Cys

Ile

Val

Gly

Gly

410

Val

Pro

Lys

Gly

Tyr

490

Val

Ser

Phe

315

Glu

Gly

Lys

Ser

Glu

385

Asn

Pro

Arg

Met

Ile

475

His

Leu

300

Lys

Leu

Tyr

Gly

Gly

380

Glu

Leu

Gly

Tle

Ala

460

Cvys

Phe

His

39

Lys

Ala

Arg

Gln

365

Gln

Ser

Ala

Ile

Leu

445

Pro

Val

Arg

Lys

val

Ser

Gly

350

Leu

Ala

Phe

Tys

Gln

430

Ile

Asp

Val

Met

Val
510

Leu

Phe

335

Gly

Val

Ala

Glu

Lys

415

Cvs

Pro

Met

Pro

Thr

495

Lys

Tyr

320

His

Tyr

Lys

Met

Gln

400

Ala

Asn

Ala

Phe

Gly

480

Ile

Asp



atggcctecac
ctaactctgg
attgtgcagc
actgaggtca
ttcttcocecgeo
ccagaggatg
Jotgcctata
gagagaagag
agcgatgeca
ggtgtactca
gecegtgcaag
ctgcggegey
aaccccggca
tttgctttca
gcegaggget
tccacgoage
gggtttcgtyg
gggaagctga
gtggtcagtc
gaggtgctgg
ccecgggatee
cccttgaaag
ctgtgcctec
gagggcacct
ctggaaaaac
<210>10

<211> 496
<212> PRT

gggtgaatga
acactatgaa
gtgccecttgga
Lcogtgccaa
aggtcctgge
ccaagagaag
Jgeattagetc
acggaggcat
tcgtgacaat
ttcececattee
tggactacta
ctctgtgeea
accccactgg
aagaaggacth
ctcagttcca
aggagcttgc
gtggctatgt
tgagtgtgcyg
cgccaacacc
ctgaactggc
gctgecaacce
cggtgcagcyg
tggaagagac
atcatttccg

tcagtcactt

<213> Rattus norvegicus

<400> 10

tcaaagccag
cccatgtgtyg
gotggageay
cattggggat
cctcectgtagte
ggcagaacgc
tggaatccag
ccocgcagac
gctcaagetg
tcagtaccca
cctggacgaa
ggcacgtgac
gcaggtgcag
cttcttgatg
ttcattcaag
ttectttecac
ggaggtggta
gectgtgteca
ctccgagecy
agccaaggceh
agtgcagggce
tgctcaggaa
tggcatctge
gatgaccatt

ccatgccaag

ES 2591284 T3

gcttcaagga
cggagggtgg
gagcetgegtc
gcacaagcca
taccccaatce
atctitgecagg
ccgatcogygy
ccgaacaaca
ctggtatctyg
ctgtactcag
gagcgcegceet
cgttgctgece
acccgtgagt
gctgatgagg
aaggtgctca
tcagtctcta
aacatggatyg
ccagtgccag
tccttecaage
aagctcacgg
geccatgtatt
ctgageetgyg
gttgtgcceg
ctgccceccea

ttcacccatyg

atgggctgaa
agtatgcagt
agggtgtgaa
tggggcagag
ttctgagcag
cctgegggdy
aggatgtggce
tatttctate
gcgagggeeg
ccgoegcetgge
gggetotgga
ctcgagtact
gcatcgaggc
tataccagga
tggagatggyg
agggctacat
ctgaggtgca
gccaggectt
agtttcaagc
agcaggtctt
cctteectea
ceccctgacat
ggagtggett
tggagaaact

agtactccty

40

gggaaaggtg

tcgaggaccc
gaagccgttt
acccatcacc
tcctgactte
ccacagcchtg
gcaatacatt
cacaggggcc
tgcacgaaca
tgaactggac
catcgcagaqg
gtgcgtcatc
cgtaatccgce
caacgtgtat
gccaccgtat
gggcgagtge
gaaacagatyg
gatggacatg
agagagacag
caatgaggct
agtgcagctyg
gttcttctagc
tgggcagcag
gcggetgetyg

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1491



Met

Lys

Val

Glu

Arg

63

Phe

Ser

Gln

Ile

Gly

145

Ser

Arg

Ser

Asp

Leu
225

Ala

Gly

Glu

Gln

50

Ala

Phe

Pro

Gln

130

Gly

Rep

Ala

Ala

Glu

210

Cys

Ser

Lys

Tyr

35

Glu

Asn

Arg

Cys

115

Pro

Ile

Ala

Arg

Ala

195

Glu

Gln

Arg

Val

20

Ala

Leu

Ile

Gln

Phe

100

Gly

Ile

Fro

Ile

Thr

180

Leu

Arg

Rla

Val

Leu

vVal

Arg

Gly

val

85

Pro

Gly

Arg

Ala

Val

le5

Gly

Ala

Ala

Arg

Asn

Thr

Arg

Gln

Asp

70

Leu

Glu

His

Glu

Asp

150

Thr

Val

Glu

Trp

Asp
230

Asp

Leu

Gly

Gly

55

Ala

Ala

Asp

Ser

Asp

135

Pro

Met

Leu

Leu

Ala

215

Arg

Gln

Asp

Pro

40

Val

Gln

Leu

2la

Leu

120

Val

Asn

Leu

Ile

Asp

200

Leu

Cvys

ES 2591284 T3

Ser

Thr

25

Ile

Lys

Ala

Cys

Lys

105

Gly

Ala

Asn

Lys

Pro

185

Ala

Asp

Cvs

Gln

10

Met

Val

Lys

Met

val
90

Arg A

Ala

Gln

Ile

Leu

170

Ile

Vval

Ile

Pro

Ala

Asn

Gln

Pro

Gly

75

Tyr

Tyr

Tyr

Phe

155

Leu

Pro

Gln

Arg
235

Pro

Arg

Phe

60

Gln

Pro

Ala

Ile

140

Leu

Val

Gln

vVal

Glu

220

Val

41

Arg

Cys

Ala

45

Thr

Arg

Asn

Glu

Ile

125

Glu

Ser

Ser

Tyr

Asp

205

Leu

Leu

Asn

Val

30

Glu

Pro

Leu

Arg

110

Arg

Thr

Gly

Pro

190

Tyr

Arg

Cys

Gly

15

Arg

Glu

val

Ile

Leu

95

Ile

Ser

Arg

Gly

Glu

175

Leu

Tyr

Arg

Val

Leu

Arg

Leu

Ile

Thr

80

Ser

Leu

Gly

Asp

Ala

160

Gly

Tyr

Leu

Ala

Ile
240



Ala

Glu

Pre

Glu

305

Gly

Gln

Fro

Glu

z1lu

3ED

Pro

Gln

Leu

Ilc

His

465

Leu

485

Pro

Val

Val

Lys

290

Leu

Phe

Lys

Gly

Pro

370

Leu

Gly

Val

Ala

Cysg

450

Phs=

Glu

<210> 11
<211> 1125
<212> DNA
<213> Canis familiaris

<400> 11

Gly

Arg

Gln
355

Ser

I_e

Pro

435

Val

Arg

Ty

BAsn

Arg

260

Gln

Val

Ser

Gly

Met

340

Ela

the

2la

Arg

Leu

420

Asp

Val

Met

Pro

FPhe

Asp

Phe
Gly

325

Gly

Lys

Cys

405

Pro

Met

Pro

Thr

0]
0
=

Thr

Ala

Asn

Met

His

310

Tyr

Lys

Met

Gln

Ala

390

Asn

Leu

Phe

Gly

Ile

470

is

490

Gly

Fhe

Val

Glu

295

Ser

Val

Leu

Asp

Fhe

375

Lys

Pro

Lys

Fhe

Scr

155

Leu

Fhe

Gln

Tyr
280

Met

Val

Slu *

Met

Met

360

=1ln

Leu

Val

Ala

Cys

440

Gly

Pro

[is

Val

Gly

Ser

Val

Ala

Thr

Gln

val

425

Phc

Pro

Ala

ES 2591284 T3

Gln

250

GCly

Glu

Pro

Lys

Val

330

Val

val

Glu

Glu

Gly

410

Gln

Cys

Gly

Met

Lys

Thr 2

Leu

Gly

Pro

Gly

315

Asn

Arg

Arg

Gln
385

Ala

Arg

Leu

Gln

Clu

475

Phe

Phe

Tyr

300

Tyr

Met

Leu

Prc

Gln

380

Val

Met

Zla

Leu

Gln

160

Lys

Thr

495

42

Glu

Leu

Gln

285

Ser

Met

Asp

C¥s

Pro

365

Glu

Tyr

Gln

Glu

445

Glu

Leu

Mia

Cys

Phe

Thr

Gly

Ala

Pro

350

Thr

val

& Asn

Ser

Glu

430

Glu

Glv

Arg

Glu

Ala

Ilis

Gln

Glu

Glu

335

Pro

Pro

Leu

Glu

Phe

415

Leu

Thr

Thr

Leu

Tyr

Glu

G1a

Cys

3290

Val

Val

Ala

Ala

4020

Pro

Gly

Gl

Tyr

Leu
480



atgctggctc
ggcgcltacgce
ggtatcaaga
ggccageage
ctggacagcc
tgtggcggga
gacgtggeeg
tacctgacca
ggtggcaagt
gtcatctccg
gccctcecgacg
aaggtgectgt
atagaggacg
taccaggaca
gagatggggce
ggctacatgg
cccgcetggeg
ctcagccctyg

cgecttectge

<210> 12
<211> 374
<212> PRT

ttcacggggc
ctgatgccgg
aaccgttcac
ctataacctt
ccagcttcce
acagcctggg
cctacgtecac
ctggagccag
cgcggacggg
agctcgacge
tgaacgagct
gcatcatcaa
tcatccactt
acgtgtactc
ccgagtacte
gcgagtacgt
gcctgctgeg
gtgcagggac

cgggeccacyg

<213> Canis familiaris

<400> 12

cgtggttaag
gatcgagggc
cgaggtcatc
cctecgacag
agaagatgct
gtcctacagt
caggagggac
cgacggcatt
cgtgctgatce
catccaggtyg
ccggegggec
ccocgggaac
tgcctgggaa
tccggactge
gagcaacgtg
tggccttggce
cggggaacac
goccgtgegg

ctgctgeact

ES 2591284 T3

gtgaaacggyg

ctgaccacch
cgcgecaaca
gtgatggcac
aagaaacgag
gccagccagyg
ggcggggtge
tctacgatcc
cccatceccac
aactactact
gtgcaggagy
cccacaggte
gagaagctct
agattccact
gagcttgegt
ttcctececcege
ggggcccatc
cgaggtcctg

gggactgaac

Met Leu Ala Leu His Gly Ala Val Val Lys Val

1

Arg Pro Gly Leu Gly Ala Thr Pro Asp Ala Gly
25

5

20

10

gccggctgeg
gttgcctect
tecggggacgce
tgtgcaccta
cccggaggat
gcgtcaacty
ccgeggacce
tgaagatcct
agtacccect
tggacgagga
ctaaggacca
aggtgcaaag
ttctcctgge
ccttcaagaa
ccttccacte
ggccccacca
tcagggggce
ctggggccce

cctga

tccagggctt
ctttgctcag
ccaggccatg
ccccaacctg
cctacaggct
catccgecgag
cttcaacatt
ggtgtceggy
ctactcggce
gaactgctgg
ctgtaaccce
caggaagtgc
agatgaggtg
ggtgctctac
tacctccaag
ctcggeccctg
tgtgcatgag

gggctccecccyg

Lys Arg Gly Arg Leu

15

Ile Glu Gly Leu Thr

30

43

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1125



Thr

Val

Ile

65

Leu

Ile

Gln

Arg

Gly

145

Gly

Leu

Tyr

AYg

Ile

225

Ile

Ala A

Cvs

Ile

50

Thr

Asp

Leu

Gly

Asp

130

Ala

Gly

Tvr

Leu

Ala

210

Ile

Glu A

Cys

35

Arg

Phe

Ser

Gln

Val

115

Gly

Ser

Lys

Ser

Asp

185

Val

Asn

Glu

ala

Fro

Ala

100

Asn

Gly

Asp

Ala

180

Glu

Gln

Fro

Val

Val
260

Leu

Asn

Arg

Ser

85

Cys

Cys

Val

Gly

Arg

165

Val

Glu

Glu

Gly

Ile

245

Tyr

Phe

Ile

Gln

70

Phe

Gly

Ile

Pro

Ile

150

Thr

Ile

Asn

Ala

Asn

230

His

Gln

Ala

Gly

55

Val

Pro

Gly

Arg

Ala

135

Ser

Gly

Ser

Cys

Lys

215

Pro

Phe

Asp

Gln

40

Asp

Met

Glu

Asn

Glu

120

Asp

Thr

Val

Glu

Trp

200

Asp

Thr

Ala

Asn

ES 2591284 T3

Gly

Ala

Ala

Asp

Ser

105

Asp

Pro

Ile

Leu

Leu

185

Ala

His

Gly

Trp

Val
265

Ile

Gln

Leu

Ala

90

Leu

val

Phe

Leu

Tle

170

Asp

Leu

Cvys

Gln

Glu

250

Tyr

Lys

Ala

Cys

75

Lys

Gly

Ala

Asn

Lys

155

Pro

Ala

Rsp

Asn

Val

235

Glu

Ser

Lys

Met

60

Thr

Lys

Ala

Ile

140

Ile

Tle

Ile

Val

Pro

220

Gln

Lys

Pro

44

Pro

45

Gly

Tyr

Arg

Tyr

Tyr

125

Tyr

Leu

Pro

Gln

Asn

205

Lys

Ser

Leu

Asp

Phe

Gln

Pro

Ala

Ser

110

val

Leu

Val

Gln

Val

190

Glu

Val

Arg

Phe

Cys
270

Thr

Gln

Asn

Arg

Ala

Thr

Thr

Ser

Tyr

175

Asn

Leu

Leu

Lys

Leu

255

Arg

Glu

Pro

Leu

80

Arg

Ser

Arg

Thr

Gly

160

Pro

Tyr

Arg

Cys

Cys

240

Leu

Phe



His

Asn

Glu

305

Pro

Pro

Pro

Cys

Ser

Val

230

Tvr

Ala

Val

Ala

Pro
370

<210>13
<211> 1623
<212> DNA
<213> Xenopus laevis

<400> 13

Phe Lys
275

Glu Leu

Val Gly

Gly Gly

His Glu
340

Gly Ala
355

Gly Thr

Lys

Ala

Leu

Leu

325

Leu

Pro

Glu

Val

Ser

Gly

310

Leu

Ser

Gly

Pro

atgagtattc tcagggggtc
aggagcagat tgccoccccca
ggaacgccgce tggctgaacc
tgcaaccgga tcectgactcot
gtgaggggcc ccatcgtcat
aagaagccat tcacagaagt
aaacccgtta ctttectygeg
gacaacaagt tccoggagga
gggcacagca ttggggccta
gccaagtaca ttgagagaag
tecacgggyy ccagtgactc
aaatcccgaa ctggggtgat

gcagagttgyg atgccgtgca

Leu Tyr

230

Phe His

295

Phe Leu

Arg

Gly

Pro Gly

Glu

Ser

Pro

Glu

Ala

ES 2591284 T3

Met Gly

Thr Ser

Pro

Lys

Glu
285

Tyr

Gly Tyr

300

Pro
315

ATy

His
330

Gly

Gly Thr

345

Pro
360

Ser

tctgaggggy
gctcacttct
ggacgggaaa
ggactccatyg
cagggctgtyg
gatcaaagcc
ccaggtgagt
cgtgaagcay
cagcgccagc
Jgatgggggt
tattgtgaca
gatcccgate

ggttaattat

Arg

Phe Leu

gtgctggcecc
gceccteootgt
gttactcgca
aatccctgta
gagctggaga
aatattggag
gecatctgte
aaggcageoga
caagggattg
atcctgtecg
atgctgaagt
cctcaatace

tatctggatg

His

Ala

Pro

Pro

His

His Leu

Val Arg

350

Gly Pro

365

ccaatgcttc
gccoccctocag
agatgtctga
tccagaaagt
aagaactgca
atgcccatgc
tgtaccecega
ggatcctygea
aagtgatccg
accccaacaa
tgctggtgte
cgetgtatte

aggagaactg

45

Ser Ser

Met Gly

Ala Leu

320

Arg
335

Gly

Arg Gly

Arg C¥s

tgttgtgttt
gtcgctgtcg
gaacgggaca
ggaatacgca
gcagggggta
aatgggtcag
gectecatgaat
ggcgtgtgge
acaagatgtg
catctacctc
tgggcaaggy
tgcggeccty

ctgggceccty

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gacatcaacg
ctgtgcatta
gacgtgatcc
gataatgtct
ggacccaagt
atgggagagt
aagcaacaac
ttacttgatg
tctgagaaac
ctaaaccaag
aggatccaca
atgttcttet
tttggacaac
ctgaagagcc
tag

<210> 14

<211> 540
<212> PRT

agctgcggag
ttaacccagg
gttttgctagc
atgccaaggg
attcagaaac
gcgggttcag
taaccaagtt
tgattgtgaa
aggctgtgct
cgcctgggat
tceoragagaa
gtatgaagct
gtgagggcac

Lgttagagcy

<213> Xenopus laevis

<400> 14
Met Ser
1

Ser Val

Leu Cys

Gly Lys
50

Leu Thr

65

Val Arg

Ile

Val

FPro

35

Val

Leu

Gly

Leu Arg
5

Phe
20

Arg

Arg

Thr

Arg

Asp Ser

Gly

Ser

Ser

Lys

Met

agcactagcg
aaaccctaca
tgaagagaat
ctgtgccttt
gctggaactg
agggggttac
ggtgtctgtg
cccaccaaag
caataacctg
ccgctgtaac
ggccattaaa
gctggaagag
tcaccatttc

gctgaaggat

Ser Leu

Leu

Arg

Ser
40

Leu

Met Ser

55

Asn Pro

70

Ile
85

Pro

Val

Ile Arg

ES 2591284 T3

gaggcccgaa
gggcaggtgce
cttttectga
cactccttca
gcttctttce
atggaagtga
cgtctgtgec
cctggggage
gctgagaaag
ccagtccagg
cttgcacagg
actggcattt
aggatgacca

Ltccaccaga

Arg Gly Val

10

Pro Prc Gln

25

Gly Thr Pro

Glu Asn Gly

Ile Gln

75

Cys

Ala Val

90

Glu

aacattgtga
agagccgcaa
tggcggatga
aaaaggttct
actccacatc
tcaatatgga
ccccagtgee
cctecctacaa
ctcgtctcac
gagccatgta
ctgagggaca
gtgtggtacc
tccteecetee

aatttatgga

Leu Ala

Thr

Leu

Ala
45

Leu

Thr
o0

Cys
val

Lys

Leu Glu

46

Pro

Ser

30

Glu

Asn

Glu

Lys

ccccaaagta
gtgcattgag
ggtctaccaa
ctttgagatg
caagggatac
tcotgctgte
ggggcaagta
acagttcatt
tgaggaaatc
ctcgtttcca
ggccccagac
tggaagtgga
caccgataag

Lgagtattcc

Asn Ala

15

Ala Leu

Pro Asp
Ile

Arg

Ala
80

Tyr

Glu
95

Leu

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1623



Gln

Gly

Val

Pro

145

Gly

Arg

Ser

Val

Gly

225

Ala

Cys

Arg

Pro

Phe

305

Asp

Gln

Asp

Ser

130

Glu

His

Gln

AsSp

Thr

210

Val

Glu

Trp

Lys

Thr

290

Ala

Glvy

Ala

115

Ala

Asp

Ser

Asp

Pro

195

Met

Met

Leu

Ala

His

275

Gly

Val

Val

100

His

Ile

Val

Ile

val

180

Asn

Ile

Asp

Leu

260

Cys

Gln

Glu

Tyr

Lys

Ala

Cys

Lys

Gly

165

Ala

Asn

Lys

Fro

Ala

245

Asp

Asp

val

Glu

Ala
325

Lys

Met

Leu

Gln

150

Ala

Lys

Ile

Leu

Ile

230

val

Ile

Pro

Gln

Asn

310

Lys

Pro

Gly

Tyr

135

Lys

Tyr

Tyr

Tyr

Leu

215

Pro

Gln

Asn

Lys

Ser

295

Leu

Gly

Phe

Gln

120

Pro

Ala

Ser

Ile

Leu

200

Val

Gln

val

Glu

Val

280

Arg

Phe

Cvys

ES 2591284 T3

Thr

105

Lys

Glu

Ala

Ala

Glu

185

Ser

Ser

Tyr

Asn

Leu

265

Leu

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Arg

Ser

170

Arg

Thr

Gly

Prao

Tyr

250

Arg

Cys

Cys

Met

Phe
330

Val

Val

Met

Ile

155

Gln

Arg

Gly

Gln

Leu

235

Tyr

Arg

Ile

Ile

2Ala

315

His

Ile

Thr

Asn

140

Leu

Gly

Asp

Ala

Gly

220

Tyr

Leu

Ala

Ile

Glu

300

Asp

47

Lys

Phe

125

Asp

Gln

Ile

Gly

Ser

205

Lys

Ser

Asp

Leu

Asn

285

Asp

Glu

Phe

Ala

110

Leu

Asn

Ala

Glu

Gly

190

Asp

Ala

Glu

Ala

270

Pro

val

Val

Lys

Asn

Arg

Lys

Cys

Val

175

Ile

Ser

Arg

Ala

Glu

255

Glu

Gly

Ile

Tyr

Lys
335

Ile

Gln

Phe

Gly

160

Ile

Leu

Ile

Thr

Leu

240

Asn

Ala

Asn

Arg

Gln

320

Val



ES 2591284 T3

Leu Phe Glu Met Gly Pro Lys Tyr Ser (Glu Thr Leu Glu Leu Ala Ser
340 345 350

Phe His Ser Thr Ser Lys Gly Tyr Met Gly Glu Cys Gly Phe Arg Gly
355 360 365

Gly Tyr Met Glu Val Ile Asn Met Asp Pro Rla Val Lys Gln Gln Leu
370 375 380

Thr Lys Leu Val Ser Val Arg Leu Cys Pro Pro Val Preo Gly Gln Val
385 390 395 400

Leu Leu Asp Val Ile Val Asn Pro Pro Lys Pro Gly Glu Pro Ser Tyr
405 410 415

Lys Gln Phe Ile Ser Glu Lys Gln Ala Val Leu Asn Asn Leu Ala Glu
420 425 430

Lys Ala Arg Leu Thr Glu Glu Ile Leu Asn Gln Ala Pro Gly Ile Arg
435 440 445

Cys Asn Pro Val Gln Gly Ala Met Tyr Ser Phe Pro Arg Ile His Ile
450 455 4¢0

Pro Glu Lys Ala Ile Lys Leu Ala Gln Ala Glu Gly Gln Ala Pro RAsp
465 470 475 480

Met Phe Phe Cys Met Lys Leu Leu Glu Glu Thr Gly Ile Cys Val Vval
485 490 495

Pro Gly Ser Gly Phe Gly Gln Arg Glu Gly Thr His His Phe Arg Met
500 505 510

Thr Ile Leu Pro Pro Thr Asp Lys Leu Lys Ser Leu Leu Glu Arg Leu
515 520 525

Lys Asp Phe His Gln Lys Phe Met Asp Glu Tyr Ser

530 535 540
<210> 15
<211> 1707
<212> DNA
<213> Drosophila melanogaster
<400> 15
atgagtcgaa tgctaattaa acctgctgcc gccacagttt cggccgcatt gcagcagcac 60
cagcgccage agcaacagta cgttattcgce cgectggaaat cgttcctgceca caacaacagce 120

48



aacaatgcca
acgtcgcagc
ttttcaacca
cccaacttta
atcgagaaqgg
atcggtgatt
ctgaccttcg
geetgtgeca
ggtctggagy
gccteoccaatt
ctctccatga
cagtacccac
ctggaggagg
gcgaagaagyg
caggtactga
ctggtgetgy
tegttcaaga
ttecctgteca
gttctcaatc
tgcagcacca
Jagccateat
cgggccgagce
cagggcgcca
aaggccaagqg
atttgcattyg
acgatcctce
gcecgagttca
<210> 16

<211> 568
<212> PRT

atcgacgtgc
gccatggaac
gccacaaaat
ttgccatgga
aactggaaaa
gccatgecgat
agacacgtct
ttttgaacgg
tggtgcgtcg
ggcaggacat
tcaacgccga
tgtactcggc
agaccggttg
tctgcaatce
cccgegagaa
ccgatgaggt
aggtggccta
cctcgaaggyg
ttgatcccaa
ccgoectggeca
acgatctgta
tecgteccacaa
tgtacgtctt
gcatggcccc
ttcectggcag
cgcaaacgga

tgaagaagta

ggcgaaatca
aagcggcgat
geccgtegtcg
atatgccgtt
gggtgtcaag
gggccagoag
gctggattca
ctgccagggt
ccaggttget
ctatctaacc
ggtgggatgce
caccatctcc
gagcctggac
gcgtgceetyg
catcgaggag
gtaccaggac
cqaaatgggc
ctatctgggce
ggtcaaggcc
ggtggcegty
caagaaggag
ggcactgaac
tccacagatce
cgatgttttc
tggatttggt
caagctgaag

caagtag

<213> Drosophila melanogaster

<400> 16

ES 2591284 T3

acggcaacag
ttcattcaac
tcgaaagcge
cgcggtecte
aagccattocg
cccttgacct
cccgattate
caatcggtgg
cagtacatcg
ggcggtgeot
aaggcgcchtyg
gaatacggca
aggaaggagce
gtogtgatca
atcattaagt
aatgtctacyg
gacccectate
gagtgcggca
atgctgacca
agtgccctgg
cgogatggca
agcttcgaag
gagatcccge
tacgcatttyg
cagaagccoyg

ctgatgatygy

caacggtgac
cgttagacgt
tcacactgga
tggtgattcyg
accaggtgat
tcoctgcgaca
ccgaggacgt
gctcgtacac
agaaaaggda
ctcccggeat
gtgtcatggt
tgaccaaggt
tgcaacggtc
atccgggcaa
tcgcacacga
acaagaactc
gtaatctgga
ttcgeggegy
agtcgataac
tcaatcecacc
ttctggcege
gctacaaggt
ccaaggcgat
agctgctcga
gcacgtggea

agaagttccy

49

ggcagcagcyg
ccgecegttee
taacataaat
tgctggggaa
ccgtgccaac
gctgttggeg
caagaagcgc
cgactcegoe
tggcggeatce
caagagcatt
gcccattceg
ggattactat
ctacgatgag
tececcaccgga
taacaaggtyg
caagttctgg
aatggtcagt
tLtacatggag
ggcggegett
gcagcccgga
tctaaaagaa
taaccccgta
cgaggcggcec
gacgagcegge
tttcecgaage

tgtgttccac

180

240

300

360

420

480

540

600

060

720

780

840

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



Met

Leun

Lys

Lys

His

63

Fhe

Bsp

Pro

Val

His

145

Leu

Val

Val

Val

Gln A

225

Ser

Gln

Ser

Ser

50

Gly

Ser

Asn

Leu

Lys

130

Ala

Thr

Lys

Gly

Ala
210

Arg

Gln

Phe

35

Thr

Thr

Thr

Ile

Val

115

Lys

Met

Phe

Lys

Ser

195

Gln

Ile

Met

His

20

Ala

Ser

Ser

Asn

100

Ile

Pro

Gly

Glu

Arg

180

Tyr

Tyr

Tyr

Leu

Gln

His

Thr

Gly

His

85

Pro

Arg

Phe

Gln

Thr

165

Ala

Thr

Ile

Leu

Ile

Arg

Asn

Ala

Asp

70

Lys

Asn

aAla

Asp

Gln

150

Arg

Cys

Asp

Glu

Thr
230

Lys

Gln

Asn

Thr

55

Phe

Met

Phe

Gly

Gln

135

Pro

Leu

Ala

Ser

Lys

215

Gly

Pro

Gln

Ser

40

Val

Ile

Pro

Ile

Glu

120

Val

Leu

Leu

Ile

Ala

200

Arg

Gly

ES 2591284 T3

Ala

Gln

25

Asn

Thr

Gln

Ser

Ala

105

Ile

Tle

Thr

Asp

Leu

185

Gly

Asp

Ala

Ala

10

Gln

Asn

Ala

Pro

Ser

90

Met

Glu

Arg

Phe

Ser

170

Asn

Leu

Gly

Ser

Ala

Tyr

Ala

Ala

Ser

Glu

Lys

Ala

Leu

155

Pro

Gly

Glu

Gly

Pro
235

Thr

Val

Asn

Ala

60

Asp

Lys

Tyr

Glu

Asn

140

Arg

ASD

Cys

vVal

Ile

220

Gly

50

Val

Ile

Arg

45

Thr

Val

2la

Ala

Leu

125

Ile

Gln

Tyr

Gln

val

205

Ala

Ile

Arg

30

Arg

Ser

Arg

Leu

val

110

Glu

Gly

Pro

Gly

190

Arg

Ser

Lys

Ala

15

Arg

Ala

Gln

Arg

Thr

95

Arg

Lys

Asp

Leu

Glu

175

Gln

Arg

Asn

Ser

Ala

Trp

Ala

Arg

Ser

80

Leu

Gly

Gly

Cys

Ala

160

Asp

Ser

Gln

Trp

Ile
240



Leu

Val

Gly

Leu

Cys

305

Gln

Asp

Tyr

Met

Ser

385

Val

Thr

Leu

Lys

Val
465

Ser

Fro

Met

Asp

290

Azn

val

Asn

Gly

370

Lys

Leu

Ala

val

Glu A

450

His

Met

Ile

Thr

275

Arg

Pro

Leu

Lys

Lys

355

Asp

Gly

Asn

Ala

Asn

435

Lys

Ile

Pro

260

Lys

Lys

Arg

Thr

Val

340

Asn

Pro

Tyr

Leu

Leu

420

Fro

Asp

Rla

Asn

245

Gln

vVal

Glu

Ala

Arg

325

Leu

Ser

Tyr

Leu

Asp

405

Cys

Pro

Gly

Leu

Ala

Tyr

Asp

Leu

Leu

310

Glu

Val

Tys

Arg

Gly

390

Pro

Ser

Gln

Ile

Asn
470

Glu

Pro

Tyr

Gln

295

Val

Asn

Leu

Phe

Asn

375

Glu

Lys

Thr

Pro

Leu

455

Ser

Val

Leu

Tyr

280

Arg

Val

Ile

2la

Trp

360

Leu

Cys

Val

Thr

Gly

440

Ala

Phe

ES 2591284 T3

Gly

Tyr

265

Leu

Ser

Ile

Glu

Asp

345

Ser

Glu

Gly

Lys

Ala

425

Glu

Ala

Glu

Cys

250

Ser

Glu

Tyr

Asn

Glu

330

Glu

Phe

Met

Ile

Ala

410

Gly

Pro

Leu

Gly

Lys

Ala

Glu

Asp

Pro

315

Ile

Val

Lys

Val

Arg

395

Met

Gln

Ser

Lys

Tyr
475

Ala

Thr

Glu

Glu

300

Gly

Ile

Tvr

Lys

Ser

380

Gly

Leu

Val

Tyr

Glu

460

Lys

51

Pro

Ile

Thr

285

Ala

Asn

Lys

Gln

val

365

Phe

Gly

Thr

Ala

Asp

445

Arg

Val

Gly

Ser

270

Gly

Lys

Pro

Phe

Asp

350

Ala

Leu

Tyr

Lys

val

430

Leu

Ala

Asn

Val

255

Glu

Trp

Lys

Thr

Ala

335

Asn

Tyr

Ser

Met

Ser

415

Ser

Tyr

Glu

Pro

Met

Tyr

Ser

val

Gly

320

His

Val

Glu

Thr

Glu

400

Ile

ala

Lys

Leu

Val
480



Gln Gly

Ile Glu

Phe Glu

Phe Gly

530

Gln
545

Thr

Ala Glu

<210> 17
<211> 1515
<212> DNA

Ala

Ala

Leu

515

Gln

Asp

Phe

Met Tyr

485

Ala
500

Lys

Glu

Pro

Lys

Lys Leu

Val

Ala

Thr

Gly

Lys

FPhe Pro

Lys Gly

Ser Gly

520

Thr
535

Trp

Leu Met

550

Lys
565

Lys

Tyr Lys

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 17

atgcgaaccg
agaatcatgg
atggagtatg
gcgaccggtg
gctatgggtce
gagatcatga
cttggaagtt
gtacgaaaac
gaagatgtct
atcaatcata
tattctgcca
tctaattggt
tacgatattc
cgtgaaaata
gatgaggttt

