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DESCRIPCION
N-glicosilacién en Phaeodactylum tricornutum transformada
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para mejorar el patron de N-glicosilacion de proteinas en Phaeodactylum
tricornutum con el fin de producir en estas microalgas glicoproteinas que tengan perfiles de N-glicano similares a los
de las glicoproteinas producidas por células de animales, especialmente células de seres humanos, que se puedan
usar como agentes terapéuticos humanos o animales.

Antecedentes de la invencion

Las proteinas farmacéuticas se producen como proteinas recombinantes por expresion en sistemas de expresion
eucariotas. Después de la sintesis de la cadena principal de la proteina, la proteina recombinante se somete a un
posterior proceso postraduccional incluyendo la unidon de residuos de azucares, un proceso conocido como
glicosilaciéon. Sin embargo, los organismos eucariotas presentan diferentes procesos de glicosilacion que implican
enzimas especificas (glicosiltransferasas y glicosidasas), y de modo que los patrones de glicosilacion, incluso de la
misma proteina, seran diferentes dependiendo de la célula eucariota en la que se esta produciendo la proteina
particular. Por tanto, el patréon de glicosilacion de las proteinas farmacéuticas expresadas en células hospedantes
eucariotas difiere sustancialmente del patrén de glicosilacion de las proteinas naturales producidas en seres
humanos y otros mamiferos.

N-glicosilacion: una importante modificacion postraduccional de proteinas segregadas

La N-glicosilacion es una importante etapa de la modificacion postraduccional en la sintesis de proteinas en células
eucariotas. El proceso de N-glicanos en la via secretora es esencial para las proteinas destinadas a ser segregadas
o integradas en membranas. La N-glicosilacion comienza cuando la proteina es traducida y translocada (movida)
desde el ribosoma al lumen del reticulo endoplasmico (RE). En este proceso, se ensambla inicialmente un precursor
de oligosacaridos fosfato de dolicol (GlcsMangGIcNAc2-PP-dolicol) en la cara citoplasmatica y termina en la cara
luminal de la membrana del RE (BURDA AND AEBI, Biochimica et Biophysica Acta, vol.1426, pp. 239-257, 1999).
Este precursor es usado por el complejo de multisubunidades de oligosacariltransferasa (OST) que cataliza su
transferencia a los residuos de asparagina de las secuencias de consenso Asn-X-Ser/Thr, cuando X es diferente de
prolina y acido aspartico, de una proteina diana (BURDA AND AEBI, antes mencionadas, 1999). A continuacion, el
precursor se desglucosila/reglucosila para asegurar el control de calidad de la proteina neosintetizada por
interaccion con las proteinas chaperonas residentes en el RE, calrreticulina y calnexina. Estos episodios en el RE
son cruciales para el plegamiento y la oligomerizacion apropiados de las proteinas segregadas (HELENIUS AND
AEBI, Science, vol. 291, pp. 2364-2369, 2001), altamente conservadas en las células eucariotas investigadas hasta
ahora. Estas etapas conducen a la formacion de un conjunto limitado de N-glicanos del tipo de alto contenido en
manosa (Fig. 1). Por el contrario, la adaptacion evolutiva del proceso de N-glicanos en el aparato de Golgi ha dado
lugar a una gran variedad de estructuras complejas especificas de los organismos. Las manosidasas localizadas en
este compartimento degradan en primer lugar el precursor de oligosacaridos en N-glicanos del tipo alto contenido en
manosa que varian desde MangGIcNAc; (Man-9) hasta MansGIcNAc; (Man-5). A continuacion se transfiere la N-
acetilglucosaminiltransferasa | (GnT 1) a un primer residuo de GIcNAc en el brazo de (1,3)-manosa de MansGIcNAc;
y facilita la sintesis de multiples N-glicanos de tipo complejo estructuralmente diferentes (Fig. 1). A continuacion, las
acciones de a-manosidasa Il y GnT Il permiten la sintesis del nucleo GIcNAc,MansGIcNAc,. Los oligosacaridos de
tipo complejo surgen de la transferencia en el aparato de Golgi de residuos de monosacaridos al nucleo
GIcNAcz,Man3GIcNAc; bajo la accion de glicosiltransferasas especificas de los organismos. Como consecuencia, las
proteinas maduras que abandonan la via secretora albergan multiples N-glicanos complejos especificos del
organismo que permiten a la proteina adquirir un conjunto de funciones bioldégicas mediadas por glicanos. Como
ilustracion, los N-glicanos en mamiferos son estructuras poli-antenarias, poli-sialiladas maduradas que albergan un
residuo de fucosa unido por a(1,6) en la N-acetilglucosamina préxima del nucleo (nucleo-a(1,6)-fucosa) (Fig. 1).

Remodelacion en N-glicanos similares a los de seres humanos por estrategias de activacion

Puesto que los perfiles de glicosilacion difieren entre las células hospedantes de mamiferos y eucariotas, se han
desarrollado estrategias para la remodelacion in vivo de las estructuras de glicano unidas por N a proteinas. Estas
estrategias incluyen la desactivacion de genes enddégenos que estan implicados en la transferencia de algunos
monomeros especificos, y metodologias de activacion basadas en la expresion en las células hospedantes de
enzimas de mamiferos. Los resultados del procedimiento de activacién, complementando el repertorio enzimatico de
la célula hospedante, en la sintesis en el sistema de expresién recombinante de glicanos unidos a N son similares a
los encontrados en células de mamiferos. Como ilustracion, se ha conseguido la remodelacién de N-glicanos de
plantas en N-glicanos similares de mamiferos expresando una ((1,4)-galactosiltransferasa humana en células
vegetales. También se ha realizado la insercién dirigida de la (1,4)-galactosiltransferasa humana en Physcomitrella
patens lo que conduce a la adicion de [(1,4)-galactosa terminal a N-glicanos endogenos. La N-
acetilglucosaminiltransferasa 1l (GnT Ill) humana también se ha expresado con éxito en plantas con el fin de
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modificar in planta N-glicanos enddgenos. Esta transferasa es capaz de introducir el residuo 3(1,4)-GIcNAc en la -
manosa de los N-glicanos de mamifero del nucleo (biseccionando GlcNAc). El documento W02009/101160 describe
la modificacion de Phaeodactylum tricornutum con diversas actividades enzimaticas. El documento WO2009/101160
describe que es necesaria la inactivacion de ciertas enzimas en microalgas para humanizar el patron de
glicosilacion. Las enzimas son alfa-manosidasa |, N-acetilglucosaminiltransferasa, alfa-1,3-fucosiltranferasa y beta-
1,2-xilosiltransferasa.

Con la excepcion de IgG, las proteinas séricas humanas requieren acido sialico en las posiciones terminales de sus
N-glicanos (Fig. 1). La mayoria de las células eucariotas que no son de mamifero, tales como plantas, no sintetizan
acidos N-acetil- y N-glicolil-neuraminicos (NeusAc y NeusGc), los dos principales acidos sialicos de mamiferos.
Como consecuencia, se ha desarrollado la manipulacién genética para la sintesis in planta de proteinas sialiladas
por expresion de enzimas capaces de sintetizar CMP-NeusAc, su transportador de Golgi y las sialiltransferasas
apropiadas (Paccalet et al., 2007, Plant Biotechnology Journal, vol.5, pp. 12-25; Castilho et al., 2008, Plant Physiol.,
Vol. 147 (11), pp. 331-339; Castilho et al., 2010, The Journal of Biological Chemistry, vol. 285 (21), pp. 15923-30.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la biosintesis de glicanos unidos a N en mamiferos.

La figura 2 muestra la deteccién por afinidad usando concanavalina A (Con A) y la inmunodeteccidon usando
anticuerpos producidos contra los epitopos de nucleo B(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y ndcleo a(1,3)-fucosa (anti-Fuc) de
proteinas aisladas de cebolleta usadas como control positivo (Pista 1) y de Phaeodactylum tricornutum (Pista 2).

La figura 3 muestra el vector de transformacion BSJ-25 (SEQ ID NO 79). El casete de expresion estd compuesto por
el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) doble (SEQ ID NO 80), una secuencia Q del virus del
mosaico del tabaco como potenciador de la traduccion y un péptido sefal (PS) de quitinasa (SEQ ID NO 81) que
esta situado aguas arriba del sitio de clonacion multiple (MCS) y la secuencia del terminador FcpA de
Phaeodactylum tricornutum en el extremo. El marcador de seleccion, el gen resistente a la bleomicina, ShBle, es
activado por el promotor FcpB. La construccion también contiene el gen resistente a la ampicilina, Amp, y el origen
de replicaciéon de Escherichia coli.

La figura 4 muestra el casete de expresion de la GnT | de Phaeodactylum tricornutum. El primer casete comprende
la secuencia que codifica la GnT | endégena situada bajo el control de secuencias reguladoras endogenas. En la
segunda construccion, la GnT | esta fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP).

La figura 5 muestra el cribado de microalgas transformadas con la secuencia que codifica la GnT | de
Phaeodactylum tricornutum (Pt-GnT I). Pt-GnT |: microalgas potencialmente transformadas; T-: control negativo de
amplificacion en agua; T+: amplificacion por PCR realizada en el vector de transformacion.

La figura 6 muestra amplificaciones por PCR del gen constitutivo H4 realizada en el cDNA obtenido de los linajes de
P. tricornutum que fueron transformados con la secuencia que codifica la proteina GnT | (P-GnT ). Pt: cepa natural
de P. tricornutum; T-: control negativo de amplificacion en agua; RT+: amplificacion por PCR realizada en el cDNA;
RT-: control negativo de transcripcion inversa.

La figura 7 muestra la amplificacion por PCR de GnT | realizada en el cDNA obtenido a partir de P. tricornutum que
fue transformada con la secuencia que codifica la GnT | endégena (P{-GnT 1). Pt cepa natural de P. tricornutum; T-:
control negativo de amplificacion en agua; RT+: amplificacién por PCR realizada en el cDNA; RT-: control negativo
de transcripcion inversa.

La figura 8 muestra la Q-PCR realizada en un linaje de P. tricornutum de tipo natural y en un linaje que expresa el
transgén de GnT I. A: curva de fusion de los amplicones; B: perfiles de amplificacion de los linajes de tipo natural y
transformados de P. tricornutum. Pt-GnT |: curvas de amplificacion obtenidas en 3 diluciones de cDNA a partir del
linaje transformado con el gen GnT I. Pt-wt. curvas de amplificacion obtenidas en 3 diluciones de cDNA a partir del
linaje de tipo natural.

La figura 9 muestra la observacion por microscopia confocal de microalgas P. tricornutum que fueron transformadas
con los genes que codifican una proteina verde fluorescente citosolica (Pt-eGFP) y una proteina de fusion GnT I-
eGFP (Pt-GnT I-eGFP).

La figura 10 muestra la fluorescencia observada en el cloroplasto y el reticulo endoplasmico de microalgas P.
tricornutum que expresan la proteina eGFP vy la fluorescencia observada en el aparato de Golgi de microalgas que
expresan GnT I-eGFP, después de un cultivo de dichas microalgas en brefeldin A (un agente capaz de desmantelar
la estructura del aparato de Golgi bloqueando el transporte desde el reticulo endoplasmico hasta el aparato de
Golgi).

La figura 11 muestra la deteccion de la proteina de fusion GnT I-eGFP por transferencia de Western. La muestra de
Pt-eGFP corresponde a un extracto de proteina de P. tricornutum que produce proteina eGFP citosodlica. La muestra
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negativa (Pt) corresponde al extracto de proteina de una microalga P. fricornutum no transformada. Por ultimo, la Pt-
GnT I-eGFP corresponde a extractos de proteinas de dos clones de P. tricornutum que fueron transformados con
una secuencia que codifica la proteina de fusion GnT I-eGFP y que presenta fluorescencia en el aparato de Golgi.

La figura 12 muestra las construcciones usadas para la expresion de GnT | en P. tricornutum.

La figura 13 muestra N-glicanos del tipo con alto contenido en manosa que son los principales oligosacaridos unidos
en N a proteinas de P. tricornutum. (A) Espectro de masas MALDI-TOF de glicanos unidos a N liberados por
PNGasa A desde glicoproteinas de P. tricornutum y marcados con 2-aminobenzamida (2-AB). (B) Espectro de
masas MALDI-TOF del agrupamiento de N-glicanos después de tratamiento con a-manosidasa de canavalia. (C)
espectro de masas MALDI-TOF de glicanos unidos a N marcados con 2-AB liberados por PNGasa F desde
glicoproteinas de P. tricornutum. Man-3 a Man-9: N-glicanos de paucimanosa y de tipo con alto contenido en
manosa MansGIcNAc; a MangGIcNAc;. *: contaminantes. m: aductos de potasio.

La figura 14 muestra la deficiencia de maduracion de N-glicanos de los complementos GnT | de P. tricornutum en el
mutante Lec1 de CHO. Espectros de masas MALDI-TOF de glicanos unidos en N a proteinas extraidas de células
de CHO. (A) tipo natural, (B) mutante Lec1 de CHO y (C) transformante 4 del mutante Lec1 de CHO complementado
con el gen GnT | de P. tricornutum. Man-4 a Man-9: N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa MansGIcNAc;
a MangGIcNAc,. Simbolos (70): cuadrado negro con contorno negro: GIcNAc, circulo gris con contorno negro: Man,
circulo blanco con contorno negro: Gal, triangulo gris con contorno negro: Fucosa.

Sumario de la invenciéon

Un primer aspecto de la invencion se refiere a Phaeodactylum tricornutum transformada cuya via de N-glicosilacion
ha sido modificada por la inactivacion de -N-acetilglucosaminidasas tanto de las secuencias de aminoacidos SEQ
ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no presentando dichas B-N-acetilglucosaminidasas inactivadas ninguna actividad
enzimatica.

En una realizacién preferida, dicha P. tricornutum comprende ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida
operativamente a un promotor, codificando dicha otra secuencia de acidos nucleicos un polipéptido que es
expresado y glicosilado en la P. tricornutum transformada.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo
dicho método las etapas de:

cultivar una P. tricornutum transformada como se ha descrito anteriormente,
purificar dicho polipéptido que es expresado y glicosilado en dicha P. tricornutum transformada.

En una realizacion preferida, dicho método comprende una etapa adicional (iii) de determinacion del patron de
glicosilacion de dicho polipéptido.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un uso de una P. tricornutum transformada como se ha descrito
anteriormente para producir un polipéptido glicosilado.

Descripcion detallada de la invencién

Se ha predicho un gen que codifica una supuesta N-acetilglucosaminiltransferasa | (GnT 1) en el genoma de
Phaeodactylum tricornutum (P. tricornutum), pero los inventores establecieron que esta supuesta GnT | no mostraba
ninguna actividad significativa en Phaeodactylum tricornutum en condiciones de cultivo estandares, puesto que las
proteinas extraidas de Phaeodactylum tricornufum no presentaban ningin patron de glicosilacion
GIcNAcMansGIcNAc; y llevaban alrededor del 95-97% de N-glicanos de tipo con alto contenido en manosa que
variaba desde MangGIcNAc; (Man-9) hasta MansGIcNAc, (Man-5).

Sin embargo, los inventores encontraron sorprendentemente en otros experimentos, presentados en los siguientes
ejemplos, que esta supuesta GnT | era capaz de restaurar la maduracion de glicanos unidos a N en N-glicanos de
tipo complejo en mutantes Lec? de CHO, defectuosos en su GnT | enddgeno.

En consecuencia, los inventores muestran que esta supuesta GnT | tiene una actividad enzimatica, cuya actividad
enzimatica puede restaurar la actividad defectuosa de GnT | de mamiferos.

Ademas, la N-acetilglucosaminiltransferasa | no es la Gnica enzima identificada por los inventores en el genoma de
Phaeodactylum tricornutum. Se ha identificado otro gen que codifica una alfa-manosidasa Il (a-Man Il) en el genoma
de Phaeodactylum tricornutum, aunque no era detectable la actividad de a-Man Il en P. tricornutum en condiciones
de cultivos estandares.
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GIcNAcMansGIcNAc,, el producto de GnT |, se convierte sucesivamente en el aparato de Golgi en
GIcNAcMan,GIcNAc; y a continuacion en GlcNAcMansGIcNAc; por la accion del a-Man [, seguido por la produccion
de GlcNAc;Man3zGIcNAc; bajo la accion de GnT L.

No obstante, algunos organismos expresan B-N-acetilglucosaminidasas, que son enzimas responsables de la
degradacioén de N-glicanos terminados en GIcNAc después de su biosintesis en el aparato de Golgi con la accion de
GnT | y Man Il. La eliminacién de GIcNAc terminal por B-N-acetilglucosaminidasas en el sistema secretor o en
compartimentos en los que se acumulan proteinas pueden convertir entonces estos oligosacaridos en MansGIcNAc;
y MansGIcNAc;, reasociando asi la via de glicosilacion.

Los inventores identificaron genes que codifican las supuestas B-N-acetilglucosaminidasas en el genoma de
Phaeodactylum tricornutum: una primera B-N-acetilglucosaminidasa de secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 9 es
codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 10 (numero de registro 45073), mientras que una
segunda B-N-acetilglucosaminidasa de secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 11 es codificada por la secuencia de
acidos nucleicos SEQ ID NO 12 (numero de registro 49563).

Estos supuestos genes pueden explicar la ausencia de la cantidad detectable de GIcNAcMansGIcNAc;, el producto
de GnT [, o GlcNAcMansGIcNAc, y GIcNAcMansGIcNAc,, productos de GnT | y a-Man I, en proteinas de P.
tricornutum.