gttcttgtgyg

tacaagcaat
ctagcggaaa
ctgttcgtgg
ctcagaagce
aaaagccgat
aaacggacaa
gtggaggaaa
acgtggcaga
gcttgtetygyg
acaacgcaaa
ctatcgaaga
ccatggatga
gagttttgtg
ttgagactat
atcaagacaa

agatgggaga

ttceggacte
gactttgaac
accaatcgtg
attcccaaat
tactttcatt
atcaattcca
atccgectygga
gtatattaag
aggagcttct
gaaagtcgga
attcggactt
agctgaactt
tatcatcaat
catcaagttt
cgtctacgect

gccatacaat

ES 2591284 T3

Gln Tle

490

Glu

Met
505

Ala Pro

Ile Cvys

His Phe

Met Glu Lys

535

gtcacaagtc
acctccaaca
atccgtgceg
gtcatcaagg
cgccagectec
tctgatgtta
gcatacagtc
agacgtgatg
gaatcaatcc
gtcatgattce
ggacaagttyg
gaaagatctt
ccaggaaatc
gcacaaaaga
caaggatcge

aaaatggaat

Ile Pro

Asp Val

Pro

Phe

Lys Ala

495

Tyr Ala

510

Val Prog

525

Ser Thr

540

Phe Arg

gctttttegg
tcaatccaaa
tggagcttga
ctaatattgg
tcgecgtgtat
tcgaacatgce
agagtacggy
gaggaattcc
gaaatgttct
caattccaca
gatactattt
tcaatgatca
ctaccggaca
agaacctgtt
aattccatte

tggcttettt

52

Gly

Ile

val

Ser Gly

Fro

Leu

His
5060

Fhe

cacatccact
tgttatcaag
aaaagagctt
agatgctcat
tgtcaaccca
aaatgcatte
agtggaaatt
atgcaattca
caaacttttt
atatccactc
gagtgaatcyg
ctgcaaagaa
agcactttct
ccttatggct
attcaagaag

ccattcggta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260



tccaaaggat
gacccagaag
ctcggacaag
gctectgtgga
gtcgagaagyg
tacgctttcc
caacaacctyg
ccaggaagtyg
cagccagaac

gccgaataca

<210> 18
<211> 504
<212> PRT

acatgggaga
tgtatgtcct
ccgtcattga
aacaagaaaa
catacagtag
cgcaaatcac
atttetteta
gatttggaca
tcttcaaaga

agtag

atgcggaatg
tttcaaaaaa
tgccgttgtg
ggatgcagta
cattgatgga
gattccacag
tgctatgcaa
aaaagacgga

catgctctcc

<213> Caenorhabditis elegans

<400> 18

Met Arg Thr Val Gln Ala

1

Gly Thr

Asn TIle

Ile Val

50

Gln
65

Lys
Ala Met
Ile

Val

Val Ile

Ser

Asn

35

Ile

Pro

Gly

Asn

Glu
115

5

Thr
20

Arg
Asgn

Pro

Arg Ala

FPhe Pro

Ile

Val

Val

Asn

Ile Ser

Met Ala

Ile Lys

49

Glu
55

Leu

Val Ile

70

Gln Lys

85

Pro Glu

100

His Ala

Pro

Ile

Asn

Tle Thr

Met Lys

Ala Phe

120

ES 2591284 T3

cgtggaggat
atgatctctg
aatccaccaa
cttgcttetce
atcagctgta
agagctgttg
cttcttgaga
acttatcatt

cggttcactg

Gly Val

Ser
25

Gly Lys

Met Glu Tyr

Glu Lys Glu

Ala Asn

75

Lys

Phe Tle

90

Arg

Thr
105

Asp Lys

Leu Gly Ser

atgttgaatt
ccaaattgtg
aggaaggaga
ttaaggaacyg
atccagttca
aaaaagctca
ccaccggaat
tcagaacgac

atttccacca

Thr Ser

Thr Leu

Ala vVal

45

Leu Ala

60

Ile Gly

Gln

Leu

Ser Ile

Arg

Asn

30

Arg

Thr

Asp

Leu

Pro

cttgaatcte
ctccacagta
tgcatcgtat
tgctacactc
aggagccatyg
gtctttgaac
ctgtategtyg
aattcttcca

aaaattcctt

Phe
15

Phe

Thr Ser

Gly Pro

Gly Ala

Ala His

80

Ala
95

Cys

Ser Asp

110

Cys Gly

125

53

Gly

Lys Ser

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1515



Zla

Val

145

Glu

Leu

Ile

Gly

Met

225

Tyr

Gln

Lys

Met

305

Ser

Prc

Ser

val

Gly
130

Ala

Lys

Fro

Leu

210

Asp

Asp

Ala

Lys

Ala

290

Gly

Lys

Lcu

Ala

Val

Val

Leu

Leu

Ash
275

Glu

Glvy

Asn

Tyr

Tyr

Cys

Fhe
180

e Pro

Gln

Ala

Arg

Leu

Gly

Pro

Tyr

Leu
310

s Leu

Pro

Tle

Tle

Gln

Val

Glu

Val

242

Arg

Phe

Tyr

Pro

Gln

Lys

150

Asn

Tyr

Gly

Leu

230

Leu

Glu

Len

Gln

Asn

310

Gly

Pro

Ser

Lys

Ser

133

Arg

Gly

His

Pro

Tvr

215

Glu

Cys

Asn

Met

Fhe

295

Lys

Glu

Glu

Thr

Glu

Thr

AYg

Leu

200

Tvyr

Arg

Ile

1lle

Ala

280

Hisg

Met

Cys

Val

Val
360

Gly

Tyr

Leu

Ile

Glu

265

Asp

Sexr

Glu

Gly

Tyr

345

Asp

ES 2591284 T3

Val

GCly

Ser

170

n Ala

Ser

Ser

Phe

Asn

250

Thr

Glu

Phe

Leu

Met

330

Val

Cly

Ala

Glu

Cly

155

Glu

Lys

Ala

Glu 8

Asn

235

Fro

Lle

Val

Lys

Ala

315

Arg

Lecu

Cln

Ile
140

Tle

Lys

Thr

Gly

11le

Tyr

Lys

300

Ser

Gly

Phe

2la

Tyr

54

Val

Pro

Ile

val

Ser

» His

Asn

Lys

G1ln

285

Val

Fhe

Gly

Val
365

Ala

Arg

Arg

Gly
190

= Glu

Asn

Cys

Pro

Phe

270

Asp

_eu

His

Tvr

Tys

350

Ile

Asn

175

Val

Glu

Trp

Lys

Thr

250

Ala

Ash

Val

Ser

Val

335

Mct

Tre

Hisg

Ser

1690

Val

Met

FPhe

Glu

247

Gly

G1n

Val

Gla

Val

3290

Gla

Ilc

Ala

Lys



370 375
Gln Glu Lys Asp Ala Val Leu Ala
385 390
Val Glu Lys Ala Tyr Ser Ser Ile
405
Gln Gly Ala Met Tyr Ala Phe Pro
420

Val Glu Lys Ala Gln Ser Leu Asnh

435 440
Met Gln Leu Leu Glu Thr Thr Gly

450 455
Phe Gly Gln Lys Asp Gly Thr Tyr
465 470
Gln Pro Glu Lzu Phe Lys Asp Met
485
Gln Lys Phe Leu Ala Glu Tyr Lys
500

<210>19
<211> 1458
<212> DNA
<213> Oryza sativa japonica
<400> 19
atgttcggeg gcggeggegg cggegggagg
aacgbtgaaga aggtgcagta cgcggtgcgg
cagaaggagyg gcaagaagalt catcttcacc
aagccgctca ccttcccocg ccaggttgtg
gatcccaacg tocggcecttat cttccccgeo
geccatggcac cocggtggact aggtgcttac
aaggaagtcyg ccgagttcat cgagaggegt
tacctcacag atggtgccag caaaggtgtyg
gagagagatg ggattctggt tcctgttcca
ctctttggty gttctctegt gccatactac

ES 2591284 T3

Ser Leu Lys

395

Asp Gly Ile

410

Gln
425

Tle Thr

Gln Gln Pro

Ile Cys Ile

His Phe Arg

475

Ser
490

Leu Arg

aagccecgcetygg
ggggagetgt
aacgtcggca
gcgctgtgee
gacgccatcyg
agtgattccc
gatggttatce
atgcaaatgc
caatacccge

ttagaagaag

380

Glu

Arg

Cva

Ile Pro

2la

Asn

Gln

Thr Leu

400

Pro Val

415

Arg Ala

430

Phe
445

Asp

Val
160

Pro

Thr Thr

Phe Thr

actacgagga
acctgcgcgc
acccacacgc
aggcccectt
cgcgggecaa
gaggtatccc
caagtgatcc
tgaataccat
tttattctgc

aggctaacty

55

Phe

Gly

Ile

Asp

Tyr Ala

Ser

Gly

Pro
480

Leu

FPhe
485

His

gctgaacgag
ctccgagctc
gctcggccag
cctgctcgat
gcactacctc
tggtattagg
agaacttatt
tatcagaaat
tgccatttce

gggacttgac

60

120

180

240

300

360

420

180

540

600



ttecgtcaatc
atggtgatta
Jgaacttctca
cagaacattt
ggtcctcoccta
tggggggagt
gtagacgaga
tttatgggtt
gctgaaagca
ttcaatagtt
caaatacgct
gttttctact
ttcggacaaa
atgcoctgeca

ggctactcca

<210> 20
<211> 485
<212> PRT

<213> Oryza sativa japonica

<400> 20
Met Phe
1

Glu Leu

Leu Tyr

Phe Thr

50

Phe
65

Pro

Asp Pro

Asn

Leu

35

Asn

Arg

Asn

tccgacagac
tcaacccagg
aattctgett
atcaagatga
tgagcaggga
gtggacaacyg
tctacaaggt
taatggttaa
agtctatcct
gccgaaatgt
taccaccaaa
gcctecaaget
aagaaggggt
Lcatgaccag

ggatgtga

Gly Gly Gly Gly
5

Glu
20

Asn
Arg Ala
val

Gly

Gln Val

Val

Ser

Asn

Val

tgtggcgtca
aaaccctact
ccatgagaac
gcgeccattt
agttcagctg
tggagggtat
tgcatcaatc
ccctecctaag
cgagtctttyg
tgtctgcaat
agctatagat
tcttgaagca
gttcecacctg

cttcaagaag

Gly Gly

Lys Lys

Glu Leu

40

Pro His

55

Ala Leu

70

Val Gly

85

Leu

Tle Phe

ES 2591284 T3

gocgcggtcaa
ggccaatgcce
ttagttctge
ataagtgcta
gtttctttce
tttgaaatga
gcactcagtc
cctggagata
aggaggagag
ttcacagaag
gcagccaaaa
actggaatat
aggacgacca

Ltcaacgaca

Gly Arg

10

Lys

Val
25

Gln Tyr

Gln Lys Glu

Ala Leu Gly

Gln Ala

75

Cys

Ala
90

Pro Asp

agggaatcac
ttagtgaagg
ttgcagatga
gaaaggttct
atactgtgtc
caaatcttce
caaatgttce
tctecttatct
cacgcctgat
gagctatgta
gggctggcaa
ccactgttcc
tcoctgccage

ctttcatgga

Pro Leu

Ala Val

Gly Lys

45

Gln
o0

Lys
Fhe

Pro

Ala Tle

56

Asp

Arg

30

Lys

Pro

Leu

Ala

tgttcgagca
aaacataaag
agtctatcaa
gtttgacatg
aaaaggatat
tcccaagaca
tgggcagatc
gaagtttbtct
gacagatggt
ctcttteceeo
agcggccgat
agggtcaggt
tgaggaggac

Lcagtacgat

Tyr Glu

15

Gly Glu

Tle Ile

Leu Thr

Leu Asp

Arg Ala

95

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1458



Lys

Ser

AYg

Gly

145

Glu

Ala

Glu

Ala

Asn

225

Glu

Glu

Ala

Gln

Gly

305

Val

His

Arg

Arg

130

Ala

Arg

Ala

Glu

Ser

210

Pro

Leu

Val

Arg

Leu

290

Gln

Asp

Tyr

Gly

115

Asp

Ser

Asp

Ile

Ala

195

Ala

Gly

Leu

Tyr

Lys

275

val

Arg

Glu

Leu

100

Ile

Gly

Lys

Gly

Ser

180

Asn

Arg

Asn

Lys

Gln

260

Val

Ser

Gly

Ile

Ala

Pro

Tyr

Gly

Ile

165

Leu

Trp

Ser

Fro

Phe

245

Gln

Leu

Phe

Gly

Tyr
325

Met

Gly

Pro

val

150

Leu

Phe

Gly

Lys

Thr

230

Cys

Asn

Phe

His

Tyr

310

Lys

Ala

Ile

Ser

135

Met

Val

Gly

Leu

Gly

215

Gly

Phe

Ile

Asp

Thr

295

Phe

Val

Pro

Arg

120

Asp

Gln

Pro

Gly

Asp

200

Ile

Gln

His

Tyr

Met

280

val

Glu

Ala

ES 2591284 T3

Gly

105

Lys

Pro

Met

Val

Ser

185

Phe

Thr

Cys

Glu

Gln

265

Gly

Ser

Met

Ser

Gly

Glu

Glu

Leu

Pro

170

Leu

Val

Val

Asn

250

ASD

Prc

Lys

Thr

Ile
330

Leu

Val

Leu

Asn

155

Gln

val

Asn

Arg

Ser

235

Leu

Glu

Fro

Gly

Asn

315

Ala

Gly

Ala

Ile

140

Thr

Tyr

Pro

Leu

Ala

220

Glu

vVal

Arg

Met

Tyr

300

Leu

Leu

57

Ala

Glu

125

Tyr

Ile

Pro

Tyr

Arg

205

Met

Gly

Leu

Pro

Ser

285

Trp

Pro

Ser

Tyr

110

Fhe

Leu

Ile

Leu

Tyxr

190

Gln

val

Asn

Leu

Phe

270

Arg

Gly

Pro

Pro

Ser

Ile

Thr

Arg

Tyr

175

Leu

Thr

Ile

Ile

Ala

255

Ile

Glu

Glu

Lys

Asn
335

Asp

Glu

Asp

Asn

160

Ser

Glu

Val

Ile

Lys

240

Asp

Ser

Val

Cys

Thr

320

Val



Pro Gly

Tle

Asp

Leu A
370

Ser

Arg Asn

385

Gln Ile

Lys Ala
Ile

Ser

Leu
450

His

Met
465

Thr

Gly Tyr

<210> 21
<211> 1452
<212> DNA

<213> Oryza sativa japonica

<400> 21
atggctgctc

gcagtgegtyg
ccagggtete
ggtcagaagc
ttggaaaagg
attcttgecct
gggctgegty

gacgacattt

Gln

Ser

355

Val

Erg

Ala

Thr

435

Arg

Ser

Ser

Ile
340

Phe
Tyr Leu
Arg

Arg

Val Cys

Met

Lys

Ala

Asn

Gly Leu

Phe Ser

360

Arg Leu

375

Phe Thr

390

Pro
405

Leu

Asp Val

420

val Pro

Thr

Thr

Phe Lys

Pro

Phe

Gly

Ile

Lys

Lys Ala

Tyr Cys

Ser Gly

440

Leu Pro

455

Phe Asn

470

Met
485

Arg

ccagegtcge
gagagattgt
ttecttttga
cagttacatt
aggaaaccaa
cgattcctgg
atgcaattgc

tccttactga

cgtcgacaac
gatccatgct
tgagatccta
cttcagggag
atcattgttc
aagagcaactht
tgctggaatt

cggagcaagc

ES 2591284 T3

Met
345

Val Asn

Ala Glu Ser

Met Thr Asp

Glu Ala

395

Gly

Ile Asp Ala

410

Leu Leu

425

Lys

Phe Gly Gln

Ala Glu Glu

Thr Phe

475

Asp

ctcaacccca
cagcgcctgce
tactgcaaca
gttattgctc
agtgctgatyg
ggagcataca
gcatcacgtg

cctggagtte

Pro Pro

Lys

Pro Gly

350

Ser
365

Lys

Gly Phe

380

Tvr

Ala

Lys

Glu

Ile

Asn

Arg

Zla

Leu Glu

Ser Cys

Phe Pro

400

Ala
415

Gly

Thr Gly

430

Glu
445

Lys

Asp Met

460

Met Asp

aggttttgaa
agcaacagcht
ttgggaatce
tttgtgatca
ccatttctcg
gccacagcca
acggataccc

acatgatgat

58

Gly

Pro

Gln

val Phe

Ala Ile

Tyr Asp

480

ttgtgagtat
acagactcaa
ccagtctett
tccatgecttg
agcaacaaca
gggcatcaaa
tgcaaatgca

gcagttactg

60

120

180

240

300

360

420

480



ataaggaacg
tccattgetco
ggtttggaga
gttagggctt
aaccaacggg
gtgtaccaag
agatccatgg
ggatattatg
ccagttagag
cagatccttg
tacaaggcag
aatgctttca
ttececteage
cctgatgett
tctggatttg
gagaagatce
taccgecgact
<210> 22

<211> 483
<212> PRT

<213> Oryza sativa japonica

<400> 22
Met Ala
1

Asn Cys

Leu Gln

Ile Leu

50

Val
65

Thr

Ala

Glu Tyr

Gln

35

Tyr

Phe

agaaagatgg
ttcatggtgg
tctetgacct
tggtagttat
acatagtgaa
agaacatcta
gatacaacga
gtgaatgtgg
agcagatcta
ccagectegt
agaaagatqgg
acagtcttga
ttagtctgce
tctatgecect
gccaagttcc
ccgegateat

ga

Pro
5

20

Gln

Cys

Phe

Ser val

Ala val

Leu Gln

Asn Ile

Arg Glu

cattctctge
agctcttgtc
taagaagcaa
caatccagga
gttctgcaaa
tgttgacaac
ggatgatctc
caaaagagga
caaagtggcg
catgaatcca
aatcctccaa
gggaattaca
acaaaaggca
tcgtctecte
tggcacatgg

ctcecocgette

Ala Val

Arg Gly

Thr Gln

10

Gly Asn

55

Val Tle

ES 2591284 T3

ccaatteccte
ccgtattatc
ctcgaagatt
aatccaactg
aatgagggac
aagaaattta
cctttagtat
ggctacatgg
tcagtgaact
ccaaaggctg
tcattagctce
tgcaacaaaa
attgacgctg
gaggcaaccyg
cacatcagat

aaggcattcc

Asn Leu

10

Asp

Glu
25

Ile val

Pro Gly Ser

Pro Gln Ser

Ala Cys

75

aatatcettt
Ltaatgaatc
ctcggttgaa
ggcaggttct
ttgttcttct
actctttcaa
catttcaatc
agattactygg
tatgttccaa
gagatgcatc
gccgtgcaaa
ctgaaggagc
ctaaagctgce
gaattgttgt
gcacaatcct

atgagggcett

Asn Pro

His

Ile

Pro
45

Leu

Leu
60

Gly

His

59

Lys

Ala

30

Phe

Gln

Pro

gtactcagce
aacaggctgg
aggcattgat
tgctgaggaa
ggctgatgag
gaagatagcg
tgtttctaag
cttcagtgct
tatcactggce
atatgcttca
ggcattggag
aatgtacctc
taacaaagca
tgtccctgga
gccacaggag

catggcagcg

Val
15

Leu

Gln Arg

Asp Glu
Pro

Lys

Leu
80

Cys

540

600

660

120

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1452



Leu

Arg

Tyr

Gly

Leu

145

Ile

Leu

Tyr

Lys

Val

225

Asn

Leu

Phe

Asp

Glu
305

Glu

Ala

Ser

Ile

130

Thr

Arg

Tyr

Leu

Gln

210

Val

Gln

Ala

Asn

Leu

280

Cys

Lys Glu

Thr Thr
100

His Ser
115

Ala Ser

Asp Gly

Asn Glu

Ser Ala
180

Asn Glu
195

Leu Glu

Ile Asn

Arg Asp

Asp Glu

260

Ser Phe
2775

Pro Leu

Gly Lys

Glu

85

Ile

Gln

Arg

Ala

Lys

165

Ser

Ser

Asp

Pro

Ile

245

val

Lys

Val

Arg

Thr

Leu

Gly

Asp

Ser

150

Asp

Ile

Thr

Ser

Gly

230

Val

Tyr

Lys

Ser

Gly
310

Lys

2Ala

Tle

Gly

135

Pro

Gly

Ala

Gly

Arg

215

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

295

Gly

Ser

Ser

Lys

120

Tyr

Gly

Ile

Leu

Trp

200

Leu

Pro

Phe

Glu

Ala

280

Gln

Tvr

ES 2591284 T3

Leu

Ile

105

Gly

Fro

Val

Leu

His

185

Gly

Lys

Thr

Cys

Asn

265

Arg

Ser

Met

Phe

90

Pro

Leu

Ala

His

Cys

170

Gly

Leu

Gly

Gly

Lys

250

Ile

Ser

Val

Glu

Ser

Gly

Arg

Asn

155

Pro

Gly

Glu

Ile

Gln

235

Asn

Tyr

Met

Ser

Ile
315

Ala

Arg

Asp

Ala

140

Ile

Ala

Ile

Asp

220

Val

Glu

Val

Gly

Lys

300

Thr

60

Asp

Ala

Ala

125

Asp

Met

Pro

Leu

Ser

205

Val

Leu

Gly

Asp

Tyr

285

Gly

Gly

Ala

Thr

110

Ile

Asp

Gln

Gln

val

190

Asp

Arg

Ala

Leu

Asn

270

Asn

Tyr

Phe

Ile

95

Gly

Ala

Ile

Leu

Tyr

175

Pro

Leu

Ala

Glu

Val

255

Lys

Glu

Tyr

Ser

Ser

Ala

Ala

Phe

Leu

1e0

Pro

Tyr

Lys

Leu

Glu

240

Leu

Lys

Asp

Gly

Ala
320



Pro val

Asn Ile

ala

Gly

Gln
370

Leu

Ser Leu

385

Phe Pro

Ala Asn

Thr Gly

Thr Trp

450

Ala
465

Ile

Arg

Thr

Asp

355

Ser

Glu

Gln

Lys

Ile

435

His

Ile

Glu Gln

325

Gly Gln

340

Ala Ser

Ala

Gly Ile

Ile

Ile

Tyr

Arg

Thr

Tyr Lys

Leu Ala

Ala Ser

360

Arg Ala

375

Cys Asn

390

Ser
405

Leu

Ala
120

Pro
Val val
Ile

Arg

Ser Arg

Leu

ASD

Val

Cys

Phe

Pro Gln

Ala Phe

Pro Gly

440

Thr
455

Ile

Lys Ala

470

Tyr Arg Asp

<210> 23
<211> 1722
<212> DNA

<213> Cyanidioschyzon merolae

<400> 23

atgcaacacg
tatctccgta
gecgacggga
gecggcgoadt

ctagaaaaag

tgttggcggyg
tagggcgaag
cgcgeeggeyg
acgctgtgcg

gaggaccaga

tcgggtaggg
gaataggagc
aaaagcgctce
tggtgaattyg

agctgccgca

Val

Ser

345

Tyr

Lys

Lys

Lys

Tyr

425

Ser

Leu

Phe

ES 2591284 T3

Ala
330

Ser

Leu Val

Lys Ala

2la Leu

Thr Glu

395

Ala
410

Ile
Ala Leu
Gly Phe
Gln

Pro

Glu
4775

His

cgtagaacgt
cacggtgtaa
gacttgcgaa
cccactcgeyg

ctgcecgttta

Val Asn

Met Asn

Fro

Cys Ser

335

Pro Lys

350

Glu Lys

365

Glu
380

Asn
Gly Ala
Ala

AsSp

Arg Leu

Asp

Ala

Met

Ala

Leu

Gly Ile

Phe

Asn

Leu
400

Tyr

Lys Ala

415

Glu ala

430

Gln
445

Gly

Glu
460

Glu

Gly Phe

ttgggctgcet
gcgcagggat
ccataaacca
ctgcgcgact

aggaaataat

61

Val

Lys

Met

Pro Gly

Ile Pro

Ala Ala

480

caatttcagt
gccgcacgaa
gcgegtggta
gcaacagact

ttactgcaac

60

120

180

249

300



atcggaaatc
ctgtgcgact
cococgcecgacy
Juagcgtact
aacaagcggyg
ttgacaaatg
gcagcgctca
cgaccgggtg
ctagggatcg
acggagctaa
gtcgtcatct
ctgatggatt
aacgtgtact
ccggaggagyg
gtcggagagt
geacgtgaac
gtcatgatcg
cagaaagaga
gcatttaaga
ccgagcatca
gatacgtttt
gggttcggea
tacctgcgga

cgggctecate

<210> 24
<211> 574
<212> PRT

cacaggcact
gtccggactt
tgcgcgaagce
cggactcecca
acggcattca
gttcatcgag
gcgcggacgg
tgctgattce
aagcgctaca
cggaacagglt
caccgggdaa
ttgcgtatcg
tggatggtcg
tccaggagtc
gtggtcgeog
aactcctgaa
actgtgtggt
aacttgagcyg
gtatgcgegg
ctgtgggcac
actgtgtcag
tgcattccaa
cgactatttt

acgaggagtt

tgggaacccg
ggcagcggea
gacggaacdga
gggagtgccyg
cgaggactcc
cgcgatectc
taccaacggc
agtgccacag
ctaccatctc
tcgacaggca
tcctaccgga
agagggactc
gaaattcgag
gctggaactc
cggcggcetac
actcgctagt
gcgecccgcecg
ttatgaaagt
tgtgcaatgc
gaaagcactc
ccttttggaa
tgaaccaaca
goctocggag

tcttcaaaag

<213> Cyanidioschyzon merolae

<400> 24

ES 2591284 T3

ccattcactt
ctceccecggaga
atcctacgcet
atcattcgac
gaatttgcag
atgctcatgg
gtatcgcatg
tatccgattt
gttcaggagce
cgcltccegtyg
caattgcectte
ctactectgg
tcgtttcgaa
gtgtcgectct
atgctgttat
atcatgectet
gagecgggcce
ttgcggecgac
aaccctagtg
caggcagcgce
cgaactggta
tccagtgtcc
gaaaagctcg

tatccococogy

Met Gln His Val Leu Ala Gly Arg Val Gly Arg

1

5

10

Leu Asn Phe Ser Tyr Leu Arg Ile Gly Arg Arg

accaccggcy
aggagcgtga
ccgctggact
aagatgtgge
ctcgagtgaa
cgctgttgag
gacgcgaaac
actcggecget
agaattggtc
gcatcgaagc
atccggcgaa
ctgatgaggt
gagtgctgca
actccgecag
caccgggegt
gcccaaacct
aaccatcata
gtgcgcatcg
agggcgecat
aaaagtccaa
tctgtgtggt
cgaacggttc
aacccgtcat

ac

ggtcatggca
aaaactgttc
cggcggtacyg
agagttcatyg
ggatgtgttt
cggttccgac
acgttccatg
ttgcacagtc
tattcaagtc
gcgcgccctg
catgcgagaa
ctatgcagac
ttcgagtatg
caaagggctt
tacaaacgag
cggcggacag
tgagctctac
cgttgtagag
gtacgccttt
tatgccgetg
geegggegea
gtgtcggttt

cgcgetgctt

Arg Thr Phe Gly Leu

15

Asn Arg Ser His Gly

62

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1722



Val
Ala
Ala
65
Leu
Ile
Thr
zla
Arg
145
Gly
Ela
Ala
Tle
A
225

Arg

Leu

Sar

Lzu

Val

Glu

Tyr

Tyr

2la

130

Glu

Ala

Glu

Ala

T.2u

210

Pro

Cys

Ala

35

Asp

Arg

Lys

Cvys

His

Leu

Ala

Phe

Met

Gly

Gly

“hr

Gly

Leu

Gly

Gly

Asn

100

Arg

Pro

Thr

Ser

Met

180

val

Teu

Thr

Val

Val
260

Met.

Arg

Glu

Gly

Ile

Glu

Glu

Asp |

165

Asn

Vs

Met.

Asn

_eu

245

el

Pro

Thr

Leu

70

Ero

Gly

Val

Lys

Arg

150

Lys

Ala

Gly
230

Ile

His

Ile

55

Pro

Asn

Met

Glu
135

Arg

val

Tien

215

Val

Pro

1le

Glu

40

Thr

Ala

Pro

Ala

120

Arg

Leu

Gly

Fhe

200

T.eu

Ser

Val

Glu

Ala

Gl

Arg

Ala A

Gln

10%

Leu

Gla

Arg

Val

Gly

185

Ser

His

Pro

Ala
265

ES 2591284 T3

Arg

Cys

Lys

Ser

Pro

170

Ile

Thr

Gly

Gly

Gln

250

Leu

Gly

Val

Ala
75

Leu =

Leu

Asp

Leu

Ala

155

Tle

His

Ser

Arg

235

Tvr

His

Thr

Val

60

Arg

Gly

Cys

Zhe

140

Cly

Tle

Glu

Gly

Rsp

220

Glu

2ro

1yr

63

Arg

45

Ala

Leu

Fhe

Asn

Pro

125

Fro

Leu

ATy

Asp

Ser

z05

Ala

Thr

Ile

His

30

Arg

Ala

Gln

Lys

Pro

110

Asp

Ala

Cly

Gln

Ser

190

Ser

Ala

Arg

Tyr

Leu
270

Arg

Gln

Gln

Glu

93

Prc

Leu

Asp

GCly

Glu

Ser

T.eu

Ser

Ser

255

Val

Lys

Tyr

Thr

80

Phe

Ala

Val

Thr

160

Val

Phe

Ala

Ser

Met

240

Ala



Glu

Gln

Pro

305

Leu

Val

Arg

Glu

Gly

385

Ala

Leu

Gly

Glu

Met

465

Pro

Asn

Gln

Ala

290

Gly

Met

Tyr

Arg

Leu

370

Arg

Arg

Gly

Gln

Ser

450

Arg

Ser

Met

Asn

275

Arg

Asn

Asp

Ala

val

355

Val

Arg

Glu

Gly

FPro

435

Leu

Gly

Ile

Pro

Trp

Pro

Fhe

Asp

340

Leu

Ser

Gly

Gln

Gln

420

Ser

Arg

val

Thr

Leu
500

Ser

Arg

Thr

Ala

325

Asn

His

Leun

Gly

Leu

405

Val

Tyr

Arg

Gln

Val

485

Asp

Ile

Gly

Gly

310

Tyr

Val

Ser

Tyr

Tyr

390

Leu

Met

Glu

Arg

Cys

470

Gly

Thr

Gln

Ile

295

Gln

Arg

Tyr

Ser

Ser

375

Met

Lys

Ile

Leun

Ala

455

Asn

Thr

Phe

Val

280

Glu

Leu

Glu

Met

360

Ala

Leu

Leu

Asp

Tyr

440

His

Pro

Lys

Tvr

ES 2591284 T3

Thr

Ala

Leu

Gly

Asp

345

Pro

Ser

Leu

Ala

Cys

425

Gln

Arg

Ser

Cys
505

Glu

Arg

His

Leu

330

Gly

Glu

Lys

Ser

Ser

410

Val

Lys

Glu

Leu
450

Val

Leu

Ala

Pro

315

Leu

Arg

Glu

Gly

Pro

395

Ile

Val

Glu

vVal

Gly

475

Gln

Ser

Thr

Leu

300

Ala

Leu

Lys

val

Leu

380

Gly

Met

Arg

Lys

Glu

460

Ala

Ala

Leu

64

Glu

285

Val

Asn

Leu

Phe

Gln

365

Val

Val

Leu

Pro

Leu

445

Ala

Met

Ala

Leu

Gln

Val

Met

Ala

Glu

350

Glu

Glvy

Thr

Cys

Pro

430

Glu

Phe

Tyr

Gln

Glu
510

Val

Ile

Arg

Asp

335

Ser

Ser

Glu

Asn

Pro

415

Glu

Arg

Lys

Ala

Lys

495

Arg

Arg

Ser

Glu

320

Glu

Phe

Leu

Cys

Glu

400

Asn

Pro

Tyr

Ser

Phe

480

Ser

Thr



Gly Ile

Pro Thr
530

Thr Tle
545

Arg Ala

<210> 25
<211> 1779
<212> DNA

Cvs

515

Ser

Leu

His

Val

Val

Val

Pro Pro

Pro Gly Ala

520

Pro Asn Gly

535

Glu Glu Lys

550

Glu
565

His

Glu Phe Leu

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 25
atgttatcac

aagtcatatc
cctttttcecta
ctacagagac
caatcttege
tcgaataacg
ttgaaggeta
caactggaga
aatcctecage
caatacccag
ctagatgcca
tactettett
agggacgaay
goetgtcaatt
attcctecaat
tactatttag
aaagaggcta
cctacaggag

tacggtacag

tgtctgccaa
atataaggac
cctcageccag
atagctcttc
Laaacgacct
agttttatcc
agtacgccgt
aggatcctca
aactacaaca
aactattaaa
ttaaacgtgc
ctcaaggtagt
gcgagatatce
acttgttatce
atccattata
atgagaattc
tacagaacga
ctgtecctate

tagtgatagc

aaatcactte
tctcacttca
tagtacaaag
ctggattgtt
gcgtcecatttyg
cgccgaacaa
tagaggtgce
atctctgcca
gaaacctctyg
ccaaaacgaa
aaagagttta
agaaggtata
atacccagag
aattttctgt
taccgctact
aggttggtca
aatcaaacct
acctgagtct

tgacgaagtt

ES 2591284 T3

Gly Phe Gly

Ser Cys Arg

Glu Pro

555

Leu

Gln Lys

570

Tyr

acagtgagta
agcgcagaaa
ttaaaagctt
gctcaaaatc
aatcgecttte
ttgactttgg
atcccaatga
tttgacagga
acttactaca
cagcagctag
atggaagata
aggaaaagtg
gatattttce
agagggecag
ctagctttga
actaatccag
acagttctag
atagctcaga

tatcaagaaa

His
525

Met

Phe
540

Tyr

Val Ile

Pro Pro

attctataac
aaatgccaca
tcaggaaagt
atagacgttce
cacaccacac
aagacgtaaa
gagctgaaga
ttatcaacgc
gacaggtctt
ttgattcgaa
tcggtggttc
tecgectgaatt
taactgctygy
aaacqgggtgt
acaattctca
aagaaattga
tggttatcaa
tttttgaaqgt

atatcttccc

65

Ser

Leu

Ala

Asn Glu

Arg Thr

Leu Leu
560

Asp

tcacgttatt
tatcactact
tagaccecgtc
attatctggt
gttgaaaact
tgaaaatgtc
attgaaagct
caatattggt
gtctctctta
attgtttaaa
tgttggtgct
tataacgaag
tgcatccgea
cttgattcca
agctttacca
aactgtcgtc
tccaggtaat
cgcagccaaqg

gggcaccaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ttccattcta
aatgttcagc
aggggtgget
ctagecctecga
cgtccaccag
catgaaaagt
attgaatgtc
aaggcagttc
ttgttagaat
acttaccatt
agtttccata
<210> 26

<211> 592
<212> PRT

tgaagaaaat
tagcttcttt
acatggaact
tttcattgtyg
tggaagggga
taattacaag
aaaagcctca
aagaagctcg
ctactggeat
taagaacaac

aagaattttt

tttgagacat
gcattcgact
cactggattc
tcccgttgte
ggaatcattc
agcaatgaca
aggtgccatg
ccacttagag
ttgcactgtt
atttttggca

tgaccaatac

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 26
Met Leu
1

Thr His Val

Glu Met

35

Lys

Thr Lys Leu

50

Ser Ser Ser

65

Gln Ser Ser

Thr Leu Lys

Leu Glu Asp

115

Ser Leu Ser Ala Lys

5

Ile
20

Lys
Pro His
Lys Ala
Ile

Trp

Asn
85

Leu

Thr
100

Ser

Val Asn

Ile

Phe

Val

70

Asp

Asn

Glu

Asn

Tyr His

Thr Thr

40

Arg
55

Lys

Ala Gln

Leu Arg

Asn Glu

Val
120

Asn

ES 2591284 T3

ttacagaggg
tctaagggtg
agccatgaga
acaggtcaag
gagtcggacc
ctgtatgaga
tatttattcc
ttaactccygg
coocggttety
cctggtotgg

cgtgactga

Phe Thr

10

His

Ile Thr

25

Arg

Pro Phe Ser

Val Arg Pro

Asn His Arg

75

Leu Asn

20

His

Phe
105

Tyr Pro

Leu Lys Ala

aacatccagg
tttctggtga
tgagacaagt
ctttggttga
aagcagaacyqg
catttaacte
ctaagataga
atgaatttta
ggtttggtca

aatggattaa

Val Ser

Leu Thr

Thr Ser

45

val
60

Leu
Arg Ser
Phe

Arg

Ala Glu

Asn

Ser

30

Ala

Gln

Len

Pro

Gln

taaattcgat
atgtggtcaa
tatcttgaaa
tttgatggtt
taactccatc
tttagaagqgc
cttacctttc
ttgtaagaag
agaacctgyt

gaaatgggaa

Ser Ile

15

Ser Ala

Ser Ser

Arg His

Ser Gly

80

His His

95

Leu Thr

110

Lys Tyr

125

66

2la

Val Arg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1779



Gly

Asp

145

Asn

Leu

Leu

Ser

Gln

225

Arg

Gly

Pro

Ala

Glu

305

Lys

Asn

Gln

Ala

130

Fro

Pro

Ser

Val

Leu

210

Gly

Ala

Glu

Thr

280

Asn

Glu

Pro

Ile

Ile

Gln

Gln

Leu

Asp

195

Met

Val

Glu

Ser

Thr

275

Leu

Ser

Ala

Gly

Phe
355

Pro

Gln

Leu

180

Ser

Glu

Glu

Gly

Ala

260

Gly

Ala

Gly

Ile

Asn

340

Glu

Met

Leu

Leu

165

Gln

Lys

Asp

Gly

Glu

245

Ala

val

Leu

Trp

Gln

325

Pro

Val

Arg

Fro

150

Gln

Tyr

Leu

Ile

Ile

230

Ile

val

Leu

Asn

Ser

310

Asn

Thr

Ala

Ala

135

Phe

Gln

Pro

Phe

Gly

215

Arg

Ser

Asn

Ile

Asn

293

Thr

Glu

Gly

Ala

Glu

Asp

Tys

Glu

Lys

200

Gly

Lys

Tyr

Tyr

Pro

280

Ser

Asn

Ile

Ala

Lys
360

ES 2591284 T3

Glu

Arg

Pro

Leu

185

Leu

Ser

Ser

Pro

Leu

265

Ile

Gln

Pro

Lys

Val

345

Tyr

Leu

Ile

Leu

170

Leu

Asp

val

Val

Glu

250

Leu

Pro

Ala

Glu

Pro

330

Leu

Gly

Lys

Ile

155

Thr

Asn

Gly

Ala

235

Asp

Ser

Gln

Leu

Glu

315

Thr

Ser

Thr

Ala

140

Asn

Tyr

Gln

Ile

Ala

220

Glu

Ile

Ile

Tyr

Pro

300

Ile

vVal

Pro

Val

67

Gln

Ala

Tvyr

Asn

Lys

205

Tyr

Phe

Phe

Phe

Pro

285

Tyr

Glu

Leu

Glu

Val
365

Asn

Arg

Glu

190

Arg

Ser

Ile

Cys

27

Leu

Tyr

Thr

val

Ser

350

Ile

Glu

Ile

Gln

175

Gln

Ala

Ser

Thr

Thr

255

Arg

Tyr

Leu

Val

val

335

Ile

Ala

Lys

Gly

160

Val

Gln

Lys

Ser

Lys

240

Ala

Gly

Thr

Asp

Val

320

Ile

Ala

Asp



Glu Val Tyr Gln Glu Asn Ile
370 375

Lys Lys Ile Leu Arg His Leu
385 390

Asn Val Gln Leu Ala Ser Leu
405

Glu Cys Gly Gln Arg Gly Gly
420

Glu Met Arg Gln Val Ile Leu
435

vVal val Thr Gly Gln Ala Leu
450 455

Glu Gly Glu Glu Ser Phe Glu
465 470

His Glu Lys Lesu Ile Thr Arg
485

Ser Leu Glu Gly Ile Glu Cys
500

Phe Pro Lys Ile Asp Leu Pro
515

Leu Glu Leu Thr Pro Asp Glu
530 535

Thr Gly Ile Cys Thr val Pro
545 550

Thr Tyr His Leu Arg Thr Thr
565

Lys Lys Trp Glu Ser Phe His
580

<210> 27

<211> 1524

<212> DNA

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 27

Phe

Gln

His

Tyr

Lys

440

val

Ser

Ala

Gln

Phe

520

Phe

Gly

Phe

Lys

ES 2591284 T3

Pro

Arg

Ser

Met

425

Leu

Asp

Asp

Met

Lys

505

Lys

Tyr

Ser

Leu

Glu
585

Gly

Glu

Thr

410

Glu

Ala

Leu

Gln

Thr

490

Pro

Ala

Cvys

Gly

Ala

370

Phe

Thr

His

395

Ser

Leu

Ser

Met

Ala

475

Leu

Gln

Val

Lys

Phe

355

Pro

Ph

o]

Lys

380

Pro

Lys

Thr

Ile

vVal

460

Glu

Tyr

Gly

Gln

Lys

540

Gly

Gly

Asp

68

Phe

Gly

Gly

Gly

Ser

445

Arg

Arg

Glu

Ala

Glu

325

Leu

Gln

Leu

Gln

His

Lys

Val

Phe

430

Pro

Asn

Thr

Ala

Leu

Glu

Glu

Tyr
590

Ser

Phe

Ser

415

Ser

Cys

Pro

Ser

Fhe

495

Tvr

Arg

Glu

Fro

Trp

578

Arg

Met

Asp

400

Gly

His

Pro

val

Ile

480

Asn

Leu

His

Ser

Gly

560

Asp



atgacaatga
aagcccgcetyg
gctgtaagag
ccagaagttt
gatcagaagc
ttacgagtag
agagctgagc
ggtgtgecag
ccecgctacac
ttatctttat
ctttatactyg
gagtcaaatt
aaacagatca
ctttctgaag
atttctgatyg
aaagtcctaa
tctttacact
gaaattattyg
atatgttcty
ggagacgagt
acgagagcaa
cctecagggtyg
agcgaacgcc
ggtatttgta
acaacgtttt

ttcttcagca

<210> 28
<211> 507
<212> PRT

cacaccaaca
gcaagattac
gagctattcc
tgcctttcga
ctttgacctt
gccataatga
gecctcecttgaa
Jaataaggca
cggaagatat
tgtgtaaaga
catcegeate
ggtctacaaa
gaccatctgt
aaaccattgc
aggtctatca
gaaaattgca
ccatttectaa
ggttttctca
ttgtcacagy
cctatgaaca
acttattgta
caatgtatct
ttggcatcga
ctgtcccagg
tggctccagg

agtatcgtaa

ggatttgaaa
taaaaaagat
aaccagagctht
tgatattatc
taccaggcaa
actggcttct
tgatattggc
aacagttgct
ttatttaacc
ttctcaaaca
tcttttcaat
cagcgacgaa
gctgatagtt
caggatctgt
agaaaacatt
gcatctttat
aggattcaty
agaaataaga
acaagctygty
agatcatgac
cgagacgttt
tttccctagg
acctgatgag
gtctgggttc
gactaaatgg

ttga

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 28

ES 2591284 T3

ggtgtgttca
ttgaatacag
gacgagctaa
aatgcgaaca
gtactggcca
ttgaacttgt
ggttctatag
gacttcatta
actggcgett
ggcctgectga
gecacaagtge
attgaaaaayg
attaatccag
ttgatcgctg
ttcaacgatg
ccaggaaaat
gatgagtgcyg
gatgetettt
gttgatttaa
gaaaggctga
aaggaactag
cttgttttac
ttctattgca
ggacaaagac

attcaagact

ccgcaaagga
gtgtcactaa
aagaggaatt
ttggtaatcce
tcectggagta
tttccaggga
gggcatattc
ctagaagaga
cgtcocgegge
ttccaattcc
tgccatacta
tagtgcaaga
gtaacccaac
cgaaatacgg
ttaaatttca
tcgataacgt
gecaaagaqgy
tcaaactcat
tggtcaaacc
aaatttttca
agggtatcga
ctaagaaagc
catctttgect
ccgggactta

ggaaagaatt

69

tttggatttt
ggcagaatat
gaaaaaaaac
gcagcaactyg
cccggaaatt
cgccttggaa
gcattctcaa
cggcggtgag
aacttctttyg
gcagtatccg
cttagatgay
Lgctttgaaa
cggtgcagtt
cattacaatc
ttcgatgaag
tcagctcgcecc
cggttacaty
gtctatatcce
accccagect
tgaaatgcgt
atgccaaaaa
tctttgtgaa
agaatctaca
tcatgtgcga

tcatcaagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1524



Tkr

Arg

Asp

TYr

Leu

1lle

Ile

145

Pro

Ala

Leu

Prc

Thr

Leu

Gly

Ala

50

Fh=

Gln

Pro

Fh=

Gly

130

Arg

Ala

Thr

Ils

Thr

Gln

Met

Val

35

Asp

Asp

Lys

Ser
15

Gly S

Thr

Ser

Pro

135

Agn

Ile

Thr

Phe

20

Thr

Glu

Asp

Pro

Ile

100

Arg

Thr

Pro

Leu

180

Ile

Gln

Arg

His

Lys

Ile

Leu

ASp

1le

Val

Glu

165

Pro

Val

Pro

Gln

Preo

Ala

Lys

Ile

70

Thr

Arg

Ala

Gly

Ala

150

Asp

Ser

Gln

Lcu

Glu
230

Gln

Ala

Glu

Glu

55

Asn

Val

Leu

Ala

135

Asp

Ile

Leu

Tvyr

Pro

215

Ile

Val

Asp

Tyr

40

5lu

ala

Thr

Zlu
120

Lyr ¢

Phe

Tyr

Leu

Pro

200

Tyr

Clu

Leu

Leu

Asn

His
105

Arg

Ile

Leu

Cys

185

Tyr

Lys

Ile

ES 2591284 T3

Lys

10

Ile

Val

Lys

Ile

Gln

Asn

Ala

His S

Thr

Thr

170

Lvys

Tyvr

Lcu

Val

val

Gly

Thr

Arg

Lys

Gly

75

Val

Glu

Glu

Arg
155

Thr

Asp

Thr

val
235

Ile

Val

Lys

Gly

Asn

€0

Asn

Leu

Leu

Arg

Gln

140

Arg

Gly

Ser

Zla

Glu

220

Cln

70

Fhe

Ala

45

Pro

Pro

Ala

Ala

Leu

125

Gly

Ala

Gln

Ser

205

Glu

Pro

Thr

Ile

Glu

Gln

Ile

Ser

110

val

Gly

Ser

Thr

190

Ala

Scr

Ala

Gly

Zla

15

Leu

Pro

Val

Gln

Leu

Leu

Asn

Pro

Gly

Ser

175

Gly

Ser

Thr

Gla

Asn

Bsp

Gly

Gla

169

Ala

Trp

Leu Lys

Asn

Pro



ES 2591284 T3

245 250

Thr Gly Ala Val Zeu Ser Glu Glu Thr Ile
260 265

2la Ala Lys Tyr Gly Ile Thr Ile Ile Ser
275 280

Zsn Ile Phe Asn Asp Val Lys Phe His Ser
290 295

Lys Lsu Glr His _eu Tyr Pro Gly Lys Phe
305 310

[¢p]
(l:
]
=
()
=

His Ser Ile Ser Lys Gly Phe Met
325 330

Gly Gly Tyr Met Glu Ile Ile Gly Phe Ser
340 345

Leu Phe Lys Leu Met Ser Ile Ser Ile Cys
355 360

Ala val val Asp Leu Met Val Lys Pro Pro
370 375

Tyr Glu GIrn Asp His Asp Glu Arg Teu Lvs
385 390

Thr Arg Ala Asn Zeu Leu Tyr Glu Thr Phe
405 410

Glu Cys Glr Lys Pro Gln Gly Ala Met Tyr
420 425

Teu Pro Twys Tys Ala Teu Uys Glu Ser Glu
435 440

Asp Glu Phe Tyr Cys Thr Ser Leu Leu Glu
450 455

Val Pro Gly Ser Gly Phe Gly Gln Arg Pro
465 470

Thr Thr Phe lLeu Ala Pro Gly '1hr Lys lrp
485 490

Ala

Asp

Met

Asp

315

Asp

Gln

Ser

Cln

Tle

395

Lys

Leu

Arg

Ser

Gly

475

1lle

Arg

Glu

Lys

300

Asn

Glu

Glu

Val

2roe

380

2he

Glu

Tien

Thr

460

Thr

Gln

Phe His Gln Asp Phe Phe Ser Lys Tyr Arg Asn

500 505
<210> 29
<211> 1566
<212> DNA
<213> Ashbya gossypii
<400> 29

71

Ile

Val

285

Lys

Val

Cys

Tle

Val

3€5

Cly

His

Leu

Pro

Gly

445

Gly

Tyr

Asp

Cys

270

Tyr

Val

Gln

Gly

Arg

350

Thr

Glu

Glu

Arg

430

Tle

Tle

His

Trp

Leu

Gln

Leu

Leu

Gln

335

Asp

Glu

Met

Gly

415

Leu

Gl

Cys

Val

Lys
495

Ile

Glu

Arg

Ala

320

Arg

Ala

; Gln

Ser

Arg

400

Ile

Val

Pro

Thr

Arg
480



atggcaatag
cgtgtgcttc
gaaccgatga
Jugaagattc
ctgccgttca
ccgelbgacat
ccegcagaat
ctgcaggacg
cggcgcacgyg
gtgtacctga
ggaccggaga
acacadgaata
aatccagatyg
tgtctogttg
gaggctattc
caggataatg
caactcagag
aaggggetct
gaggagctca
ggacaagctc
caatataccc
tggaaaacgt
ctattcecta
ccagcggatg
ggaactggtt
ggtactaagt

gactaa

<210> 30
<211> 521
<212> PRT

ggatgctgag
gcactcgtag
cactagcgga
caacgcgtgc
gcaaaatcat
tctaccggea
Jggctgcagea
cecggaggctae
ttgcgcagtt
ccgegggtge
caggcgtgtt
acgcggttge
agatggaacg
tgattaaccc
taacacttgc
tgtttggcga
agccaacgct
ccggcgaatyg
ggaaggtttt
tagtcgacct
aggaaacaag
tctgttcctt
agttgcatct
agctctactyg
tcggeccaaat

ggatcgaaaqg

<213> Ashbya gossypii

<400> 30

aagaaatagc
attgagctca
cgtgaacgaa
agaggagctyg
ccaagcgaac
agtgatctcg
ggcgttcaay
cgtgggagceg
tattgagcgg
gtcctetget
gatcccaatc
gcectgccgtac
tgtcatcctc
tgggaatccc
tgcgaagtat
tgccaagttc
ctacaagaat
tggccagegt
cgttaagttg
tatggttggy
gagtatctat
ggagggtata
tccacagaaa
tagcgaatta
ccecgggceaca

ttggaaggac

ES 2591284 T3

agcggcaccy
gtaaaggacg
aacgtggtca
gagcggegge
atcggcaatc
ctgatgcaga
geggatgtyy
tactcggegt
cgcgatggga
gtgtcttgte
cctcagtace
tacctaaatyg
gattctaaga
actggttceg
gggattgtcg
cactctatgc
gtccagttag
ggtggctaca
gcttctatat
ccltcccagcoe
cacgaattgg
gaatgcaata
gctattgaag
cttgatgaaa
tatcacgtta

ttccacaaga

ccgtgagegt
ggtcgeggtt
aggcgaagta
tggaggagca
cgcagcagct
atccacagtt
tggtgcgtygce
cgcagggtgt
tcoccagogaa
tgctgtegac
cgctgtacac
aggctgatgyg
agaggaacat
tactgtctgt
ttattgcgga
gtaaggtgct
cctetettca
tggaattgat
ctctttgtce
aaggggatcc
aggaacggtc
tgccacaagg
cggogcaaaa
caggcatctg
gaactacgtt

aattttatga

72

tctacagggg
tgtgcctgeg
cgcggtgcyy
ccogggeteg
gggccagaag
gctggagatyg
gcggaggaty
gaaaggctac
tccagacaac
attctgcaag
tgctacgatc
gtggtctacg
cgcgcccaaa
aaaggatatg
cgaggtatac
gaaaaacctt
ctcgatcteg
cggtttccgt
agtggttacc
atcctatgag
gcaactgctyg
tgctctatat
gctgggtata
cactgtccct
tttgccacct

caagtatagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1566



Met

Val

2sp

Asn

Thr

65

Leu

Leu

Gln

Phe

Gly

145

Arg

Asn

Ala

Leu

Gly

Glu

50

Arg

Pro

Gly

Asn

Lys

130

Gly

Arg

Pro

Ile

Gln

Ser

35

Asn

Ala

Phe

Gln

Fro

115

Ala

Ser

Thr

Asp

Gly

Gly

20

Arg

Val

Glu

Ser

Lys

100

Gln

Asp

val

Val

Asn
180

Met

Arg

Phe

Val

Glu

Lys

85

Pro

Leu

Val

Gly

Ala

165

Val

Leu

Val

Val

Lys

Leu

70

Ile

Leu

Leu

val

ala

150

Gln

Tyr

Arg

Leu

Pro

Ala

55

Glu

Ile

Thr

Glu

Val

135

Tyr

Phe

Leu

Arg

Arg

Ala

40

Lys

Arg

Gln

Phe

Met

120

Arg

Ser

Tle

Thr

ES 2591284 T3

Asn

Thr

25

Glu

Tyr

Arg

Tyr

105

Pro

Ala

Ala

Glu

Ala
185

Arg

Pro

Ala

Leu

Asn

90

Arg

Ala

Arg

Ser

Arg

170

Gly

Ser

Arg

Met

Val

Glu

75

Ile

Gln

Glu

Arg

Gln

155

Arg

Ala

Gly

Leu

Thr

Arg

60

Glu

Gly

Val

Trp

Met

140

Gly

Asp

Ser

73

Thr

Ser

Leu

45

Gly

His

Asn

Ile

Leu

125

Leu

Val

Gly

Ser

Ala

Ser

30

ZAla

Tys

Pro

Pro

Ser

110

Gln

Gln

Lys

Ile

Ala
190

Val

15

Val

Asp

Ile

Gly

Gln

95

Leu

Gln

Asp

Gly

Pro

175

Val

Ser

Lys

Val

Pro

Ser

80

Gln

Met

Ala

Ala

Tyr

160

Ala

Ser



Cys

Pro

Ile

Ser

Lys

Fre

305

Gln

His

Lys

Val

365

Gln

Ser

Leu

210

Val

Pro

Ala

Val

Tvr

290

Gly

Leu

Ser

Met

Leu

370

Asp

Tyr

Gln

Met

Leu
195

Pro

Asp

Pro

Leu

275

Gly

Asp

Arg

G_u

355

Leu

Thr

Leu

Pro

Gln

Glu

Lys

260

Ile

Ela

Glu

Ser

340

Leu

Ser

Gln

Leu
420

Gln

Thr

Tyr

Pro

M=t

245

Cys

- Val

Val

Lys

Pro

325

Lys

Ile

Tle

Val

Glu

103

Trp

Gly

Phe

Preo

Tyr

230

Glu

Leu

Lys

Val

Fhe

310

Thr

Gly

Gly

Ser

Gly

390

Thr

Lyg

Ala

Cys

Leu

215

Tyr

Arg

Val

Asp

Ile

295

His

Leu

Leu

Fhe

Leu

375

Fro

Arg

Thr

Leu

Lys

200

Tyr

Leu

Val

Val

Met

280

ala

Ser

Lyr

Ser

Arqg

360

Cys

Pro

Scr

Phe

Tyr

Gly

Thr

Asn

Tle

Glu

Asp

Met

Lys

Gly

345

Glu

Pro

Ilc

ES 2591284 T3

Pro

Ala

Glu

Leu

250

Asn

Bla

Glu

Arg

Asn

330

Glu

Glu

Val

Gln

Tyr

110

Ser

Phe

Glu

Thr

Ala

235

Asp

Pro

Ile

val

Lys

315

val

Cys

Leu

Val

Gly

395

His

Leu

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

Tyr

300

Val

Gln

Gly

Arg

Thr

380

Asp

Glu

Clu

Lys

74

Gly

205

Thr

Gly

Lys

Asn

Thr

285

Gln

Leu

Leu

G1ln

Lys

365

Gly

Pro

Lcu

Cly

Leu

Val

Cln

Trp

_ys

Pro

270

AsSp

nys

Arg
350

Val

Gln

Glu

Ile
430

Mis

Leu

Arg
255

Thr

Asn

Asn

Ser

335

Gly

Phe

Ala

Tyr

Glu

115

Clu

Leu

Ile

Thr

249

Asn

Gly

Ala

Val

Leu

3290

Leu

Gly

Val

Gla
400

Arg

Pro



435

Gln Lys Ala

450

Leu
465

Tyr Cys

Gly Thr Gly

Phe Leu Pro

Phe
515

Lys Lys

<210> 31
<211> 1563
<212> DNA

Ile Glu

Ser Glu

Ala

Leu

440

Ala
455

Gln

Leu Asp

470

Phe Gly

4185

Pro
500

Gly

Tyr Asp

<213> Candida albicans

<400> 31
atgcttagag

aattccttaa
aacccacaaa
gaattgaatg
attaatgcca
caagtattgt
aaatcacttt
tcaatagggg
tttataacta
Jggggcatcaa
ttcttaatte
aagccaattyg
agagaattga
aacccgggga
attgctgectyg

aaagggaaat

taaattcacg
ggtttttagc
cggtegagge
aattgattca
acattggtaa
ctecttttaca
atcctgaaga
catactctca
accgtgatgg
ctgcagtgte
cgatcccaca
gttattatct
tcgaaaccaa
acccaacggg
aatatggaat

ttgtttcatt

Gln

Thr

Lys

Ile Pro

Lys Trp

Tvr Arg

520

attattaact
aacctttaaa
aaaatacgct
aaagcaacca
cccacagcaa
atacccggat
tgtgattgag
ttctcagggt
tggttatgta
gtatttatta
gtatcctttg
cgatgagtcg
tcaactgcaa
ggcaatttta
tgtattaatt

caagaagatt

ES 2591284 T3

Lys Leu Gly

Glu Thr Gly

475

Thr
490

Gly Tyr

Ile
505

Glu Ser

Asp

actcgaaaat
cctgcggatc
gtacgtggga
cagctgcatg
ttggaacaac
ttattgaaaa
cgagcacaat
gccagttatt
tcccacgcca
caaattttgt
tatactgcca
aaccattggt
ggtattaaca
tcatcacaag
gccgatgagy

ttgtcggaat

445

Ile
460

Pro Ala

Ile Cys Thr

His Val Arg

Trp Lys Asp

510

ctcaatttat
cattgactac
aaatcccaat
gattaccatt
gtccattgac
atggagaccc
caattttgaa
tccgacaatc
acaacatttt
ctgtcaatga
ctattgecctt
caaccaatcc
tcaaggcatt
atataattga
tttatcaaga

taattgagca

75

Asp Glu

Yal Pro

480

Thr
495

Thr

Phe His

gttcacttct
tcatgatatc
tattgccgat
tagcaaaatc
atggtatcgt
tgaaaccgtt
acacattgga
tattgctgaa
tttaacttcc
aaactccgyy
gaataatgcc
tcaagagatt
ggtggtgatt
attgatagat
aaatattttce

agaccctcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260



acttataaac atgttcaatt agcatcatta

tgtggacaac gtggtggata tatggaatta

gttttcaaat tggcatcgat taatttatgt

ttaatgatta atcctecetca agaaggtgat

gaatcaatcc ataacgattt ggaatcaaga

atggaagata tcaaatgtaa taaaccaatg

tttgatccag cccgatacca taagttatat

gatgatattt attgtatcga gttattagaa

ggatttggtc agaaaccaga tacttatcat

gaatggattyg ataaatggat aaatttccat

tag

<210> 32

<211> 520

<212> PRT

<213> Candida albicans

<400> 32

Met Leu Arg Val Asn Ser Arg Leu

1 5

Met Phe Thr Ser Asn Ser Leu Arg

20

Asp Pro Leu Thr Thr His Asp Ile
35 40

Tyr Ala Val Arg Gly Lys Ile Pro

50 55

Leu Ile Gln Lys Gln Pro Gln Ser

65 70

Ile Asn Ala Asn Ile Gly Asn Pro

85
Thr Trp Tyr Arg Gln Val Leu Ser
100

Lys Asn Gly Asp Pro Glu Thr Val

115 120

ES 2591284 T3

cactcgacat
gttgggttca
tctgttgtct
cctagttacc
gcagaatcac
ggggccatgt
tcgagagcta
ggtacaggta
ttaagaacaa

aaatcattta

Thr
10

Leu Thr

Phe
25

Ala

Asn Pro Gln

Ile Ile Ala

Leu
75

His Gly

Gln Gln

90

Leu

Leu Gln

105

Lys Leu

cgaaaggtgt
aaccggaaqgt
ctggtcaagc
ccttgtacaa
tctatcaagce
atattttccce
agaattccaa
tttgttgtgt
catttttacc

ttaazaaata

Arg Lys

Thr Fhe

Thr Val

45

Asp Glu

60

Pro Phe

Glu

Gln

Tyr Pro

Ser

Lys

30

Glu

Leu

Ser

Arg

Asp

tagtggagaa
taaagatgtg
attaatggag
aagcgaaacc
ttttttacaa
cactttagat
tttacaaatt
tcctggtaat
accaggtaaa