Por tanto, un primer objeto de la invencidon es una Phaeodactylum tricornutum transformada cuya via de N-
glicosilacion ha sido modificada por la inactivacion de [-N-acetilglucosaminidasas tanto de secuencias de
aminoacidos SEQ ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no presentando dichas (B-N-acetilglucosaminidasas inactivadas
ninguna actividad enzimatica.

En una primera realizacién, dicha Phaeodactylum tricornutum transformada comprende ademas una secuencia de
acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde:

(i) dicha secuencia de acidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa | que tiene la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO 1, o una secuencia de aminoacidos que comprende al menos SEQ ID NO 4;y

(i) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencia de menos del 50% con la SEQ ID NO 3.

Phaeodactylum tricornutum es una microalga que pertenece a la clase Bacillariophyceae, al orden Naviculales, a la
familia Phaeodactylaceae y al género Phaeodactylum.

El término “secuencia de acidos nucleicos” utilizado en la presente memoria se refiere a secuencias de DNA (por
ejemplo, cDNA o DNA gendmico o sintético), asi como a analogos de DNA que contienen analogos de nucledtidos
no naturales, enlaces internucleosidicos no naturales, o ambos. Preferiblemente, dicha secuencia de acidos
nucleicos es una secuencia de DNA. Esta secuencia de acidos nucleicos puede estar en cualquier conformacion
topolégica, como lineal o circular.

La expresion promotor “unido operativamente” se refiere a una unién en la que el promotor es contiguo al gen de
interés para controlar la expresion de dicho gen.

El término “Phaeodactylum tricornutum transformada” se refiere a una P. tricornutum en la que la secuencia de
acidos nucleicos unida operativamente a un promotor se ha introducido en dicha microalga por métodos
convencionales de transformaciéon, como se describe a continuacién, para expresar dicha molécula de acidos
nucleicos en el nucleo de dicha P. tricornutum.

La transformacién de P. tricornutum se puede realizar por métodos convencionales, tales como bombardeo de
microparticulas, electroporacion, perlas de vidrio, polietilenglicol (PEG), bigotes de carburo de silicio, o el uso de
virus o agrobacterias. Dicho protocolo se describe en los ejemplos. La secuencia de acidos nucleicos se puede
introducir en Phaeodactylum tricornutum via un plasmido, secuencias de virus, DNA monocatenario o bicatenario,
DNA circular o lineal. En general es deseable incluir en cada secuencia o vector de acidos nucleicos al menos un
marcador seleccionable para permitir la seleccion de Phaeodactylum tricornutum que ha sido transformada
establemente. Ejemplos de dichos marcadores son genes resistentes a antibiéticos, tales como el gen sh ble que
permite la resistencia a zeocina, los genes nat o sat-1 que permiten la resistencia a nourseotricina y el gen bar que
permite la resistencia a glufosinato.

La N-acetilglucosaminiltransferasa |, también conocida como GnT | o manosido-acetilglucosaminiltransferasa |
(MGAT I) es una enzima de la via de N-glicosilacion, que es capaz de afadir un residuo de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) a MansGIcNAc; para producir un GlIcNAcMansGIcNAc:.

La N-acetilglucosaminiltransferasa | que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 1 corresponde a la “N-
acetilglucosaminiltransferasa endégena” codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 2 presente en
el genoma de Phaeodactylum tricornutum de tipo natural.
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La expresion “sitio catalitico” se refiere a la secuencia de aminoacidos de una enzima, siendo dicha secuencia de
aminoacidos responsable de la actividad enzimatica. Por tanto, el sitio catalitico de la N-acetilglucosaminiltransferasa
| corresponde a la secuencia de aminoacidos responsable de la adicion de un residuo de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) a MansGIcNAc; para producir un GlcNAcMansGIcNAc:.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de N-acetilglucosaminiltransferasa I” se refiere a una
secuencia de aminoacidos capaz de afiadir un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a MansGIcNAc, para
producir un GlcNAcMansGIcNAc; y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO 1 o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO 1 o uno de sus fragmentos, y mas preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de
aminoéacidos SEQ ID NO 1 o uno de sus fragmentos.

Como se usa en la presente memoria, “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de aminoacidos significa el
porcentaje de aminoacidos idénticos, entre las dos secuencias que se van a comparar, obtenido con el mejor
alineamiento de dichas secuencias, siendo este porcentaje puramente estadistico y distribuyéndose las diferencias
entre estas dos secuencias aleatoriamente en las secuencias de aminoacidos. Como se usa en la presente
memoria, “mejor alineamiento” o “alineamiento 6ptimo”, significa el alineamiento para el que el porcentaje de
identidad determinado (véase a continuacion) es el mayor. La comparacion de secuencias entre dos secuencias de
aminoacidos se realiza generalmente comparando estas secuencias que se han alineado previamente de acuerdo
con el mejor alineamiento; esta comparacion se realiza en segmentos de comparacion con el fin de identificar y
comparar las regiones locales de similitud. El mejor alineamiento de secuencias para llevar a cabo la comparacion
se puede realizar usando programas informaticos que utilizan dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST
N, FASTA, TFASTA en el paquete de programas informaticos Wisconsin Genetics). Para obtener el mejor
alineamiento local, se puede usar preferiblemente el programa BLAST, con la matriz BLOSUM 62 o la matriz PAM
30. El porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se determina comparando estas dos secuencias
alineadas 6ptimamente, pudiendo comprender las secuencias de aminoacidos adiciones o deleciones respecto a la
secuencia de referencia con el fin de obtener el alineamiento éptimo entre estas dos secuencias. El porcentaje de
identidad se calcula determinando el nimero de posiciones idénticas entre estas dos secuencias, y dividiendo este
numero por el numero total de posiciones comparadas, y multiplicando el resultado obtenido por 100 para obtener el
porcentaje de identidad entre estas dos secuencias.

Muchos promotores diferentes que permiten la expresion de una secuencia de acidos nucleicos en Phaeodactylum
tricornutum son conocidos por los expertos en la técnica. Como ejemplo de dichos promotores, se pueden citar los
promotores nucleares, tales como fcpA y fcpB de Phaeodactylum tricornutum descritos en ZAVLASKAIA et al. (J.
Phycol., vol.36, pp. 379-386, 2000). Sin embargo, este promotor tiene una identidad de secuencias menor del 50%
con la SEQ ID NO 3 correspondiente a la secuencia de 1047 pb de la secuencia de acidos nucleicos aguas arriba
del ATG de la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 2 presente en el genoma de Phaeodactylum tricornutum de
tipo natural, preferiblemente menor del 25% y lo mas preferiblemente menor del 10%.

En oftra realizacion preferida, dicha Phaeodactylum tricornutum transformada comprende ademas una secuencia de
acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde:

(i) dicha secuencia de acidos nucleicos codifica una alfa-manosidasa Il que tiene la secuencia de aminoacidos
SEQID NO 5;y

(i) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del 50% con la SEQ ID NO
7.

La a-manosidasa Il, también conocida como a-Man Il, es una enzima que cataliza la primera etapa comprometida en
la biosintesis de N-glicanos complejos. La a-Man Il es capaz de hidrolizar los residuos terminales de alfa-D-manosa
unidos por (1->3) y (1->6) en el manosil-oligosacarido GlcNAcMansGIcNAc,. GlcNAcMansGIcNAc,, el producto de
GnT I, se convierte sucesivamente en el aparato de Golgi en GIcNAcMansGIcNAc; y luego en GlcNAcMan3;GIcNAc;
por accion de la a-Man II.

La a-manosidasa Il que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 5 corresponde a la “a-manosidasa Il
endogena” codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 6 presente en el genoma de Phaeodactylum
tricornutum de tipo natural.

La expresion “sitio catalitico” se refiere a la secuencia de aminoacidos de una enzima, siendo dicha secuencia de
aminoacidos responsable de la actividad enzimatica. Por tanto, el sitio catalitico de la a-manosidasa Il corresponde a
la secuencia de aminoacidos responsable de la conversién de GIcNAcMansGIcNAc,, el producto de GnT |, en el
aparato de Golgi en GIcNAcMansGIcNAc; y luego en GlcNAcManzGIcNAC;.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de a-Man II” se refiere a una secuencia de aminoacidos
capaz de convertir GIcNAcMansGIcNAc;, el producto de GnT I, en el aparato de Golgi en GlcNAcMansGIcNAc; y
luego en GlcNAcMansGIcNAc; y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO 5 o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoacidos SEQ
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ID NO 5 o uno de sus fragmentos, y mas preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO 5 o uno de sus fragmentos.

Muchos promotores diferentes que permiten la expresion de una secuencia de acidos nucleicos en Phaeodactylum
tricornutum son conocidos por los expertos en la técnica. Como ejemplo de dichos promotores, se pueden citar los
promotores nucleares, tales como fcpA y fcpB, de Phaeodactylum tricornutum descrito en ZAVLASKAIA et al. (J.
Phycol., vol.36, pp. 379-386, 2000). Sin embargo, este promotor tiene una identidad de secuencias menor del 50%
con la SEQ ID NO 7 correspondiente a la secuencia de 1000 pb de la secuencia de acidos nucleicos aguas arriba
del ATG de la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 6 presente en el genoma de Phaeodactylum tricornutum de
tipo natural, preferiblemente menor del 25% y lo mas preferiblemente menor del 10%.

El término “inactivado” con referencia a 3-N-acetilglucosaminidasas se refiere a 3-N-acetilglucosaminidasas que no
presentan ninguna actividad enzimatica.

Este tipo de enzima es capaz de hidrolizar exclusivamente el residuo GIcNAc unido a la a-manosa unida por 1,3/1,6
del pentasacarido nuclear de N-glicanos. Cabe destacar que esta enzima no podria hidrolizar MansGIcNAc, sino que
ademas actuaria solo “aguas abajo” en GIcNAcMansGIcNAcz, GIcNAcMansGIlcNAc;, GIcNAcMansGIcNAc; o
GlcNAcMansGIcNAc; sustituido por residuos de fucosa unidos al GIcNAc préximo.

Por actividades enzimaticas de B-N-acetilglucosaminidasa, los autores de la presente invencion se refieren a la
eliminacion del residuo GIcNAc terminal unido a las manosas del nucleo de glicanos de tipo complejo unidos en N a
proteinas.

Dicha inactivacion se puede obtener de varias maneras conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los
métodos de inactivacion comprenden silenciamiento de genes con interferencia de RNA (miRNA, siRNA) que se han
usado en microalgas (Zhao T., et al., 2009, The Plant Journal, vol. 58, pp. 157-164; Molnar A., et al., 2009, The Plant
Journal vol. 58, pp. 165-174), como en P. tricornutum (De Riso V., et al., 2009, Nucleic Acids Research, pp. 1-12). La
inactivacion de dichas B-N-acetilglucosaminidasas también se puede obtener por desactivacion de los genes
correspondientes, pero también por el uso de un método de inhibicién de la actividad enzimatica, por ejemplo,
usando anticuerpo dirigido al sitio catalitico de dicha B-N-acetilglucosaminidasas.

La inactivacion de B-N-acetilglucosaminidasas se puede confirmar analizando su actividad enzimatica, que se puede
medir por técnicas que son conocidas por los expertos en la técnica, por ejemplo, usando uno de los dos ensayos de
actividad diferentes siguientes, descritos en Léonard R., et al., 2006, The Journal of Biological Chemistry, vol. 281,
pp. 4867-4875.

De acuerdo con un primer ensayo, las N-acetilglucosaminidasas se incuban con los diferentes sustratos a 37°C
durante 1-20 horas. Para experimentos con p-nitrofenil-GIcNAc, la concentracion del sustrato es 5 mM en un
volumen total de 0,04 mL de tampon de citrato/fosfato 0,1 M a pH 3-8. Las reacciones se terminan por la adicion de
0,26 mL de tampon de glicina/NaOH 0,4 M a pH 10,4, y se mide la absorbancia a 405 nm con un lector de placas de
microtitulacion.

De acuerdo con un segundo ensayo, los oligosacaridos piridilaminados se usan a una concentracion final de 0,1 mM
en un volumen total de 0,02 mL de tampdn de citrato/fosfato 0,1 M a pH 3-8. La incubacién se termina por la adicion
de 0,18 mL de borato de sodio 20 mM enfriado con hielo. Se analizan partes alicuotas de 0,05 mL por HPLC en fase
inversa como se ha descrito anteriormente.

En una realizacion preferida, dichas 3-N-acetilglucosaminidasas se han inactivado con la técnica de interferencia de
RNA.

Preferiblemente, todas las P. tricornutum transformadas como se ha descrito anteriormente comprenden ademas
una secuencia de acidos nucleicos adicional unida operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de
acidos nucleicos adicional un polipéptido que se expresa y glicosila en la P. tricornutum transformada.

El término “polipéptido”, como se usa en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoacidos que
comprende mas de 50 aminoacidos que estan unidos por enlaces peptidicos.

Después de la transformacion de P. tricornutum, se seleccionan los transformantes que producen el polipéptido
deseado. La seleccion se puede realizar por uno o mas métodos convencionales que comprenden: ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), espectroscopia de masas, tal como MALDI-TOF-MS, cromatografia por
ESI-MS, caracterizacion de células usando un clasificador de células activadas por fluorescencia,
espectrofotometria, fluorimetria, inmunocitoquimica exponiendo las células a un anticuerpo que tenga una afinidad
especifica por la proteina deseada. Dichos métodos se detallan a continuacion en los ejemplos.

Los polipéptidos glicosilados tienen al menos una estructura GIcNAcMansGIcNAc,. Preferiblemente, dichos
polipéptidos glicosilados tienen al menos una GIcNAcMansGIcNAc;, GlcNAcManzGIcNAc, o GIcNAczManzGIcNACc,.
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Ventajosamente, el polipéptido expresado y glicosilado por la Phaeodactylum tricornutum transformada es un
polipéptido de origen animal, preferiblemente de origen mamifero, y lo mas preferiblemente de origen humano.

En una realizacion todavia preferida, el polipéptido expresado y glicosilado por la P. tricornutum transformada de la
invencion es un polipéptido que tiene un interés terapéutico. Preferiblemente, dicho polipéptido se selecciona del
grupo que comprende eritropoyetina, citoquinas, tales como interferones, anticuerpos y sus fragmentos, factores de
coagulacion, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anti-TNF, a-glucosidasa acida, a-L-iduronidasa y sus
derivados.

Un anticuerpo es una molécula de inmunoglobulina correspondiente a un tetramero que comprende cuatro cadenas
polipeptidicas, dos cadenas pesadas (H) idénticas (aproximadamente 50-70 kDa con su longitud completa) y dos
cadenas ligeras (L) idénticas (aproximadamente 25 kDa con su longitud completa) interconectadas por enlaces
disulfuro. Las cadenas ligeras se clasifican como kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma,
mu, alfa, delta o épsilon, y definen el isotipo de anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Cada
cadena pesada estd compuesta por una region variable de la cadena pesada en el extremo N (abreviada en la
presente memoria como HCVR) y una region constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena
pesada esta compuesta por tres dominios (CH1, CH2 y CH3) para IgG, IgD e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3 y
CH4) para IgM e IgE. Cada cadena ligera estd compuesta por una region variable de la cadena ligera en el extremo
N (abreviada en la presente memoria como LCVR) y una regién constante de la cadena ligera. La region constante
de la cadena ligera esta compuesta por un dominio, CL. Las regiones HCVR y LCVR se pueden subdividir ademas
en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR),
intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones de entramado (FR). Cada HCVR y
LCVR esta compuesta de tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxi en el
siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio esta de
acuerdo con los usos bien conocidos. La capacidad funcional del anticuerpo para unirse a un antigeno particular
depende de las regiones variables de cada par de cadenas ligera/pesada, y esta determinada en gran parte por las
CDR.

El término “anticuerpo”, como se usa en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo monoclonal per se. Un
anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo humano, anticuerpo quimérico y/o anticuerpo humanizado.

El término “fragmentos de anticuerpos” como se usa en la presente memoria se refiere a fragmentos de anticuerpos
que se unen a los antigenos particulares de dicho anticuerpo. Por ejemplo, estan abarcados por la invencion los
fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a antigenos particulares que incluyen Fab (por ejemplo, por digestion
con papaina), Fab' (por ejemplo, por digestién con pepsina y reduccion parcial) y F(ab'), (por ejemplo, por digestion
con pepsina), facb (por ejemplo, por digestion con plasmina), pFc' (por ejemplo, por digestion con pepsina o
plasmina), Fd (por ejemplo, por digestidon con pepsina, reduccion parcial y reagregacion) y fragmentos Fv o ScFv
(por ejemplo, por técnicas de biologia molecular).

Dichos fragmentos se pueden producir por escision enzimatica, técnicas sintéticas o recombinantes, como se
conoce en la técnica y/o como se describe en la presente memoria. Los anticuerpos también se pueden producir en
una variedad de formas truncadas usando genes de anticuerpos en los que se han introducido uno o mas codones
de parada aguas arriba del sitio de parada natural. Por ejemplo, un gen de combinacién que codifica una porcién de
cadena pesada F(ab'), se puede disefar de forma que incluya secuencias de DNA que codifiquen el dominio CH+ y/o
la regién bisagra de la cadena pesada. Las diversas porciones de anticuerpos se pueden unir entre si quimicamente
por técnicas convencionales, o se pueden preparar como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria
genética.