taaagatgaa

Gln
15

Phe

Ala

Pro

Ala

Lys

Glu

Asn

Ile
80

Lys

Pro Leu

95

Leu Leu

110

Pro
125

Tvr

76

Glu

Asp Val

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1563



Ile

Tyr

145

Phe

Phe

Leu

Pro

Tvr

225

Arg

Leu

Gln

Leu

Val

305

Thr

Val

Phe

Glu

130

Ser

Ile

Leu

Ser

Leu

210

Tvyr

Glu

Val

Asp

Ile

280

Ser

Tyr

Ser

Lys

Arg

His

Thr

Thr

Val

195

Tyr

Leu

Leu

Val

Ile

275

Ala

Phe

Lys

Gly

Pro
355

Ala

Asn

Ser

180

Asn

Thr

Asp

Ile

Ile

260

Ile

Asp

Lys

His

Glu

340

Glu

Gln

Gln

Arg

165

Gly

Glu

Ala

Glu

Glu

245

Asn

Glu

Glu

Lys

val

325

Cys

Val

Ser

Gly

150

Asp

Ala

Asn

Thr

Ser

230

Thr

Pro

Leu

Val

Ile

310

Gln

Gly

Lys

Ile

135

Ala

Gly

Ser

Ser

Ile

215

Asn

Asn

Gly

Ile

Tyr

293

Leu

Leu

Gln

Asp

Leu

Ser

Gly

Thr

Gly

200

Ala

His

Gln

Asn

Asp

280

Gln

Ser

Ala

Arg

Val
360

ES 2591284 T3

Lys

Tyr

Tyr

Ala

185

Phe

Leu

Trp

Ser

Pro

265

Ile

Glu

Glu

Ser

Gly

345

Val

His

Phe

Val

170

Val

Leu

Asn

Ser

Gln

250

Thr

Ala

Asn

Leu

Leu

330

Gly

Phe

Ile

Arg

155

Ser

Ser

Ile

Asn

Thr

235

Gly

Gly

Ala

Ile

Ile

315

His

Tyr

Lys

Gly

140

Gln

His

Tyr

Pro

Ala

220

Asn

Ile

Ala

Glu

Phe

300

Glu

Ser

Met

77

Ser

Ser

Ala

Leu

Ile

205

Lys

Pro

Asn

Ile

Tyr

285

Lys

Gln

Thr

Glu

Ala
365

Ile

Ile

Asn

Leu

190

Pro

Pro

Gln

Ile

Leu

27

Gly

Gly

Asp

Ser

Leu
350

Gly

Ala

Asn

175

Gln

Gln

Ile

Glu

Lys

255

Ser

Ile

Lys

Fro

Lys

335

Val

Ile

Ala

Glu

160

Ile

Ile

Tyr

Gly

Ile

240

Ala

Ser

val

Phe

Gln

320

Gly

Gly

Asn



Leu Cys

370

Pro Prc

385

Glu Ser

Zla Phe

Met Tyr

Leu Tyr

4350

Cys Ile

465

Gly Phe

Pro Pro

Phe Ile

<210> 33
<211> 1518
<212> DNA

Ser

Gln

Ile

Leu

Ile

435

Ser

Glu

Gly

Gly

Lys
515

Val Val

Glu Gly

Ser

Asp

Gly Gln

375

Pro S3er

390

Asn
405

His

Gln
420

Met
Phe Pro
Ala

Arg

Leu Leu

AsSp

Glu

Thr

Lys

Glu

Leu Glu

Asp Ile

Leu Asp

440

Asn Ser

4355

Gly Thr

470

Gln Lys

483

Lys Glu

500

Lys Tyr

Pro

Trp

Lys

Asp Thr

Ile

Asp

Glu
520

Asp

<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 33
atgtttacag

ggattttgtc
aattacgecy
gaaaatcctt
cagatgggac
acctbgttag
caacgatcca

ggtattcecgce

attatccaaa
aaaatgcgtt
tcegtggage
cttcatatcc
agtctcctat
accatgctga
aaatgctctt

ttgtaaggcyg

tgatattaac
ctcagacctt
tttagccatt
tttcagtgag
tacattcgtt
ggaaaagtgg
aaaggaatct

acatgttgcg

ES 2591284 T3

Ala Leu Met

Leu
395

Tyr Pro

Ser Arg Ala

410

Lys Asn

425

Cys

Phe Asp Pro

Asn Gln

Gly Ile Cys

475

His Leu

480

Tyr

Lys Ile

505

Trp

tgtgagtctce
aattctttga
cttgcggacy
atcgtctatg
cgacaggttt
tttcaaaatt
ggaagtttgg

gatttcatta

Glu
380

Leu

Tyr

Lys

Glu

Ser

Lys Fro

Met

Ser

Leu

Met

Ile Asn

Glu Thr

400

Tyr Gln

415

Gly Ala

430

Ala Arg

445

Ile
4600

Asp
Cys val
Thr

Arg

Asn Phe

Tyr

Asp

Pro

Thr

His

His Lys

Ile

Tyr

Asn
480

Gly

Fhe
495

Leu

Lys Ser

510

caagaatgtc
atcaacaagt
agatccaaga
caaacatcgg
tatctctttg
tgttccctac
gtgcctatag

gagcdagagda

78

ggaccttgat
atttaaggca
tgatttactt
taatcctcag
ccagtaccct
ggatgtcgta
tgcttctcaa

tggatttgat

60

120

180

240

300

360

420

480



tgcgagecat
actttgataa
tacggtgcecc
aataattggg
ggtatcaacg
tctgaaaata
gccgacgaag
cttggtgaat
gtaaattctyg
gttgttaata
tgtccaccag
gatcccagtt
caatgccgtc
cacggggceca
aaagctcaga
atatgtgttg
acgtttttgg

atggacctct

<210> 34
<211> 505
<212> PRT

ctgacatata
tcgctaggee
aaattgatct
acattgattt
ttcgtttatg
gcatggaaaa
tctatcaaaa
taagagaaaa
ttagcaaagg
ttccagagce
ttgctggtea
atgatttgtt
agctctacga
tgtatttgca
aaattcaacc
ttcctggaag
ctaaaggaac

atgaataa

tttgactagt
aacagatggt
catgagtgga
tgaccaattt
cgtggttatt
agttttgcge
caatatttac
ggaacccgac
tcaatttggt
cgctaaggat
attattagta
catcaaagaa
gggaacaaag
tocccagegte
tgacgaattc
tggatttggg

tgaatacatt

<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 34
Met Phe
1

Ser Asp

Leu Asn

Ala Ile
50

Thr

Leu

Gln

35

Leu

Asp Tyr Pro Asn Asp

5

20

Asp Gly Phe Cys Gln

Gln Val Phe Lys Ala

40

Ala Asp Glu Ile Gln

55

ES 2591284 T3

ggtgcctcac
gtaatggttc
tctatggtat
aaaaaatcat
aatcccggta
tttgctaagg
caaaacaagt
aatcattaggg
gaatgtggtc
caaatcctca
gacatgctag
gttgatgaga
cgcatgaaga
tcacttcceg
tatgcgatag
caaccadgaag

gaacgatttg

Ile Asn

10

Cvs

Asn Ala PFhe

25

Ezn Tyr Ala

Asp Asp Leu

acgctgeccg
ccgctecctea
cttacagect
ttgatgaagc
atcctactgg
caaagggcat
ttcattcttt
accaagtttc
asagaggtgy
aactagctac
taaatcctce
ttcatgaagc
gagtttcatg
aaaagttaat
aattgcttaa
gtgattatca

tcaaagctca

Glu Ser

Ser Asp

Val Arg

45

Leu Glu

60

79

gcttataatg
atatcctttg
ctccgaggaa
atctaaaaaa
agcttgcatt
agtattgctt
taggagaaaa
gcecttatttee
atatttggac
cattgacatt
taaacctggt
actgcgttta
tttagaacce
cactacagce
gcgttcaggt
tattcgaatc

taatgaaata

Pro Arg Met

15

Leu Asn Ser
30

Gly Ala Leu

Asn Pro Ser

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1518



Ser

Cln

Cys

Asn

Glu

Val

145

Cys

Arg

val

Ile
225

Gly

Gly

Ile

Arg

Tyr

FPro

Cly

Gln Ty

L=zu

Sar

130

Arg

Glu

Pro

Gly

210

Asp

Ils

Ala

Ala

Tyr

290

Glu

Phe

15

Gly

Arc

Pro

Zle

Ala

Z93

Ser

Phe

Asr

Cys

Clr

Fhe

Gln

Pro

100

Pro

Ser

His

Ser

Met

180

Fro

Met

Asp

Val

Ile

260

Gly

ye Glu

Ser

Ser

Thr

Thr

Zeu

Val

Asp

165

Thr

Gln

Val

Gln

Arg

245

Ser

Ilc

Pro

Glu

70

Pro

Leu

Asp

Gly

Zla

150

Tle

Leu

Iyr

Phe

230

Leu

Glu

Val

Fhe

Asp

Ile

Leu

val

Ala

135

Rsp

Tyr

Ile

Pro

Tyr 3

215

Lys

Cvys

Asn

Lcu

Hig

295

Asn

Val

Thr

Val

120

Tyr

Phe

Leu

Ile

Leu

200

Lys

Val

Ser

Lcu

280

Ser

His

Tyr

FPhe

113

105

G1la

Ser

Ile

Thr

Ala

185

Tyr

Leua

Ser

Val

Met

265

Ala

Phe 2

Trp

ES 2591284 T3

Arg

Arqg

Ser

170

Arg

Gly

Ser

Phe

Tle

250

Glu

Asp

Asn

75

Arg

Glu

Ser

Ser

Ala

155

Gly

Pro

Ala

Glu

Asp

235

Asn

Lys

Glu

Arg

Gln

Ile

Cln

Glu

Lys

Gln

140

Arg

Ala

Thr

Gln

Glu

°ro

Val

Val

Lys

300

Val

80

Gly

Val

Lys

Met

125

Gly

Asp

Ser

Asp

1le

205

Ala

Gly

Leu

Tyr

285

Leu

Ser

Asn

Len

Trp

110

Leu

Ile

Gly

His

Gly

190

AsD

Asn

Ser

Asn

Arg

270

Gln

Cly

Leu

Prc

Ser

Phe

Leu

Pro

Phe

Ala

175

val

Leu

Trp

Lys

Prc

255

Phe

Clu

Ile

Gln

Leu

Gln

Lys

Leu

Aso

160

Ala

Met

Met.

Lys
240

Thr

Ala

Leu



305 310

Val Asn Ser Val Ser Lys
325

Gly Tyr Leu Asp Val Vval
340

Leu Lys Leu Ala Thr Tle
355

Leu Val Asp Met Leu Val
370

Asp Leu Phe Ile Lys Glu
385 390

Gln Cys Arg Gln Leu Tyr
405

Cys Leu Glu Pro His Gly
420

Pro Glu Lys Leu Ile Thr
435

Glu Phe Tyr Ala Ile Glu
450

Pro Gly Ser Gly Phe Gly
465 470

Thr Phe Leu Ala Lys Gly
485

His Asn Glu Ile Met Asp
500

<210> 35

<211> 1500

<212> DNA

<213> Aspergillus nidulans

<400> 35

atgacgacce gaacgacagt tcctaatgcc teocgcaacgcg ctctatccac tgcggctgtt

cgttgectga ccctagacaa catcaattcg aacgtcaagg ctgccaagta tgcectgttegt

Gly

Asn

Asp

Asn

375

val

Glu

Ala

Thr

Leu

455

Gln

Thr

Leu

Gln

Ile

Tle

360

Pro

Asp

Gly

Met

Ala

440

Leu

Pro

Glu

Tvr

ES 2591284 T3

Phe

Pro

345

Cvys

Pro

Glu

Thr

Tyr

125

Lys

Lys

Glu

Tyr

Glu
505

Gly

330

Glu

Pro

Lys

Ile

Lys

410

Leu

Ala

Arg

Gly

Ile
420

Glu

Pro

Pro

Pro

His

395

Arg

His

Gln

Ser

Asp

475

Glu

Cys

Ala

Val

Gly

380

Glu

Pro

Lys

Gly

160

Tyr

Arg

81

Gly

Lys

Ala

365

Asp

Ala

Lys

Ser

Ile

445

Ile

His

Phe

Gln

Asp

350

Gly

Pro

Leu

Arg

Val

430

Gln

Cys

Ile

Val

Arg

335

Gln

Gln

Ser

Arg

Val

415

Ser

Pro

Val

Arg

Lys
485

320

Gly

Ile

Leu

Tyr

Leu

400

Ser

Leu

Asp

vVal

Ile

480

Ala

60

120



ggagaactcg
ctgcecgtttyg
cccatcactt
aaagatgeccc
cttctggeceg
cgcgagagtg
ctttacctta
gqggccaaatyg
tecectcettga
gacatbcggta
gecattgttyg
aagagcgtcc
cagacaaatg
caagaagtac
ggtatggttg
ttggttgctg
caatgtttgg
tatcagaagg
Jaagcttttc
ttecectacta
gcagacgaatbt
teccggettcg

acggactggg

<210> 36
<211> 499
<212> PRT

ccgttaagge
acagcgttat
tcttecgtea
Ltegtacgtoe
aagtccagag
tggccaagtt
ctggtggtge
ctggtgtcect
atgctcagtg
caatcaagaa
ttatcaacce
Ltgacatcge
tgtttatcgg
ctggtaaata
gtgaatgtqgg
cccagghcta
ttgaactgat
agtacaacgg
aacggatgga
tctcactgcoce
tctactgect
gtcagaagga

tggagcgtat

<213> Aspergillus nidulans

<400> 36

ggaggaatac
tttcgccaac
agtcctcagt
ttteggctat
tgttggtgca
cattgaagaa
ctcttcecggt
agttccgatt
tgttccttac
gtcattggaa
tggcaacccy
cgcggaagad
agaattcaca
cgacaatgtc
ccatcgcgga
caagttcatc
ggtgaaccct
catccgggaa
gggtgtcegay
tocccaagget
ccghtocteott
gaacacgctc

cgtgaagttc

ES 2591284 T3

cgtgtgaggc
atcyggcaatc
cttatggaaa
caggatgatyg
tacagtcaca
cgtgatggct
gtaaacacca
ccccagtatce
cacttagaag
caggccaagyg
acgggcgctt
aagctcgtcyg
tcgttcaaaa
gagcttgttt
ggttacttecg
agcatcatge
ccaaaggagyg
ggactgcgcee
Lgccaagagc
attgaagccg
gacgccaclty
cacttccgcea

cattcecgagt

Met Thr Thr Arg Thr Thr Val Pro Asn Ala Ser

1

5

10

Thr &la Ala Val Arg Cys Leu Thr Leu Asp Asn

20

25

tggctcaggg
ctcagcagct
accctctact
ttatcgagcy
gccaaggtgc
tcccocegecga
ttctgaacgt
ctctgtacac
agcagaaggc
ctgcaggcac
ctttgagtce
Ltaattgcgga
agaggctccg
ceccttcacag
aactggttgg
tctgccetcee
gcgagccecag
agcgcgectt
ctecagggtygc
ctgccgectga
gtgtttgegt
ctactttcct

tcatggccaa

agacaagaca
cgaccaaaag
gttaagcaac
ggccgagaag
tccocctgatt
ccctcagtcg
catttgtaat
agccacttta
ttggggtacc
tgacgttcgce
agctgatatc
cgaggtatac
ggagctgcag
tacttccaag
atttgatccc
tgtcatcggg
ccatgagttg
tgccctcectat
catgtacctt
gaaccgegcoc
cgteccectgge
cgcaccaggc

atacaaatag

Gln Arg Ala Leu Ser

15

Ile Asn Ser Asn Val

30

82

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



Lys

Glu

Ser

65

Pro

Leu

Asp

Gly

Ala

145

Leu

Val

Tyr

Pro

Ile

225

2la

Pro

Ala

Tyr

50

Val

Ile

Leu

val

Ala

130

Tys

Tvr

Ile

Pro

Tyr

210

Lys

Ile

Ala

Ala

35

Arg

Ile

Thr

Ser

Ile

115

Tvyr

Phe

Leu

Cys

Leu

185

His

Lys

Val

Asp

Lys

Val

Phe

FPhe

Asn

100

Glu

Ile

Thr

Asn

180

Tyr

Leu

Ser

Val

Ile
260

Tyr

Arg

Ala

Phe

85

Lys

Arg

His

Glu

Gly

165

Gly

Thr

Glu

Leu

Ile

245

Lys

Ala

Leu

Asn

70

Arg

Asp

Ala

Ser

Glu

150

Gly

Pro

Ala

Glu

Glu

230

Asn

Ser

Val

Ala

55

Ile

Gln

Ala

Glu

Gln

135

Arg

Ala

Asn

Thr

Gln

215

Gln

Pro

Val

Arg

40

Gln

Gly

Val

Leu

Lys

120

Gly

Asp

Ser

Ala

Leu

200

Lys

Ala

Gly

Leu

ES 2591284 T3

Gly

Gly

Asn

Leu

Arg

105

Leu

2la

Gly

Ser

Gly

185

Ser

Ala

Lys

Asp
265

Glu

Asp

Pro

Ser

90

Thr

Leu

Pro

Phe

Gly

170

Val

Leu

Trp

Ala

Pro

250

Ile

Leu

Lys

Gln

75

Leu

Ser

Ala

Leu

Pro

155

val

Leu

Leu

Gly

Ala

235

Thr

Ala

Ala

Thr

60

Gln

Met

Phe

Glu

Ile

140

Ala

Asn

vVal

Asn

Thr

220

Gly

Gly

Zla

83

Val

45

Leu

Leu

Glu

Gly

val

125

Arg

Asp

Thr

Pro

Ala

203

Asp

Thr

Ala

Glu

Lys

Pro

Asp

Asn

Tyr

110

Gln

Glu

Pro

Ile

Ile

130

Gln

Ile

Asp

Ser

Glu
270

Ala

Phe

Gln

Pro

95

Gln

Ser

Ser

Gln

Leu

175

Pro

Cys

Gly

val

Leu

255

Lys

Glu

Asp

Lys

80

Leu

Asp

val

Val

Ser

160

Asn

Gln

Val

Thr

Arg

240

Ser

Leu



Yal Val

Phe Thr
280

Gly Lys
305

Gly Met

Gly Phe 2

Met Leu

Asn Pro
370

Tyr Asn
385

Glu Ala

Ala Met

Ala Ala

Leu Leu
450

Gln Lys
465

Thr Asp

Lys Tyr

<210> 37

Ile

275

Ser

Tyr

Val

Cys

355

Pro

Gly

Phe

Tyr

Ala

435

Asp

Glu

Trp

Lys

<211> 1506
<212> DNA
<213> Aspergillus fumigatus

<400> 37

Ala

Phe

Asp

Gly

Pro

340

Fro

Lys

Ile

Gln

Leu

420

Ala

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

Asn

Glu

325

Leu

Pro

Glu

Arg

Arg

405

FPhe

Glu

Thr

Thr

Glu
485

Glu

Lys

Val

310

Cys

Val

Val

Gly

Glu

390

Met

Pro

Asn

Gly

Leu

470

Arg

Val

Arg

295

Glu

Gly

Ala

Ile

Glu

375

Gly

Glu

Thr

Arg

Val

455

His

Ile

Tyr

280

Leu

Leu

His

Ala

Gly

360

Pro

Leu

Gly

Ile

Ala

440

Cys

FPhe

Val

ES 2591284 T3

GIn

Arg

Val

Arg

Gln

345

Gln

Ser

Arg

Val

Ser

425

Ala

Val

Arg

Lys

Thr

Glu

Ser

Gly

330

Val

Cys

His

Gln

Glu

410

Leu

Asp

Val

Thr

Phe
490

Asn

Leu

Leu

315

Gly

Tyr

Leu

Glu

Arg

395

Cvs

Pro

Glu

Pro

Thr

475

His

Val

Gln

300

His

Tyr

Lys

Val

Leu

380

Ala

Gln

Fro

Phe

Gly

160

Phe

Ser

84

Fhe

285

Gln

Ser

Phe

Phe

Glu

365

Tyr

Phe

Glu

Lys

Tyr

445

Ser

Leu

Glu

Ile

Glu

Thr

Glu

Ile

350

Leu

Gln

Ala

Pro

Ala

430

Cys

Gly

Ala

Phe

Gly

Val

Ser

Leu

335

Ser

Met

Lys

Leu

Gln

415

Ile

Leu

Fhe

Pro

Met
495

Glu

Pro

Lys

320

Val

Ile

Val

Glu

Tyr

400

Gly

Glu

Arg

Gly

Gly

480

Ala



atgatcacag
ggccctegte
gtcegtggty
aagtctttge
caaaaaccca
gaaaaaccgg
aagaagcttc
gtaattcggyg
caagacctgt
tgcaacggtc
accctygtece
Jotaccgacy
gttcgtgecta
gacatcaaga
gtgtaccaga
ctccagcagg
tccaaggata
gacceettyy
atcggtcagt
gagttgtatc
ctgtacgaag
tacctcttce
cggaacgccyg
cocggttecy
cccggcactyg
aaatag

<210> 38

<211> 501
<212> PRT

<213> Aspergillus fumigatus

<400> 38

aacccaccat
gtctccecgtge
agcttgeccegt
cctttgacag
tcaccttett
aggtecctgog
ttgcggacat
agagcgtggce
acctctgcge
ccaccgccqgg
ttctecaatge
Lggaggccat
tcgtegtcat
gcgtgcttga
ccaacgtctt
aggtgcctgg
tggtgggcga
tegeggeoga
gcctggtcga
agaaggagta
ccttcaagca
ccagcatcac
acgaattcta
gcetttggaca

actgggtcga

gaccgtgcca
cgataatatc
caaggcggag
tgtcatttte
ccgtcaagta
gtcgtctttc
tcagagcgtc
caaattcatec
tggtgcgtcg
tgtccttgtyg
acagtgcgte
ccggeaatat
caaccccecggt
catcgccocgeo
cgtgggcgag
caagtacgac
atgcggtcac
gatttacaag
acttatggtg
caacagcatt
gatggaggge
cctgecceece
ctgtctgcge
gaaggagaac

gcggategte

ES 2591284 T3

tataccacca
aatcccaacg
gaataccgtyg
gccaatattyg
ctcagtctte
ggctacaacc
ggtgcctaca
gaggagcgtg
tccggtgtta
ccgattcoce
ccataccatt
ctggtgcgey
aacccgacgg
gaggagaagc
ttcacatcct
aatgtcgaac
cgaggcggtt
tttgttagea
aacccaccca
agcgatggoce
gttgaatgcc
aaggccgtcg
ctcctecgacg
acgctccact

aagttccacg

agcggaccgc
tcaaggcgygce
tgagattggc
gcaacccceea
Lcgagaacac
aggacgtcat
gtcacagcca
atggcttcece
gcacgctgct
aatatcctet
tagaggagga
ccaaggccega
gtgcctecgcet
tggtcgtcat
tcaagaagag
ttgcttctcet
actttgaact
ttatgctytyg
agaagggcga
tacacaagey
aggagcctca
aagccgocge
caacgggtgt
tccgcacaac

ccgagttcat

85

ttctgatcte
caagtatgct
caagggagac
Jcagctggat
cgcattgett
tgaccggget
gggagcacca
cgccaacccg
gaatgtcatc
gtacaccgcc
caaggcctygy
gggcactgag
cagcccocgag
cgccgacgad
actgcgccaa
gcacagtgtg
cgteggatte
ceceygceggty
gcccagttac
tgccctegee
gggcgccatg
tgccgaaggt
ttgcgtggtc
ctteccttgee

ggccaagtat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1506



Met

Ala

Asn

Ala

Phe

65

Gln

Thr

Asn

Ser

Ser

145

Gln

Leu

Pro

Cys

Glu

Ile

Ser

Val

Glu

50

Asp

Lys

Ala

Gln

Val

130

Val

Asp

Asn

Gln

Val

210

Ala

Thr

Asp

Lys

35

Glu

Ser

Pro

Leu

Asp

115

Gly

Ala

Leu

Val

Tyr

195

FPro

Ile

Glu

Leu

20

Ala

Tyr

Val

Ile

Leu

100

Val

Ala

Lys

Tyr

Ile

180

Pro

Tyr

Arg

Pro

Gly

Ala

Arg

Ile

Thr

85

Glu

Ile

Tvyr

FPhe

Leu

165

Cys

Leu

His

Gln

Thr

Pro

Lys

val

Phe

70

Phe

Lys

AsSp

Ser

Ile

150

Cys

Asn

Tyr

Leu

Ser

Met

Arg

Tyr

Arg

55

Ala

Phe

Pro

Arg

His

135

Glu

Ala

Gly

Thr

Glu

215

Leu

Thr

Arg

Ala

40

Leu

Asn

Arg

Glu

Ala

120

Ser

Glu

Gly

Pro

Ala

200

Glu

Val

ES 2591284 T3

Val

Leu

25

Val

Ala

Ile

Gln

Val

105

Lys

Gln

Arg

Ala

Thr

185

Thr

Asp

Arg

Pro

10

Arg

Arg

Lys

Gly

Val

90

Lys

Gly

Asp

Ser

170

Ala

Lys

Ala

Tyr

Ala

Gly

Gly

Asn

75

Leu

Arg

Leu

Ala

Gly

155

Ser

Gly

Ser

Ala

Lys

Thr

Asp

Glu

Asp

Pro

Ser

Ser

Leu

Pro

140

Phe

Gly

Val

Leu

Trp

220

Ala

86

Thr

Asn

Leu

45

Lys

Gln

Leun

Ser

Ala

125

Val

Fro

Val

Leu

Leu

205

Gly

Glu

Lys

Ile

30

Ala

Ser

Gln

Leu

Phe

110

Asp

Ile

Ala

Ser

val

1390

Asn

Thr

Gly

Arg

Asn

Val

Leu

Leu

Glu

a5

Gly

Ile

Arg

Asn

Thr

175

Pro

Ala

Asp

Thr

Thr

Pro

Lys

Pro

Asp

Asn

Tyr

Gln

Glu

Pro

160

Leu

Tle

Gln

Val

Glu



ES 2591284 T3

225 230 235 249

Val Arg A_a Ile Val Val Ile Asn Pro Gly Asn Prc Thr Gly Ala Ser
245 250 255

Leu Ser Pro Glu Asp Ile Lys Ser Val Leu Asp Ile Ala Ala Glu Glu
260 265 270

Lys Leu Val Val Ile Ala Asp Glu Val Tyr Gln Thr Asn Val Phe Val
275 280 285

Gly Glu Phe Thr Ssr Phe Lys Lys Arg Leu Arg Gln Leu Gln Gln Glu
290 295 300

Val Pro Gly Lys Tyr Asp Asn Val Glu Leu Ala Ser Leu His Ser Val
305 310 315 329

Ser Lys Gly Met Val Gly Glu Cys Gly His Arg Gly Gly Tyr Phe Glu
325 330 335

Leu Val G_vy Phe Asp Pro Leu Val Ala Ala Glu Ile Tyr Lys Phe Val
340 345 350

Ser Ila Met Leu Cys Pro Pro Val Ile Gly Cln Cys Leu Val Clu Leu
355 360 365

Met Val Asn Pro Pro Lys Iwys Gly Glu Pro Ser Tyr Glu Teun Tyr Gln
370 375 380

Lys Glu Tyr Azsn 5 Ile Ser Aszsp Gly Leu His Lys Arg Ala Leu Ala
385 390 395 409

L]
[ai

Leu Tyr GLu Ala Phe Lys Gln Met Glu Gly Val Glu Cys Gln Glu Pro

405 410 415

Gln Gly A.a Met Tyr Teu Phe Pro S8er Tle Thr Ten Pro Pro Tys Ala
420 425 430

Val Glu Ala Ala Ala Ala Glu Gly Arg Asn Ala Asp Glu Phe Tyr Cys
435 440 445

Leu Arg Leu L=u &sp Ala Thr Gly Val Cys Val Vel Pro Gly Ser Gly
450 455 460

Pre Gly GIn lLys Glu Asn Thr Leu His Phe Arg 'l'hr Thr Phe Leu Ala
465 470 475 487

Pro Gly Thr Asp Trp Val Glu Arg Ile Val Lys Phe His Ala Glu Phe
485 490 495

Met Ala Lys Tyr Lys
500

<210> 39
<211> 1497
<212> DNA

87



10

<213> Aspergillus oryzae

<400> 39
atggcgactc

tgcctgaacc
gagcttgetyg
coctttcocgaca
atcaccttct
gaagcacttc
ctcgcggatyg
caaagtatcg
ttctgctgcyg
ccccaggecg
ctcectgaatyg
gtgactgcca
attgtggtca
aatgttcttg
acgaacgttt
gagacaccag
atggtgggcg
gttcaggcce
tgtttgcecttg
cagaaggagt
gecctbccaac
cccaccatca
gatgagttct
ggcttcggce

gattgggttg

<210> 40
<211> 498
<212> PRT

agactacagt
ctgataacat
tcaaggccga
gtgtcatctt
tccgccaagt
gtacatcctt
tccagagcgt
ccaaattcat
ctggtgccte
gtgtcctegt
cgcaatgtgt
Ltccgtaacte
tcaacccecgg
accttgctge
tcgagggega
gcaagtatga
agtgtggcca
agatctacaa
agcttatggt
acaatggaat
agatggaggy
ctcteoccace
actgcecttgcg
agaaggagaa

aacggatcgt

<213> Aspergillus oryzae

<400> 40

gtcctacact
caacccccac
ggagtaccgc
tgccaacatc
actcagtctce
tttttatgaa
tggtgcttac
tgaggagcgt
gtctggcgtce
ccchtattecg
accctaccte
gttggcgcag
taaccctact
ggaggagaag
gttcatttcg
ttatgtggag
cegtggtgge
gcttgtgagc
gaacccacce
cagegaggga
cgttgagtgt
caaggccatt
tctecctecgac
cactctgcac

caagttccac

ES 2591284 T3

actacacgca
gtcacggagg
gtgaaactgg
ggcaatccce
ctcgagaacc
caagatgtcg
agtcacagcc
gatggattce
agcaccattc
caataccctc
ctcgaagagce
gecocoggtota
ggtgcctctt
cttgttgtta
ttcaagaaga
ttggtctctc
tactttgagce
atcggacttt
aaggagggcyg
ctgcacaagc
cagaaacchtc
gaggctgcca
gctaccggtyg
ttccgecacaa

tccgaattta

ccttgtecac
ccaagtatgc
ccaatggaga
aacagctcga
ctcaactgtt
ttgaccgggc
agggagcgcco
cggccaaccc
tcaatatcat
tttacactgc
aaaaggcttyg
ccggcactga
tgagcgecga
ttgcggacga
ggcttcgtca
ttcacagtgt
tggttggatt
gcccaccagt
aaggcagcta
gcgecctttgce
agggtgccat
aggctgagaa
tctgtgogttgt
ctttecctgge

tggccaagta

88

cceggcetegt
cgtccgtggt
caaatcgtta
ccagaaaccc
gaacaacacy
caagaagctc
tgtgatccge
tcaggatttg
ctgcaacggc
caccctttct
gggtaccgat
cgttcatteyg
ggatatcaag
ggtttaccag
gctgcaacag
gtctaaaggt
cgaccctgag
cattggacag
tgagctgtac
cttatacgag
gtatctcttc
ccgtgcecgee
ccectggetcee
ccctggecact

caaataa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1497



Met

Thr

Glu

Tyr

Val

65

Ile

Leu

Val

Ala

Lys

145

Phe

Ile

Ala

Pro

Ala

Arg

50

Ile

Thr

Az

Val

Tyr

130

Phe

Cys

Cys

Thr

Ala

Lys

35

Val

Phe

Phe

Azn

Asp

115

Ser

Ile

Cys

Asn

Gln

Arg

20

Tyr

Lys

Ala

Phe

Thr

100

Arg

His

Glu

Ala

Gly
180

Thr

Cys

Ala

Leu

Asn

Arg

85

Glu

Ala

Ser

Glu

Gly

165

Pro

Thr

Leu

Val

Ala

Ile

70

Gln

Ala

Lys

Gln

Arg

150

Ala

Gln

Val

Asn

Arg

Asn

55

Gly

Val

Leu

Lys

Gly

135

Asp

Ser

Ala

Ser

Pro

Gly

40

Gly

Asn

Leu

Arg

Leu

120

Ala

Gly

Ser

Gly

ES 2591284 T3

Tyr

Asp

25

Glu

Asp

Pro

Ser

Thr

105

Teu

Pro

Phe

Gly

Val
185

Thr

10

Asn

Leu

Lys

Gln

Leu

90

Ser

Ala

Val

Pro

Val

170

Leu

Thr

I1

0]

Ala

Ser

Gln

75

Leu

Phe

Asp

Ala
155

Ser

Val

Thr

Asn

Val

Leu

Glu

Phe

Val

Arg

140

Asn

Thr

Pro

89

Arg

FPro

Lys

a5

Fro

Asp

Asn

Tvr

Gln

125

Gln

Fro

Ile

Ile

Thr

His

30

Ala

Phe

Gln

Pro

Glu

110

Ser

Gln

Leu

Pro
190

Leu

Val

Glu

Asp

Lys

Gln

95

Gln

Val

Ile

Asp

Asn

175

Gln

Ser

Thr

Glu

Ser

Pro

80

Leu

Asp

Gly

Ala

Leu

160

Tle

Tyr



Pro

Tyr

Arg

225

Tle

Glu

Val

Ile

Lvs

305

Met

Pre

Leu

Pro

Asn

365

Mla

Met

Ala

Leu

Leu

210

Val

Asp

Il=

Ser

290

Tyr

val

Asp

Cys

Pro

370

Gly

Tyr

Lys

Tvr
195

Leu

Val

I_e

Phe

Asp

Gly

Pro

Pro
355

Ile

Leu

A

a

Thr

GClu

Tle

Lys

260

Bsp

Lys

Tyr

Glu

Glu

340

Pro

Glu

Gln

Phe
420

Glu

2la
Glu

2la

Asn
Glu
Lys
val
Cys
32

Val
Val
Gly

Glu

Pro

Asn

Thr

Gln

Gln

230

Pro

Val

Val

Arg

Glu

310

Gly

Gln

Ile

Glu

Gly

390

Glu

Thr

Arg

Leu

M
[}
w

Ala

Gly

Leu

Tvr

Leu

295

Leu

His

Ala

Gly

Gly

375

Leu

Gly

Ile

Ala

Ser
200

Ala

Arg

Asp

Sln

280

Arg

Val

Arg

z1n

Gln

360

Ser

Hisg

Val

Thr

Ala

Leu

Trp

Fro

Thr

Gln

Gly

Tyr

Lys

Glu

ry M
w e

Asp

ES 2591284 T3

Leu

GCly

Thr

Thr

250

Ala

Asn

Leu

Leu

Gly

330

Tyr

Leu

Glu

Arg

Cys

110

Pro

Glu

Asn

Thr

Gly

235

Gly

Ala

Val

Gln

His

315

Tyr

Lys

Leu

Leu

Ala

395

Gln

Pro

Phe

S
N B
oo

Thr

Ala

Glu

Phe

Gln

300

sSer

Phe

Len

Glu

Tyr

380

Phe

Lys

Tyr

90

Gln

205

Val

Asp

Ser

Glu

Glu

285

Glu

val

Glu

Val

Leu

365

Gln

Ala

Pro

Ala

Cya

Cys

Thr

Val

Lys
270

Glv

Thr

el

Ser

350

Met

_ys

Gln

Ile
430

Val

Ala

Arg S

Leu

Glu

Pro

Lys

val

335

Ile

Val

Glu

Tyr

Gly

115

Clu

Arg

Pro

Ile

ala

Val

Phe

Gly

Gly

3290

Gly

Gly

Asn

Tyr

Gla

4090

Ala

Ala



435

Leu Asp

450

Lys Glu

465

Aszp Trp

Tyr Lys

<210> 41
<211> 1542
<212> DNA

Ala

Asn

Val

Thr Gly

Thr Leu

Val

His

440

455

470

Glu Arg
485

Ile

<213> Cryptococcus neoformans

<400> 41

atgcccagac
atcaggtcat
aacccegoygy
aaatatgtcc
actgccaaca
cgacaaatta
aagcagattt
agtacgggtyg
tttattgaag
gcttectgecg
atccececatee
ctgccatact
agcgtggagg
ggaaacccta
tatgaggaag
gaacagcgac
gaaagtgtgg

aggagaggtyg

ttagcaacgt
tcagtcagac
ttcaggctgt
aagtccttge
tcggtaatce
Cttecettatt
accctggaga
cgtacactca
aacgcgacgyg
gtgttgctte
cccaatatecc
acctttctga
aaggcaagaa
ccggegeatyg
gtatcgtcct
cgttcatttc
aactggtatec

gatactttga

ctattgteccece
tatgtcacct
tcactatgct
cgatataact
ccaacaacaa
ggagtatccc
tgtgattgag
ttccaagggt
ttacccggeyg
gatccttggt
cctectatace
agcggacgac
gaagggtatce
tttgagccaa
ccltecgcagac
tttcaaaaag
tttccattcg

atgtgtcaac

Cys Val Val Pro

Phe Arg Thr Thr

Val Lys Phe His

ES 2591284 T3

Gly

Phe
475

Ser
4390

aaatcactct
ttcaaacccg
gtccgaggeyg
cacaagcctt
ggtcttgatc
gatctgatge
cgagecaggyg
gtgttggata
gaccctcaaa
gtcgcectee
gocacccteg
tggtcgatga
cccatcaagg
gaggcgatgg
gaggtttacc
gttttgatgg
atctcaaaag

attgataagyg

445

Ser
460

Leu

Glu

tacaacgtca
cgcttactct
agctcgecgat
tgcecgtttga
aagttcctct
agaaacatga
cgttacataa
tcagaaagag
atatcttcct
gcagaggtga
cttacctega
accacgattc
cgcttgtaat
aggeyggttgt
agatgaacgt
atatgcccaa
gtgttagtgg

atgtgatgga

91

Gly Fhe Gly Gln

Ala Pro Gly Thr

480

Phe Met Ala Lys

495

gaccatccaa
tgataccatc
caaggcggac
aaagatcgtc
cacttattgg
gcagttggcce
cgaaattgga
agtcgccaag
caccgccecggt
tggctgecatg
gtctgagcct
tttgctcaag
cattaaccce
gcatctcectgt
ctttgacccc
ggagatcagg
agaatgtgga

ccaggtttac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



aagatggcga
gtctccecete
atccaaaaca
ggtgtttctt
cccaaagcetyg
gatcttcttg
gggacgttcc
ttccaaaagt

<210> 42
<211> 480
<212> PRT

gtgtcacttt
cgaaacccgg
atctcaagtce
gcaacaatgc
tagaggcgge
atgcgaccgg
atttgcgagt

tcaacaagga

atgtccteec
agacgaatct
ccgatcatat
ggaaggagcce
gaagaaghttg
tatctgtgeg
gactgccctg

atttatggaa

<213> Cryptococcus neoformans

<400> 42
Met Pro
1

Arg Leu Ser Asn Val

5

Gln Thr

Ala

Pro

Ala
50

Tyr

Val
65

Leu

Thr Ala

Leu Thr

Met Gln

Ile Glu

130

Tyr Thr

Ile Gln

20

Ile

Leu Thr Leu

35

Val Arg Gly

Ala Asp Ile

Arg

Asp

Glu

Thr

Tyr

Ser Phe

Thr Tle

410

Leu Ala

55

His Lys

70

Asn Ile Gly

85

Tyr Trp

100

Arg

Lys His Glu

115

Arg Ala Arg

His Lys

Asn

Gln

Gln

Ala

Gly

Pro Gln

Ile

Ile

Ala
120

Leu

Leu His

135

Val Leu

ES 2591284 T3

gtctcaggcece
taccccttat
ctcatggcety
atgtacttgt
ggtaaggaac
gtggcaggca
tgtcceccgata

aagtatgcct

Pro
10

Cvys Lys

Ser Gln Thr

25

Asn Pro Ala

Ile Lys Ala

Pro
75

Pro

Gln Gly

Ser Leu

105

Lys Gln Ile

Asn Glu Ile

Gly Ile Arg

agatcggtgt
ggaaagaaga
agcatttcaa
tccocgaggat
cggatgtgat
gcggttttgg
ctgctgaatt

aa

Ser Leu

Leu

cgacctecatg
aaccgatctg
caaaatggaa
taatatccct
gtatgctttg
ccaagaaccyg

tatcggtcga

Gln
15

Arg

Met Pro Phe

30

Ser Lys

Val Gln

45

Zla Val His

Asp Lys Tyr Val Gln

Phe Glu Tle Val

80

Lys

Gln Val

95

Leu Asp Pro

Glu Pro Leu

110

Tyr Asp

Pro Val

125

Tyr Gly Asp

Gly Ser Thr Ala

140

Gly

Lys Arg Val Ala Lys

92

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1542



145

Phe

Leu

Leu

Tyr

3
M (b
wm e

Ser

Ile

Met

Ala

Phe

305

Glu

Gly

Lys A

Pro

Lys
385

Ile

Thr

Arg

Thr

210

val

Ile

Glu

Asp

290

Ile

S

0]

r

Glu

Pro
370

Pro

Glu

Ala

Ala

Glu

Glu

Asr

Ala

Glu

Ser

Val

Cys

Val

3558

Val

Gly

Glu

Gly

180

Gly

Thr

Ala

Glu

Pro

260

val

Val

Phe

Glu

Gly
340

Asp

ATg
165

Ala

eu

Asp

Gly

245

Gly

Val

Tyr

Vs

_eu

325

ATg

ASP

Gly

Glu

150

Asp

Gly

Ala

Asp

230

Lys

Asn

Gln

Lys

310

val

Arg

Gln

Gln

Ser
390

31ly

Ala

Cys

Tyr

215

Trp

Lys

Pro

Leu

Met

295

Val

Ser

Val

Ile
375

Ivr

Tyr

Gly

Met

200

Leu

Lys

Thr

Cys

280

Asn

Leu

Fhe

Gly

Tyr

360

Gly

Pro

Fro

Val

185

Ile

Gla

IMet

Gly

Gly

265

Tyr

Val

Tyr
345

Lys

Val

ES 2591284 T3

Pro

Ser

Asn

Ile

250

Glu

Phe

Asp

Ser

330

Phe

Met

Asp

1rp

155

2 Asp

Ser

Ile =

Glu

His

235

Pro

Cys

Clu

Asp

Met =

315

Tle

Glu

Ala

Leu

Lys
395

°ro

Ile

2re

220

Asp

Tle

Leu

Cly

Yo

300

Ser

Cys

Ser

Met

380

Glu

93

Gln

Gln
205

Leu

Lys

Ser

Tle

285

Glu

Lys

Lys

Val

Val

3€5

Val

Glu

Asn

Gly

190

Tyr

Pro

Leu

Ala

Gln

270

Val

Gln

Glu

Gly

Asn

350

Thr

Ihr

Ile

175

Val

Prc

Tyr

Leu

Leu

255

Glu

Leu

Arg

Ile

val

335

Tle

Leu

Pro

Asp

160

Phe

Rla

Leu

Tyr

Lys

240

Val

2la

Leu

Pro

Arg

320

Ser

AsD

Cys

Pro

Leu
400



Tle Gln
Asn Lys
Phe

Leu

Leu
450

Lys

Ala
465

Thr

<210> 43
<211> 1605
<212> DNA

Asn

Met

Pro

435

Gly

Gly

Leu
405

Asn

Glu Gly
420

Arg Ile

Glu

Lys

Ile Cys

Lys

Val

Asn

Pro

Ala

Ser Arg

Ser Cys

Ile Pro

440

Asp Val

455

Val Ala

470

<213> Dictyostelium discoideum

<400> 43

atgttcaaaa
tettcaacaa
aatataacta
caaaatgtaa
atttcacatc
attgtctatt
cgtcaagttg
atatatccag
acaggtgcct
atagagagac
tcagttggtyg
attccaattc
ttagggtacc
tccectacaatg
ggtaatccaa
ttagaaaaga

gagagtaaac

gaagtttaaa
ttattcaace
attttgaaaa
gaaatgcaca
aattacaaaa
gtaatattgg
tatcattagt
ccgatgttat
attccaatag
gtgatggaca
tacaacgtat
cacaatatcc
tattaaatga
atgcagtttc
ctggtcaatg
atgtagtatt

cattcatctc

agttttatta
actttcaaat
aatgacacat
atatgcagta
acaaaaaaca
taatccacaa
tgaatgtcca
ctcacgtgct
tcaaggtatt
taaatctgat
tttgaaactt
actctacagt
agagaaaggt
aaagggtatt
tttagataga
attggctgat

attcaaaaag

ES 2591284 T3

Ser Tyr Leu

410

Asn Asn Ala

425

Pro Lys Ala

Met Tyr Ala

Gly Gly

475

tcaaatccac
actactacaa
aaaaaatcta
cgtggtgaat
gaaggcacaa
caattgaaac
gatttattag
aaagagatat
ggtttagttt
ccatccgaaa
ttaattaaag
gocaccattg
tggtcactcg
aatccacgtg
gcaaatatgg
gaagtctatce

gttgtcaaag

Met Ala

Glu Gly

Glu

Ala

His Phe

415

Met Tyr

430

Val Glu

445

Leu Asp
460

Phe Gly

ccatcaacag
caacaataat
tgacaattga
tagttattcg
aaacattacc
aaaaaccatt
ataatccata
taggatcaat
taagatcagt
ttttccttac
atcgttcaga
aattatataa
agatctccea
cactcgttat
aagagattgt
aagagaatgt

atatgggtgy

94

Ala

Leu

Gln

Ala Lys

Leu Asp

Glu Pro

480

agtaaagccc
taataataat
taatatttgc
tgcagaagca
atttgaagag
aacttatttc
cgttgaaaag
taataataca
tgcagatttc
agatggtgca
cggtatctta
tggcagtcaa
attggagcat
catcaatcca
caagttbtgt
ttatgtcaaa

tgattatgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gatttagaga
cgtggtggtt
ctcgcatcaa
cgtccaccag
tatgaatctt
gtaacttgta
aaagctgtag
Ltactcgaag
acttggcatt
agaatcgctyg
<210> 44

<211> 534
<212> PRT

tggtttecatt
atatggaatt
ttggtttatg
ttgctggtga
taaaaaaacg
atccatcaga
aatatgcaaa
ccactggtat
ttagaactac

atttccatca

ccattcagtt
aaatggtgtc
tccaaatgtt
acaatcacat
tgcaaatctc
aggtgcaatg
ttcaattggt
ctgtgttgta
cttcttacct

atcatttatg

<213> Dictyostelium discoideum

<400> 44

ES 2591284 T3

agtaaaggtt
actcaagatg
attggtcaat
gatctctace
ttaacaaatg
tatgctttce
aaagcaccag
ccaggtagty
tctgaagaag

aataaatata

tcgttggtga
ttaaagctga
tggttgttga
ttaaagaaag
ctttaaataa
cacaaattcg
atgcttacta
gtttcggteca
caattgaagg

aataa

atgtggtaaa
aatttataaa
tttaatggtt
agataatatc
tcttgaaggt
tcttccaget
ttgtattcaa
aaaagatggt

tgtttgtaag

Met Phe
1

Arg Val

Thr Thr

Thr His

50

Asn Ala

65

Tle Ser

Pro Phe

Lys Gln

Lys Arg

Pro
20

Lys

Thr
35

Ile

Lys Lys

Gln Tyr

His Gln

Glu Glu

100

Lys Pro

115

Ser Leu Lys
5

Ser Ser Thr

Tle Asn Asn

Met Thr

55

Ser

Ala Vval

70

Arg

Leu Gln

85

Lys

Ile Val Tyr

Leu Thr Tyr

Val

Tle

Asn

49

Ile

Gly

Gln

Cys

Phe
120

Leu

Ile

25

Asn

Asp

Glu

Lys

Asn

105

Arg

Gln

Ile

Asn

Leu

Thr

90

Ile

Gln

Ser

FPrc

Thr

Ile

Val

75

Glu

Gly

Val

Azsn Pro

Ser

Leu

Fhe
45

Asn

Cys Gln

60

Ile Arg

Thr

Gly

Asn Pro

Val Ser

125

95

Pro

Asn

30

Glu

Asn

Ala

Lys

Gln

110

Leu

Ile

15

Thr

Lys

Val

Glu

Thr

95

Gln

Val

Asn

Thr

Met

Arg

Ala

80

Leu

Leu

Glu

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1605



Cys

Tkr

val

Glu

Lys

Gln

225

Leu

Gln

Arg

Asp

Val

305

Glu

Gly

Cly

Gly

Pro
130

Val

Gly

Leu

210

Tvr

Gly

Leu

Ala

Arg

290

Val

Ser

Phs=

Val

Asp

Ala

Asp

Phe

135

Leu

Pro

Tvr

G_u

Leu

275

Leu

Val
355

Thr

Leu

n
0]
et

Tyr

Fhe

180

Leu

Ile

Leu

His

260

Val

Asn

Leu

Pro

Ala

3410

Cly

Gln

Arg

Tle

Thr

Lys

Tyr

Sar

Mat

2la

Phe

3235

Clu

Rsp

Asp

Ala

150

Asn

Glu

Asp

Asp

Ser

230

Asn

Tyr

Ile

Glu

Asp

310

Ile

Lcu

Val

Asn
135

Arg

Gly

Arg

215

Ala

Glu G

Asn

Asn

Glu

295

Glu

Ser

Glu

3 Cly

Lys

Pro

Tyr

Ile

Gly

Arg AS

ala

200

Ser

Thr

Pro

280

Ile

Val

Phe

Mct

Ile

Lys

Val

Tyr

Lys

Val
345

s Arg

Glu

ES 2591284 T3

Val

Leu

Ile

170

Gly

Val

Gly

Glu

Gly
250

val 5

Lys

Gln

Lys

330

Scr

Cly

Ile

Glu

Cly

155

Gly

His

Gly

Ile L

Leu
235

Trp

Pro

Phe

Glu

315

Val

Phc

Cly

Tyr

Lys

140

ser

Leu

Lys

Val

sSer

Lys

Thr

Cys

300

Asn

Vel

Tyr

Lys

96

Ile

Val

Ser

Gln

205

Asn

Leu

Gly

Gly

285

Leu

Val

Lys

Scr

Met

365

Leu

Tyr

ASEP

190

Arg

Pro

Gly

Glu

lle

270

Gln

Glu

Tyr

ASP

Val

350

Clu

Ala

Pro

Arg

175

Fro

Ile

Ile

Ser

Ile

250

AsSn

Cys

Lys

Val

Met

335

Scr

Leu

Ala

Thr
169

Pro

Gln

247

Fro

Asn

Lys

3290

Gl

Ile



370

Gly Leu

385

Arg FPro

Arg Asp

2sn Ala

Ala Met

450

Tyr
465

Leu Leu

Gln Lys

Glu Ala

Phe Met

530

<210> 45
<211>1710
<212> DNA

Cys

Pro

Asn

Leu

435

Tyr

2la Asn

Glu

AsSp

Ile

515

Asn

Pro Asn

Val

375

Ile Gly

390

val Ala

405

Ile
420

Tyr
Asn Asn
Ala

Phe

Ser TIle

Gly

Glu

Leu

Pro

Gly

Glu Gln

Ser Leu

Glu Glvy

440

Gln
455

Ile

Lys Ala

470

Ala Thr

485

Gly Thr

500

Glu Gly

Lys Tyr

<213> Trypanosoma brucei

<400> 45
atggatatat

ctaaacatta
cgaaaacaga
ctgaagacct
tccaagggcy

agtgccgatgce

atttatttte
gtaagaagaa
atcctgaacc
cgacaatgaa
ttcacatcaa

gagccgacga

Gly

Trp

Val

Ile Cys

His Phe

Cys Lys

520

Lys

cgtttggttt
caaagccaag
cacaaaatca
aggtaaccay
cccacgcegta

aatcagggag

ES 2591284 T3

Gln Val

395

Leu

His
410

Ser Asp

Lys
425

Lys Arg

Val Thr Cys

Arg Leu Pro

Ala
475

Pro Asp

Val Val

490

Pro

Arg Thr Thr

505

Arg Ile Ala

atacagaacg
tcgagegtac
atttttgtgt
gaattttttc
aagaaggctce

gaaatccgtt

380

Val Asp

Leu

Tyr

Ala Asn

Leu

Leun

Leu

Met Val

400

Lys Glu

415

Leu Thr

430

Pro
445

Asn

Ala
460

Lys
Tyr Tyr
Ser

Gly

Phe Leu

Ala

Cys

Gly

Pro

Glu Gly

Val Glu

Ile Gln

480

Phe
495

Gly

S5er Glu

510

Phe
525

Asp

aggaaaagtg
aacacattgg
cgagatacgg
agaadggtyy
agtatgccgt

caggcacdgg

97

His

Gln Ser

tttggatttt
cgggttageg
agcacgatca
ggcccacgtt
gcgegggett

gaagtcgaag

60

120

180

240

300

360



ttctecttca
ccgcttacct
aacgccgteyg
cacatcggcce
atcgtcgegce
tcgattgtgc
ggcgatgaga
attgcattgt
ctgaacgttyg
ceccececgegtge
gtgatggagy
gtttaccagg
ctcgaacttc
aagggtatta
cctgagttag
ggtcagctta
cactacacqgg
gcaaaggaac
gocttteeccocea
aaggagggec
ggtabtgttg
acgacgatcc

cadggagggca

<210> 46
<211> 569
<212> PRT

acgaactggt
ttcaccgcca
tctotecgata
aacgtactygg
agtatgtgaa
ttacagacgg
aggacgctgt
tgggaggtac
gagagctcga
tecgteghgat
aggttgccaa
aaaatatcta
caccaccata
teggtgagty
tggagcaggt
tgacggcact
cagagtacag
tgaacaacat
ctattgagcect
gacagcttgc
tggtgceggy
tcccacccga

tttgggccaa

<213> Trypanosoma brucei

<400> 46

ttactgcaac
agtgatgtcg
tcecctetgat
cgcctacacyg
tgagcgtgac
cgcaagcact
gatgattccc
ccececgegatyg
ggcagtatac
taaccctggt
gttctgttgce
caccgcgace
caacaccgac
tggtcgcegt
gatgaaattg
gatgtgctcc
tggcattttt
ccgtggttte
ceccteoeccaay
gccggacgeg
ttcectggettt
agcgcatatg

gtatgcataa

ES 2591284 T3

attggcaacc
cttatcgatg
gectgtttcee
gactccgcag
gcctatgtaa
ggtgtgcgca
atcccgecagt
tattaccttc
aaagactgltyg
aaccctacag
gatcacggtyg
aagcggttityg
accgtgettg
ggtgggtact
tgctctatta
ccgccgaaac
gaaagcctta
aagtcccaat
tacgtgaagc
cgttgggcac
gggcageagce

gagegtgtgy

cccaagecct
ctccatttect
gtgcgcgtct
gctatgeeott
aaccgcttca
taatcttaca
atccgctgta
gtgagagcga
tggcgaacgyg
gtggcgtgtt
ttgtgctcat
agagttttcg
Lttccttgea
tcacactcac
acctctgcag
ctggcgatgce
agcgcecgtge
ctgttgaggg
acaacgatga
tggagcttct
ctgggacact

tgaaggctct

ggagcagaag
gcttgaggat
ctacttgggce
tgtacgtgac
ggaggcatcyg
gacgcttgtg
cacggcacag
aggctgggcg
aaacgcgacg
ggagcgcact
ggccgatgag
gaagattgtyg
ctececgtgteg
aaacgctceyg
caacgtcaac
gagcttcgac
tgacctgctt
cgccatgtac
gatgaactca
cgagagcacc
gcacttcecge

gcgeccagttc

Met Asp Ile Tyr Leu Phe Ser Val Trp Phe Ile GIln Asn Glu Glu Lys

1

5

10

15

Cys Leu Asp Phe Leu Asn Ile Ser Lys Lys Asn Lys Ala Lys Ser Ser

20

25

30

98

420

480

540

600

060

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

180

1710



Val

Lys

Thr

65

Ser

Val

Arg

Cvys

His

145

Asn

Leu

Ala

Arg

Thr

225

Gly

Tyr

Gln

Ser

50

Met

Lys

Arg

Ser

Asn

130

Arg

Ala

Tyr

Gly

AsSp

210

Asp

Asp

Thr

His

35

Ile

Lys

Gly

Gly

Gly

115

Ile

Gln

val

Leu

Tyr

185

Ala

Gly

Glu

Ala

Ile

Fhe

Gly

val

Leu

100

Thr

Gly

val

Val

Gly

180

Ala

Tyr

Ala

Lys

Gln
260

Gly

Val

Asn

His

85

Val

Gly

Asn

Met

Ser

165

His

Phe

val

Ser

Asp

245

Ile

Gly

Ser

Gln

70

Ile

Pro

Lys

Pro

Ser

150

Arg

Ile

Val

Lys

Thr

230

Ala

Ala

Leu

Arg

55

Glu

Asn

Met

Ser

Gln

135

Leu

Tyr

Gly

Aryg

Pro

215

Gly

Val

Leu

Ala

40

Tyr

Phe

Pro

Arg

Lys

120

2la

Ile

Pro

Gln

Asp

200

Leu

val

Met

Leu

ES 2591284 T3

Arg

Gly

Phe

Arg

Ala

105

Phe

Leu

Asp

Ser

Arg

185

Ile

Gln

Arg

Ile

Gly
265

Lys

Ala

Gln

Val

90

Asp

Ser

Glu

Ala

AsSp

170

Thr

Val

Glu

Ile

Pro

250

Gly

Gln

Arg

Lys

75

Lys

Glu

Phe

Gln

Pro

155

Ala

Gly

Ala

Ala

Ile

235

Ile

Thr

Aszsn

Ser

60

Gly

Lys

Ile

Asn

Lys

140

Phe

val

Ala

Gln

Ser

220

Leun

Pro

Pro

99

Pro

45

Leu

Gly

Ala

Arg

Glu

125

Pro

Leu

Ser

Tyr

Tyr

203

Ser

Gln

Gln

Ala

Glu

Lys

Ala

Gln

Glu

110

Leu

Leu

Leu

Arg

Thr

130

Val

Ile

Thr

Tyr

Met
270

Pro

Thr

His

Tyr

95

Glu

val

Thr

Glu

Ala

175

Asp

Asn

Val

Leu

Pro

255

Tyr

Thr

Ser

Val

80

Ala

Ile

Tyr

Phe

Asp

160

Arg

Ser

Glu

Leu

val

240

Leu

Tyr



Leu

Val

Val

305

val

Met

Ple

Tkr

Glv

3650

Pro

Tle

Asn

465

Mla

Glu

Ala

Arg

Tyr

290

Val

Met

Ala

Glu

Asp

370

Glu

Glu

Asn

Pro

Phs

450

Asn

Met

Leu

Asp

Ser

355

Thr

Leu

Val

Pro

Agn

Glu

Azsn

Glu

Glu

340

Phe

val

Gly

val

Asn

420

Asp

Ser

Arg

Thr

Glu

Pro

Val

325

Val

Arg

Leu

ATrg

Glu

405

Gly

Ala

Gly

Ilc
185

Gly

Val

Gly

310

Ala

Tyr

Lys

Val

Arg

390

Gln

Gln

Ser

Lys

Phe

470

Glu

Glu

Glu

Trp

Ala

295

Lys

Gln

Ser

375

Gly

val

Leu

Fhe

Arg

455

Lys

Lcu

Cly

Ala

280

Pro

Fhe

Glu

Val

360

Leu

Met

Met

Bsp

440

Arg

Sar

Pro

Arg

Thr

Leu A

Gly

Thr

Cys

Asn

345

Leu

His

Tyr

Lys

Thr

425

His

Gln

Pro

Cln

505

Gly

ES 2591284 T3

Gly

Cys

330

Ile

Glu

Ser

Phe

Leu

410

Ala

Tyr

Asp

Ser

Lys

190

Leu

Ile

Val

Ala

Gly

315

Asp

Tyr

Leu

val

Thr

395

Cys

Leu

Thr

Leu

Val

475

Tyr

Ala

val

Gly

Thr

300

Vel

His

Thr

Ser

380

Leu

Ser

Met

Ala

Leu

£60

Glu

Val

Pro

vel

Glu

285

Pro

Leu

Gly

Ala

Pro

365

Lys

Thr

11s

Glu
445

Ala

Gly

val

100

Zeu

Arg

Glu

Val

Thr

350

Pro

Gly

Asn

Ser

430

Tyr

_ys

Ala

His

Ala A

510

Pro

Glu

Val

Arg

Val

335

Lys

Tyr

Ile

Ala

Leu

415

Pro

Ser

Glu

Met

Gly

Ala

Arg

Asn

Ile

Fro

400

Cys

Pro

Gly

Trp



515

Gly Phe
530

Pro Pro
545

Gln Glu

<210> 47
<211> 1494
<212> DNA

Gly Gln Gln Pro

Glu Ala His Met

520

535

550

Gly Ile Trp Ala

565

<213> Leishmania major

<400> 47
atgctgcgece

atggaggcegg
gacttggcta
aacccgecagt
gatgcgcegt
gcacgcgcge
ttcecggcttce
gtgagcecegyg
aagctgttcc
cagtatccgce
ctgcacgagt
tgcgtgaccyg
acggggaacy
ggcatgctgc
tttttgagect
cttgtgtcac
tatttctgca
atcaacctgt
cgcgagggeyg
atgaaggagc
caaccggtygg
cagcggaacg
gegetggage
gaacccggga

atggtgcgtg

acgctgectcg
aatacgccgt
caggccacgg
cagtggggca
tcctgctgga
gcaggtacct
ggtttgcececog
ctgcgacggt
tgcagctcct
tatactctge
ctgaggggtyg
agagcggcgc
tactggagcyg
tgcttgcaga
tccgegaggt
tgcactcgac
tgacgaacct
gtgcaaacgt
aagcgagcta
gcocgctgagcet
agggcgcaat
aggagctgaa
tgctggagte
cgctgcactt

cgatccgcga

ttgcttttca
gcgggggcetg
cacctactcg
gatgccgceta
ggatgcggaa
ttcggagatc
cgcetgecegtt
gaacgatatc
tgtgggcgge
gcagattget
ggtaatgaag
gacgccgegce
ctgcgtgaty
cgaggtgtac
tgtgcttggg
atcgaaaggyg
gcctgcectgeg
gaacgggcag
cgcgctgcac
gctggogege
gtacgcgttce
cgcgaaggag
gagcgggatce
tcggatcacy

gttccaggac

ES 2591284 T3

555

Lys Tyr &Ala

ccaaggcaat
atcccggegce
ttcgaaagcc
acgttctacce
atcgttgcge
gggacgggca
gecggegeaca
tgtctgacag
gcgagcgabtg
ttacttggeg
ttgtcggacce
ttgtttgtgt
gaggacgteyg
caggagaacyg
atgcctgage
gtgattggty
ctgcgccage
ttgatgactg
cggcgcgadgt
gagcttgggg
ccgagaattyg
ggtcggcage
gttgttgtge
attctccege

cggatctacg

525

540

gctacgtaag
gcgecggatga
tcgtgtactg
gacaagtgat
ggctgccaga
ccggcegegta
tcaacgagcet
acggcgegayg
ctgtgatgat
gggtgaaggt
ttgttgeccgce
gcatcaaccc
tgcggttctyg
tgtacgacac
cgtactgcte
aatgcgggey
aggttgtgaa
cgctgatgtg
acgacgagat
ctagtygcgegy
tgttgcectga
ttgcgctgga
cegggtetyy
ctcttgaaca
agcagtacgc