El término “citoquinas” se refiere a proteinas de sefalizacién que son liberadas por células especificas del sistema
inmunitario para llevar una sefial a otras células con el fin de alterar su funcién. Las citoquinas son agentes
inmunomoduladores y se usan ampliamente en la comunicacion celular. El término citoquinas abarca una amplia
gama de reguladores polipeptidicos, tales como interferones, interleuquinas, quimioquinas o el factor de necrosis
tumoral.

El término “factores de coagulacion” se refiere a las proteinas plasmaticas que interactuan con las plaquetas en una
cascada compleja de reacciones catalizadas por enzimas, conduciendo a la formacion de fibrina para la iniciacion de
un coagulo de sangre en el proceso de coagulacion de la sangre. Los factores de coagulacion, en niumero de 13, son
generalmente serina-proteasas, pero también comprenden glicoproteinas (Factores VIl y V) u otros tipos de
enzimas, tales como transglutaminasa (Factor XIlII).

El término “hormonas” se refiere a mensajeros quimicos segregados por células especificas en el plasma o la linfa
para producir sus efectos sobre otras células del organismo a una distancia de sus sitios de produccién. La mayoria
de las hormonas inician una respuesta celular combinandose inicialmente con una cualquiera de las proteinas
receptoras asociada a la membrana intracelular o celular especifica. Las hormonas conocidas comiunmente son, por
ejemplo, la insulina para la regulacion de la energia y la glucosa en el organismo, o la hormona del crecimiento que
estimula el crecimiento y la reproduccién y regeneracion celular.
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En otra realizacion preferida, la invencion se refiere a una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes,
que comprende ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde dicha
secuencia de acidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa I, uno de sus fragmentos o derivados.

La N-acetilglucosaminiltransferasa I, también conocida como GnT Il o manosido-acetilglucosaminiltransferasa Il
(MGAT 1l) es una enzima de la via de N-glicosilacion, que es capaz de afiadir un residuo de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) a GIcNAcMan3GIcNAc;, producto de a-Man Il, para producir una GlcNAc;MansGIcNAc,.

Ejemplos de Ila GnT |l, también conocida como manosil(alfa-1,6-)-glicoproteina  beta-1,2-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 2), incluyen GnT Il de Mus musculus (SEQ ID NO 13, numero de registro
NP_666147), de Homo sapiens (SEQ ID NO 14, numero de registro NP_002399) o de Phaeodactylum tricornutum
(SEQ ID NO 5).

Preferiblemente, la N-acetilglucosaminiltransferasa Il tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO 5, uno de
sus fragmentos o derivados, y dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del
50% con SEQ ID NO 7 o uno de sus fragmentos.

Incluso en otra realizacion preferida, dicha N-acetilglucosaminiltransferasa Il comprende la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO 15 y dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias menor del
50% con SEQ ID NO 7 o uno de sus fragmentos.

Los inventores han observado que la a-manosidasa Il tiene un dominio de N-acetilglucosaminiltransferasa Il de la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 15.

La expresion “sitio catalitico” se refiere a la secuencia de aminoacidos de una enzima, siendo dicha secuencia de
aminoacidos responsable de la actividad enzimatica. Por tanto, el sitio catalitico de la GnT Il corresponde a la
secuencia de aminoacidos responsable de la adicion de un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a
GlcNAcMansGIcNAc; para producir una GlcNAc,ManzGIcNAc:.

Como se usa en la presente memoria, el término “derivado de GnT II” se refiere a una secuencia de aminoacidos
capaz de afiadir un residuo de N-acetilglucosamina (GIcNAc) a GIcNAcMans;GIcNAc;, producto de a-Man I, para
producir una GlcNAc;MansGIcNAc; y que tiene una identidad mayor del 85% con la secuencia de aminoacidos SEQ
ID NO 5, o uno de sus fragmentos, preferiblemente una identidad mayor del 90% con la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO 5, o uno de sus fragmentos, y mas preferiblemente una identidad mayor del 95% con la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO 5 o uno de sus fragmentos.

En otra realizacion preferida, la invencion se refiere a una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes,
que comprende ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, codificando dicha
secuencia de acidos nucleicos al menos una enzima de la via de N-glicosilacion humana, tal como N-
acetilglucosaminiltransferasas  1ll, IV, V, VI y (dlicosiltransferasas, tales como galactosiltransferasas,
fucosiltransferasas o sialiltransferasas. Dichas enzimas se expresan en dicha P. tricornutum transformada y permiten
la N-glicosilacion de un polipéptido.

En otra realizacién preferida, dicha P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, que comprende ademas
otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica las N-acetilglucosaminiltransferasas Ill, IV, V y VI.

Incluso en oftra realizacion preferida, dicha P. tricornutum transformada como se ha descrito antes, que comprende
ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica glicosiltransferasas que comprenden galactosiltransferasas, fucosiltransferasas y
sialiltransferasas.

GnT lll, GnT IV, GnT V, GnT VI, fucosiltransferasa, galactosiltransferasa (GalT) y sialiltransferasas (ST) son muy
conocidas por los expertos en la técnica.

Ejemplos de GnT Ill, también conocida como  manosil(beta-1,4-)-glicoproteina  beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 3), incluyen GnT Il de Mus musculus (SEQ ID NO 17, niumero de registro
NP_034925) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 18, numero de registro NP_002400). Preferiblemente, dicha N-
acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT Ill) corresponde a la SEQ ID NO 18 (numero de registro NP_02400).

Ejemplos de GnT IV, también conocida como  manosil(alfa-1,3-)-glicoproteina beta-1,4-N-
acetilglucosaminiltransferasa (MGAT 4), incluyen la isoenzima A de GnT IV de Mus musculus (SEQ ID NO 19,
numero de registro NP_776295 ), la isoenzima B de Mus musculus (SEQ ID NO 20, nimero de registro NP_666038),
la isoenzima C de Mus musculus (SEQ ID NO 21, nimero de registro NP_080519), la isoenzima A de GnT IV de
Homo sapiens (SEQ ID NO 22, nimero de registro NP_036346), la isoenzima B de GnT IV de Homo sapiens (la
isoforma 1, SEQ ID NO 23, numero de registro NP_055090 o la isoforma 2, SEQ ID NO 24, nimero de registro
NP_463459) o la isoenzima C de GnT IV de Homo sapiens (SEQ ID NO 25, nimero de registro NP_037376).
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Ejemplos de GnT V incluyen GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO 26, nimero de registro NP_660110), la isoenzima
B de GnT V de Mus musculus (SEQ ID NO 27, numero de registro NP_766536), la GnT V de Homo sapiens (SEQ ID
NO 28, nimero de registro NP_002401), la isoenzima B de GnT V de Homo sapiens (la isoforma 1, SEQ ID NO 29,
numero de registro NP_653278 o la isoforma 2, SEQ ID NO 30, numero de registro NP_945193).

Ejemplo de GnT VI incluye GnT VI de Gallus gallus (SEQ ID NO 31, nimero de registro NP_990012).

Las fucosiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, alfa-(1,6)-
fucosiltransferasa (fucosiltransferasa 8 (FUT8)), como FUT8 de Mus musculus (SEQ ID NO 32, nimero de registro
NP_058589) o FUT8 de Homo sapiens (SEQ ID NO 33, numero de registro Q9BYCS5). Preferiblemente, dicha
fucosiltransferasa corresponde a SEQ ID NO 33 (numero de registro Q9BYCS).

Las galactosiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, una beta-
(1,4)-galactosiltransferasa (B4GALT1), como B4GALT1 de Homo sapiens (SEQ ID NO 34, numero de registro
NP_001488) o B4GALT1 de Mus musculus (SEQ ID NO 35, numero de registro CAM14782). Preferiblemente, dicha
galactosiltransferasa corresponde a SEQ ID NO 34 (numero de registro NP_001488).

Las sialiltransferasas son muy conocidas por los expertos en la técnica e incluyen, como ejemplo, alfa-2,6-
sialiltransferasa (ST6 beta-galactosamida alfa-2,6-sialiltransferasa 1 (ST6GAL1) o beta galactosido alfa 2,6
sialiltransferasa 2 (ST6GAL2)), como ST6GAL2 de Mus musculus (SEQ ID NO 36, numero de registro NP_766417)
o ST6GAL1 de Homo sapiens (la isoforma a, SEQ ID NO 37, numero de registro NP_775323 o la isoforma b, SEQ
ID NO 38, numero de registro NP_775324), o alfa 2,3 sialiltransferasa (ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa
6 (ST3GAL6), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 1 (ST3GAL1), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-
sialiltransferasa 2 (ST3GAL2), ST3 beta-galactosido alfa-2,3-sialiltransferasa 3 (ST3GAL3), como ST3GAL1 de Mus
musculus (SEQ ID NO 39, nimero de registro NP_033203) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 40, nimero de registro
NP_003024), ST3GAL2 de Homo sapiens (SEQ ID NO 41, numero de registro NP_008858), ST3GAL3 de Homo
sapiens (la isoforma a, SEQ ID NO 42, nimero de registro NP_777623, la isoforma b, SEQ ID NO 43, nimero de
registro NP_777624, la isoforma c, SEQ ID NO 44, numero de registro NP_777625, la isoforma f, SEQ ID NO 45,
numero de registro NP_777628, la isoforma j, SEQ ID NO 46, numero de registro NP_006270, la isoforma d, SEQ ID
NO 47, ndmero de registro NP_777626, la isoforma e, SEQ ID NO 48, niumero de registro NP_777627, |la isoforma i,
SEQ ID NO 49, namero de registro NP_777631, la isoforma g, SEQ ID NO 50, nimero de registro NP_777629, la
isoforma h, SEQ ID NO 51, nimero de registro NP_777630) o ST3GAL6 de Homo sapiens (SEQ ID NO 52, nimero
de registro NP_006091).

Para que una glucosiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario que la enzima sea
proporcionada con concentraciones suficientes de un azlcar de nucleétidos apropiado, que es el donador de alta
energia del resto de azucar afiadido a una glicoproteina naciente. En seres humanos, la gama completa de
precursores del azdcar de nucleétidos generalmente es sintetizada en el citosol y transportada al aparato de Golgi,
donde se une al oligosacarido del nucleo por las glicosiltransferasas. La firma solicitante observé en microalgas una
concentracion suficiente de GIcNAc, manosa, fucosa y galactosa, pero no de acido sialico.

Por tanto, para que una sialiltransferasa funcione satisfactoriamente en el aparato de Golgi, es necesario expresar
en las microalgas una o mas enzimas necesarias para la sintesis de acido sialico, su activacion y su transporte
dentro del aparato de Golgi entre UDP-GIcNAc 2-epimerasa, GIcNAc 2-epimerasa, GIcNAc-6P 2-epimerasa, NeuAc
sintasa, NeuAc-9P sintasa, CMP-NeuAc sintasa y el transportador de CMP-acido sialico (véanse, por ejemplo, los
trabajos realizados en plantas: Misaki R et al., Biochem Biophys Res Commun. 2006 Jan 27; 339 (4): 1184-9;
Paccalet T et al., Plant Biotechnol J. 2007 Jan; 5 (1): 16-25), Castihlo et al., 2008 y Castilho et al., 2010 que se han
descrito antes).

La UDP-GIcNAc 2-epimerasa, que es conocida también como glucosamina (UDP-N-acetil)-2-epimerasa/N-
acetilmanosamina-quinasa (GNE), es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, por ejemplo, GNE de
Mus musculus (SEQ ID NO 53, nimero de registro NP_056643) o GNE de Homo sapiens (SEQ ID NO 54, nimero
de registro NP_005467). Preferiblemente, dicha GNE corresponde a la SEQ ID NO 54 (niumero de registro
NP_005467).

La GIcNAc 2-epimerasa es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, la proteina de
unién a renina (RENBP) de Homo sapiens (SEQ ID NO 55, nimero de registro NP_002901).

La NeuAc-9-P-sintasa, también llamada acido N-acetilneuraminico-sintasa (NANS), es muy conocida por los
expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, NANS de Homo sapiens (SEQ ID NO 56, numero de registro
NP_061819).

La CMP-NeuAc-sintasa, que es conocida también como citidina-monofosfo-acido N-acetilneuraminico-sintetasa
(CMAS), es muy conocida por los expertos en la técnica e incluye, como ejemplo, CMAS de Mus musculus (SEQ ID
NO 57, nimero de registro NP_034038) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 58, nimero de registro NP_061156).
Preferiblemente, dicha CMAS corresponde a la SEQ ID NO 58 (numero de registro NP_061156).
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Los transportadores de CMP-acido sialico son también muy conocidos por los expertos en la técnica e incluyen,
como ejemplo, la familia de portadores de soluto 35 (transportador de CMP-acido sialico), miembro Al (SLC35A1) de
Mus musculus (SEQ ID NO 59, ndmero de registro NP_036025) o de Homo sapiens (SEQ ID NO 60, nimero de
registro NP_006407). Preferiblemente, dicho transportador de CMP-acido sialico corresponde a SLC35A1 de Homo
sapiens (SEQ ID NO 60, numero de registro NP_006407).

La proteina transportadora afiadida transporta un azucar de nucleétido desde el citosol al aparato de Golgi, donde el
azucar de nucleotido puede reaccionar por medio de la glicosiltransferasa, por ejemplo, para prolongar un N-glicano.
La reaccion libera un nucleésido-difosfato o -monofosfato, por ejemplo, UDP, GDP o CMP. Como la acumulacion de
un nucledsido-difosfato inhibe la actividad adicional de una glicosiltransferasa, frecuentemente también es deseable
proporcionar una copia expresada de un gen que codifique una nucleétido-difosfatasa. La difosfatasa (especifica
para UDP o GDP segun proceda) hidroliza el difosfonucledsido proporcionando un nucleésido-monosfosfato y un
fosfato inorganico. El nucledsido-monofosfato no inhibe la glicosiltransferasa y, en cualquier caso, es exportado
desde el aparato de Golgi por un sistema celular endégeno.

Otro objeto de la invencion es un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho método las
etapas de:

(i) cultivar una P. tricornutum transformada como se ha descrito antes;
(ii) purificar dicho polipéptido expresado y glicosilado en dicha P. tricornutum transformada.

En una realizacion preferida, dicho método para producir un polipéptido glicosilado comprende una etapa previa de
transformacion de una Phaeodactylum tricornutum de modo que se obtenga una P. tricornutum como se ha definido
anteriormente.

Los métodos que se pueden emplear para la transformacion de P. tricornutum son los descritos antes en la presente
memoria. Dicha transformacion, cultivo de P. tricornutum y purificacion de los polipéptidos glicosilados se ilustran
también a continuacion.

Ventajosamente, el método de la invencion comprende ademas una etapa (iii) para determinar el patrén de
glicosilacion de dicho polipéptido.

Este patron de glicosilacion se puede determinar por un método muy conocido por los expertos en la técnica. Como
ejemplo, se pueden obtener informaciones preliminares sobre la N-glicosilacion de la glicoproteina recombinante por
analisis de afino- y de inmuno-transferencia usando sondas especificas, tales como lectinas (CON A; ECA; SNA;
MAA ...) y anticuerpos de N-glicanos especificos (anti-B1,2-xilosa; anti-a-1,3-fucosa; anti-Neu5Gc, anti-Lewis ...).
Esto se realiza de acuerdo con FITCHETTE et al., (Methods Mol. Biol., vol. 355, pp. 317-342, 2007) y podria
completarse por ensayos de desglicosilacion.

Para investigar el perfil detallado de N-glicanos de la proteina recombinante, los oligosacaridos unidos en N se
liberan a continuacién de la proteina de una manera no especifica usando digestion enzimatica o tratamiento
quimico (FITCHETTE et al., antes mencionado, 2007; SEVENO et al., Anal. Biochem., vol. 379 (1), pp. 66-72, 2008).
La mezcla de oligosacaridos reductores resultante se puede perfilar por métodos de HPLC y/o espectrometria de
masas (ESI-MS-MS y MALDI-TOF esencialmente) (BARDOR et al., Curr Opin Struct Biol., vol.16 (5), pp. 576-583,
2006; SEVENO et al., antes mencionado, 2008). Estas estrategias, acopladas a la digestion con exoglicosidasa,
permiten la identificacion y cuantificacion de N-glicanos (SEVENO et al., antes mencionado, 2008).

Otra alternativa para estudiar el perfil de N-glicosilacion de la proteina recombinante es trabajar directamente en sus
glicopéptidos después de la digestion con proteasa de la proteina, purificacion y analisis por espectrometria de
masas de los glicopéptidos, como se ha sido descrito por BARDOR et al. (Plant Biotechnol. J., vol.1 (6), pp. 451-462,
2003).

Otro objeto de la invencion se refiere al uso de una P. tricornutum transformada como se ha definido anteriormente
para producir un polipéptido glicosilado.

A continuacion, se describe la invencion con mas detalle con referencia a métodos. Sin embargo, no se pretende
ninguna limitacion de la invencion por los detalles de los ejemplos. Por el contrario, la invencion se refiere a cualquier
realizacion que comprenda detalles que no se mencionan explicitamente en los ejemplos de la presente memoria,
pero que los expertos en la técnica encuentran sin esfuerzo excesivo.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 No se detecté ninguna actividad significativa de GnT | en Phaeodactylum tricornutum
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Se predijo un gen que codifica una supuesta GnT | en el genoma de P. tricornutum (Pt54844; http://genome.jgi-
psf.org/Phatr2/Phatr2.home.html) (SEQ ID NO 2). En células eucariotas, esta enzima esta implicada en la
maduracién de N-glicanos en N-glicanos de tipo complejo por transferencia de una GIcNAc terminal a Man-5 (Fig. 1).
Se predice que esta supuesta secuencia de GnT I, SEQ ID NO 2, es una proteina de tipo Il con una parte luminal
que comparte altas homologias estructurales con el dominio catalitico de la GnT | de conejo.

Con el fin de determinar si este gen codifica una GnT | activa, se analizo6 el patrén de glicosilacion de las proteinas
de P. tricornutum.

Se cultivé Phaeodactylum tricornutum usando un método de cultivo por lotes estandar utilizando unas bombonas de
vidrio que iban de 2 a 10 L en medios de Conway esterilizados (WALNE, L. Fish Invest Serie Il, vol.25 (4), pp. 1-53,
1966) con agua de mar (salinidad = 3,3-3,4%), se filtr6 y aireé 1 ym con una mezcla de CO, al 2%/aire para
mantener el pH en un intervalo de 7,5-8,1. El metasilicato de sodio se afiadié a los medios a la concentracion final de
40 mgl/L.

Se cultivd Phaeodactylum tr/cornutum a 22-23°C bajo iluminacién continua (280-350 pmol fotones m?s™). El cultivo
concentrado (aproximadamente 20.10° células/mL) se centrifugé en primer lugar a 5.000 g durante 20 minutos a 4°C
y a continuacion se liofilizé el sedimento.

Se trituraron 2 gramos de microalgas liofilizadas en presencia de arena en un mortero usando un tampén Tris-HCI
750 mM a pH 8 que contenia 15% (p/v) de sacarosa, 2% (v/v) de B-mercaptoetanol y fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1
mM vy luego se centrifugd a 4°C durante 30 minutos a 11.500 g. Las proteinas del liquido sobrenadante se
precipitaron luego con sulfato de amonio al 90% durante 2 horas a la temperatura ambiente. El sedimento se
solubilizd en agua y luego se dializ6 frente a agua durante una noche a 4°C. Finalmente, el extracto de proteinas
totales se ultracentrifugd a 100.000 g durante 1 hora a 4°C y se volvié a poner en suspension en el volumen de agua
mas pequefio, antes de cuantificacion de las proteinas y analisis posteriores. La cuantificacion de las proteinas se
realizé en los extractos de proteinas totales de Phaeodactylum tricornutum utilizando el kit de ensayo de proteinas
BCA de PIERCE de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Se realizé luego el analisis estructural de glicanos unidos en N a las proteinas de P. tricornutum por analisis de
transferencia de Western en un extracto de proteinas totales usando sondas especificas para los epitopos de
glicano. Para este analisis, se separaron 50 ug de proteinas totales por SDS-PAGE. Se usaron como control
proteinas de cebolla. Las proteinas separadas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se tifieron con Rojo
Ponceau con el fin de controlar la eficacia de transferenma Se realizé una deteccion por afinidad utilizando
concanavalina A por incubacién con la lectina a 25 pg. mL" durante 2 horas a temperatura ambiente en TBS-T,
complementado con CaCl, 1 mMy MgCIz 1 mM. Después de lavar con TBS-T complementado con CaCl; y MgCIz (6
veces, 5 minutos), se detecto la unidn de esta lectina usando peroxidasa de rabano silvestre diluida a 50 ug. mL™, 1
hora a temperatura ambiente en TBS-T complementado con CaCl, 1 mM y MgCl. 1 mM. Después de lavar con el
mismo TBS-T y luego con TBS, se realiz6 el desarrollo final de las transferencias usando 4-cloro-1-naftol como se ha
descrito anteriormente (FITCHETTE et al., Methods in Molecular Biology, publicado por Human Press, EE. UU.
(Totowa, New Jersey), pp. 317-342, 2006).

También se realizé una inmunodeteccion usando anticuerpos especificos preparados en el laboratorio nucleo-f(1,2)-
xilosa y nucleo-a(1,3)-fucosa (1:1000 en TBS que contenia 1% de gelatina, 2 horas a temperatura ambiente).
Después de lavar con TBS-T (6 veces, 5 minutos), se detectd la union de anticuerpos usando un anticuerpo anti-lgG
de conejo de cabra conjugado con peroxidasa de rabano silvestre secundario diluido a 1:3000 en TBS que contenia
gelatina al 1% durante 90 minutos a temperatura ambiente (Bio-Rad). El desarrollo final de las transferencias se
realizé usando 4-cloro-1-naftol como se ha descrito anteriormente (FITCHETTE et al., antes mencionado, 2006).

Los resultados se presentan en la Figura 2 que muestra deteccion por afinidad usando concanavalina A (Con A) e
inmunodeteccion utilizando anticuerpos producidos contra los epitopos nucleo-f(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y nucleo-
a(1,3)-fucosa (anti-Fuc) de proteinas aisladas de cebolleta como control positivo (Pista 1) y de Phaeodactylum
tricornutum cultivada en condiciones estandares (Pista 2).

Los resultados muestran que las proteinas expresadas en Phaeodactylum tricornutum no presentan ninguno de los
epitopos nucleo-B(1,2)-xilosa (anti-Xyl) y nuacleo-a(1,3)-fucosa (anti-Fuc). No obstante, las proteinas de
Phaeodactylum tricornutum presentan secuencias de alto contenido en manosa como se revel6 por la unién de Con
A, una lectina especifica para secuencias de alto contenido en manosa. La presencia de secuencias con alto
contenido en manosa en las proteinas de Phaeodactylum tricornutum se confirmd también por ensayos de
desglicosilacion usando el péptido N-glicosidasa F (PNGasa F) y endoglicosidasa H (Endo H) (datos no mostrados).

Con el fin de determinar el patrén de glicosilacion especifico de las proteinas de Phaeodactylum tricornutum, dichas
proteinas se sometieron a digestion antes del analisis por espectrometria de masas.

Las proteinas totales se sometieron a digestion por tratamientos sucesivos con pepsina y PNGasa A como han
descrito anteriormente FITCHETTE et a., (antes mencionado, 2006). Se sometieron a digestion 4 mg de proteinas
con 6 mg de pepsina en 2 mL de HCI 10 mM, pH 2,2, a 37°C durante 48 horas. Después de neutralizaciéon con
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hidroxido de amonio 1 M, la solucion se calenté durante 5 minutos a 100°C y se liofilizd. A continuacién, se
desglicosilaron los glicopéptidos durante una noche a 37°C con PNGasa A (10 mU, BOEHRINGER MANNHEIM) en
un tampodn de acetato de sodio 100 mM, pH 5,0. Los N-glicanos se purificaron por elucion sucesiva a través de una
columna AG 50W-X2 (BIO-RAD) y un cartucho C18 (VARIAN) de acuerdo con FITCHETTE et al, (antes
mencionado, 2006). Los N-glicanos purificados se marcaron luego con 2-aminobenzamida (2-AB) usando el
protocolo optimizado descrito por BIGGE et al., (Anal Biochem, vol. 230, pp. 229-238, 1995). Luego, se detectaron
los N-glicanos marcados con una luz ultravioleta y se eluyeron usando agua. Los N-glicanos marcados eluidos se
liofilizaron finalmente antes de la digestion con exoglicosidasa y el analisis por espectrometria de masas MALDI-
TOF. Para la digestion con exoglicosidasa, se desalaron 200 miliunidades de a-manosidasa de canavalia (SIGMA-
ALDRICH) por ultrafiltracion usando un Centricon y se incubaron durante una noche a 37°C con aproximadamente
50 pmoles de mezcla de N-glicanos marcados con 2-AB. Luego, los N-glicanos marcados con 2-AB se analizaron
directamente por espectrometria de masas con ionizacién mediante desorcién por laser asistida por matriz-en tiempo
de vuelo (MALDI-TOF) en un instrumento Voyager DE-Pro MALDI-TOF (APPLIED BIOSYSTEMS) equipado con un
laser de nitrégeno de 337 nm. Los espectros de masas se realizaron en el modo de extraccion retardada del reflector
usando como matriz acido 2,5-dihidroxibenzoico (SIGMA-ALDRICH). La matriz, recién disuelta a 5 mg/mL en
acetonitrilo/TFA al 0,1% 70:30 se mezcld con los oligosacaridos solubilizados en agua en una relacion 1:1 (v/v).
Estos espectros se registraron en un modo positivo, usando un voltaje de aceleracion de 20.000 V con un tiempo de
retardo de 100 ns. Se suavizaron una vez y se calibraron externamente usando mezclas comercialmente disponibles
de péptidos y proteinas (APPLIED BIOSYSTEMS). En este estudio, los espectros se calibraron externamente
usando des-Arg'-bradiquinina (904,4681 Da), angiotensina | (1296,6853 Da), Glu'-fibrinopéptido B (1570,6774 Da),
ACTH1g.39 (2465,1989 Da) e insulina bovina (5730,6087 Da). Se acumularon 1000 disparos de laser para cada
espectro y se acumularon varios espectros (entre 5y 10 espectros) con el fin de obtener una buena relacion sefal a
ruido.

Los resultados en la figura 13 han demostrado que los iones principales (95-97%) para la mezcla resultante de N-
glicanos marcados corresponden a iones (M+Na)" de derivados 2-AB de Hexosas.sGIcNAc,. Sin embargo, no se
detectaron derivados GIcNAc-HexosasGIcNAC;.

En consecuencia, los inventores mostraron que P. fricornutum no presenta una actividad significativa de GnT I.

Ejemplo 2 Una supuesta GnT | detectada en células de CHO”®"™ del complemento de la GnT | de P.
tricornutum

Incluso aunque no fuera identificada ninguna actividad de GnT | detectable en Phaeodactylum tricornutum, los
inventores trataron de expresar la secuencia de acidos nucleicos correspondiente a la supuesta secuencia de
longitud completa de la GnT | de P. tricornutum (Pt54844) (SEQ ID NO 2) en el mutante Lec? de CHO, que esta
mutado en su GnT | endogena. Dicha secuencia de P. fricornutum se expreso en el mutante de CHO en fusion con
un epitopo V5 para controlar la expresion de la proteina de fusion en los transformantes.

Basandose en la deteccion de este epitopo con anticuerpos anti-V5, los inventores mostraron que se encontré que la
mayoria de los transformantes de CHO expresaban la proteina de fusion V5 (datos no mostrados). Se seleccionaron
dos lineas celulares que expresaban la proteina de fusion V5 para el analisis de glicanos unidos en N.

Se aislaron las proteinas de estas lineas, asi como de tipo natural, y las células Lec? CHO y se liberaron sus
glicanos unidos en N por tratamiento con PNGasa F seguido de analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF.

Los resultados mostraron que el mutante Lec? de CHO acumulaba N-glicanos del tipo de alto contenido en manosa,
a diferencia de las células de CHO de tipo natural que presentaban N-glicanos tanto del tipo de alto contenido en
manosa como del tipo complejo. Sorprendentemente, las proteinas del mutante Lec1 de CHO que expresaban la
proteina de fusion V5 llevaban tanto el tipo de alto contenido en manosa como un conjunto completo de N-glicanos
complejos idénticos al observado en las células de CHO de tipo natural (Figura 14).

Finalmente, estos resultados muestran que incluso si ninguna actividad de GnT | era significativamente detectable
en P. tricornutum, la expresion del gen Pt54844 era capaz de restaurar la biosintesis de N-glicanos complejos en
células de mamiferos.

En conclusion, el gen Pt54844 codifica una transferasa funcional disefiada como Pt GnT I.
Ejemplo 3 Expresion de GnT | en Phaeodactylum tricornutum y validacion por RT-PCR

El gen Pt54844 descrito anteriormente (SEQ ID NO 2) se clon6 bajo un promotor potenciado del virus del mosaico
de la coliflor en un vector basado en pPha-T1 llamado vector BSJ-25. Como control, se construyeron también
vectores que comprendian GnT | de Arabidopsis thaliana (AtGnT |, At4g38240) y GnT | de células humanas (hGnT I,
MGAT1). ElI BSJ-25 (SEQ ID NO 79) procedia del vector pPha-T1 (Zaslavskaia and Lippmeier, 2000, J. Phycol.
vol.36 (2), pp. 379-386) reemplazando el promotor FcpA del casete de expresion por el virus del mosaico de la
coliflor potenciado doble (CaMV35S)(SEQ ID NO 80) fusionado al péptido sefial de la planta. Para esto, pPha-T1
que contenia un casete de resistencia a la bleomicina guiado por el promotor FcpB se someti6 a digestion con Nde1
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y EcoR1 para eliminar el promotor FcpA. Esta construccién se denominé “pPha-T1-PfcpA delecionada”. El promotor
358 del virus del mosaico de la coliflor potenciado doble del casete de expresién se amplificé por PCR con el
cebador directo, CaMV35Sfwd (5-GAACATATGGTGGATTGATGTGATCTACTCC-3') (SEQ ID NO 61) y el cebador
inverso, CaMV35Srev (5-AATTCTCGAGGAATTCGGCCGAGG-3") (SEQ ID NO 62) en la construccion PS1 (Kotzer
et al., 2004, J Cell Sci, vol.117 (Pt 26), pp. 6377-89). La construccién PS1 contenia un promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor doble (SEQ ID NO 80), una secuencia Q del virus del mosaico del tabaco como potenciador de
la traduccion fusionada al péptido sefial de la quitinasa del tabaco de SEQ ID NO 81 (Haseloff et al., 1997, Proc Natl
Acad Sci U S A, vol. 94 (6), pp. 2122-7; Batoko et al., 2000, Plant Cell, vol. 12 (11), pp. 2201-18). El producto de la
PCR fue digerido por Nde1 y EcoR1 y luego clonado en “pPha-T1-PfcpA delecionada” para generar el vector BSJ-
25.

Resumiendo, el casete de expresion del vector BSJ-25 contenia un promotor de CaMV doble, un potenciador de la
traduccion, un péptido sefial, un sitio de clonacion multiple y el terminador FcpA (Fig 3). El gen GnT | de varios
origenes fue introducido en este vector usando la digestion enzimatica desde los sitios de clonacion multiple y las
inserciones fueron clonadas entre el péptido sefial y la secuencia del terminador.

También se construyeron vectores especificos que expresaban los genes antes mencionados en fusion con la
proteina verde fluorescente (GFP) para investigar la localizacion celular en el aparato de Golgi de las proteinas de
fusion correspondientes.

Las construcciones se pueden ver en la Figura 12.
Dichos vectores se usaron para transformar Phaeodactylum tricornutum.

La transformacion de Phaeodactylum tricornutum se realizé como ha sido descrito por Zaslavskaia et al., (2000, J.
Phycol. Vol.36 (2), pp. 379-386). Se cultivo P. tricornutum 1.8.6 (en matraz o placa de agar-agar al 10%) en agua de
mar estéril (filtrada por un filtro de 0,22 ym) enriquecida con 0,1% (v/v) del medio nutritivo (Conway) y 0,1% (v/v) de
una solucién de silice (0,4 g/mL). Todos los cultivos se mantuvieron a 20°C bajo iluminacién continua en condiciones
estériles. Para la transformacion genética, se contaron los cultivos de microalgas en fase exponencial de creC|m|ento
y se concentraron por centrifugacion, se diluyeron en agua de mar estéril y se inocularon aproximadamente 108

células en forma de una placa de 2,5 cm de diametro sobre la superficie de la placa de agar-agar. Se recubrieron
500 microgramos de microportadores de oro (0,6 um de tamafio de particulas) con 1 ug de DNA del vector en
presencia de CaCl, 1,25 M y espermidina 20 uM. La transformacion se realizd con el sistema de suministro biolistico
de particulas BIORAD PDS-1000/He para el bombardeo de partlculas Los experimentos se realizaron bajo una
campana. El bombardeo se realizé a 63,274 (900 psi) y 77,335 kg/cm? (1100 psi) bajo una presion negativa de 27
mm de Hg con una distancia objetivo diferente (6 - 8 cm). Después del bombardeo, las células transformadas se
pusieron en suspension en 600 pL de agua de mar nutritiva y se cultivaron 1 dia bajo |Ium|naC|on a 20°C. Las células
transformadas se extendieron sobre una placa de agar-agar que contenia 100 pg. mL" de zeocina y se incubaron
para su cultivo 3 0 4 semanas bajo luz continua.

A continuacion, se controlo la presencia de transcritos para la GnT | recombinante por PCR con transcripcién inversa
(RT-PCR). El sedimento de microalgas se puso en suspension en 1,2 mL de Trizol (INVITROGEN) y se
homogeneiz6 en 2 mL de Lysing Matrix E por 10 pasadas por Fastprep-24 (6,5 m/s, 60 segundos, MP
BIOMEDICALS). Se afiadieron 300 pL de cloroformo al liquido sobrenadante, se homogeneizaron enérgicamente y
se incubaron 3 minutos a la temperatura ambiente. Después de una centrifugacion de 15 minutos a 4°C, la fase
acuosa se mezcld con 1 volumen de etanol absoluto y el RNA se purificoé con el kit RNEASY MINI (QIAGEN). EI RNA
purificado se eluyé en 50 yL de agua exenta de RNasa, se valor6 con NanoDrop (THERMO SCIENTIFIC) y se
sometio a digestion con RQ1 DNasa (PROMEGA). Después de una segunda purificacion con el kit RNEASY MINI y
la cuantificacion con NanoDrop, el RNA se conservé a -80°C.