101

Gly Thr Leu His Phe Arg Thr Thr Ile Leu

Glu Arg Val Val Lys Ala Leu Arg Gln Phe

560

ccetecgegte
gatcaaggcg
caacatcggc
ggtgctcgte
ggacgcegtt
cacagagtct
cgaccatgge
catgggtgcyg
cceggttceg
gccctacgge
gtacgagcgg
cgggaacccg
ccacgagcedo
gcgacgcocgg
Jggagacgdatyg
gcgeggcegag
gctgtgcteg
ctcgccgccg
ctttacgggce
gctctecgtge
gcggtacgce
cgegeggtyg
gttcgggcag
gattgatcgg

ttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1424



<210> 48

<211> 497

<212> PRT

<213> Leishmania major

<400> 48
Met Leu Arg His Ala
1 5

Ser Pro Arg Val Met
20

Ala Arg Ala Asp Glu
35

Tyr Ser Phe Glu Ser
50

Val Gly Gln Met Pro
63

Asp Ala Pro Phe Leu
85

Glu Asp Ala Val Ala
100

Gly Thr Gly Ala Tyr
115

Ala Val Ala Ala His
130

Ala Thr Val Asn Asp
145

Lys Leu Phe Leu Gln
165

Ala

Glu

Ile

Leu

Leu

70

Leu

Arg

Thr

Ile

Ile

150

Leu

Arg

Ala

Lys

Val

55

Thr

Glu

ala

Glu

Asn

135

Cys

Leu

Cvs

Glu

Ala

40

Tyr

Fhe

Asp

Arg

Ser

120

Glu

Leu

Val

ES 2591284 T3

Phe

Tyr

25

Asp

Cys

Tyr

Ala

Arg

105

Phe

Leu

Thr

Gly

Ala

Asn

Arg

Glu

S0

Tyr

Gly

Asp

Asp

Gly
170

Pro

Val

Ala

Ile

Gln

75

Ile

Leu

Phe

His

Gly

155

Ala

Arg

Arg

Thr

Gly

Val

Val

Ser

Arg

Gly

140

Ala

Ser

102

Gln

Gly

Gly

45

Asn

Met

Ala

Glu

Phe

125

Val

Ser

Asp

Cys

Leu

30

His

Pro

Val

Arg

Ile

110

Ala

Ser

Met

Ala

Tyr

15

Ile

Gly

Gln

Leu

Leu

95

Gly

Arg

Pro

Gly

Val
175

Val

Pro

Thr

Ser

Val

80

Pro

Thr

Ala

2Ala

Ala

160

Met



Ile

Gly

Met

Ser

225

Thr

Cys

Asn

Leu

His

305

Tyr

Lys

Thr

Leu

2la

385

Gln

Pro

Gly

Lys

210

Gly

Gly

His

Val

Gly

280

Ser

Phe

Leu

Ala

His

370

Glu

Pro

Val

Val

195

Leu

Ala

Asn

Glu

Tyr

275

Met

Thr

Cys

Cys

Leu

355

Arg

Leu

Val

Pro
180

Lys

Thr

Val

Arg

260

Asp

Fro

Met

Ser

340

Met

Arg

Leu

Glu

Gln Tyr

Val Pro

Asp Leu

Pro Arg
230

Leu Glu
245

Gly Met

Thr Arg

Glu Pro

Lys Gly
310

Thr Asn
325

Ile Asn

Cys Ser

Glu Tyr

Ala Arg

390

Gly Ala
405

Pro

Tyr

Val

215

Leu

Arg

Leu

Arg

Tyr

295

Val

Leu

Leu

Pro

Glu

Met

Leu

Gly

200

Ala

Phe

Cys

Leu

Arg

280

Cvs

Ile

Pro

Cys

Pro

360

Glu

Leu

Tvr

ES 2591284 T3

Tyr

185

Leu

Ala

vVal

Val

Leu

265

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

345

Arg

Ile

Gly

Ala

Ser

His

Tyr

Cys

Met

250

Ala

Leu

Glu

Glu

Ala

330

Asn

Glu

Phe

Ala

Phe
410

Ala

Glu

Glu

Ile

235

Glu

Asp

Ser

Thr

Cvys

315

Leu

Val

Gly

Thr

Val

395

Pro

Gln

Arg

220

Asn

Asp

Glu

Phe

Met

300

Gly

Arg

Asn

Glu

Gly

380

Arg

Arg

103

Ile

Glu

205

Cvs

Pro

Val

Val

Arg

285

Leu

Arg

Gln

Gly

Ala

365

Met

Gly

Ile

Ala

190

Gly

Val

Gly

Val

Tyr

270

Glu

val

Arg

Gln

Gln

350

Ser

Lys

Leu

Val

Leu

Trp

Thr

Asn

Arg

255

Gln

Val

Ser

Gly

vVal

335

Leu

Tyr

Glu

Ser

Leu
415

Leu

Val

Glu

Pro

240

Phe

Glu

Val

Leu

Gly

320

val

Met

ala

Arg

Cys

400

Pro



Glu Arg

Gln Teu

Ile
450

Gly

Leu His

465

Met Val

Ala

<210> 49
<211> 1455
<212> DNA

Tyr

Ala

435

val

Phe

Arg

Ala
420

Gln
Leu Asp
val

val

Arg Ile

Arg

Ala

Pro

Thr

Asn Glu

Arg Trp

440

Gly Ser

455

Ile Leu

470

Ala Ile

485

Arg

Glu Phe

<213> Entamoeba histolytica

<400> 49

atgaaagcat
agaggaaaat
aaaggaaaaa
cagatatgta
cctgagettt
attattaata
attcaattca
cctgatgacg
ttgatttcac
gcttcaatat
tggtcaacag
caagtgaaag
caaaatatga
gaagtatatc
aagtcaatga

aaaggatttt

tttcaagaca
tagtattaga
ataatcctta
accaacagcc
taaatcatac
gtecttggttg
gaaaatcaat
tatttataac
atcctcttca
ctcaatteygy
atatgacatc
gatttgtttg
aagaaattat
aagagaatat
gggatgaggt

atggtgaatg

aagtattaat
ggcaaatgag
tccatttgag
attaacatat
aacccttttt
tactggaaca
ttgtaaattt
cgatggagca
tggaattatg
aggttttcaa
cgtaagaaaa
tattaaccca
agaattttgc
ctacggtgaa
Jaaaaatagt

tggaaagcga

ES 2591284 T3

Glu
425

Asn

Leu Glu

Gly Fhe Gly

Leu
475

Pro Pro

Gln Asp

490

Arg

ccttgtatca
attcaaaaag
aaagtagttt
ccaaggcadga
ccgaaagatg
agtggtgcat
ataaaacata
tctactggaa
attcctattc
attaattact
gtttatgaac
ggtaatccaa
tatgaaaaaa
ataccattta
gttgagctaa

ggtggatatt

Ala Lys

Glu

Gly Arg

430

Leu
445

Leu

Gln
460

Glu

Glu Gln

Ile Tyr

ttgcaactca
aaattgaaga
attgtaatat
ttatctcaat
ttatcaccca
atactaattc
gagatggaac
taaaaatgat
cacaataccc
ttctagatga
aagcggttga
ctggacaagt
aaatttgttt
catcattcag
tctecattttt

tccagataga

104

Glu

Pro

Ile

Glu

Ser Ser

Gly Thr

Lsp Arg

480

Gln
495

Tyr

atatgctgtt
agcaagaaaa
tggtaatcca
agttgaatat
tgctaaaaaa
tatgggagtt
tgcteccatee
tttaaatatg
attatacagt
atcaaaaaaa
aaaaggtatt
tcttacagte
attagctgat
aaaggtattg
tagtgtttca

aaatattaat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260



tcatttgcte gttctcagat gtataaaata

ggtcaagaga tggttgaaalt aatttgcaac

aaatacatga atgaaaaaat gtctatttta

tattctgttc taaatgagtg tgaaggaatt

cttttcccaa agattacatt cccaaacaaa

aaaccagatg aattgtattg tttaaggatg

ggatctggtt ttggtcaaaa agataatacg

Jaaaatgaaa Lacagaatat tgccgtcaaa

gactattgtc actaa

<210> 50

<211> 484

<212> PRT

<213> Entamoeba histolytica

<400> 50

Met Lys Ala Phe Ser Arg Gln Ser

1 5

Gln Tyr Ala Val Arg Gly Lys Leu

20

Lys Glu Ile Glu Glu Ala Arg Lys
35 40

Phe Glu Lys Val Val Tyr Cys Asn

50 55

Gln Gln Pro Leu Thr Tyr Pro Arg

65 70

Pro Glu Leu Leu Asn His Thr Thr

85
Hiz Ala Lys Lys Ile Ile Asn Ser
100

Ala Tyr Thr Asn Ser Met Gly Val
115 120

Lys Phe Ile Lys His Arg Asp Gly

130 135

ES 2591284 T3

gcatctacca
ccaccaaaag
aactctttga
tcttgtaatg
tatattgatg
ttaaaaagta
tatcatttta

ataaaaactt

Ile Asn Pro

10

val Glu

25

Leu

Lys Gly Lys

Ile Gly Asn

Gln Ile Ile

75

Phe
90

Leu Pro

Leu
105

Gly Cys

Ile Gln

Thr Ala Pro

atttatgttc
aaggtgatga
aaagaaaagc
aagctatggy
agtgtaaaag
taggggtgtyg
gaattgccat

ttcatacatc

Cys Ile

Ala

Asn

Asn
a5

Asn

Pro Gln

60

Ile
Lys

Asp

Thr Gly

Ile

Glu

30

Pro

Ile

Val

Val

Thr

aaatgtagtt
atcttatcca
caagttactc
tgctctttat
aaaggatcaa
tgttgttcca
tctaccacca

Ltttatgaag

Ala Thr

15

Ile Gln

Tyr Pro

Cys Asn

Glu Tyr

80

Ile Thr

95

Ser Gly

110

Arg Lys

125

Ser Fro

140

105

Ser

Asp

Ile Cys

Asp Val

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1455



Phe

145

Leun

Pro

Tyr

Arg

Fhe

225

Gln

Leu

Phe

Asn

Gly

305

Ser

Ser

Lys

Ile

Ile

Ile

Leu

Phe

Lys

210

Val

Asn

Leu

Thr

Ser

290

Glu

Phe

Asn

Glu

Leu
370

Thr

Ser

Tyr

Leu

195

Val

Cys

Met

Ala

Ser

275

Val

Cys

Ala

val

Gly

355

Asn

Asp

His

Ser

180

Asp

Tyr

Ile

Lys

Asp

260

Phe

Glu

Gly

Arg

val

340

Asp

Gly

Pro

165

Ala

Glu

Glu

Asn

Glu

245

Glu

Arg

Leun

Lys

Ser

325

Gly

Glu

Leu

Ala

150

Leu

Ser

Ser

Gln

Pro

230

Ile

Val

Lys

Ile

Arg

310

Gln

Gln

Ser

Lys

Ser

His

Tle

Lys

Ala

215

Gly

Ile

Tyr

Wal

Ser

295

Gly

Met

Glu

Tyr

Arg
375

Thr

Gly

Ser

Lys

200

Val

Asn

Glu

Gln

Leu

280

Phe

Gly

Tyr

Met

Pro

360

Lys

ES 2591284 T3

Gly

Ile

Gln

185

Trp

Glu

Pro

Phe

Glu

265

Lys

Phe

Tyr

Lys

val

345

Lys

Ala

Ile

Met

170

Phe

Ser

Lys

Thr

Cvs

250

Asn

Ser

Ser

Phe

Ile

330

Glu

Tyr

Lys

Lys

155

Ile

Gly

Thr

Gly

Gly

235

Tyr

Ile

Met

Val

Gln

315

Ala

Ile

Met

Leu

Met

Pro

Gly

Asp

Ile

220

Gln

Glu

Tyr

Arg

Ser

300

Ile

Ile

Asn

Leu
380

106

Ile

Ile

Phe

Met

205

Gln

Val

Lys

Gly

Asp

285

Lys

Glu

Thr

Cys

Glu

365

Tyr

Pro

Gln

190

Thr

Val

Leu

Lys

Glu

270

Glu

Gly

Asn

Asn

Asn

350

Lys

Asn

Gln

175

Ile

Ser

Lys

Thr

Ile

255

Ile

Val

Phe

Ile

Leu

335

Pro

Met

Val

Met

160

Tvyr

Asn

Val

Gly

val

240

Cys

Pro

Lys

Tyr

Asn

320

Cys

Pro

Sexr

Leu



Asn Glu

385

Leu Phe

Arg Lys
Ile

Ser

Thr
450

Asn

Gln
465

Asn

Asp Tyr

<210> 51
<211> 1452
<212> DNA

<213> Entamoeba histolytica

<400> 51
atgagatcat

cgtggtaaaa
gaaggtaaac
caattattaa
cctectetta
attattaaag
gocttatgtta
ccagaagata
atgctttcac
gcttgtatte
tggttaccag
aaaattaaqgg

gacactataa

Cys

Pro

Asp

Gly

435

Tvyr

Ile

Cys

Glu Gly

Ile

Ser Cys

390

Ile
405

Lys

Gln
420

Lys
Val Cvs
Phe

His

Ala val

Thr

Pro

Val

Arg

Lys

Phe Pro

Asp Glu

Val Pro

440

Ile
455

Ala

Ile Lys

470

His

tecgectagtga
ttgctattgt
caaatcctta
atcaaaaacc
cagaacatcc
ctactggttg
Jacaaacaat
tttatttaac
atccacttca
aacaattagg
acattaatga
cattagttgt

aagaaattat

aaatattagt
ttcagaagaa
tccatttgaa
attaactttt
agaacttttc
taatggaaca
tgcacgtttc
tgatggtgct
tggtattaty
aggaaaaaca
tattaaggaa
tattaatcca

tagattctgt

ES 2591284 T3

Glu Ala

395

Asn

Asn Lys

410

Tyr

Leu
425

Tyr Cys

Gly Gly

Ile Pro

Thr His

475

FPhe

ccagatgtag
attgataatyg
aaagttgtta
gttagagaaa
catgctgatg
actggtgctt
ttagaagaaa
tctattgcta
attccaaatce
tgtcattata
caatatgaaa
ggaaatccat

aacgaaaaga

Met Gly

Ile

Asp

Leu Arg

Ala

Glu

Met

Leu Tyr

400

Cvys
415

Lys

Leu Lys

430

Phe Gly

445

Pro Glu

460

Thr Ser

ttgcattcca
ctattaaaaa
aatgtaatag
ttacttctat
ctgttgctcg
actcaccatc
gagataatgt
ttaagattgt
cacaatatce
atttaaacga
aatatcagaa
gtggagaagt

agatttgttt

107

Gln

Asn

Phe

Lys Asp

Glu Ile

Met Lys

480

atttgctgta
agcaaaagca
tggtaatcct
ggtagaatat
tgctaaagaa
taaaggtctt
tccaatgtce
tatgcaatta
attatatggt
agataattat
tgaaggaatt
tttaccagtt

aatggctgat

60

120

180

240

300

300

420

480

540

600

660

720

780



gaagtatatc
gctacaatgg
aaaggattct
gaatttgctce
ggacaagttg
ttatttaaac
tgtgatattt
ctttteccecaa
gatccaaaty
gggtctggat
gaaaatgaaa
caatacaagt

<210> 52
<211> 483
<212> PRT

aagaaaatat
aaccagaaat
atggagaatg
gtttaatgat
taatgtctat
aagaaagaga
tcaataagtg
gaattacatt
aaacatattyg
ttggtcagaa
ttgaagaagt

aa

ttggactgat
tgcacatgga
tggtaagaga
gtataaaatt
aatttgtaat
tgaaatcctt
tgaaggtatyg
accagaaaaa
tattgaaaty
aaagggtaca

tggaaaaaqga

<213> Entamoeba histolytica

<400> 52
Met Arg
1

Gln Phe

Asn Ala

Phe Glu

50

Gln
65

Lys

Pro

Pro

Arg Ala

Ala Tyr

Ala

Ile

35

Lys

Pro

Leu

Lys

Ser

Ser Phe Ala Ser

5

val
20

Arg
Lys Lys
Val

Val

Thr

Gly

Ala

Lys

Phe

Glu Asn

Ile

Lys

Ala
40

Lys

Cys Asn

55

Val Arg

70

Thr Glu

85

Glu
100

Ile

Pro Ser

His

Ile

Lys

Pro Glu

&la

Lys

Gly Leu

ES 2591284 T3

gttccattca
cttgaattaa
ggaggaatgt
atttctacta
cttccaaaag
ggctctttaa
tcttgtaata
ttcataaaag
ttaaaaaaga
tatcatttta

attcaagtat

Ile Ser Pro

10

Ala
25

Ile Val

Glu Gly Lys

Ser Gly Asn

Thr
75

Glu Ile

Phe
90

Leu His

Thr
105

Gly Cys

Ala Tyr Val

actcatttag
tttctttcca
ttgcatgtac
ctttatgttc
aaggagaccc
aacgtaaagc
gagctgctygy
aatgtcatga
ctggaattge
gaattgecttt

tccataattc

Asp Val

Ser Glu

Asn
45

Pro

Pro Gln

60

Met
Ala

Asp

Asn Gly

Val

Glu

30

Pro

val

Rla

Thr

aaaaattctt

ttctatttca

caatattcca

taatgttgta

atcctatcca

agaatattta

agctatgtat

aagacatgaa

tgttgtaaaa

gttaccacca

ttttattcaa

Ala
15

Fhe

Ile Asp

Tyr Pro

Leu Asn

Glu Tyr

80

Val
95

Ala

Thr Gly

110

Arg Gln

108

Thr

Tle Ala

840

200

260

1020

1080

114Q

1200

1260

1320

1380

1440

1452



Arg

Tyr

145

Met

Pro

Lys

Leu

225

Teu

Phe

His

Gly

305

Glu

Ser

Lys

Phe
130

Lzu

Asn

Glu

210

Val

Thr

M=t

Bsn

Gly

290

Glu

Asn

Glu

15

Leuw

"hr

Ser

~yr

Levu

295

Glr

Val

Zle

Ala

RS RE o]
~1 4D
[0 e

Leu

Cys

Ala

Val

Gly
355

Glu

Asp

Hig

Gly

180

Asn

Tyr

Ile A

Azp
260

Phe

Glu

Gly T

Arg

Val
340

Asp

Glu

Gly

Pro

165

Glu

Glu

Glu

245

Glu

Arg

_eu

eu

325

Gly

Pro

Arg

Ala

150

Leu

Cys

Asp

Lys

Pro

230

Tle

Val

Lys

Tle

Arg

310

Met

Gln

Asp

135

Ser

His

Ile

Asn

Tyr
215

Tyr

Ile

Ser

295

Met

Val

Ivr

120

Asn

Ile

Gly

Gln

Tyr

200

Gln

Arg

GIn

Leu

280

Fhe

Gly

Tyr

Val

Pro
360

Val

Ala

Ile

Gln

185

Trp

Asn

Pro

Phe

Gla

265

Ala

His

Met.

Lys

Met
345

ES 2591284 T3

Pro

Ile

Met

170

Leu

Leu

Glu

Cys

Cys

250

Asn

Thr

Ser

Phe

Tle

330

Ser

Phe

Met.

Lys
155

Ile =

Gly

Pro

Gly

Gly

235

Tle

Met

Tle

Ala

315

Tle

Ile

Lys

Ser
140

Ile

Gly

Asp

Tle

220

Glu

Clu

Tre

Glu

Ser
300

Cys

Ser

Ile

Gln

125

Pro

Val

Asn

Lys

Ile

205

Lys

Val

Thr

Thr

Thr

Cys

Glu
3e5

109

GLlu

Pro

Thr

190

Asn

Ile

Leu

Asp
270

o Glu

Gly

Asn

Thr

Asn

350

Arg

ASp

-~ Gln

Gln

175

Cys

Asp

Lys

Prc

Ile

255

val

Ile

Phe

Tle

Leu

335

Leu

Asp

Ile

Leu

160

Tyr

His

Ile

Ala

Val

240

Pro

Ala

Tyyr

Pro

320

Cys

Pro



Ile Leu

370

Asn
385

Lys

Leu Phe

Glu Arg

Lys Thr

Gly Thr

450

Glu
165

Glu

Gln Tyr
<210> 53
<211> 1482
<212> DNA

Gly

Cys

Pro

His

Glvy

435

Tyr

Val

Lys

Leu

Glu Gly

Lys

Met

Arg
375

Lys

Ser Cys

390

Ile
405

Arg

Glu
420

Asp

Ile Ala

Fhe

His

Gly Lys

Thr

Pro

Val

Arg

Arg

Leu Pro

Asn Glu

Val Lys

440

Ile
455

Ala

Ile Gln

470

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 53
atgtctgggt

gtgcgtggga
gggaaggcca
ctggaacaga
ctgctggaga
gagtatcttc
tttgtcegtyg
gtggacgcat
caggttetey
tacacggcgc

gataactggyg

cacgaaagga
tgctccccat
agtacccctt
agccgctgac
acgagaaggt
gccacatecgg
acatcgtggc
cctectatttt
tgggtgacye
agcttacgct

cactgaacgt

aattcgcatc
gcgtgcggac
ctccagcatt
gttettcecegg
tacgtcgcag
cgatcgcacyg
gcggcaaatc
tctgacggac
gagtgatgcy
tcttggcgge

ggaggagcty

ES 2591284 T3

Ala Glu Tyr

Ala
395

Asn Arg

Glu Lys Phe

410

Thr
425

Tyr Cys

Gly Gly
Fro

Leu

His
475

Val Phe

aacccocecgtyg
gagatcaggg
gtgtactgca
caggtgatgt
ttceceggegg
ggcgectaca
aatgaacgcg
ggcgcgagct
gtgatggtte
acgcccgcga

gegteggtgt

Leu
380

Cys
Ala Gly
Ile

Lys

Ile Glu

Asp

Ala

Glu

Met

Tle Phe

Met Tyr

400

Cys His

4153

Leu Lys

430

Phe Gly

445

Pro Glu

460

Zsn Ser

tggtggcgge
cggcecctgge
acattgggaa
cgctgattga
atgcggtggce
cggactcetge
accacgagat
cgggegtgey
ccattcegca
tgtactacct

acgacgagty

110

Gln

Asn

Fhe

Lys Lys

Glu Ile

Ile Gln

480

agagtatgcg
gacaccggag
ccogcaggca
cgecgecgtte
gcgtgcgagy
gggctacgcc
aaagccgctg
tcttttgctg
gtacccegety
gtgtgagaag

cgtggcgaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



aataatgcga
ctggatcgeg
atggcggacy
cgggaagtgy
cactcgacgt
acaaacttcc
agcagcgtga
Jogagctaty
gecctgetyge
ggggcgatgt
gagctgaacg
ctggagagca
ctgcacttcc
atgcgcacat
<210> 54

<211> 493
<212> PRT

cccecgegcegt
acgtgatgga
aggtgtacca
tgcttgggcet
cgaagggcat
ccgcgeccggt
atgggcagtt
agtcatactyg
ttgcgaagga
acgcgtttec
cgaaggaggg
gcggggttgt
gcacgacgat

tccaggagag

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 54
Met Ser
1

Ala Glu

Arg Ala

35

Ile
50

Ser

Pro Leu

65

Leu Leu

Gly Ser

Tvr

Ala

Val

Thr

Glu

5

Ala
20

Val Ar

ala

Tyr Cys As

FPhe Phe

70

Glu
85

Asn

Arg Lys

Thr

Arg

Lys

gctegttgtg
ggccgtggeg
ggagaacgtg
gecggegecyg
cattggtgag
tecgggageag
gatgacggca
ggcggagtac
gcectgagcacy
gacgattgag
gcgaaagctt
tgttgtggee
cctgccgecy

catttgggca

Glu

Tle

et

g Gly

Glu
10

Pro

n Ile
55

Gly
Gln

Val

Yal Thr

ES 2591284 T3

atcaaccctyg
aaattctgct
tacgcggcgg
tacaacacgg
tgcgggeocgcec
gtgttaaaga
ctgatgtgct
aatgggatct
attcgeggtt
ctgccggaga
gggcccgaca
ggctctgggt
gagcagcaga

aagtacgggt

Ile
10

Arg Asn

Leu Pro Met

25

Gly Lys Ala

Asn Pro Gln

Leu
75

Met Ser

Gln
90

Ser Phe

ggaacccgac
gcgaccgoegyg
gaaagcgttt
acacggtgcet
gcggcgggta
tgtgcteccat
cgccaccgeg
ttgcgagtcet
tttcttgcca
agtactttca
cgcgatgggce
ttggtcagca
tggaacggat

aa

Pro Arg

Arg Ala

Lys Tyr

45

Ala
o0

Leu
Ile

Asp

Pro Ala

111

val

Asp

Fro

Glu

Ala

Asp

tggeggegtyg
cattgtgctg
cttgagcttc
ggcctocgetyg
cttctgecctce
ggttccgtgce
gccecgghgac
aaagaagcygc
gccggtggaa
gecacaatgaqg
gttggagctt
gcccaacacg

ggtgaaggcg

Val
15

Ala
Glu Ile
Phe Ser
Gln

Lys

Phe
80

Pro

Ala
95

Val

720

780

840

200

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1482



Zla

Tyr

Gln

Ser

145

Gln

Gln

BAla

Glu

Pro

225

Leu

Gly

Ala

Ala

Lys

305

Thr

Met

Arg

Thr

Ile

130

Ile

Val

Tvr

M=t

Lau

210

Arg

Asp

Ile

Gly

Pro

290

Gly

val

Ala

'

Az

Phe

Leu

Pro

Ala

val

Arc

Val

o
Ik

[
(Sl

Tvr

Zlc

Phe

Pro

Arg
100

Glu

val

Leu

180

Tyr

Leu

Asp

Leu

260

Arg

Asn

Pro

Cys

Glu

Ala

Arg

Thr

Gly

165

Tvr

el

Val

val

Val

245

Met

FPhe

Thr

Gly

Ala
325

Tyr

Cly

Asp

Asp

150

Asp

Thr

Cys

TYyr

val

230

Met

2Ala

Leu

Asp

Glu

310

Pro

Leu

Tyr

IMis

135

Gly

Ala

Rla

Asp

215

1le

[CARY

Asp

Ser

Thr

295

Val

Val

Arg

Ala

120

Glu

Ala

Ser

Gln

Lys

200

Glu

Ala

Glu

Fhe

280

Val

Gly

Arg

His
105

FPhe

Ile

Asp

Leua

185

Asp

Cys

Fro

Val al

Val
265

Arg

Arg

Clua

Gly

ES 2591284 T3

Ile

Val

Lys

Ser

Thr

Asn

val

Gly

Tyr

Glu

Alz

Arg

Cln

330

Gln

Gly

Arg

Pro

Gly
155

a Val

Leu

Tre

Ala

A&n

235

Gln

Val

Ser

Gly

315

Val

Leu

Asp A

Leu

140

val

Met

Leu

Ala

Lys

220

2he

Glu

Val

Leu

300

Gly

Leu

Met

Tle

125

Val

Arg

Val

Gly

Asn

Thr

Cys

Asn

Leu

285

His

Tyr

Thr

112

Thr

110

Val

Asp

Leu

Pro

Gly

190

Asn

Asn

Gly

Cys

Val

270

Gly

Phc

Mez

Ala

Gly

2la

Leu

Ile

175

Thr

val

Bla

Gly

2550

Tyr

Leu

Thr

Cys
335

Leu

Ala

Arg

Leu

160

Pro

Pro

Glu

Thr

wal

240

Arg

Ala

Pro

Ser

Leu

320

Ser

Met



Cys Ser

Glu Tyr

370

Ala
385

Lys
Gly Ala
Gln His
Thr

Asp

2Ala
450

Val

Thr
465

Thr

Met Arg

<210> 55
<211> 1494
<212> DNA

FPro

355

Asn

Glu

Met

Asn

Arg

435

Gly

Ile

Thr

340

FPro Arg

Ile

Gly

Ser

Pro

Phe

Thr

Gly Asp

360

Ala
375

Ser

Ile Arg

390

Ala
405

Tyr

Glu
420

Glu
Trp Ala
Ser

Gly

Pro

Phe

Leu

Leu

Phe

Pro

Pro Thr

Asn Ala

Glu Leu

140

Gly Gln

455

Glu Gln

470

Phe Gln

485

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 55
atgctgcgca

gcagagtatg
gegacacogy
aacccgcagyg
gacgcgcecgt
gcgcgtgega
gcgggctacy

ataaagccgc

aaactctttt
cggtgcgtgg
agggdaagdc
cactggaaca
tcectgectgga
gggagtatct
cctttgtceg

tggtggacgc

Glu

Gly Ile

tggattcagg
gatgctccca
caagtatcce
gaagccgctyg
aaacgagaag
tcgccacatc
tgacatcgtg

atcctectatt

ES 2591284 T3

345

Ala Tyr

Leu Lys Lys

Phe Ser

395

Gly

Ile Glu

410

Leu

Lys Glu

425

Gly

Leu Glu Ser

Gln Pro Asn

Glu
475

Gln Met

Ala
430

Trp Lys

gccattcgceca
atgcgtgegg
ttcecccagea
acgttcttee
gttacgtcge
ggcgatcgea
gcgeggceaaa

tttctgacgyg

350

Glu Ser

365

Arg Ala

380

Cys Gln

Glu

Pro

Arg Lys

Tyr

Leu

Pro

Lys

Leu

Trp Ala

Leu Leu

Val Glu

400

Tyr Phe

415

Gly Pro

430

Ser Gly

445

Thr
460

Leun

Arg Met

Tyr Gly

tcaacceccceg
acgagatcag
ttgtgtacty
ggcaggtgat
agtacccggc
cgggcgcecta
tcaatgaacg

acggcgcedag

113

Val

His

Val

Val Val

Phe

Arg

Ala
480

Lys

tgtggtggcyg
ggcggccctyg
caacattggy
gtcgctgatt
ggatgcggty
cacggactct
cgaccacgag

ctcgggegtyg

60

120

180

240

300

360

420

480



cgtcttttge
cagtaccecgco
ctgtgtgaga
tgcgtggega
actggcggcyg
ggcattgtgc
ttcttgagct
ctggcctegce
tacttectgcee
atggttccgt
cggceocggty
ctaaagaagc
cagccggtgyg
cagcacaatyg
gcecgtbggage
cagcccaaca
atggtgaagy
<210> 56