La transcripcion inversa (RT) se realizo en 1 ug de RNA purificado. La primera cadena de cDNA fue sintetizada por
200 unidades de M-MLV RT RNasa H minus (PROMEGA) con cebadores oligodT. Se utilizaron 2 yL de cDNA para
la PCR con GoTaq polimerasa (PROMEGA) en 50 pL. La reasociacion se realizé con cebadores especificos de GnT
| y secuencia de actina.

Los resultados confirmaron la expresion de los transcritos para la GnT recombinante en los recombinantes
seleccionados (datos no mostrados).

El patrén de glicosilacion de las proteinas expresadas en dichos transformantes se realizé luego como se ha descrito
anteriormente. Simultdneamente, la localizaciéon celular de las proteinas de fusidon se investigd observando la
fluorescencia de la GFP de las proteinas de fusién GnT I-GFP por microscopia confocal.

Se realizd otra serie de ensayos con el fin de demostrar la expresion y localizacion de la GnT | enddgena en
Phaeodactylum tricornutum transformada.
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Ejemplo 4 Expresion de GnT | endégena y validacion por RT-PCR y Q-PCR
1) Construcciones que comprenden la secuencia de GnT |

Se realizaron diferentes construcciones que comprendian la secuencia que codifica la GnT | enddgena de
Phaeodactylum tricornutum con el vector de clonacion pPHA-T1 construido por Zavlaskaia et al., (2000) para la
transformacion genética de Phaeodactylum tricornutum, incluyendo dicho vector secuencias de los promotores fcpA
y fcpB (flucoxantina-clorofila a/c que se une a proteinas A y B) de P. tricornutum y el terminador de fcpA. Contiene
un casete de seleccion con el gen she ble y un MCS que flanquea al promotor fcpA.

Dichas construcciones estan esquematizadas en la figura 4.

El primer casete comprendia la secuencia que codifica la GnT | enddgena situada bajo el control de secuencias
reguladoras endodgenas. En la segunda construccion, la GnT | estaba fusionada a la proteina verde fluorescente
(GFP).

La secuencia de GnT | endégena de Phaeodactylum tricornutum se cloné en un vector de expresion con secuencias
reguladoras de dichas microalgas. La GnT | se cloné sola o fusionada a la proteina verde fluorescente (eGFP). La
expresion de dicha proteina de fusion permitia visualizar la expresion y localizacion de la GnT | en las microalgas.

Los vectores utilizados para la transformacion de Phaeodactylum tricornutum comprendian también un casete de
seleccion que comprendia un gen de resistencia a la zeocina. Dichos vectores permitian la transformacion genética
de la cepa Pt186 de Phaeodactylum tricornutum.

Los clones obtenidos se aislaron y cultivaron para ser analizados.
La transformacion de Phaeodactylum tricornutum se realizé como ha sido descrita anteriormente.
2) Cribado de las microalgas transformadas

Los clones obtenidos después de la transformacion de la cepa Pt186 de Phaeodactylum tricornutum se aislaron en
medio de cultivo recién preparado. La insercién de la construccion que comprendia un gen que codifica la GnT | en
el genoma de las microalgas fue verificada por amplificaciéon por PCR con un conjunto de cebadores especificos
para el transgén (SEQ ID NO 69 para el vector y SEQ ID NO 70 para la GnT I).

La reaccion PCR se realizdé en un volumen final de 50 pyL que consistia en un tampén 1X PCR, 0,2 mM de cada
dNTP, 5 uyM de cada cebador, 20 ng del DNA molde y 1,25 U de Tag DNA-polimerasa (Tag DNA polymerase,
ROCHE). Se realizaron treinta ciclos para la amplificacion del DNA molde. La desnaturalizacion inicial se realiz6 a
94°C durante 3 minutos. Cada ciclo subsiguiente consistia en una etapa de fusion a 94°C (1 minuto), una etapa de
reasociacion a 55°C (1 minuto) y una etapa de extension a 72°C (1 minuto). Las muestras obtenidas después de la
reaccion PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (1%) tefiido con bromuro de etidio.

Los resultados se muestran en la figura 5 y presentan el cribado obtenido para 5 linajes diferentes de
Phaeodactylum tricornutum potencialmente transformada. La amplificacion de una secuencia especifica de 120 pb
del transgén obtenido para el control positivo (DNA plasmidico) se encontré también en los 5 clones analizados. Los
clones de la microalga no integraban por consiguiente la construccion genética que comprendia el gen que
codificaba la GnT | enddgena.

3) Cribado de microalgas que expresan la GnT |
a) Analisis de la expresion de GnT | por RT-PCR

Se realizé un andlisis transcriptomico de clones transformados con la secuencia que codifica la GnT | de
Phaeodactylum tricornutum. Se purificaron los RNA totales de los diferentes clones. EI cDNA correspondiente se
sintetizé y analizé por amplificacion por PCR con transcripcion inversa de acuerdo con las instrucciones descritas en
el Ejemplo 3 con cebadores especificos para el transgén (SEQ ID NO 71 y SEQ ID NO 72) y con el gen constitutivo
H4 (SEQ ID NO 73 y SEQ ID NO 74).

Los resultados de las amplificaciones realizadas con los cebadores especificos del gen constitutivo H4 se presentan
en la figura 6. La ausencia de amplificacion en las muestras de RT permite validar que las muestras no contenian
DNA gendmico.

Las amplificaciones realizadas en las muestras RT+ permitieron obtener amplicones de 150 pb que eran
homogéneos entre todos los clones Pt-GnT |. Este estudio permitié por tanto validar las condiciones experimentales.

A continuacion, se analizaron los clones Pt-GnT | con cebadores que permitieran destacar la expresién de GnT |
(véase la figura 7).
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La figura 7 representa los resultados de la RT-PCR obtenidos de la expresion de GnT | en los clones transformados
de P. tricornutum. La ausencia de amplificacion en las muestras de RT valida la calidad de las muestras. Ademas, el
fragmento de amplificacion de 212 pb con una mayor intensidad que el de la cepa de tipo natural se obtiene a partir
de los clones 1y 3. Esta diferencia de sefial corresponde a una sobreexpresion de GnT |. Por tanto, los inventores
fueron capaces de identificar clones de microalgas que sobreexpresaban la GnT I. Se realizé un analisis mas afinado
de la expresion de GnT | por PCR cuantitativa (Q-PCR).

b) Analisis de la expresion de GnT | por Q-PCR

Se selecciond por RT-PCR un linaje de P. tricornutum transformada con una construccion que comprendia el gen
GnT I. A continuacién, se analizé la expresién de GnT | por Q-PCR como ha descrito Siaut et al., 2007, Molecular
toolbox for studying diatom biology in Phaeodactylum tricornutum, Gene 406 (1-2): 23-35, utilizando cebadores
dirigidos al transgén (SEQ ID NO 75 y SEQ ID NO 76) y al gen constitutivo H4 (SEQ ID NO 77 y SEQ ID NO 78).

La figura 8A corresponde a una curva de fusion. Permite verificar que ha sido amplificado solo un producto de la
PCR. La presencia de un pico muestra que se obtuvo solo un fragmento de amplificacion. La temperatura de
disociacion de 81,2°C muestra una fuerte especificidad de la asociacion amplicon-cebadores.

La figura 8B presenta el perfil de deteccién de la GnT | en las células transformadas (Pt-GnT 1) y las células de tipo
natural (Pt-wt). Para cada cepa, se analizaron 3 diluciones de cDNA. Los resultados se expresaron en numero de
ciclos en comparacioén con los valores relativos de deteccion del amplicon de GnT |.

Los 3 sigmoides correspondientes a los controles negativos (cDNA- y agua) muestran una deteccion tardia, que es
indicativo de una amplificacién no significativa de la GnT I.

El analisis del linaje transformado con GnT | mostré una deteccidon que era significativamente mas temprana que la
de las células de tipo natural. Los datos obtenidos se normalizaron con un gen constitutivo H4. La normalizacion en
comparacion con el gen constitutivo usando el método Ct comparativo, también llamado 2 "(@@Ct (meatodo AACT)
reveld una diferencia clara de perfil de expresion entre la cepa que expresaba el transgén de GnT | y las células de
tipo natural (AACT =7).

Ejemplo 5 Demostracion de la expresion y localizacion de la proteina GnT I-eGFP
1) Por microscopia confocal

Los clones de las microalgas P. tricornutum que se transformaron con una secuencia que codificaba una proteina de
fusion GnT |-eGFP se analizaron por microscopia confocal con parametros estandares. La figura 9 presenta los
resultados de dicho analisis.

Las observaciones realizadas muestran claramente una diferencia de localizaciéon de la fluorescencia entre las
microalgas que expresan una eGFP citosdlica y la proteina de fusion GnT |-eGFP. En ese caso, la fluorescencia esta
mucho mas localizada y se presenta en forma de una concavidad o una judia. Este marcaje es tipico del aparato de
Golgi en microalgas P. tricornutum. Los inventores demostraron por tanto que la GnT | enddgena se expresaba y
estaba localizada en el compartimento celular adecuado.

2) Por andlisis después de tratamiento del cultivo con brefeldin A y microscopia de epifluorescencia

Con el fin de validar los resultados, los inventores analizaron los clones que expresaban la proteina de fusion GnT I-
eGFP después de un tratamiento del cultivo de las microalgas transformadas con brefeldin A en comparacion con la
cepa de microalgas de P. tricornutum que expresaba eGFP en el cloroplasto, en el reticulo endoplasmico o en el
aparato de Golgi después de un cultivo con brefeldin A (Figura 10).

La brefeldin A es una molécula que presenta la particularidad de desmantelar la estructura del aparato de Golgi en
las células. Por tanto, es posible confirmar la localizacion de la proteina de fusion que se produce en las microalgas
P. tricornutum. Las células se incubaron con brefeldin A 50 pyM y las observaciones se realizaron con una
microscopia de epifluorescencia en un periodo de 48 horas.

La figura 10 presenta los resultados que se obtuvieron. No se observé ninguna variacion de la fluorescencia en las
microalgas P. tricornutum que expresaban eGFP en el cloroplasto o en el reticulo endoplasmico después de un
cultivo con brefeldin A. En las microalgas que expresaban la proteina de fusién GnT |-eGFP, aparecieron
rapidamente pequenias vesiculas fluorescentes (después de 5 horas en la imagen), lo que es indicativo del efecto de
la brefeldin A sobre el aparato de Golgi. Dicho efecto se hizo cada vez mas visible después de 24 horas y 48 horas
de cultivo con un marcaje que se extendia a toda la célula. El marcaje de Golgi al que estaba dirigido casi
desaparecio.

Este analisis permitié validar que la proteina de fusion GnT I-eGFP se expresa y esta localizada en el aparato de
Golgi de las microalgas P. fricornutum transformadas.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2659 118 T3

3) Analisis de inmunotransferencia por transferencia de Western

Se recogieron partes alicuotas de células de tipo natural y transformadas de un cultivo de P. fricornutum en fase
exponencial de crecimiento y se separaron las células del medio de cultivo por centrifugacion (10 minutos, 2150 g,
20°C). Los sedimentos celulares se volvieron a poner en suspension en Tris-HCI 0,15 M a pH 8, sacarosa al 15%,
SDS al 0,5%, PMSF 1 mM, coctel inhibidor de proteasas al 1% (SIGMA) y se trataron con ultrasonidos durante 30
minutos. Las suspensiones celulares obtenidas se centrifugaron (60 minutos, 15000 g, 4°C) para eliminar los
residuos celulares y los liquidos sobrenadantes correspondian a la fraccion intracelular.

Se separaron 10 pL de fracciones intracelulares de células de Pt-eGFP, Pt-GnT I-eGFP transformada y de tipo
natural por SDS-PAGE usando un gel de poliacrilamida al 12%. Las proteinas separadas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se tifieron con Rojo Ponceau con el fin de controlar la eficacia de la transferencia. La
membrana de nitrocelulosa se bloqued durante una noche en leche al 5% disuelta en TBS para inmunodeteccion. A
continuacion, se realizé la inmunodeteccion usando anti-GFP conjugado con peroxidasa de rabano silvestre (Santa
Cruz, sc-9996-HRP) (1:2000 en TBS-T que contenia leche al 1% durante 2 horas a la temperatura ambiente). A
continuacion, se lavaron las membranas con TBS-T (6 veces, 5 minutos, temperatura ambiente) seguido por un
lavado final con TBS (5 minutos, temperatura ambiente). El desarrollo final de las transferencias se realizd por un
método de quimioluminiscencia.

Los extractos de proteinas totales de las microalgas P. tricornutum de tipo natural, de las microalgas de P.
tricornutum que expresan la proteina eGFP (Pt-eGFP) y de las microalgas P. tricornutum que expresan la proteina
de fusion GnT 1-eGFP (Pt-GnT |-eGFP) se analizaron por transferencia de Western con anticuerpos anti-GFP que
estaban acoplados a peroxidasa.

La figura 11 presenta los resultados obtenidos para la deteccion de la proteina de fusién GnT 1-eGFP por
transferencia de Western. La figura muestra una deteccion alrededor de 28 kDa para la eGFP citosélica y alrededor
de 75 kDa para los clones que fueron transformados con una secuencia que codificaba la proteina de fusiéon GnT |-
eGFP, cuyo tamafio tedrico corresponde a 77 kDa.

Se demuestra por tanto la presencia de la proteina de fusién en las muestras de proteinas de microalgas
transformadas. La ausencia de degradacion es una prueba de que la proteina de fusién es estable.

Este analisis demuestra por tanto que es posible expresar la secuencia de GnT | enddgena de P. tricornutum y que
dicha proteina esta dirigida al compartimento celular adecuado, es decir al aparato de Golgi.

Ejemplo 6 Patron de glicosilacion de proteinas expresadas en P. tricornutum transformada con GnT |
endogena

Con el fin de investigar la presencia en proteinas de P. tricornutum de N-glicanos de tipo complejo que llevan
GIcNAc terminal, los inventores trataron el extracto de proteinas con una (-1,4-galactosiltransferasa, una enzima
capaz de transferir un residuo de galactosa a residuos de GIcNAc terminales, y luego analizaron la preparacion
mediante transferencia por afinidad de proteinas resultantes con RCA 120 o ECA, que son lectinas que se unen
especificamente a secuencias de GalB1-4GIcNAc de acuerdo con una estrategia previamente descrita (Bardor et al.,
2003, Plant Biotech J, vol.1, 451-462). Alternativamente, el patrén de glicosilacion de proteinas expresadas en P.
tricornutum transformada con GnT | enddgena se estudié por métodos que han sido mencionados anteriormente.

Ejemplo 7 Expresion de a-Man Il en Phaeodactylum tricornutum
Se predijo un gen que codificaria un supuesto a-Man Il en el genoma de P. tricornutum (Pt52108).

El gen Pt52108 (SEQ ID NO 6) se clon6 bajo un promotor potenciado del virus del mosaico de la coliflor en un vector
basado en pPha-T1 denominado vector BSJ-25. Como control, también se construyeron vectores que comprendian
a-Man Il de Arabidopsis thaliana (NP_196999) y de célula humana (Q16706 o AAC50302). El BSJ-25 procedia del
vector pPha-T1 (Zaslavskaia and Lippmeier, 2000, J. Phycol. vol. 36 (2), pp. 379-386) reemplazando el promotor
FcpA del casete de expresion por el virus del mosaico de la coliflor mejorado doble (CaMV35S) fusionado al péptido
sefial de la planta. Para este fin, pPha-T1 que contenia el casete de resistencia a la bleomicina activado por el
promotor FcpB se sometid a digestion con Nde1 y EcoR1 para eliminar el promotor FcpA. Esta construccion se
denomino “pPha-T1-PfcpA delecionada”. El promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S mejorado doble del
casete de expresion se amplificc por PCR con el cebador directo, CaMV35Sfwd (5'-
GAACATATGGTGGATTGATGTGATCTACTCC-3") (SEQ ID NO 61) y el cebador inverso, CaMV35Srev (5'-
AATTCTCGAGGAATTCGGCCGAGG-3') (SEQ ID NO 62) en la construccion PS1 (Kotzer et al., 2004, J. Cell Sci,
vol.117 (Pt 26), pp. 6377-89). La construccion PS1 contenia un promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
doble, una secuencia Q del virus del mosaico del tabaco como potenciador de la traduccién fusionada al péptido
sefial de la quitinasa del tabaco (Haseloff et al., 1997, Proc Natl Acad Sci U S A, vol.94 (6), pp. 2122-7; Batoko et al.,
2000, Plant Cell, vol.12 (11), pp. 2201-18). El producto de PCR se sometio a digestion con Nde1 y EcoR1 y luego se
cloné en “pPha-T1-PfcpA delecionada" para generar el vector BSJ-25.
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Resumiendo, el casete de expresion del vector BSJ-25 contiene un promotor de CaMV doble, un potenciador de la
traduccion, un péptido sefial, un sitio de clonacién multiple y el terminador FcpA (Fig 3).

También se construyeron vectores especificos que expresaban los genes antes mencionados en fusion con la
proteina verde fluorescente (GFP) para investigar la localizacion celular en el aparato de Golgi de las proteinas de
fusion correspondientes.

Dichos vectores se utilizan para transformar Phaeodactylum tricornutum.

La transformacion de Phaeodactylum tricornutum se realiza como se ha descrito anteriormente en el ejemplo de
expresion de GnT | en Phaeodactylum tricornutum.

La presencia de transcritos para el a-Man Il recombinante se controlé a continuacién por PCR con transcripcion
inversa (RT-PCR). El sedimento de microalgas se volvié a poner en suspension en 1,2 mL de Trizol (INVITROGEN)
y se homogeneizé en 2 mL de Lysing Matrix E por 10 pasadas por Fastprep-24 (6,5 m/s, 60 segundos, MP
BIOMEDICALS). Se afiadieron al liquido sobrenadante 300 uL de cloroformo, se homogeneizaron enérgicamente y
se incubaron 3 minutos a la temperatura ambiente. Después de una centrifugacion de 15 minutos a 4°C, la fase
acuosa se mezcld con 1 volumen de etanol absoluto y los RNA se purificaron por el kit RNEASY MINI (QIAGEN).
Los RNA purificados se eluyeron en 50 pyL de agua exenta de RNasa, se valoraron con NanoDrop (Thermo
SCIENTIFIC) y se sometieron a digestion con RQ1 DNasa (PROMEGA). Después de la segunda purificacion por el
kit RNEASY MINI y cuantificacion por NanoDrop, los RNA se conservaron a -80°C.

La transcripcion inversa (RT) se realizé en 1 ug de RNA purificado. La primera cadena de cDNA se sintetizé con 200
unidades de M-MLV RT RNasa H minus (PROMEGA) con cebadores oligodT. Se utilizaron 2 pL de cDNA para la
PCR con GoTag-polimerasa (PROMEGA) en 50 uL. La reasociacion se realizd con cebadores especificos de GnT |
y secuencia de actina.

Los resultados confirmaron la expresién de transcritos para el a-Man Il recombinante en los recombinantes
seleccionados (datos no mostrados).

A continuacion, se determind el patron de glicosilacion de las proteinas expresadas en dichos transformantes como
se ha descrito previamente. Simultaneamente, se investigd la localizacion celular de las proteinas de fusion
observando la fluorescencia de GFP de las proteinas de fusion GnT I-GFP por microscopia confocal.

Ejemplo 8 Patron de glicosilacion de proteinas expresadas en P. tricornutum transformada con alfa-Man Il
endogena

Se estudid el patron de glicosilacion de proteinas expresadas en P. tricornutum transformada con alfa-Man 1
enddgena por HPLC y espectrometria de masas como se ha mencionado antes.

Ejemplo 9 Inactivacion de N-acetilglucosaminidasas en Phaeodactylum tricornutum con interferencia de
RNA

Por el uso de vectores

Este ejemplo se basa en el uso de construcciones que contenian RNA antisentido o RNA de repeticion invertida para
la inactivacion de la expresion de B-N-acetilglucosaminidasa como ha sido descrito por De Riso V. et al., 2009,
Nucleic Acids Research, pp. 1-12.

Para la generacion de un vector de B-N-acetilglucosaminidasa, se amplificaron dos fragmentos del cDNA de 3-N-
acetilglucosaminidasa con cebadores especificos, en donde uno de los fragmentos era mas largo que el otro
fragmento y también contenia la secuencia total del fragmento mas corto. Los dos fragmentos obtenidos se
sometieron luego a digestion con enzimas de restriccion que también se pueden usar para la linealizacion del vector.

Para la construccion antisentido, uno de los dos fragmentos obtenidos se insert6 en el vector en la orientacion
antisentido.

Para la construccion de repeticion invertida, los fragmentos se ligaron en orientaciones en el mismo sentido y
antisentido en el sitio de integracion del vector.

Dichos vectores se usaron luego juntos o por separado eligiendo un vector para transformar Phaeodactylum
tricornutum. La transformacién de Phaeodactylum tricornutum se realizé como se ha descrito en el ejemplo 3.

b) Por el uso de siRNA

El silenciamiento de genes de las -N-acetilglucosaminidasas también se puede obtener con la transformacion de
Phaeodactylum tricornutum con el uso de los siRNA especificos de al menos un gen que codifica una B-N-
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acetilglucosaminidasa en dicha microalga (1 pug para cada siRNA). La transformaciéon de Phaeodactylum tricornutum
se realizé como se ha descrito en el ejemplo 3.

Los siRNA utilizados para la transformacion de Phaeodactylum tricornutum tenian las siguientes secuencias:

. siRNA especificos de una primera 3-N-acetilglucosaminidasa de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 9
que esta codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 10

SEQ ID NO 63  siRNA1(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) GGCCAUUCGUUACUAGCAA
SEQID NO 64 siRNA2(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) GUGGUUCGUUGGGAAAUGA
SEQID NO 65 siRNA3(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 10) CCGUCUGUGUGAAAUUGGU

° siARN especificos de una segunda 3-N-acetilglucosaminidasa de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO
11 que esta codificada por la secuencia de acidos nucleicos SEQ ID NO 12

SEQID NO 66 siRNA1(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) CGGUAGUAGUGCUUGUUGU
SEQID NO 67 siRNA2(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) CUGCCAUGGAUAUUGUCAA
SEQID NO 68 siRNA3(B-N-acetilglucosaminidasa SEQ ID NO 12) GCCUUUGGUCCUGAAGAAA
Ejemplo 10 Expresion y glicosilacion de un polipéptido en P. tricornutum transformada

Como se ha explicado anteriormente, los polipéptidos de interés para ser expresados y glicosilados en P. tricornutum
transformada de acuerdo con la invencién son proteinas de interés terapéutico. Los inventores eligieron la
eritropoyetina para ilustrar la expresion y glicosilacion de dichas proteinas en P. tricornutum transformada de
acuerdo con la invencion. Sin embargo, la invencion no se limita a dicha eritropoyetina y podria aplicarse a cualquier
proteina de interés terapéutico que necesite ser glicosilada para presentar el patrén de glicosilacion adecuado.

a) Construccion de expresion para la eritropoyetina

El vector utilizado para la expresion de eritropoyetina comprendia una secuencia de acidos nucleicos unida
operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de acidos nucleicos la eritropoyetina. Dicho vector
contenia preferiblemente un marcador seleccionable distinto de los marcadores seleccionables presentes en el
vector BSJ-25 de acuerdo con el ejemplo 3.

b) Transformacion de P. tricornutum
Las P. tricornutum transformadas del ejemplo 3 se transformaron también con un vector de acuerdo con la etapa a).
c) Andlisis del patron de glicosilacion de la eritropoyetina expresada y glicosilada

El patrén de glicosilacion de la eritropoyetina que se expreso y glicosilé en la P. tricornutum transformada de acuerdo
con la invencioén se ha descrito en el ejemplo 1.
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Thr Leu élsa val val Trp Gly zgr val Leu val Gly l'fslr Leu val Ala

Leu va'l Ala Ser Pro Thr Lys Ser val Pro Thr Phe Pro Thr val Pro
50 53 60

Thr Asp Ser Arg Pro Ser Ala Ala phe val val Ser Asp Ala Pro Gly
65 70 75 80

Ala Tyr Glu Ser g;o Leu Leu val Phe 19'3:" Cys Arg Arg Asp ggn Tyr

Leu Arg Glu Thr Leu Arg Asp Ile Trp Asn Tyr Ile Pro Thr Asp Cys
100 105 110

ser val Gly Cys Pro Leu val Ile Ser Gln Asp Gly Asn Asp Pro Ala
115 120 125

val Arg Arg val val Arg Glu Phe Thr Asp Glu Phe Ala Thr Lys Asn
130 135 140

val Pro val Ile His Trp Thr His Thr Ser Ala Leu Arg Gly Ser Thr
145 150 155 160

20
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AsSn

val

Gly

PIo

As

22

His

Gly

ser

Gin

His

Leu

Ala

Trp

Leu

Glu

385

Lys

Pro

Leu

Gly

Phe

Thr

ASp

210

Ser

Asn

Leu

Lys

Ar

29

Phe

Ser

ASD

Ala

Glu

370

G1n

Ala

His

GIn

<210> 2
<211> 1332
<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 2

Tyr

Asp

Pro

1935

phe

Ser

val

Gly

Trp

275

Gln

Gly

Lys

Leu

Met

355

Gln

Phe

Asn

Gly

Gln Ala Leu

Gly
180
GIn
phe
Leu
Arg
Tr'p
260
Pro
Asp
Thr
Ile
Glu
340
val
Ala
Lys

val

Ala
420

165

Gin

Arg

ASp

Leu

Asn

245

Met

Gly

Arg

Glu

Leu

325

Ala

Gin

Lys

Tyr

Pro

405

ASp

Thr

val

Tyr

Ala

230

Ala

Met

Gly

Ala

Gl

31

Leu

Gin

Ala

Lys

Leu

390

Arg

Tyr

Ala

Leu

Ile

Phe

215

val

Ser

Asn

TYr

1le

Gly

AsSn

Leu

ser

ser

375

Ala

Thr

Phe

Ila

Ser

Ite

200

Ala

Ser

Arg

Arg

Trp

280

Leu

Thr

Arg

Arg

Thr

360

AsN

His

Ala

Leu

His

Gly

Leu

Ala

Ala

Ile

Arg

265

Asp

Arg

Ser

Glu

Pro

345

Leu

Ala

Lys

Tyr

Phe
425

ES 2659 118 T3

Tyr

Ser

Glu

Thr

Phe

Leu

250

Leu

AsSp

Pro

ser

Thr

330

Glu

Thr

ATg

Leu

Lys

410

Leu

Gly

val

Glu

Ala

His

235

Arg

Trp

Trp

Glu

Asn

315

val

val

Tyr

Leu

Lys

Gly

Thr

Trp

His

Asp

Pro

220

Asp

ser

val

Leu

Ile

300

Gin

Asp

yr

Thr

Gln

380

Leu

Ile

Pro

Ala

Gly

Leu

205

Leu

Asn

Asp

Asp

Arg

285

Ser

Phe

Trp

Asp

Ile

365

TYrF

Met

val

Pro

Lys Glu Phe Asp Ile prg Ser Pro Lys Arg
§ 440

21

Leu

Ala

190

His

Leu

Gly

Phe

Glu

Glu

Arg

Gly

ser

Pro

350

Pro

Thr

Ala

Glu

Leu
430

at
Lys
val
ASp
Phe
4
Leu
Pra
Thr
ser
Lys
Ala
Asp
Thr
Asp
Thr

415

Ala

Arg

His

Ala

His

Ala

240

Pro

Gln

Ala

Tyr

His

320

Ala

Tyr

Ala

Ile

Glu

400

Arg

Glu
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atgcggrgt
ggacggyagy
gractcgreg
ccecacggtac
gcgtacgaat
ttgcgggata
tcacaagacy
gecaccaaga
aacggctacc
caaacgetgt
ctcgaagaag
cttttggacc
cacaacgttc
atgatgaacc
gacgactggt
tcocgeacct
tratcgaaaa
geocaactye
ttgacgtaca
tacaccacca
aaggccaatg
gattactttc
tcaccgaaaa
<210> 3

<211> 1047
<212> DNA

ggaaacgtac
agcgtetage
gtaccctegt
cgaccgatec
cgeeettact
tttggaacta
gcaacgacce
acgteecegt
aageccttgge
ccgggagegt
atttgcacgt
acgattegte
ggaacgcatc
gacggttatg
tgcgggaacc
accactttgg
tactgeteaa
gacccgaagt
ccatcccaga
ttgagcagtt
taccacggac
tattcctgac

ga

gacgtcgggt
gataggacta
ggcectegte
acgaccgtec
cgtetttace
cattccgacg
cgetgtecga
aattcactgg
cattcactac
tcacggtgcg
ggcaccggac
cctcetggec
cagaatactg
ggtggatgag
ggcacaacgg
caccgagggt
ccgtgaaaca
gtacgaccey
cgcactcgag
caagtacctc
ggcatacaag

gccgecectc

<213> Phaeodactylumtricornutum

<400> 3

cgtgttgaag caaaccgecg tctgtgacga attcgatatc gattacgact gttgggagga
agcgacttgg gagtttctge aggacgacgc geaccccggy gtectccagg ccgtgacgea

ES 2659 118 T3

gtgccaccac
ctgctcacge
gcgreececa
gcegectteg
tgtcgacgag
gattgttegg
cgtgtggtac
acgcatacga
ggttoggccet
aagcacggga
tttttcgact
gtttecggect
cggtecgact
ctecagteca
caagatcgeg
ggcacgagta
gtggattgga
gcctactogy
caggccaaaa
gctcataaac
ggaatrgtrgg
gcagagctgc

cacgccgtag
tggcegtegt
Ccaaatccgt
tcgretegga
arcaatattt
taggttgtcc
gcgagrttac
grgecttgcg
tgcgaagagt
cgecgeaacy
actttgcecgce
ttcacgacaa
tttreeecgg
aatggcoegg
caattctaag
gtaaccagtt
gcaaggcage
ccatggtgca
aaagtaacgc
tgaaactcat
aaacgcgoce

agaaggaatt

22

acgeegtogt
gtggggtacg
ccegacgttt
cgcacccggg
gcgcgaaaca
cttggtaatt
cgacgaattc
cggcageacg
ctttgacgga
ggtcattatc
cacecgegeee
cggetttgca
tcteggatgg
cggatactgg
acccgaaarc
tgggtcccat
agatctggaa
agcctecacg
gagattacag
ggccgacgaa
gcacggtgcece

cgacattccg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1332

60
120
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gttgcagaag
agecgceccaa
gtactttgac
tagggatacg
gagccaacag
cgaaaaatcc
gcagatgaaa
aatactgtaa
gtaccttatc
tgtcggcatc
ccetaccact
acgtaatgtt
ccatggegea
gtaaacacgt
gttccaagea
cggcaacgaa
<210> 4

<211> 363
<212> PRT

ttctgggage
gaggaagaag
gcgeacgetc
accgaageccg
gatgccggag
gtcgeegege
cagcaacagg
attgttaacc
ggtgtgtgta
gtctegggoa
gtttagggta
agctctactg
ttggtcggte
tcgtgettte
caacagcaca
tcttecggac

acgcracgga
ccttgcteac
aggecttge
cgacgcaaca
aagccgeget
atcagaacaa
atatccaaaa
geececacegt
actaacataa
ctaggrtttc
tcacgagatt
tagctagege
gggtaccgag
ttctgaggat
¢cettaacace

cttcgee

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 4

{yr Glu ser Pro Leu Leu val Phe
S

Arg Glu Thr

val Gly Cys
35

GIn Arg val
50

Pro val val

65

Gly Tyr 6ln

Phe Asp Gly

Leu

Arg
20

Pro Leu

val Arg

Trp

Ala Leu

85

¢in Thr

100

ASp

val

Glu

Thr

70

Ala

Leu

Ile Trp

ITe ser

40

Phe Thr

55

His Thr

His

Ile

ser Gly

ES 2659 118 T3

tgagccegtg
ggcegaacygg
cgaactggtc
ageactgcaa
cgagatggaa
tccegtggtg
cgceatggec
tcctactgta
actgtacacc
gagaggcggt
tttegtgecg
gaatcteggt
gggcacattt
acgceegtet

acacaacaag

Thr Cys Arg

Asn Tyr Ile

GIn Aasp Gly

Asp Glu Phe

Ala Leu

75

Ser

Tyr Gly

Trp
90

ser val His

105

acgggarggc
gtectcgaan
caacagtacc
cgggactttg
gacgtcteea
ggacgagcac
atggtggatt
aggattateg
1caacccaac
ctcgtrgece
tcgaccactg
ctegteettg
ggttecgttgg

goggaageaa
ctecacaatc

Arg Asp

Pro Thr

Asn Asp

45

Ala Thr

60

Arg Gly

Ala

Leu

Gly Ala

Gin

ASp

30

Pro

Lys

Gly

Arg

Lys

ggceeggaca
tggcggcacy
aagcggacag
gcgecgeeat
tgaagtgttt
tcggtatgat
aatggacagt
actegegttc
aagagcgact
ttigacccaa
cagrgcacta
gggcacttea
agtgtecaac
cattcgcate
cacageccta