<211> 497
<212> PRT

tgcaggttct
tgtacacggc
aggataactg
agaataatgc
tgctggatcg
tgatggcgga
tccgggaagt
tgcactcgac
tcacaaactt
gcagcagcgt
acgcgagcta
gcgcectget
aaggggcgat
aggagctgaa
ttctggagag
cgctgcactt

cgatgcgcac

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 56
Met Leu
1

Arg Val

Ala Asp

35

Pro
50

Tyr

Leu Glu

65

Arg Lys

Val

Glu

Phe

Gln

5

Ala
20

Ala Gl

Ile Arg Al

Pro Ser TI1

Le
70

Lys Pro

Thr Leu

cgtgggtgac
gcagcttacg
ggcactgaac
gactccgegco
cgacgtgatg
cgaggtgtac
ggtgcttggg
gtcgaagggce
ccecgegaecy
gaatgggcag
tgagtcatac
gcttgcgaag
gtacgcgttt
cgcgaaggayg
cagcggggtt
ccgcacgacyg

attccaggag

Phe Gly

u Tyr Ala

a Ala Leu

40

e Val
55

Tyr

u Thr Phe

ES 2591284 T3

gcgagtgatg
cttcttggceg
gtggaggage
gtgctcgttg
gaggctgtgg
caggagaacyg
ctgcecggcege
atcattggtg
gttcgggage
ttgatgacgg
tgggcggagt
gagctgagca
ccgacgattyg
gggcgaaagce
gttgttgtgg
atcctgecege

ggcatttggyg

Phe Arg Ala

10

Val
25

Arg Gly

Thr Pro

Cys Asn Ile

Phe Gln

75

cggtgatggt
gcacgcccgc
tggcgteggt
tgatcaaccc
cgaaattctg
tgtacgcggc
cgtacaacac
agtgecgggeg
aggtgttaaa
cactgatgtyg
acaatgggat
cgattcgcgg
agctgccgga
ttgggcecga
ccggcetetgg
cggagcagca

caaagtacgyg

Ile Arg

Met Leu

Glu Gly

45

Gly Asn

60

Val Met

114

Ile

Pro

30

Lys

Pro

Ser

tecececattceceg
gatgtactac
gtacgacgaqg
tgggaacccyg
ctgcgaccgc
gggaaagcgt
ggacacggtyg
ccgeggegygyg
gatgtgctecc
ctcgccaccg
ctttgcgagt
tttttcttge
gaagtacttt
cacgcgatygg
gtttggtcag
gatggaacqg

gtaa

Asn Pro

15

Met Arg

Ala

Lys

Gln Ala

Ile
80

Leu

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1494



Asp

Ala

AYg

Ile

Val

145

Arg

Val

Gly

Leu

Asn

225

Thr

Cys

Asn

Leun

His
305

Ala

Asp

Thr

val

130

Asp

Leu

Pro

Gly

Asn

210

Asn

Gly

Cys

val

Gly

290

Ser

Pro

Ala

Gly

115

Ala

Ala

Leu

Ile

Thr

195

Val

Ala

Gly

Asp

Tyr

275

Leu

Thr

Phe

Val

100

Ala

Arg

Ser

Leu

Pro

180

Fro

Glu

Thr

Val

Arg

260

Ala

Pro

Leu

85

Ala

Tyr

Gln

Ser

Gln

165

Gln

Ala

Glu

Pro

Leu

245

Gly

Ala

Ala

Lys

Leu

Arg

Thr

Ile

Ile

150

val

Tyr

Met

Leu

Arg

230

Asp

Ile

Gly

Pro

Gly
310

Glu

Ala

Asp

Asn

135

Phe

Leu

Pro

Tyr

Ala

215

val

Arg

Val

Lys

Tyr

295

Ile

Asn

Arg

Ser

120

Glu

Leu

val

Leu

Tyr

200

Ser

Leu

Asp

Leu

Arg

280

Asn

Ile

ES 2591284 T3

Glu

Glu

105

Ala

Arg

Thr

Gly

Tyr

185

Leu

Val

val

Val

Met

265

Phe

Thr

Gly

Lys

20

Tyr

Gly

Asp

Asp

Asp

170

Thr

Cvs

Tyr

Vval

Met

250

Ala

Leu

Asp

Glu

Val

Leu

Tyr

His

Gly

155

Ala

Glu

Asp

Ile

235

Glu

Asp

Ser

Thr

Cys
315

Thr

Arg

Ala

Glu

140

Ala

Ser

Gln

Lys

Glu

220

Asn

Ala

Glu

Phe

Val

300

Gly

115

Ser

His

Phe

125

Ile

Ser

Asp

Leu

Asp

205

Cys

Pro

Val

Val

Arg

285

Leu

Arg

Gln

Ile

110

Val

Lys

Ser

Ala

Thr

190

Asn

Val

Gly

Ala

Tyr

270

Glu

Ala

Arg

Tyr

95

Gly

Arg

Pro

Gly

val

175

Leu

Trp

Ala

Asn

Lys

255

Gln

val

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

Leu

Val

1e0

Met

Leu

Ala

Lys

Pro

240

Phe

Glu

val

Leu

Gly
320



Tyr Phe

Lys Met

Thr Ala

Ser Tyr

370

2Ala
385

Leu

Gln Pro

Glu Lys

Lyz Leu

Gly val

450

Leu His

465

Met Val

Gly

<210> 57
<211> 1482
<212> DNA

Cys

Cys

Leu

355

Trp

Leu

Val

Tvr

Gly

435

Val

Phe

Lys

Thr
325

Ser Met

340

Met Cvs

Ala

Glu

Ala

Asn

Val

Ser

Tyr

Lys

Phe Pro

Pro

Cys

Pro
360

Pro

Asn
375

Gly

Glu Leu

320

Glu Gly

405

Phe
420

Gln
Pro Asp
Val

Val

Arg Thr

Ala

His

Thr

Ala

Thr

Met Tyr

Asn Glu

Arg Trp

440

Gly
455

Ser

Ile Leu

470

Ala Met

483

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 57
atgtctgggt

gtgegtggga
gggaaggcca

ctggaacaga

cacgaaagga
tgctccccat
agtacccctt

agccgctgac

Arg

Thr Phe

aattcgcatc
gcgtgcggac
ctccagcatt

gttecttececygyg

ES 2591284 T3

Ala Pro Val

330

Ser Val

345

Arg Pro Gly

Ile Phe Ala

Thr Ile

395

Ser

2la Phe

410

Pro

Glu
425

Asn

Ala Glu

Gly Phe Gly

Glu
475

Pro Pro

Gln Glu

4920

Gly

aaccceegtyg
gagatcaggg
gtgtactgca

caggtgatgt

Arg Glu

Asn Gly

Gln

Gln

Val
335

Leu

Leu Met

350

Ala
365

Asp

Ser Leu

380

Arg Gly

Thr

Ile

Ala Lys

Ser

Lys

Phe

Glu

Glu

Tyr Glu

Lys Arg

Ser Cys

400

Leu Pro

415

Gly Arg

430

Leu
445

Leu

Gln
460

Gln

Gln Gln

Ile Trp

tggtggegge
cggeccectgge
acattgggaa

cgctgattga

116

Glu

Pro

Met

Ala

Ser Ser

Asn Thr

Glu Arg

480

Lys
495

Tyr

agagtatgcg
gacaccggag
cccgcaggca

cgcgcegtte

60

120

180

240



ctgctggaga
gagtatcttc
tttgtecegty
gtggacgcat
caggttctcg
tacacggoegc
gataactggg
aataatgcga
ctggatcgceyg
atggcggacg
cgggaagtgy
cactcgacgt
acaaacttcc
agcagcgtga
gegagetaty
gcectgetge
ggggcgatgt
gagctgaacy
ctggagagca
ctgcacttcc
atgcgcacat
<210> 58

<211> 493
<212> PRT

acgagaaggt
gccacatcgg
acatcgtggce
cctctatttt
tgggtgacgc
agcttacgct
cactgaatgt
ccocecgegegt
acgtgatgga
aggtgtacca
tgcttgggct
cgaagggcat
ccgecgocggt
atgggcagtt
agtcatacty
ttgcgaagga
acgcgtttcc
Cgaaggaggg
gcggggttgt
gcacgacgat

tccaggagag

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 58
Met Ser
1

Ala Glu

Arg Ala
35

5

20

tacgtcgcag
cgatcgcacyg
gcggcaaatce
tctgacggac
gagtgatgcg
tcttggcgge
ggaggagely
gctecgttgty
ggctgtggeg
ggagaacgtg
geeggegecey
cattggtgag
gcgggageayg
gatgacggca
ggcggagtac
gctgggcacg
gacgattgag
gcgaaagcett
tgttgtgcece
cctgeccgecg

catttgggca

Gly Ser Arg Lys Glu Ile Arg

Tyr Ala Val Arg Gly Met Leu

Ala Leu Ala Thr Pro Glu Gly

40

ES 2591284 T3

ttcceggegg
ggcgectaca
aatgaacgcg
ggcgegagcet
gtgatggttc
acgcccgcga
gcgteggtgt
atcaacccty
aaattctgct
tacgcggegyg
tacaacacgg
tgcgggegee
gtggtaaaga
ctgatgtgct
aatgggatct
attcgeggtt
ctgccggaga
gggcccgaca
ggctetgggt
gagcagcaga

aagtacgggt

Ile Asn
10

Prc Met
25

Lys Ala

atgcggtagge
cggactcectge
accacgagat
cgggcegtycyg
ccattccgcea
tgtactacct
acgacgagtyg
ggaacccgac
gcgaccgegy
gaaagcgttt
acacggtgct
gcggcgggta
tgtgctecat
cgccaccgeg
ttgcgagtcet
tttcttgcca
agtactttca
cgcgatgggce
ttggtcagcy
tggaacggat

aa

gcgtgegagg
gggctacgcce
aaagccgctg
tcttttgetg
gtacccgctg
gtgtgagaag
cgtggcgaag
tggcggegty
cattgtgctg
cttgagcttc
ggcctcgcectg
cttctgcctc
ggttccgtge
gccecggtgac
aaagaagcgc
gccggtggaa
gcacaatgcg
gttggagctt
gcccaacacg

ggtgaaggcy

Pro Arg Val Val Ala

15

Arg Ala Asp Glu Ile

30

Lys Tyr Pro Phe Ser

45

117

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1482



Ser

Pro

65

Leu

Ala

Tyr

Gln

Ser

145

Gln

Gln

Ala

Glu

Pro

225

Leu

Gly

Ala

Ile

50

Leu

Leu

Arg

Thr

Ile

130

Ile

Val

Tvyr

Met

Leu

210

Arg

Asp

Ile

Gly

Val

Thr

Glu

Ala

Asp

115

Asn

Phe

Leu

Pro

Tvr

185

Ala

val

Arg

Val

Lys
275

Tyr

Phe

Asn

Arg

100

Glu

Leu

Val

Leu

180

Tyr

Ser

Asp

Leu
260

Arg

Cys

Phe

Glu

85

Glu

Ala

Arg

Thr

Gly

165

Tyr

Leu

Val

val

val

245

Met

Phe

Asn

Arg

70

Lys

Tyr

Gly

Asp

Asp

150

Asp

Thr

Cys

Tyr

val

230

Met

Ala

Leu

Ile

55

Gln

Val

Leu

Tyr

His

135

Gly

Ala

Ala

Glu

Asp

215

Ile

Glu

Asp

Ser

Gly

Val

Thr

Arg

Ala

120

Glu

Ala

Ser

Gln

Lys

200

Glu

Asn

Ala

Glu

Phe
280

ES 2591284 T3

Asn

Met

Ser

His

105

Phe

Ile

Ser

Asp

Leu

185

Asp

Cys

Pro

Val

Val

265

Arg

Pro

Gln

20

Ile

Val

Lys

Ser

Ala

170

Thr

Asn

Val

Gly

Ala

250

Tyr

Glu

Gln

Leu

75

FPhe

Gly

Arg

Pro

Gly

155

Val

Leu

Trp

Ala

Asn

235

Lys

Gln

Val

Ala

60

Ile

Pro

Asp

Asp

Leu

140

val

Met

Leu

Ala

Lys

220

Pro

Phe

Glu

Val

118

Leu

Asp

Ala

Arg

Ile

125

val

Arg

Val

Gly

Leu

205

Asn

Thr

Cys

Asn

Leu
285

Glu

Ala

Asp

Thr

110

Val

Asp

Leu

Pro

Gly

190

Asn

Asn

Gly

Cys

Val

270

Gly

Gln

Pro

Ala

95

Gly

Ala

Ala

Leu

Ile

175

Thr

Val

Ala

Gly

Asp

255

Tyr

Leu

Lys

Phe

80

Val

Ala

Arg

Ser

Leu

160

Pro

Pro

Glu

Thr

Val

240

Arg

Ala

Pro



Ala

Lys

305

Thr

Met

Cys

Glu

Ala

385

Gly

Gln

Asp

Val

Thr

465

Met

Pro

290

Gly

Asn

Val

Ser

Tvr

370

Tys

Ala

His

Thr

Pro

450

Thr

Arg

<210> 59
<211> 1494
<212> DNA

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 59

atgctacgeca aaaccctttt tggattcagg gccattcgeca tcaaccccey tgtggtggeg

Tyr

Ile

Phe

Pro

Pro

355

Asn

Glu

Met

Asn

Arg

435

Gly

Ile

Thr

Asn

Ile

Pro

Cys

340

Pro

Gly

Tyr

Ala

420

Trp

Phe

Thr

Gly

Ala

325

Ser

Arg

Ile

Gly

Ala

405

Glu

Ala

Gly

Pro

Gln
485

Asp

Glu

310

Pro

Ser

Pro

FPhe

Thr

390

Phe

Leu

Leu

Phe

Pro

470

Glu

Thr

295

Cys

Val

Val

Gly

Ala

375

Ile

Pro

Asn

Glu

Gly

455

Glu

Gly

Val

Gly

Arg

Asn

Asp

360

Ser

Arg

Thr

2la

Leu

440

Gln

Gln

Ile

ES 2591284 T3

Leu

Arg

Glu

Gly

345

Ala

Leu

Gly

Ile

Lys

425

Leu

Arg

Gln

Trp

Ala

Arg

Gln

330

Gln

Ser

Lys

Phe

Glu

410

Glu

Glu

Pro

Rla
430

Ser

Gly

315

Val

Leu

Tyr

Lys

Ser

395

Leu

Gly

Ser

Asn

Glu

475

Lys

Leu

300

Gly

Val

Met

Glu

Arg

380

Cvs

Pro

Arg

Ser

Thr

460

Arg

Tvr

119

His

Tyr

Lys

Thr

Ser

365

Ala

Gln

Glu

Lys

Gly

445

Leu

Met

Gly

Ser

Phe

Met

Ala

350

Tyr

Leu

Pro

Lys

Leu

430

Val

His

Val

Thr

Cys

Cvs

335

Leu

Trp

Leu

Val

Tyr

415

Gly

Val

Phe

Lys

Ser

Leu

320

Ser

Met

Ala

Leu

Glu

400

Phe

Pro

Val

Arg

Ala
480

60



gcagagtatg
gcgacaccgg
aacccgcaqqg
gacgcgecgt
gcgcgtgecga
gcgggctacyg
ataaagccgc
cgtcttttyge
cagtacccgc
ctgtgtgaga
tgcgtggcga
actggcggeg
ggcattgtgc
ttcttgagct
ctggcctcege
tacttctgec
atggttccgt
cggecoggtyg
ctaaagaagc
cageeggtygyg
cagcacaatg
gcgttggage
cggcccaaca
atggtgaagy
<210> 60

<211> 497
<212> PRT

cggtgegtgg
agggygaaggce
cactggaaca
tecctgetgga
gggagtatct
cctttgecceg
tggtggacge
tgcaggttct
tgtacacggc
aggataactyg
agaataatgc
tgctggatcg
tgatggcgga
tccgggaagt
tgcactcgac
tcacaaactt
gcagcagcgt
acgcgagcta
gcgeectgot
aaggggcegat
cggagcltgaa
ttctggagag
cgctgcactt

cgatgcgcac

<213> Trypanosoma cruzi

<400> 60

Met Leu Arg Lys Thr Leu Phe Gly Phe Arg Ala

1

Arg Val Val Ala Ala Glu Tyr Ala Val Arg Gly

5

gatgctccece
caagtacccc
gaagccgctyg
gaacgagaag
tcgccacatc
tgacatcghtg
atcctctatt
cgtgggtgac
gcagcttact
ggcactgaac
gaccccgego
cgaagtgatg
cgaggtgtac
ggtgcttggg
gtcgaaggge
cecocgegecy
gaatgggcag
tgagtcatac
gcttgcgaag
gtacgcgttt
cgcgaaggag
cagcggggtt
ccgcacgacg

attccaggag

ES 2591284 T3

atgcgtgcgg
ttctccagea
acgttcttec
gttacgtcge
ggcgatcgca
gcgcggceaaa
tttctgacgg
gcgagtgatyg
cttcttggceyg
gtggaggagce
gtgctcgttyg
gaggccgtygg
caggagaacg
ctgcecggcege
atcattggtg
gtgcgggage
ttgatgacgg
tgggcggagt
gagctgggca
ccgacgatltg
gggcgaaagce
gttgttgtgc
atcctgeccecge

ggcatttggyg

10

acgagatcag
ttgtgtactg
ggcaggtgat
agttccegge
cgggcgccta
tcaatgaacg
acggcgcgag
cggtgatggt
gcacgcccgc
tggcgteggt
tgatcaaccc
cgaaattctg
tgtacgcggce
cgtacaacac
agtgcgggeyg
aggtggtaaa
cactgatgtg
acaatgggat
cgattcgocgyg
agctgcecgga
ttgggcccga
ccggctectgg
cggagcagca

caaagtacgyg

ggcggeccty
caacattggg
gtcgctgatt
ggatgcggtyg
cacggactct
cgaccacgag
ctegggegty
tecececattecg
gatgtactac
gtacgacgag
cgggaacccg
ctgcgaccgc
gggaaagcgt
ggacacggtyg
cegeggegdyg
gatgtgctece
ctcgccaccg
ctttgcgagt
tttttcttge
gaagtacttt
cacgcgatgg
gtttggtcag
gatggaacqg

gtaa

Ile Arg Ile Asn Pro

15

Met Leu Pro Met Arg

120

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1494



Ala

Tyr

Leu

65

ESp

Zla

Arg

Ile

Val

145

Arg

Val

Gly

Teu

225

Thr

ASp

Pro

50

Glu

Ala

Asp

Thr

Val

130

T.en

Pro

Gly

Asn

210

Asn

Gly

Cys

Glu

35

Phe

Glr

Fro

Ala

Ala

Ala

T.eu

Zle

“hr

295

Val

Ala

Gly

Asp

Ile

Ser

Lys

Phe

Val
100

; Ala

Ary

T.eu

Pro

180

Pro

Glu

Thr

Val

Arg
260

Arg Ala

Ser Ile

Pro Leu
70

_eu Leu
85

Ala Arg

Tyr Thr

Gln Ile

Ser Tle
150

Gln val
165

Gln Tyr

Ala Met

Glu Teu

Pro Arg
230

_eu Asp
245

Gly lle

Ala

Val

55

Thr

Ala

Asp

Rsn
135

Pro

Tyr

Ala

215

Val

Arg

Val

Leu
40

Tyr

Phe

Arg

Ser

120

Glu

Leu

Val

Leu

Tyr

200

Ser

Leu

Glu

Leu

Ala

Cys

Fhe

Gla

Gla

10%

Ala

Arg A

Thr

Glvy

Tyr

185

Val

Val

Val

Met
265

ES 2591284 T3

Thr

Asn

Lys
90

Tyr

Gly

Asp

170

Thr

Cys

Tyr

Val

Met

250

Ale

Pro

Ile

Gln

75

Val

Leu

Tyr

His

Cly

155

Ala

Ala

Glu

Asp

Tle

235

Glu

Asp

Glu

Glv

Val

Thr

Arg

Ala

Glu

140

Ala

Ser

Gln

Lys

a1

220

AN

Ala

Glu

121

Gly

Asn

Met

Ser

His

Fhe

125

Ile

Ser

Asp

Leu

[

(Sl e)

Cys

Pro

Val

val

30

Lys

Pro

Ser

Gln

Ile

110

Ala

Lys

Ser

Ala

Thr

190

Asn

Val

Gly

Ala

Tyr
270

Ala

Gln

Leu

Phe

93

Gly

Arg

Prc

GCly

val

175

Leu

Trp

Ala

Asn

Lys

255

Gln

Lys

Rla

Ile

80

Pro

Leu

Val

160

Met

Leu

Ala

Tys

Pro
240



Asn Val Tyr Ala Ala
275

Leu Gly Leu Pro Ala
280

His Ser Thr Ser Lys
305

Tyr Phe Cys Leu Thr
325

Lys Met Cys Ser Met
340

Thr Ala Leu Met Cys
355

Ser Tyr Trp Ala Glu
370

Ala Leu Leu Leu Ala
385

Gln Proc Val Glu Gly
405

Glu Lys Tyr Phe Gln
420

Lys Leu Gly Pro Asp
435

Gly Val Val Val Val
450

Leu His Phe Arg Thr
465

Met Val Lys Ala Met
485

Gly

<210> 61

<211> 1869

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 61

Gly

Pro

Gly

310

Asn

Val

Ser

Tyr

Lys

390

Ala

His

Thr

Pro

Thr

470

Arg

Lys

Tyr

295

Ile

Phe

Pro

Pro

Asn

375

Glu

Met

Asn

Arg

Gly

455

Ile

Thr

Arg

280

Asn

Ile

Pro

Cys

Pro

360

Gly

Leu

Tyr

Ala

Trp

440

Ser

Leu

Phe

ES 2591284 T3

Fhe

Thr

Gly

Ala

Ser

345

Arg

Ile

Gly

Ala

Glu

425

Ala

Gly

Pro

GIn

Leu

Asp

Glu

Pro

330

Ser

Pro

Phe

Thr

Phe

410

Leu

Leu

Phe

Pro

Glu
490

Ser Phe

Thr val
300

Cys Gly
315

Val Arg

Val Asn

Gly Asp

Ala Ser
380

Ile Arg
395

Pro Thr

Asn Ala

Glu Leu

Gly Gln

160

Glu Gln
475

Gly Ile

122

Arg

285

Leu

Arg

Glu

Gly

Ala

365

Leu

Gly

Ile

Lys

Leu

445

Arg

Gln

Tre

Glu

Ala

Arg

Gln

Gln

350

Ser

Lys

Phe

Glu

Glu

430

Glu

Pro

Met.

Ala

val

Ser

Gly

val

335

Leu

Tyr

Lys

Ser

Leu

415

Gly

Ser

Asn

Glu

Lys
495

val

Leu

Gly

320

val

Met

Glu

Arg

Cys

400

Pro

Arg

Ser

Thr

Arg

480

Tyr



atggccacca
tcteccaggga
agggagaagt
ttgggcaacy
ataccgtatt
ataggccagt
tetggeattyg
atcctggect
cactgcaacc
agtctetggy
cgcaatgtac
Jogotectgoe
Lccacaggcea
ctggtcegtg
gacatcagcc
tcctatgeca
aactcgtaca
ggcttcecgeag
gatgtggetyg
atgccgetge
gacagccagt
ttectaagga
ctgctgggge
tatgcagcta
tggatatatg
gggcectgga
atcttectete
tgggcaattyg
attgccatcc
acccccaggy
cgcacaagcc
atgatgtga
<210> 62

<211> 622
<212> PRT

aggagaagct
agagcccagg
ggtccageaa
tttggegttt
ttattttcct
acacctcaga
gctacgcatce
gggccacata
acagctggaa
tcteecttag
tcagectgtc
Lcetettagt
aggttgtcta
gactgaccct
gccttgagga
tctgectggg
gggactgtat
ttttttecat
agtcaggtcc
ccaccttttg
ttgttgaagt
agggttatcg
tgtcgatggt
gtggtgtatg
gtggtgataa
tgaagtacag
ttgtcaagta
ggctgggetyg
tcctetgeog
agcccaaccy

tcgtcatgaa

<213> Cricetulus griseus

<400> 62

gcagtgtctg
cacacggcct
gattgacttt
ccecgtaccte
gtttgggagt
agggggaatc
catcgtecate
ctacctattt
cacaccacat
cgcctccaac
ttcecggaatc
ctggcttgte
cttcaccgece
gcegggtyget
cccacaggty
ggccatgacc
gotgctggga
cctgggette
tggecttggeo
gtccattctg
cgaaggacag
tcgggaagtc
gacggagggt
ccttttgtgg
cttatatgac
ctgggctgtc
tgtacccctyg
gggectggeo
gacygaggya
ctgggetgty

cggcgcactc

ES 2591284 T3

aaagacttcc
gaggatgagg
gtgctgtety
tgctacaaaa
ggcctgectyg
acctgctggg
gtgtccctce
cactccttece
tgcatggagg
ttcacctcge
gacgaaccag
Lgttttttet
actttcecgt
ggcgaaggca
tggatcgacg
tcactgggaa
tgcctgaaca
atggcacaag
ttcattgecct
ttttttatta
atcacatcct
ttcatcgcca
ggcatgtatg
gttgcattct
ggtattgagyg
atcactccag
acctacaaca
ctatcctcca
ccgttccgeg
Jagcgtgadyg

atgaaaccca

acaaagacat
ctgaggggaa
tggccggagy
atggtggagg
tgtttttect
agaagatctyg
tgaatgtgta
agacagagct
acaccctgcg
ctgtcatcga
gcgcetctgaa
gcatatggaa
ttgccatgcet
tcaaattcta
ccggaaccca
gctacaacaa
gtggtaccag
agcaaggggt
atccaaaagc
tgctectett
tggttgatct
tcctgtgtag
tgtttcaact
ttgaatgttt
acatgattgyg
ttctctgtge
aagtctacgt
tggtgtgtat
tgagaatcca
gggccacace

gtcacgtcat

123

cctgaagcct
gccccctcag
cttegtggygt
tgcttteecte
ggaggtcata
ccccttgtteo
ctacattgtc
tcceotgggee
taggaatgag
gttectgggag
atgggacctt
gggtgttcga
tctggtgctg
cctgtaccct
gatattcttt
gtacaagtat
ttttgtgtct
ggacattgct
tgtgactatg
gcttggactg
ttacccgtce
catcagctac
ctttgactac
tgttattgce
ctatcggcect
tggatgtttc
gtatcctgat
ccecttggte
atacctgata
ctteccactcee

tgtggagacec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1869



Met

Ile

Glu

Asp

Trp

Ile

Leu

Tre

Val

Ala

145

His

&la

Leu

Ala

Phe

50

Arg

Pro

Glu

Glu

Ile

130

Thr

Cys

Thr

Lys

Glu

35

val

Phe

Tyr

val

Lys

115

Val

Tyr

Asn

Lys

Pro

20

Gly

Pro

Phe

Ile

100

Ile

Ser

Tyr

His

Glu

Ser

Lys

Ser

Tyr

Ile

85

Ile

Cvs

Len

Leu

Ser
165

Lys

Pro

Pro

val

Leu

70

Phe

Gly

Pro

Leu

Phe

150

Trp

Leu

Gly

Pro

Ala

55

Cvys

Leu

Gln

Leu

Asn

135

His

Asn

Gln

Lvs

Gln

40

Gly

Tyr

Phe

Tyr

Phe

120

Val

Ser

Thr

ES 2591284 T3

Cys

Ser

25

Arg

Gly

Lys

Gly

Thr

105

Ser

Tyr

Phe

Pro

Pro

Glu

Phe

Asn

Gly

Tyr

Gln

His
170

Lys

Gly

Lys

vVal

Gly

75

Gly

Glu

Ile

Ile

Thr

155

Cys

Asp

Thr

Trp

Gly

60

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

140

Glu

Met

124

Fhe

Arg

Ser

45

Leu

Gly

Pro

Gly

Tyr

125

Ile

Leu

Glu

His

Pro

30

Ser

Gly

Ala

Val

Ile

110

Ala

Leu

Fro

Asp

Lys

15

Glu

Lys

Asn

Phe

FPhe

95

Thr

Ser

Zla

Trp

Thr
175

Asp

Asp

Ile

Val

Leu

80

Phe

Cvys

Ile

Trp

Ala

160

Leu



Arg

Ser

Gly

Leu

225

Ser

Leu

Gly

Gln

Cys

305

Asn

Ser

Gln

Leu

Thr

385

Asp

Arg

Fro

Ile

210

Leu

Thr

Leu

Ile

Val

280

Leu

Ser

Phe

Glu

Ala

370

Phe

Ser

Asn

Val

195

Asp

vVal

Gly

Val

Lys

275

Trp

Gly

Tyr

Val

Gln

355

Phe

Trp

Gln

Glu

180

Ile

Glu

Trp

Lys

Leu

260

Phe

Ile

Ala

Arg

Ser

340

Gly

Ile

Ser

Phe

Ser

Glu

Fro

Leu

Val

245

Leu

Tyr

Asp

Met

Asp

325

Gly

Val

Ala

Ile

Val
405

Leu

FPhe

Gly

val

230

Val

val

Leu

Ala

Thr

310

Cys

Phe

Asp

Tyr

Leu

390

Glu

Trp

Trp

Ala

215

Cys

Tyr

Arg

Tyr

Gly

295

Ser

Met

Ala

Ile

Phe

Val

Val

Glu

200

Leu

Phe

Phe

Gly

Pro

280

Thr

Leu

Leu

Val

Ala

360

Lys

Phe

Glu

ES 2591284 T3

Ser

185

Arg

Lys

Phe

Thr

Leu

265

Asp

Gln

Gly

Leu

Phe

345

Asp

Ala

Ile

Gly

Leu

Asn

Trpe

Cys

Ala

250

Thr

Ile

Ile

Ser

Gly

330

Ser

Val

Vval

Met

Gln
410

Ser

Val

Asp

Ile

235

Thr

Leu

Ser

Phe

Tyr

315

Cys

Ile

Ala

Thr

Leu
385

Ala

Leu

220

Trp

Phe

Pro

Arg

Phe

300

Asn

Leu

Leu

Glu

Met

380

Leu

Thr

125

Ser

Ser

205

Ala

Lys

Pro

Gly

Leu

285

Ser

Lys

Asn

Gly

Ser

365

Met

Leu

Ser

Asn
190

Leu

Gly

Phe

Ala

270

Glu

Tyr

Tyr

Ser

Phe

350

Gly

Pro

Leu

Phe

Ser

Cys

val

Ala

255

Gly

Asp

Ala

Lys

Gly

335

Met

Fro

Leu

Gly

Val
415

Thr

Ser

Leu

Arg

240

Met

Glu

Pro

Ile

Tyr

320

Thr

Ala

Gly

Pro

Leu

400

Asp



ES 2591284 T3

Leu Tyr Pro Ser Phe Leu Arg Lys Gly Tyr Arg Arg Glu Val Phe Ile
420 425 430

Ala Ile Leu Cys Ser Ile Ser Tyr Leu Leu Gly Leu Ser Met Val Thr
435 440 445

Glu Gly Gly Met Tyr Val Phe Gln Leu Phe Asp Tyr Tyr Ala Ala Ser
450 455 460

Gly Val Cys Leu Leu Trp Val Ala Phe Phe Glu Cys Phe Val Ile Ala
465 470 475 480

Trep Ile Tyr Gly Gly Asp Asn Leu Tyr Asp Gly Ile Glu Asp Met Ile
485 430 495

Gly Tyr Arg Pro Gly Pro Trp Met Lys Tyr Ser Trp Ala Val Ile Thr
500 505 510

Pro Val Leu Cys Ala Gly Cys Phe Ile Phe Ser Leu Val Lys Tyr Val
515 520 525

Pro Leu Thr Tyr Asn Lys Val Tyr Val Tyr Pro Asp Trp Ala Ile Gly
230 535 540

Leu Gly Trp Gly Leu Rla Leu Ser Ser Met Val Cys Ile Pro Leu Val
545 550 555 560

Ile Ala Ile Leu Leu Cys Arg Thr Glu Gly Pro Phe Arg Val Arg Ile
565 570 575

Gln Tyr Leu Ile Thr Pro Arg Glu Pro Asn Arg Trp Ala Val Glu Arg
580 585 590

Glu Gly Ala Thr Pro Phe His Ser Arg Thr Ser Leu Val Met Asn Gly
595 600 605

Ala Leu Met Lys Pro Ser His Val Ile Val Glu Thr Met Met
610 6l5 620

<210> 63

<211> 1866

<212> DNA

<213> Rattus norvegicus

<400> 63
atggccacca aggagaagct tcaatgtctg aaagacttcc acaaagacat cctgaagccot 60

tcteccaggga agagcccagg cacgcggcect gaggatgagg ctgatgggaa gceccccctcag 120

126



agggagaagt
ttgggcaatyg
ataccgtatt
ataggccagt
tctggcattyg
atcctggect
cactgcaacc
agtcactggg
cgcaacgtgc
gcgctctgee
Lecacaygea
ctggtccgty
aacatcagcc
tcctacgceta
aactcgtaca
ggcttcgcaa
gatgtggctyg
atgccgetgce
gacagccagt
ttcctaagga
ctgcectgggge
tatgcagcta
tggatatatg
ggaccctgga
atcttctcte
tgggcaatcyg
attgtecatcc
accceccaggg
agagcaaccc
atgtga
<210> 64