Tyr Leu
15

Cys Ser

Ala val

Asn val

Thr Asn

80

Arg val

95

His Gly

110

23

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1047



Thr

Asp

Ser

145

Asn

Leu

Lys

Arg

Phe

225

Ser

Asp

Ala

Glu

Gln

305

Ala

His

Gln

Pro

Phe

130

Ser

val

Gly

Trp

Gin

210

Gly

Lys

Leu

Met

Gln

290

phe

ASn

Gly

Lys

<210>5
<211> 1256
<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 5

LyS
phe
Lay
Arg
Trp
Pro
195
Asp
Thr
Ile
Glu
val
275
Ala
Lys

val

Ala

Glu
355

unwe

DTVUUUL

Arg val Ile Ile Leu

Asp

Leu

Asn

Met

180

Gly

Arg

Glu

Leu

Ala

260

Gln

Lys

Tyr

Pro

Asp

Phe

Tyr

Ala

Ala

Met

Gly

Ala

Gly

Leu

245

GIn

Ala

Lys

Leu

Arg

325

Asn

Asp

Phe

val

150

ser

Asn

Tyr

Ile

Gly

Asn

Leu

ser

Ser

Ala

310

Thr

Phe

Ile

Ala

135

ser

Arg

Arg

Trp

Leu

215

Thr

Arg

Arg

Thr

Asn

295

His

Ala

Leu

Pro

120

Ala

Ala

Ile

Arg

ASp

200

Arg

ser

Glu

Pre

Leu

280

Ala

Lys

Tyr

Phe

Ser
360

ES 2659 118 T3

FLli 1132wayc acyuclive uvorwvi

Glu Glu Asp Leu His val Ala

Thr

Phe

Leu

Leu

185

Asp

Pro

Ser

Thr

Glu

265

Thr

Arg

Leu

Lys

Leu

345

Pro

aAla

His

Arg

170

Trp

Trp

Glu

AsSn

val

250

val

Tyr

Leu

Lys

Gly

330

Thr

Lys

Pro

Asp

155

Ser

val

Leu

Ile

Gln

Asp

TYyr

Thr

Gln

Leu

315

ITe

Pro

Arg

Leuy

140

Asn

Asp

Asp

Arg

ser

220

Phe

Trp

ASD

Ile

Tyr

300

Met

vai

Pro

125

Len

Gly

Phe

Glu

Glu

205

Arg

Gly

Ser

Pro

Pro

285

Thr

Ala

Glu

Leu

24

ASp

Phe

Phe

Leu

190

Pro

Thr

ser

Lys

Ala

270

ASp

Thr

ASp

Thr

Ala
350

His

Ala

Pro

175

Gln

Ala

Tyr

His

Ala

Tyr

Ala

Ile

Glu

Pro

Asp

His

160

Gly

ser

Glin

His

tLeu

240

val

Trp

Leu

Glu

LYyS

Pro

Leu



Met
1
val
Ala
Gly
Ile
65
Phe
Lys
Leu
Glu
Arg
145
Asp
Gly
Glu
Glu
Pro
225

val

Ala

Arg

Trp

Gln

Trp

50

Leu

Ile

Asp

Gln

Leu

130

Gin

Pro

phe

Leu

Asp

210

Phe

Cys

Pro

Gln

Lys

Pro

Ile

Thr

Trp

Asp

Phe

115

Tyr

Thr

Phe

Lys

Ala

195

Ala

Phe

Cys

GIn

Leu

Gln

20

Leu

Lys

Thr

Ala

Thr

100

val

Ala

Phe

Gly

Ala

180

Gln

The

Ser

Gln

Thr

\é'a'l
Gly
Gln
Thr
val
2
Arg
Thr
Met
Gly
Tyr
Met
Arg
The
Tyr
Phe

245

Ile

Arg

Trp

val

Phe

val

70

Ile

Lys

Gly

Glu

Asp

150

Ser

Leu

Arg

Ala

ASp

230

ASD

Thr

Thr

Asn

Phe

Asp

55

Glin

Ser

val

Gly

Ile

135

Ala

Pro

Ile

His

Gly

val

Phe

Ser

Leu

val

val

40

Asp

Ala

TYyr

val

Trp

120

Gln

His

Thr

Glin

Leu

200

Thr

Pro

GIn

Lys

Ser

Thr

25

val

Tyr

Leu

Phe

Gln

105

val

Leu

val

Met

Arg

Glu

His

His

Arg

Asn
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Phe

10

Ala

Pro

Phe

GlIn

Glu

90

Thr

GIn

Gln

Pro

Ala

170

val

Phe

ASp

Thr

Thr

250

val

Asp

Arg

His

Gin

Arg

7%

Trp

Leu

Pro

Glu

LyS

155

Tyr

His

Tyr

Ile

Cys

Thr

Ala

Ash

Asp

ser

Ser

€0

Asp

Trp

Leu

Asp

Gly

His

Leu

Tyr

Trp

phe

220

Gly

Cys

Glu

Pro

Asp

His

Gln

cln

Tyr

ASp

Glu

125

His

Gly

Leu

Ala

Arg

205

Thr

Pro

Pro

Arg

25

Asp

Phe

30

Cys

Thr

Arg

Arg

Asn

110

Ala

Asp

Trp

Gln

val

190

Gin

His

ASp

Trp

Ala

Gly

15

Thr

AsSp

Arg

Arg

Glu

95

Lys

ASn

Trp

ser

Lys

Lys

Thr

val

Pro

Leu

255

Met

Gly

Asn

Pro

Gln

Lys

Gln

Gln

Ser

Ile

Ile

160

Tyr

Lys

Trp

Met

ser

240

LysS

Leu



Leu

val

Ala

305

phe

Phe

Thr

Leu

385

Pro

Thr

Ala

Tyr

ala

465

ASR

Pro

Gly

Cys

Leu

Leu

290

Glu

Asn

Asp

Phe

ser

370

Tyr

Arg

Ala

Ile

Gly

1le

Ala

Ala

ASN

Glu

Asp

275

Ala

Ala

Leu

Ala

Thr

355

Arg

ser

Arg

Lys

His

435

Thr

Gln

Cys

Leu

val

515

Leu

260

Gln

Pro

Gln

Pro

val

340

TYyr

val

Ala

Ala

Thr

420

Thr

Glu

Pra

Gtu

val

500

val

Pro

Tyr

Leu

TYr

Asn

325

val

Ser

Ser

Thr

Leu

405

His

Thr

Leu

cys

ser

485

Ala

val

Gly

Arg Lys Lys

280

Gly Asp Asp
295

Thr

310

val

Gly

ASp

ASD

Gln

390

Ser

val

Glu

Gln

Trp

470

Glu

val

Pro

Pro

Asn

Lys

Ser

Ile

Lys

375

Met

Leu

His

Asp

Pro

455

val

Tyr

Tyr

Gly

Thr

Tyr

Met

Phe

Asp

360

Ala

Gly

Phe

Glu

Trp

Leu

Ala

Thr

Asn

Gln

Ser

265

ala

Phe

Gln

Gln

AS

34

Gin

Leu

Ala

Gln

Asp

425

Met

Leu

Pro

val

Pro

505

Lys

val
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Ala

Arg

Ala

Phe

330

Thr

ASp

Gly

Ser

His

410

Tyr

Leu

Thr

Glu

Asp

490

Leu

Leu

ser

Leu

Tyr

Ile

315

Gly

Pro

Tyr

Arg

Lys

395

His

Ala

Arg

Ala

Pro

475

Ser

ser

Arg

Gln

Tyr

Leu

300

Phe

Thr

Ile

Trp

Trp

380

GlIn

Asp

Arg

Ala

AsD

460

Arg

Ala

Thr

Thr

Thr

Arg

285

Thr

Asp

Leu

Leu

Ser

365

Leu

Asp

Gly

GIn

Ile

445

Thr

The

Ala

Ser

Ala

525

Lys

26

270

Ser

Ala

Tyr

sSer

Gln

350

Gly

Glu

Leu

val

Met

430

His

Thr

Met

ser

Gln

510

Thr

Phe

Asn

Glin

val

Tyr

Arg

Gin

Thr

415

Met

Gln

Ala

Pro

ser

495

His

Leu

val

val

Glu

Asn

320

Tyr

Ser

Phe

val

Ala

400

Gly

Asp

Gln

Gly

Glu

480

Pro

Cys

Pro

Phe



His
545
val
Leu
Gly
Glu
Tyr
625
ser
rhe
GIn
Arg
AS

70

Asp
Arg
Phe
Pro
Ala

785

Arg

530

Pro

Trp

Arg

Tyr

Ile

610

Glu

Gly

Asn

val

Leyu

690

Gly

Arg

Leu

ASP

Leu

770

Asp

Glu

Glu

Lys

ser

val

595

Pro

Thr

Asn

phe

Phe

675

Thr

Ala

Gly

Arg

val

755

val

Pro

Arg

Thr

val

Tyr

580

val

Thr

The

val

ASp

€60

Pro

val

Ila

Leu

val

740

The

Leu

Trp

GIn

Gly

LysS

Glu

ser

Asp

Leu

Ala

645

Thr

Met

Leu

ASp

Gly

val

Pro

Phe

Lys

Arg

Leu
550
Lys
Leu
Thr
Phe
ile
630
Asn
His
Pro
Ser
val
710
Gin
val
Leu
Gly
His
790

Gln

535

Met

Gly

Thr

Glu

Gl

61

Glu

Asn

Tyr

Thr

Glu

695

Trp

Gly

Glu

val

Lys

775

Arg

GIn

Ley

Gly

Lys

Seyr

600

Ile

Gly

Gly

phe

Met

680

His

Leu

Ile

Arg

Arg

760

His

Ser

Arg

Glu

Ala

His

585

Trp

Ser

Asn

Ile

Arg

sSer

Ala

ASp

ser

Glu

745

Arg

val

Asp

Ala
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Pro

TYr

570

ASD

Lys

Ser

Arg

rhe

650

Ala

Ala

Gln

Arg

730

Thr

Thr

Lys

Ser

Arg

val

555

Leu

val

Arg

Thr

Glu

635

His

Asp

Ile

Gly

Ar

71

Asn

Phe

Trp

Lys

Glu

795

Glu

540

Lys

Phe

Ile

Thr

val

620

Trp

Thr

Met

Gln

Ala

700

Leu

Arg

ASN

ASD

ser

780

Ala

Arg

Glu

Phe

Ile

val

605

Ile

Phe

Asp

Prao

ASp

685

Ala

Asp

Pro

val

Glu

765

Ile

Arg

Gln

27

Glu

Pro

Glu

590

val

Asp

val

Leu

Ile

670

AsSp

ser

Gln

Thr

Gln

Leu

AsSp

Gln

Arg

Trp

Gly

575

asp

Glu

Phe

Arg

Asn

655

Gin

Glin

Leu

Gin

Leu

Ala

Gin

LyS

560

Gin

Gly

Arg

val

Phe

640

Gly

Ser

Thr

Gln

ASp

720

Thr

Glu

His

val

Ar

80

teu



Gln

AsSh

Ile

Leu

865

Pro

Pro

Met

Asn

val

945

Arg

Gly

Phe

Asn

Gly

Lys

Phe

Tyr

Glu

Asp

Ile

850

Pro

Gly

val

AsSn

Ar

33

Tyr

Ser

Arg

Lys

Glu Fhe Pro Gly Asp
1010

Asp Ser Tyr Gly Asn
1025

His

1040

Thr

1055

Ile val Ala Pro Thr

Lys

Lys

Thr

Lys

Lys

Asp

Gly

Arg

Lys

Asp

val

Ile
995

His Phe Thr Trp

Asp Pro Ala val

Glu

820

Pro

Ser

Asp

Thr

ser

900

Gly

Phe

Arg

Phe

Pro
980

805

Glu

Lys

Asp

Gln

AP

88

Phe

Arg

Thr

val

Pro

865

Glu

LyS

Glu

Phe

Gly

val

Gln

ser

Met

Asp

950

Lys

val

Ile GIn Leu

Arg Gly

Ser Ala

phe Gly

853

His Glu

Ser Lys

Arg Lys

Tyr Ala

920

Lys Asn

Tyr Leu

sSer Arg

val ¢lu

Ile His

1000

ES 2659 118 T3

810 815

Ala Gly Asp GIn GIn Leu Phe val
825 830

Leu Lys Gly Phe gzg asn Thr Gly

Phe pPhe Arg Lys Ala Ser Glu Thr
860

Asp Gly L;s GIn Leu Gin Lys Met
875 880

Gly Asn Arg Arg His Arg His Pro
890 895

phe Leu val Asn Asp Ala Asp Trp
905 910

ser Arg Lys Thr Arg Glu Ile Lys

Thr Asp Ile Pro Phe val Leu Met
240

Lys Lys Ala Ile asp Ser val Ar
955 96

val Pro Leu Ile Ile Ser His Asp
970 975

Tyr val Glu Ser Leu Lys Asp Glu
985 990

Pro His Ser Cys Tyr Glu His Pro
1005

Asp Pro Thr Leu Asn Glu Gly Phe Ala
1015

1020

Pro Arg Ser Ala Trp Ile Thr Cys Cys
1

030

1035

Met Leu His Thr val Phe Arg Arg Asp
1050

1045

Asp Thr Phe Leu Phe Leu Glu Glu Asp
10635

1060

Ile Tyr ser Ala val Ile Ala Gly Leu

28



10

1070

Asn Val
1085

Gly Leu
1100

Tyr Tyr
1115

Pro Met
1130

Ala Lys
1145

Ile val
1160
Met Pro
117
Met His
1190
Pro Asn
1205
Glu Tyr
1220
Phe Asn
123
His Cys
1%50

<210>6

Met Glu Asp

Gly Met Asp

Lys Lys Ala

Thr Met Asn

Glu Tyr Cys

His Leu Gln

Ser Lys val

Thr Asn Lys

Tyr Ala Pro

Arg Phe Thr

Pro Gly Tyr

Met Lys val

<211> 3771
<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 6

atgcgecaat tggttceggac

ggatggaacg tcacggcacg

gtcecgeact cccactgtga

cagactcgece aaatecttac

ttcatctggg ccgaaattte

tgaaaagtgg tccaaacgcet

Met

Pro

Thr

Arg

Thr

Ser

Leu

ser

Arg

Gly

Gly

Leu

1075

Asp
1090

ser
1105

Trp
1120

AsSp
1135

Phe
1150

Lys
1165

Ala
1180

phe
1195

Ar
1210

Asn
1225

Gly
1240

Gln
1255

Lys

Met

Tyr

Met

ASp

Lys

Lys

Gly

Glu

Thr

Trp

ser

cttgagettt

ggacgacttt

tcegggatgg
caccgtegte

ctactttgaa

cettgataat
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Glu Ile pPro Gly Gly

Ala Asn Thr Ala Phe

1110

val Glu Ala rhe Lys

1125

Phe Lys Lys Lteu GIn

1140

ASp Tyr Asn Trp  Asp

1155

Leu Leu Pro Arg Thr

1170

His Ile Gly val Lys

1185

Lys Asp Phe Ser Asp

1200

Gin Leu Thr Thr His

1215

Ala Ala Ala Leu His

1230

Gly His Pro Lys Asp

gacaatcceg
accaacgete
atcaagacct
caggetetee
tggtggtace

aagcagetge

1245

atggaggegt
agcegetaca
ttgacgatta
aacgagacca
grgaacaaaa

aattcgtcac

29

Phe Phe

Glu Pro

ser Gly

GIn His

Trp Ser

Leu Leu

Glu Gly

Leu Phe

Phe Ala

Thr Glu

His Glu

ctggaaacag
ggrattcgtc
cttccaateg
acgccgcaaa

ggacgacact

gggcggatgg

60
120
180
240
300
360



gtacaaccgg
catgattgga
gatcectttg
atgcreatte
gaattitatt
acccacgtca
gtcrgetgtc
atcacctcca
gcggotetct
acggctcagg
gccaacctge
gtggattcgt
caagactact
ttyggaacygcy
cececgacygy
catgracacg
atgetgegtg
actacggeeg
aatgcegtgto
gcggrctaca
aagetacgaa
aagtttgtet
gtatggaaag
gagctaacaa
tggaagegea
atcgatttcg
tccagtaatg
acccattatt
tcggecatac
gctagerege
gaccgaggtc
gtggtggaac
aggacctggg
atcgaccttg

acgaggecaa
ttegacaaac
gctattcccc
aacgggtaca
ggcggeaaac
tgcegttctt
aatttgactt
aaaacgtggc
accggtccaa
aagecgagee
cgaatgttaa
ttgacacacc
ggtcggggta
Tettgtactc
cectgteect
aagattacgc
cgattcatca
gcgeaatoea
aateggagta
acccgergte
ctgecacact
feccatceega
tcaagaaggg
aacacgatgt
ctgtggtaga
trtacgaaac
tcgegaacaa
tcecgagegga
aagacgacca
aggatggcgc
taggccaggg
gagaaacgtt
atgagcttca

ttgccgatec

tteggaatta
gttcggggac
cactatggece
ctacgccgtc
ctgggaggac
trecracgac
ccaacgeact
cgaacgagea
cgtagtcctg
ccagtacacce
aatgcaattt
catactacaa
trtracttee
tgcaacgeag
ctttcageat
ccgecaaatyg
acagtacggg
accytgetyg
cactgtagat
gacatcgcaa
accetgtgaa
gacggggett
aggagcatac
gattatagag
acgcgagata
taccttgatt
cggcatttte
tatgcccatt
aacacgctty
cattgatgtt
tatatcggac
caatgtgcag
acatcerctt

gtggaagcac

ES 2659 118 T3

tacgctatgg
geceecatgtec
taccttttgc
aagaaggaac
gccaccacgg
graccgcata
acgtgtecgt
atgetetigt
gecaccactgg
aattaccaag
ggaactttgt
ggatccttct
cgtgtttecy
atgggtgcat
catgacqgeg
atggacgcca
actgaactge
gtegegeecg
tcegeagegt
cactgtggta
cteecetggte
atgctagaac
ttyttottee
gacggrggat
ccgacagatt
gagggtaatc
cacacgyact
caatcgeaag
actgrittga
tggttggatc
datdgaccaa
aaggagtttg
gtactttttg

cgatccgatt

aaattcaact
ccaaacacgg
aaaaatacgg
tcgegeaacg
cgggcactca
cgtgcggace
ggctcaaggce
tggatcagta
gagatgactt
caatctttga
cggactattt
ttacctacte
acaaggectt
cgaaacaaga
trcactgggac
tteatagcac
aaccectgtt
aaccacggac
cgtcgecgec
acgtggtrgt
ccacgtcage
ccgtcaagga
ctggacaatt
acgrrgrgte
ttggtatcag
gcgaatggtt
tgaacggctt
ttrttcecat
gtgaacacgce
gtcgattadga
cceggacgeyg
acgtcacgee
gaaagcatgt

cagaagcccg

30

gcaggaaggy
atggtccatt
attcaaggcec
ccgreactty
cgatattttc
agatcccteyg
gccgcaaacc
tcgaaaaaay
tegetaccty
ttacgteaac
tgatgccgtg
cgacattgat
gggtcgitgg
cetccaggct
cgccaaaact
cgaggactgg
gaccgegoat
catgeeccgaa
agcccttgta
gcecggocaa
gtcacaaaca
ggagtggaag
aaggtctrat
gactgagtce
ctcgacggty
tgtgcgtete
caacttcgat
gcegaccatg
gcaaggtgce
tCagyacgat
acttcgagtt
actagtacgc
taaaaagteg

acaagcacga

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
132¢
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400