<211> 621
<212> PRT

ggtccagcaa
tctggegttt
ttattttcct
acacctcaga
gctacgegtoe
gggccacata
atagctggaa
tctceccttag
tcagcctgte
tcctcecttagt
agygllglcla
gactgacccoct
geccttgagga
tctgcctggg
gggactgtat
ttttttccat
agtcaggtce
ccaccttttg
ttgttgaagt
agggttatcg
tgacgatggt
gtggtgteatg
gcggtgataa
tgaagtacag
tcgtcaagta
ggctgggoty
tcectetgeey
agcccaaccyg

tcatgaacgg

<213> Rattus norvegicus

<400> 64

gatcgacttt
cccgtaccte
gtttgggagc
agggggcatc
catcgtcatc
ctacctattc
cacgcecacag
cgccgccaac
ctccggaatc
ctggctcgtce
cllLcaclycl
gceccaggtget
cccacaggtyg
ggccatgacc
gctygetggga
cctgggettc
tggcttggcee
gtccattctg
cgaaggacag
tcgggaaatc
gacggagggt
cobtttgtagg
cttatatgac
ctgggctgtc
tgtacccctyg
gggcctggceo
gacggaggda
ctgggetgtg

tgcactcaty

ES 2591284 T3

gtgctgtctg
tgctacaaaa
ggcctgcctg
acctgctggy
gtgtcccteeo
cagtctttcc
tgcatggayg
ttcacttcgc
gaccacccag
tgttttttct
acblLiceeyl
gytgaaggca
tggatcgacg
tcactgggaa
tgcctgaaca
atggcacaag
ttcattgect
ttttttatta
atcacatecct
ttcattgcca
ggcatgtatg
gtcgcattct
ggtattgagg
atcactccag
acctacaaca
ctttecteea
ccgctecogey
gagcgtgaag

aaacccagtc

tggecggagyg
atggtggagyg
tgtttttcct
agaagatctg
tgaatgtgta
agaaggatct
acaccctgcyg
ctgtgatcga
gcagtctgaa
gcatctggaa
Llgeecalgel
tcaaattcta
ctggaactca
gctataacaa
gtggtaccag
agcaaggggt
acccaaaagc
tgctcctett
tggttgatct
tcgtgtgeag
tgtttcaact
Ltgaatghtt
acatgatcgg
ctctctgtgt
aagtctaccy
tggtgtgtat
tgagaatcaa
gggctacgcce

acgtcattgt

127

cttcecgtgggt
tgcattecte
ggaggtcatc
cccettgtte
ctacatcgtc
tccoctgggec
taggaacgag
gttctgggag
atgggacctc
gggtgttcgg
Leltygyglygely
cctygtaccet
gatattcttt
gtacaagtat
ttttgtgtet
ggacattgct
tgtgaccatyg
gcttggactyg
ttacccgteoc
catcagctac
ctttgactac
tgttattgcc
ctatcggect
tggatgtttc
gtaccctgat
cocecttggte
atacctgata
ctttcactce

ggagaccatg

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

900

960

1080

1140

1200

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

186¢



Met

Ile

Glu

Lsp

Tre

Ile

Leu

Trp

Val

Zla

145

His

Arqg

Ser

Gly

Ala

Leu

2la

Phe

50

Arg

Pro

Glu

Glu

Ile

130

Thr

Cva

Arg

Pro

Tle

Thr

Lys

Asp

35

Val

Phe

Tyr

Val

Lys

115

Val

Tyr

Asn

Asn

Val

195

Asp

Lys

Pro

20

Gly

Leu

Fro

Phe

Ile

100

Ile

Tyr

His

Glu

180

Ile

His

Glu

Ser

Lys

Ser

Tyr

Ile

85

Ile

Cys

Leu

Leu

Ser

165

Ser

Glu

Pro

Lys

Pro

Pro

Val

Leu

Phe

Gly

Pro

Leu

Phe

150

Trp

His

Phe

Gly

Leu

Gly

Pro

Ala

55

Cys

Leu

Gln

Leu

Asn

135

Gln

Asn

Trp

Trp

Ser

Gln

Lys

Gln

40

Gly

Tyr

Phe

Tyr

Phe

120

Val

Ser

Thr

Val

Glu

200

Leu

ES 2591284 T3

Cvys

Ser

25

Arg

Gly

Lys

Gly

Thr

105

Ser

Tyr

Phe

Pro

Ser

185

Arg

Lys

Pro

Glu

Phe

Asn

Gly

Tyr

Gln

Gln

170

Asn

Trp

Lys

Gly

Lys

Val

Gly

Gly

Glu

Ile

Ile

Lys

155

Cva

Ser

Val

Asp

Asp

Thr

Trp

Gly

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

140

Asp

Met

Ala

Leu

Leu

128

Phe

Arg

Ser

45

Leu

Gly

Pro

Gly

Tyr

125

Ile

Leu

Glu

Ala

Ser

205

Ala

His

Pro

30

Ser

Gly

Ala

Val

Ile

110

Ala

Leu

Pro

Asp

Asn

190

Leu

Leu

Lys

15

Glu

Lys

Asn

Phe

Phe

22

Thr

Ser

Ala

Trp

Thr

175

FPhe

Ser

Cys

Asp

Asp

Tle

Val

Leu

Phe

Cvs

Ile

Trp

Ala

160

Leu

Thr

Ser

Leu



Leu

225

Ser

Leu

Gly

Gln

Cys

305

Asn

Ser

Glin

Leu

Tkr

385

AsSp

Leu

Ala

Leu

Thr

Leu

Val
290

Leu

Ser

Glu

Ala

370

FPh=

sSer

Tyr

Ils

Gly
450

Val

Gly

Val

Trp

Gly I

Val

Gon

355

Phe

Trp

Pro

Val
435

G_y

Trp

Lys

Leu

260

Phe

Ile

Ile

w
1)
=

Phe

Ser

420

Cvys

Leu

Val

245

L=u

Tyr

Asp

Asp

325

Gly

Val

2la

Tle

Val

403

FPhe

Iyr

Val

230

Val

Val

Leu

Ala

Thr

310

Cys

Phe

Asp

Tyr

Leu

390

Glu

Leu

Ile

Yal

Tyr

Arg

Tyr

Gly

295

Ser

Met

Ala

Tle

Pro

375

FPhe

Val

Arg

Ser

Phe

455

Phe

Phe

Pro

230

Thr

Leu

Leu

Ile

Ala

360

Lys

Phe

Glu

Lys

Tyr
440

Phe

Thr

Leu

265

Asn

Gln

Gly

Leu

Fhe
345

Ile

Gly

Gly
425

ES 2591284 T3

Cys

Rla

250

Thr

Ile

Ile

Ser

Gly

330

Ser

Val

Val

Met

GIn

410

Tyr

Leu

Phe

Ile

235

Thr

Leu

Ser

Phe

Tyr A

315

Cys

Ile

Ala

Thr

Leu

395

Tle

Arg

Gly

Asp

Pro

Arg

Phe

300

Leu

Leu

Glua

Met

380

Leu

Thr

Arg

Leu

Tyt
460

: Lys

Pro

Gly

Leu

285

Lys

Asn

Cly

Ser

365

Met

Leu

Ser

Glu

Thr

445

Iyr

129

Gly

Phe

Ala

270

Glu

Tvr

Tyr

Ser

Fhe

350

Gly

Pro

‘J a l

Ala

255

Gly

Ala

Lys

Gly

335

Met

FPro

Leu

Gly

Val

415

Phe

Val

Ala

Arg

249

Met

Glu

Pro

Il=

Tyr

320

Thr

Ala

Gly

Pro

Leu

409

Asp

Tle

Thr



Gly

465

Trp

Gly

Pro

Pro

Leu

545

Ile

Lys

Glu

Leu

Val

Ile

Tyr

Ala

Leu

530

Gly

Val

Tyr

Gly

Met
6lQ

Cvys

Tvr

Arg

Leun

515

Thr

Trp

Ile

Leu

Ala

595

Lys

Leu

Gly

Pro

500

Cvs

Tyr

Gly

Leu

Ile

580

Thr

Pro

Gly

485

Gly

Val

Asn

Leu
365

Thr

Pro

Trp

470

Asp

Pro

Gly

Lys

Ala

550

Cvys

Pro

Phe

His

val

Asn

Tre

Cys

Val

535

Leu

Arg

Arg

His

Val
615

Ala

Leu

Met

Phe

520

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

600

Ile

ES 2591284 T3

Phe Phe

Tyr Asp

490

Lys
505

Tyr

Ile Phe

Arg Tyr

Ser Met

Glu Gly

570

Pro Asn

585

Arg Ala

Val Glu

Glu

475

Gly

Ser

Ser

Pro

Val

555

Pro

Arg

Thr

Thr

Cys

Ile

Tre

Leu

Asp

540

Cys

Len

Trp

Leu

Met
620

Fhe

Glu

Ala

Val

525

Trp

Ile

Arg

Ala

Met

605

Met

val

Asp

Val

510

Lys

Ala

Pro

val

Val

590

Asn

<210> 65
<211> 1866
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 65
atggccacga

tcteocaggga
agggagaagt
ttgggcaacg
ataccgtatt
ataggccagt

tctggecattyg

aggagaagct
agagcccagyg
ggtccagcaa
tctggegttt
ttattttect
acacatcaga

gctacgecatc

gcaatgtctg
cacacggcct
gatcgacttt
cccgtaccte
gtttgggagc
agggggcatce

catcgtcatt

aaagacttcc
gaagatgagg
gtgctgtctg
tgctacaaaa
ggcctgectyg
acctgctggg

gtgtccctce

acaaagacat
cggacgggaa
tggccggagg
atggtggagg
tgtttttctt
agaagatcltg

tgaacgtgta

130

Tle Ala

480

Met
495

Ile
Ile Thr
Tyr Val
Ile

Gly

val
560

Leu

Arg Ile

575

Glu Arg

Gly Ala

cctgaagcect
gceccectecag
cttecgtgggt
tgcgttecte
ggaggtcatc
tcetttgttc

ctacatcgtc

60

120

180

240

300

360

420



atcctggect
cactgcaacc
agtcactgygyg
cgcaatgtgce
gcgctctgce
tccacaggcea
ctggtccgtg
gacatcagcc
tcetacgeaa
aactcgtaca
ggcttcgcaa
gatgtggety
atgccgetge
gacagccagt
ttcctaagga
ctgctgggge
tatgcagcta
tggatatatg
gggecctgga
gtctbctege
tgggcaattyg
attgtcatcc
acccccaggg
cgagtaaccc
atgtga

<210> 66

<211> 621
<212> PRT

gggccacata
atagctggaa
tcteecttag
tcagectgte
tcctettagt
aggttgtcta
gactgaccct
gecttggygga
tetgectggg
gggactgtat
ttttttcecat
agtcaggtcc
ccaccttttg
ttgttgaagt
agggttatcg
Lgacgatggt
gtggtgtatyg
gocggtgataa
tgaagtacag
ttgtcaagta
ggctygggcety
tcectetgeog
agcccaaccg

tcatgaacgg

<213> Mus musculus

<400> 66

ctacctatte
cacaccacag
cactgccaac
ctccggaatc
ctggctcagtc
cttcaccgeht
gccaggbget
cccacaggtg
ggccatgacc
gctgetggga
cctgggcttc
tggcttggee
gtctattctg
cgaaggacag
tcgggaaatc
gacggagggt
ccttttgtagyg
cttatatgac
ctgggctagtc
tgtacccctg
gggectggec
gacygaggga
ctgggctgty

cgcactcatg

ES 2591284 T3

cactctttee
tgcatyggagg
ttcaccteac
gacaacccag
tgttttttct
actbtcccgt
ggtgaaggca
tggatcgacyg
tcactgggaa
tgcctgaaca
atggcacaag
ttcattgecct
tttttcatta
atcacatcct
ttcatagcca
ggcatgtatyg
gttgcattct
ggtattgagyg
atcactccag
acctacaaca
cttteccteca
ccgctcocgeg
gagcgtgaag

aaacccagtc

agaaggatct
acaccctgecg
ccgtecatecga
gcagtctgaa
gcatctggaa
ttgccatgct
tcaaattcta
ctggaactca
gctataacaa
gtggtaccag
agcaaggagt
acccaaaagc
tgctcctett
tggttgatct
tcttgtgtag
tgtttcaact
ttgaatgttt
acatgattgg
ctctttgtgt
aagtgtaccg
tgctgtgtat
tgagaatcaa
gggccacace

acgtcattgt

tcecectgggee
taggaacgag
gttctgggag
atgggacctc
gggtgttcga
tctggtgetyg
cctgtaccct
gatattecttt
gtacaagtat
ttttgtgtct
ggacattgct
tgtaaccatyg
gcttggactyg
ttacccgtece
catcagctac
ctttgactac
tgttattgce
ctatcggect
tggatgtttc
gtacccggat
cceecttggte
atacctgata
ctttcactce

ggagaccatg

Met Ala Thr Lys Glu Lys Leu Gln Cys Leu Lys Asp Phe His Lys Asp

1

5

10

131

15

480

540

600

660

720

780

240

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1866



Ile

Glu

Asp

Trp

Ile

Leu

Tre

Val

Ala

145

His

Arg

Ser

Gly

Leun

225

Ser

Leu

Ala

Phe

50

Arg

Preo

Glu

Glu

Ile

130

Thr

Cys

Arg

Pro

Ile

210

Leu

Thr

Lys Pro
20

Asp Gly
35

Val Leu

Phe Pro

Tyr Phe

val Ile

100

Lys Ile
115

Val Ser

Tyr Tyr

Asn His

Asn Glu

180

val Ile

195

Asp Asn

Val Trp

Gly Lys

Ser

Lys

Ser

Tyr

Ile

85

Ile

Cys

Leu

Leu

Ser

165

Ser

Glu

Pro

Leu

Val
245

Pro

Pro

Val

Leu

70

Phe

Gly

Pro

Leu

Phe

150

Trp

His

Phe

Gly

Val

230

Val

Gly

Pro

Ala

55

Cys

Leu

Gln

Leun

Asn

135

His

Asn

Trp

Trp

Ser

215

Cys

Tyr

Lys

Gln

40

Gly

Tyr

Phe

Tyr

Phe

120

Val

Ser

Thr

Val

Glu

200

Leu

Fhe

Phe

ES 2591284 T3

Ser

25

Arg

Gly

Lys

Gly

Thr

105

Ser

Tyr

Phe

Pro

Ser

185

Arg

Lys

Phe

Thr

Pro

Glu

Phe

Asn

Ser

Gly

Tyr

Gln

Gln

170

Leu

Asn

Trp

Cys

Rla
250

Gly

Lys

Val

Gly

75

Gly

Glu

Ile

Ile

Lys

155

Cys

Ser

vVal

Asp

Ile

235

Thr

Thr

Trp

Gly

60

Gly

Leu

Gly

Gly

Val

140

Asp

Met

Thr

Leu

Leun

220

Trp

Phe

132

Arg

Ser

45

Leu

Gly

Fro

Gly

Tyr

125

Ile

Leu

Glu

Ala

Ser

205

Ala

Lys

Pro

Pro

30

Ser

Gly

Ala

Val

Ile

110

ala

Leu

Pro

Asp

Asn

130

Leu

Leu

Gly

Fhe

Glu

Lys

Asn

Phe

Phe

95

Thr

Ser

Ala

Trp

Thr

175

Phe

Ser

Cys

Val

Ala
255

Asp

Ile

Val

Leu

80

Phe

Cys

Ile

Trp

Ala

160

Leu

Thr

Ser

Leu

Arg

240

Met



Leu

Gly

Gln

Cys

305

Asn

Ser

Gln

Leu

Thr

385

Asp

Leu

Ala

Glu

Gly

465

Trp

Leu

Ile

Val

290

Leu

Ser

Phe

Glu

Ala

370

Phe

Ser

Tyr

Ile

Gly

450

Val

Ile

Val

Lys

2775

Trp

Gly

Tyr

Val

Gln

355

Phe

Trp

Gln

Pro

Leu

435

Gly

Cys

Tvr

Leu

260

Fhe

Ile

Ala

Arg

Ser

340

Gly

Ile

Fhe

Ser

420

Cys

Met

Leu

Gly

Leu

Tyr

Asp

Met

Asp

325

Gly

Val

Ala

Ile

val

405

Phe

Ser

Tyr

Leu

Gly
485

Val

Leu

Ala

Thr

310

Cys

Phe

Asp

Tyr

Leu

390

Glu

Leu

Ile

val

Trp

470

Asp

Arg

Tyr

Gly

295

Ser

Met

Ala

Ile

Pro

375

Phe

val

Arg

Ser

Phe

455

Val

Asn

Gly

Fro

280

Thr

Leu

Leu

Ile

2la

360

Tys

Phe

Glu

Lys

Tyr

440

Gln

Ala

Leu

ES 2591284 T3

Leu

265

Asp

Gln

Gly

Leu

Phe

345

Asp

Ala

Ile

Gly

Gly

425

Leu

Leu

Fhe

Tyr

Thr

Ile

Ile

Ser

Gly

330

Ser

Val

Val

Met

Gln

410

Iyr

Leu

Phe

Fhe

Asp
490

Leu

Ser

Tyr
315

Cys

Ile

Thr

Leu

395

Ile

Arg

Gly

Asp

Glu

475

Gly

Pro

Arg

Phe

300

Asn

Leu

Leu

Glu

Met

380

Thr

Arg

Leu

Tyr

460

Cys

Ile

133

Gly

Leu

285

Ser

Lys

Asn

Gly

Ser

365

Met

Leu

Ser

Glu

Thr

445

Tyr

Phe

Glu

Ala

270

Gly

Tyr

Tyr

Ser

Phe

350

Gly

Pro

Leu

Leu

Ile

430

Met

Ala

Val

Asp

Gly

Asp

Ala

Lys

Gly

335

Met

Pro

Leu

Gly

vVal

415

Phe

Val

Ala

Ile

Met
495

Glu

Fro

Ile

Tyr

320

Thr

Ala

Gly

Pro

Leu

400

Asp

Ile

Thr

Ser

Ala

480

Ile



Gly

Pro

Pro

Leu

545

Ile

Lys

Glu

Leu

Tyr

Ala

Leu

530

Gly

Val

Tyr

Gly

Met

Arg

Leu

315

Thr

Trp

Ile

Leu

Ala

595

Lys

Pro

500

Cys

Tyr

Gly

Leu

Ile

580

Thr

Pro

Gly

Val

Asn

Leu

Leu

565

Thr

Pro

Pro

Gly

Lys

Ala

550

Cys

Proc

Fhe

His

Trp

Cys

Val

535

Leu

Arg

Arg

His

Val

Met

FPhe

520

Tvr

Ser

Thr

Glu

Ser

600

Ile

ES 2591284 T3

Lys
505

Tvr

val Phe

Arg Tyr

Ser Met

Glu Gly

570

Pro Asn

585

Arg Val

Val Glu

Ser

Ser

Pro

Leu

555

Pro

Arg

Thr

Thr

Trp

Leu

Asp

540

Cys

Len

Trp

Leu

Met

Ala

val

525

Trp

Ile

Arg

Ala

Met

605

Met

vVal

510

Lys

Ala

Pro

val

Val
590

Asn

610

<210> 67
<211> 1863
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 67
atggccacca

tcaccaggga
agggagaagt
ttgggcaacg
ataccgtatt
ataggccagt
tctggtatcy
atcctggect
cactgcaacc
agtgtctgga
cgcaacgtgc

gctectectgee

aggagaagct
agagcccagg
ggtctagcaa
tctggecgett
ttattttect
acacctctga
gctatgcctc
gggccacata
acagctggaa
tcaccatcag
tgagcttgte

Ttcttttagt

615

gcagtgtctg
cacgcggect
gatcgacttt
coccgtacctc
gtttgggagc
agggggcatc
cgttgtaatt
ctacctgttc
cacacctcac
ctccaccaac
ccctggaatce

ctggctagtyg

aaagatttcc
gaggacgagg
gtgctctctg
tgctacaaga
ggcctgeoctg
acctgctggg
gtgtccctee
cagtccttcce
tgcatggagg
ttcacctcee
gaccacccag

tgtttecttct

620

acaaggacat
ctgagggaaa
tggctggcgg
atggtggagg
tgtttttett
aaaagatctg
tgaatgtcta
agaaggagct
acaccatgcg
ctgtcatega
gctctctgaa

gcatctggaa

134

Ile Thr

Tyr Val
Ile

Gly

val
560

Leu

Arg Ile

575

Glu Arg

Gly Ala

cctgaagcce
acctccgcag
cttcgtggge
tgcgtttcte
ggagatcatc
cececttgttce
ctacatcgtc
gcectgggea
caagaacaag
gttctgggag
atgggacctc

gggcgtcagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tccactggga
ctggtccgag
gacabtcaccc
tcttatgeca
aactcgtaca
ggcttcgcaa
gatgtggetg
atgccgetge
gatagccagt
ttcctaagga
ctgctgggge
tatgcagcta
tggatatatg
gggccctygga
atcttctecgce
tgggccattyg
atcgtcatcc
accccaaggg
cgcaccgtca
tga

<210> 68

<211> 620
<212> PRT

aggtcgtcta
ggctgacgct
gccttgagga
tctgectgygg
gggactgtat
tttttteecat
agtcaggtcc
ccacattttg
ttgttgaagt
agggttatecg
tgacgatggt
gocggtgtatyg
gaggtgataa
tgaagtacag
tcgtcaagta
ggctgggetg
gcctctgceca
aacccaaccg

tgaacggcgc

<213> Homo sapiens

<400> 68
Met Ala
1

Ile Leu

Glu Ala
35

5

20

cttcacagcc
gccgggegeg
cccacaggtg
ggctatgacc
getgetggga
cctgggcette
tggcctggeo
gtccattctt
tgaaggacag
tcgggaaatce
gacggagggt
ccttttgtgg
cctttatgat
ctgggctgtyg
cgtacccctg
gagcctggcc
gactgagggyg
ctgggctgtyg

tctegtgaaa

Thr Lys Glu Lys Leu Gln Cys Leu Lys Asp Phe

Lys Pro Ser Pro Gly Lys Ser Pro Gly Thr Arg

Glu Gly Lys Pro Pro Gln Arg Glu Lys Trp Ser

40
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acttttccat tcgccatget
ggcgcaggca tcaagttcta
tggattgacg ctgggactca
tcgctgggga gctacaacaa
tgcctgaaca gtggtaccag
atggcacaag agcaaggggt
ttcattgecct acccaaaagc
ttttttatta tgcttctcett
atcacatcct tggttgatct
ttcatcgcecet tecgtgtgtag
gygcatgtatyg tgtttcagcect
gttgcattct ttgaatgttt
ggtattgagyg acatgattgg
atcactccag ttctctgtgt
acctacaaca aaacatacgt
ctttcecctecca tgcectcectgegt
ccgttccttg tgagagtcaa
gagcgcgagg dgagccacacce

ccgacccaca bcattgtgga

10
25

30

45

135

cctggtgctyg
tctgtatcct
gatattcttc
gtacaagtat
ttttgtgtct
ggacattgct
tgtgacaatg
gcttggactg
ttacccatce
catcagctac
ctttgactac
tgttattgce
ctatcggcce
tggatgtttc
gtaccccaac
tcecettggte
gtacctgctg
ttacaactct

gaccatgatg

His Lys Asp

15

Pro Glu Asp

Ser Lys Ile

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1863



Asp

Trp

Ile

Leu

Trp

Val

BAla

145

His

Arg

Gly

Leu

225

Ser

Lcu

Cly

Gln

Phe

Arg

Fro

Glu

Glu

Ile

130

Thr

Cys

Lys

Pro

Ile

210

Thr

Lou

Ile L

val

Val

Phe

]
hal
[

“le

Lys

1%

Val

TVr

Asr

Asrn

Val

95

Asp

Val

Gly

Val

Leu

Pro

Phe

Tle

100

Il=

Ser

Tyr

His

Lys

180

His

Trp

Lys

Leu

260

Phe

Ile

Ser

Tyr

Ile

85

Tle

Cvs

Zeu

Zeu

Ser

165

Ser

e (Glu

Pro

~eu

Val

245

Lcu

Tyr

Val

Leu

70

The

Gly

Pro

Leu

Fhe

150

Trp

val

Phe

Gly

Val

230

Val

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

Gln

Leu

Rsn

135

Aszn

Trp

Trp

Ser

215

Cvys

Tvyr

Arg

Tyr

Gly

Tyr

Phe

Tyr

Phe

120

Val

Ser

Thr

1le

Glu

200

Leu

Fhe

Phe

Gly

FPro

280

Thr

Gly

Gly

Thr

105

Ser

Tvr

Phe

Fro

Thr

185

Arg

Phe

Thr

Lea

265

Gln
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Phe

Ser

Ser

Gly

Tvr

Gln

His

170

1lle

Asn

Trp

Cys

Thr

Ile

Ile

Val

Cly

75

Gly

Glu

Ile

Ile

Lys

155

Cys

Ser

Val

Asp

Tle

235

Thr

Lcu

Thr

FPhe

Glv

Cly

Leu

Gly

Gly

Val

140

Glu

Met

Ser

Len

Leu

220

Trp

2he

Arg

he

Leu

Cly

Pro

Gly

Tyr

125

Ile

Leu

Glu

Thr

Ser

205

Ala

Lys

Pro

Gly

Leu
285

136

Gly

Ala

Val

Tle

110

ala

Leu

Pro

Bsp

Asn

190

Leu

Leu

Gly

Phe

Nla

270

Clu

Tyr

ASD

Phe

Phe

95

Thr

Ser

Bla

Trp

Thr

175

Phe

Ser

Cys

Val

Ala

255

Gly

Ala

Val

Leu

Phe

Cys

Val

Tro

Ala

160

Met

1hr

Pro

Leu

Arg

240

Met

Mla

Pro

Ile



Cys

305

Ser

Gln

Leu

Ala

Glu

Gly

465

Tre

Gly

Pro

Pro

Leu

Ser

Phe

Glu

Ala
370

r Ph=a

Ser

Tyr

Phz

Gly

450

Val

Tyr

Val

Leu
530

G-y

Val

G.n

355

Phe

Trp

Pro

Val
435

G.y

Arg

Leu
5.5

Thr

Ala

Arg

Gly

Ile

Phe

Met

Gly

Pro

00

Cvys

Tyr

Met.

RAsp

325

Gly

Val

Ela

Ile

Val

405

Phe

Ser

Tyr

Gly

483

Gly

Val

Asn

Thr

310

Cys

Phe

Asp

Tyr

Leu

390

Glu

Leu

Tla ¢

Val

Trp

470

ASD

Pro

Gly

Lys

Ser

Met

Ala

Ile

Pro

375

Phe

Val

Arg

Phe

455

val

Asn

Trp

Cvys

Thr
535

Leu

Leu

Ile

Ala

350

Lys

Phe

Glu

Tyr

440

Ala

T.eu

Met

Phe

520

lyr

Gly

Phe

345

Asp

ala

Tle

Gly

ke

Tien

Fhe

Tyr

Lys

505

Ile

Val
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Ser

Gly

330

Ser

val

Val

Met

Gln

410

Tyr

T.eu

Phe

Phe

Asp

490

Tyr

Phe

1yr

Tyr

315

Cys

Ile

Ala

Thr

Leu

395

Ile

Arg

Gly

Asp

Glu

475

Gly

Ser

Fro

300

Asn

Leu

Leu

Glu

Met

380

Leu

Thr

Arg

Tieu

Tyr

£60

Cys

Tle

- Tre

Leu

Asn
540

Lys

Asn

Gly

Ser

305

Met

Leu

Ser

Clu

Thr

445

Tyr

Fhe

Glu

Ala

Val

525

l'rp

137

Tyr

Phe

350

Gly

Pro

Zeu

Zeu

Ile

430

Met

Ala

val

Asp

Val

510

_ys

Ala

Lys

- Gly

335

Met

Pro

Leu

Gly

Val

415

Phe

Val

Ala

Ile

Tle

Tyr

lle

Tyr

320

Thr

Ala

Gly

Pro

Leu

400

Asp

Ile

Thr

Ala
487

- Tle

Thr

Val

Gly



Leu

545

Ile

Lys

Glu

Val

Gly

Val

Tyr

Gly

Lys
6l0

Trp

Ile

Leu

Ala

595

Pro

Arg

Leu

580

Thr

Thr

Leu

Leu

565

Thr

Pro

His

Ala

550

Cys

Pro

Tyr

Ile

Leu

Gln

Arg

Asn

Ile
615

Ser

Thr

Glu

Ser

600

Val
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Ser

Glu

Pro

585

Arg

Glu

Gly

570

Asn

Thr

Thr

Leu

555

Pro

Arg

Val

Met

Cys Val

Phe Leu

Trp Ala

Met Asn

Met
620

138

605

Pro

Val

Val

590

Gly

Leu

Arg

575

Glu

Ala

Val

560

Val

Arg

Leu
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REIVINDICACIONES

1. Un meétodo para producir un polipéptido deseado, que comprende transferir artificialmente un gen de
alanina aminotransferasa y un gen que codifica un polipéptido deseado a una célula y cultivar dicha célula que
expresa dicha alanina aminotransferasa y tiene un ADN transferido que codifica el polipéptido deseado y que
permite de ese modo a la célula producir dicho polipéptido deseado, en donde la célula que expresa la alanina
aminotransferasa es una célula que es transformada por un vector que incorpora un ADN que codifica dicha alanina
aminotransferasa, en donde el polipéptido deseado es un anticuerpo.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la célula que expresa fuertemente la alanina aminotransferasa
expresa ademas un transportador de la taurina.

3. El método de la reivindicacién 2, en donde las células que expresan el transportador de la taurina son
células a las que se ha transferido un ADN que codifica un transportador de la taurina.

4. El método de la reivindicacion 1 o 3, en donde las células son de ovario de hamster chino.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el ADN que codifica la alanina
aminotransferasa es uno cualquiera de los siguientes (a) a (e):

(a) un ADN que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias
de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52,
54, 56, 58 o0 60;

(b) un ADN que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos derivada de la secuencia de
aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 6 60, por sustitucion, delecion, adicion y/o insercion de
de uno a 30 residuos de aminoacidos, y que todavia tiene actividad de alanina aminotransferasa;

(c) un ADN que codifica un polipéptido que tiene 70% o mas de homologia de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 56, 58 o 60 y que todavia tiene actividad de
alanina aminotransferasa;

(d) un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5,
7,9, 11, 13,15, 17,19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 0 59;

(e) un ADN que se hibrida con un ADN complementario a un ADN que tiene la secuencia de nucleétidos como se
muestra en las secuencias de N° de identificacion: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57 6 59 en condiciones de rigor y que todavia codifica un polipéptido que tiene
actividad de alanina aminotransferasa.

6. Un método de preparacion de una composiciéon farmacéutica que comprende las etapas de preparar un
polipéptido deseado por el método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Una célula que contiene un vector que incorpora un ADN que codifica y expresa la alanina
aminotransferasa y que contiene un vector de expresion que comprende un ADN que codifica un polipéptido
deseado, en donde el polipéptido deseado es un anticuerpo.

8. La célula segun la reivindicacion 7, que tiene ademas un ADN transferido que codifica un transportador de
la taurina.
9. El método de la reivindicacion 1, que comprende el cultivo en un medio que contiene alfa-cetoglutarato de

dicha célula que expresa la alanina aminotransferasa y tiene dicho ADN transferido que codifica el polipéptido
deseado permitiendo de ese modo que la célula produzca dicho polipéptido deseado.

139



ES 2591284 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 9
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Densidad de células viables (x 10° células/ml)
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Figura 10
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Lactato en el medio (g/litro)
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Relacién de supervivencia (%)
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Figura 14
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Anticuerpo anti-glipicano (mg/litro)
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Figura 18
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Concentracion inicial de glutamina
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Anticuerpo anti-glipicano (mg/litro)
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Figura 22
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