10

agagaaaggc
gaaaagaggg
ttgaagggtt
gcaagtgaaa
ccaggtaaaa
tttcagegea
tcgcgcaaaa
ttcgtattga
cgatccgact
gaagtcgtig
ccgeattert
ggctttgetg
cattrtactt
acatitrtgt
gcrgggitga
ggtatggatc
tatgtcgaag
caacaacatg
catctacaaa
aaacatattg
gatttatttc
cgttttaccg
tggggacatc
<210>7

<211>1000
<212> DNA

aacgtcaaca
gegetggtoa
tttggaatac
ctcttcctaa
cgagagtrtc
agttcttggt
cccgtgaaat
tggtttataa
ttccaaageg
agtatgtcyga
gctacgagea
gagatagcta
ggatgcttca
ttctcgaaga
atgttatgga
cgagtratgge
cattcaagtc
ctaaggagta
gtaaaaagtt
gtgtcaagga
ccaactatge
ggaacaccge

Cgaaagacca

acgcgegega
ccagcaacta
tggaatcatt
agatcaaggt
caaaggaaat
caacgacgct
caagaatcgt
gegegtyggat
tegtgtgect
atcgctyaaa
teecaacgag
tggtaatcca
cactgtctet
agattacatc
agacatggac
gaatactgcc
aggtccgatg
ctgtacgtte
actaccacgg
gggtatgcac
ccctegtege
ggcagcttta

cgageactge

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400>7
tacaattatc

aaattgttce
acgcagcata
ctctaaagge
cacggaagga
gggtcgacac

ctcttggatc

gagcgeacte
gggeccecgt
cgcgacactt
agcaatcctg
tcgatatcgg
tgtccageet

tacgcaagca

tcgagagege
tggtacgace
tgtcgatgaa
tgacacttge
attggatttc
tgttgttgtt

acggcttata

ES 2659 118 T3

gagcggcaac
ttegrgaatg
acgtctgact
catgaagacg
cgacgccatc
gactggatga
cgctttacaa
tatttgaaaa
cttatcattt
gacgagttca
tttectggge
cggagtgegt
cgtcgggact
gtggctecta
aaggagattc
tttgagectt
acgatgaacc
gacgattaca
actcterctea
acgaacaaat
gagcagctga
cacaccgaat

atgaaagtge

agtagacgga
aagactcaag
ctgcaactac
tcggttgttc
ggcagataag
ttccateeca

acctaaatta

ggcagetgea
ataaaccaaa
tttttggett
gcaaacaact
gacatccacce
atggggggag
tgaagaacac
aggcgattga
cgcacgatgg
aaattatcca
atgatcgcac
ggatcacctg
ttacggacec
cgatttattc
€gggcgyctt
actacaagaa
gggacatgtt
attgggattyg
tgccaagcaa
cctttggaaa
ccacgcattt
tcaatcccgg

tacagtcgta

ggggtgaccg
agaagaacag
aggctaccct
CCgtCtCtC&
acgaccgtac
ctegttetet

ctactccaaa

31

agaaaaagaa
agagtcagct
tttecgeaaa
gcaaaaaatg
ggtcgattct
atcgtacgca
ggacatcccg
tteggteegt
acgagtgecg
actcattcat
actcaacgaa
ctgcaaacat
agcagtggat
cgccgtratt
cttcggttty
ggcgacgtyy
caaaaagere
gtceattgtc
agtcctagea
agacttttca
tgcggaatac
ttatggtggt

a

tcactaccgg
aaaacacagt
cgcaagttat
atccaatccg
agtgagtgac
agcagattca

tgattcgcag

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3771

60
120
18¢
240
300
360
420
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tcgeaceggt
ctectecyeg
cctaaacage
atcecgggcy
acgtctecga
ccatctegga
ttttgtgagt
ctccaatgtg
ttecgacaca
cggaacaaaa
<210>8

<211> 1220
<212> PRT

gccaacggea
ttgctcgaat
aaccacaact
teccegtege
cggcgaccec
tgggttgctc
atttatttac
gtatcccece
gcegtggtac

atcagtacca

ctaacggege
ctcectccac
cocgtttecgt
cgccaacact
tggectcgge
ccctegetet
tcgaaaccac
gtegrgecst
caactgatca

aacccgaaga

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 8

gln val phe val §a1 Pro His ser

Thr pPhe

val

val

Ile
50

Glu

Arg
65

Lys

Thr Gly

Met Glu

Gly Asp

Tyr Ser

130

Vet
145

Leu

ASp ASp Tyr
20
Gin
35
ser
val
Gly
Ile
Ala
115

Pro

Ile

Ala Leu

Tyr Phe

val GIn

phe

GIn

Glu

Thr

Glin Ser

Arg Asp

40

Trp
55

Trp

Led Leu

70

val

Trp
85

Gln Leu GI

100

His val

Thr Met Al

Gln Arg

Glin

Pro

val

Pro Asp

n 6lu Gly

His
120

Lys
a Tyr

Leu

His Tyr

150
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ggtaccagee
cacaacgteg
cagcegattc
cteacetecy
ttccgeegee
cgtattacte
tgccaatgee
ttggcaacaa
cgecatgeat
ctggattgat

His Cys

10

Asp

Gin Thr

25

Arg

Gln Arg Arg

Tyr Arg Glu

ASp ASn Lys

75

Ala
90

Glu Asn

His Asp Trp
105

Gly Trp Ser

Lau GIn Lys

Ala val

Lt

céfgééégtc
tcagtgacgt
tcccgttgyc
gcgegegtog
aaggcgtecca
gcactcttta
ggcgtctcta
cacttgcgac
cgaccttecg

Pro Gly

Gin Ile

Pha
45

Lys

Gln

Lys
60

Gin Leu
Glu

ser

Ile Arg

TR

Leu

30

Ile

Asp

Gln

Leu

Gln

cgacccaatc
ccaccactaa
ttrtggcace
cacgcaaatc
ccttgegtca
cgctegtget
cggcggagyg
ggectgeace

gtgctaccat

Ile
15

Lys
Thr Thr
Trp Ala
Asp Thr

val
80

phe
Ala

Tyr

Thr Phe

110

Ile As

12

Tyr Gly

140

Lys Glu

32

Pro

Phe

Leu

phe Gly

Lys Ala

Gln
160

Ala

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1000



Arg Arg His

Thr

TYr

Phe

Tyr

Leu

Tyr

Asn

val

305

ser

ser

Thr

Leu

His

385

Thr

Leu

Ala

ASp

Asp

210

Thr

Arg

Gly

Thr

val

290

Gly

Asp

Asp

Gin

Ser

370

val

Glu

Gln

Gly

val

195

Phe

Ser

Lys

Asp

Asn

275

Lys

Ser

Ile

Lys

Met

355

Leu

His

ASp

Pro

Leu

Thr

180

Pro

Gln

Lys

Lys

Asp

260

Tyr

Met

Phe

Asp

Ala

340

Gly

Phe

Glu

Trp

Leu
420

Glu

165

His

His

Arg

ASn

Ala

245

Phe

GIn

GIn

Asp

Gln

325

Leu

Ala

Gln

Asp

Met

405

Leu

pPhe

Asp

Thr

Thr

val

230

Ala

Arg

Ala

rhe

Thr

310

ASp

Gly

Ser

His

Tynr

390

Leu

Thr

Tyr

Ile

Cys

Thr

215

Ala

Leu

Tyr

Ile

Gly

Pro

Tyr

Arg

Lys

His

375

ala

Arg

Ala

Trp

Phe

Gly

Cys

Glu

Tyr

Leu

Phe

280

Thr

Ile

Trp

Trp

Gln

360

Asp

Arg

Ala

ASp

Arg

Thr

185

Pro

Pro

Arg

Arg

Thr

265

Asp

Leu

Leu

Ser

Leu

345

Asp

Gly

Gln

Ile

The
425
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GIn

170

His

Asp

Trp

Ala

ser

250

ala

TYyr

ser

Gln

Gly

Glu

Ley

val

Met

His

410

Thr

Thr

val

Pro

Leu

Met

235

Asn

Gin

val

ASp

Gly

Tyr

Arg

Gln

Thr

Met

395

Gln

Ala

Trp

Met

ser

LYS

220

Leu

val

Glu

Asnh

TYyr

300

Ser

phe

val

Ala

Gly

380

Asp

Gin

Gly

Glu

Pro

val

205

Ala

Leu

val

Ala

Ala

285

Phe

fhe

Thr

Leu

Pro

365

Thr

Ala

TYyr

Ala

33

Asp

phe

190

cys

Pro

Leu

Leu

Glu

270

Asn

ASp

Phe

Ser

TYyr

Arg

Ala

Ile

Gly

Ile
430

Ala

175

Phe

Cys

Gln

AsSp

Ala

Ala

Leu

Ala

Thr

Arg

Ser

Arg

Lys

His

Thr

415

Gln

Thr

ser

Gln

Thr

Gln

240

Pro

Gln

Pro

val

Tyr

320

val

Ala

Ala

Thr

Thr

400

Glu

Pro



Cys

ser

Ala

465

val

Gly

Gly

LysS

Glu

545

ser

ASp

Leu

Ala

Thr

625

Mmet

Leu

ASp

Gly

Trp

Glu

450

val

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

Thr

Phe

Ile

Asn

610

His

Pro

ser

val

Gln
690

val

435

Tyr

TYr

Gly

Thr

Met

315

Gly

Thr

Glu

Gly

Glu

Asn

Tyr

Thr

Glu

Trp

675

Gly

Ala

Thr

Asn

Gln

Ser

500

Leu

Gly

Lys

Ser

Ile

380

Gly

Gly

phe

Met

His

660

Leu

Ile

Pro

val

Pro

Lys

val

Glu

Ala

His

Trp

565

ser

ASn

Ile

Arg

ser

645

Ala

ASp

ser

Glu

Asp

Leu

470

Leu

Ser

Pre

Tyr

Asp

550

Lys

ser

Arg

Phe

Ala

630

Ala

Gln

Arg

ASD

Pre

Ser

455

ser

Arg

Gln

val

Leu

535

val

Arg

Thr

Glu

His

615

Asp

Ile

Gly

Arg

Asn
695

o
Ala
Thr
Thr
Thr
LyS
Phe
Ile
Thr
val
600
Thr
Met
GIn
Ala
Leu

680

Arg

Thr

Ala

Ser

Ala

Lys

Glu

Phe

Ile

val

Ile

585

Phe

Asp

Pro

AsSp

Ala

665

ASp

Pro
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Met

Ser

Gln

Thr

490

Phe

Glu

Pro

Glu

val

570

Asp

val

Leu

Ile

ASp

650

Ser

Gln

Thr

Pro

ser

His

475

Leu

val

Trp

Gly

Asp

Glu

Phe

Arg

ASn

Gln

635

Glin

Leu

Asp

Arg

Glu

Pro

460

Cys

Pro

phe

Lys

Gln

540

Gly

Arg

val

Phe

Gly

ser

Thr

Glin

Asp

Thr
700

‘Asn

445

Pro

Gly

Cys

His

val

525

Leu

Gly

Glu

Tyr

ser

605

Phe

GIn

Arg

ASp

Asp
685

Ala

Ala

Asn

Glu

Pro

510

Trp

Arg

Tyr

Ile

Glu

590

Gly

Asn

val

Leu

Gly

670

Arg

cys

Leu

val

Leu

495

Glu

Lys

Ser

val

Pro

575

Thr

Asn

Phe

Phe

Thr

655

Ala

Gly

Arg Leu Arg

34

Glu

val

val

480

Pro

Thr

val

Tyr

val

560

Thr

Thr

val

Asp

Pro

640

val

Ile

Leu

val



val

705

Pro

Phe

Lys

Arg

Glu

785

Lys

Asp

Gln

Arg

Phe

865

Arg

Thr

val

Fro

Glu

945

Gln

val

Leu

Gly

His

Gln

770

Lys

Glu

Phe

Gly

val

850

Gln

Ser

Met

Asp

Lys

val

Leu

Glu Arg Glu

val

Lys

Arg

755

Gln

Arg

Ser

Phe

His

835

sSer

Arg

Tyr

Lys

Tyr

915

ser

val

Ile

Arg

His

740

Ser

Arg

Gly

Ala

Gly

Glu

Lys

Lys

Ala

Asn

900

Leu

Arg

Glu

His

Arg

725

val

ASp

Ala

Ala

Leu

805

phe

Asp

Gly

Phe

Ser

885

Thr

Lys

val

Tyr

Pro
965

Thr Phe Asn

710

Thr Trp Asp

Lys

Ser

Arg

Gly

790

Lys

Phe

Gly

Asn

Leu

870

Arg

Asp

Lys

Pro

val

950

His

Lys

Glu

Glu

775

Asp

Gly

Arg

Lys

AT

85

val

Lys

Iie

Ala

Leuy

935

Glu

Ser

ser

Ala

760

Arg

Gln

Phe

Lys

Gln

840

Arg

Asn

Thr

Pro

Ile

920

Tle

Ser

Cys

val

Glu

Ile

745

Arg

Gln

Gin

Trp

Ala

825

Leu

His

Asp

Arg

Phe

905

ASp

Ile

Leu

Tyr
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Gln

Leu

730

ASD

Gln

Arg

Leu

Asn

810

ser

Gin

Arg

Ala

Glu

890

val

ser

Ser

Lys

Glu
97Q

LyS

Gln

Leu

Ala

Gln

Phe

795

Thr

Glu

Lys

His

Asp

875

Ile

Leu

val

His

Asp

955

His

Glu

His

val

Arg

Leu

780

val

Gly

Thr

Met

Pro

860

Trp

Lys

Met

Arg

Asp

940

Glu

Pro

35

Phe

Pro

Ala

Arg

765

Gln

Asn

Ile

Leu

Pro

845

Pro

Met

Asn

val

Arg

Gly

Phe

Asn

ASp

Leu

Asp

750

Glu

Glu

Asp

Ile

Pro

830

Gly

val

Asn

Arg

Tyr

910

ser

Arg

Lys

Glu

val

val

735

Pro

Arg

Lys

LysS

Thr

815

Lys

Lys

Asp

Gly

Arg

895

Lys

Asp

val

Ile

Phe
975

Thr
720
Leu
Trp
Gln
Glu
Pro
800
ser
Asp
Thr
ser
Gly
8

Phe
Arg
Phe
Pro
Ile

960

Pro
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Gly Asp Asp Pro Thr Leu Asn Glu Gly Phe Ala Gly Asp Ser Tyr Gly
980 98! 990
ASn Pro arg Ser Ala Trp ITe Thr Cys Cys Lys His His Phe Thr Trp
995 1000 1005
Met Leu His Thr val Phe Arg Arg Asp Phe Thr asp pPro ala val
1010 1015 1020

Asp Thr pPhe Leu Phe Leu Glu Glu Asp Tyr Ile val Ala Pro Thr
1025 1030 1035

ITe Tyr ser Ala val Ile Ala Gly Leu Asn val Met Glu Asp Met
1040 1045 1050

Asp Lys Glu Ile Pro Gly Gly Phe Phe Gly Leu Gly Met Asp Pro
1055 1060 1065

Ser Met Ala Asn Thr Ala Phe Glu Pro Tyr Tyr Lys Lys Ala Thr
1070 1075 1080

Trp Tyr val Glu Ala Phe Lys Ser Gly Pro Met Thr Met Asn Arg
1085 1090 1095

Asp Met Phe Lys Lys Leu GIn 6G1n His Ala Lys Glu Tyr Cys Thr
1100 1105 1110

Phe ASp Asp Tyr Asn Trp Asp Trp Ser Ile val His Leu Gln Ser
1115 1120 1125

Lys LYS Leu Leu Pre Arg Thr Leu Leu Met Pro Ser Lys val Leu

1130 1135 1140

Ala Lys His Ile Gly val Lys Glu Gly Met His Thr Asn Lys Ser
1145 1150 1155

Phe Gly Lys Asp Phe Ser Asp Leu Phe Pro Asn Tyr Ala Pro Arg
1160 1165 1170

Arg Glu_ Gln Leu Thr Thr His Phe Ala Glu Tyr Arg Phe Thr Gly
1175 1180 1185

Asn Thr Ala Ala Ala Leu His Thr Glu Phe Asn Pro Gly Tyr Gly
1190 1195 1200

Gly Trp Gly His Pro Lys Asp His Glu His Cys Met Lys val Leu
1205 1210 1215

Gln Ser
1220

<210>9

<211> 1085

<212> PRT

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 9

36



met
1

Ala
Ala

TYyr

Leu
Asp
Thr
Gln
val
Glu
Arg
Glu
Ile

225

Pro

GIn

Ala

Leuy

ser

50

Gly

Leu

AsSn

Glu

Gln

130

Glu

Glu

Thr

ile

Pro

210

Leu

Leu

ser

val

Thr

35

Thr

Pro

His

Glu

Gln

115

Gln

Gly

Ser

val

Ser

195

Gln

Asp

Asn

sSer

Gly

20

Gly

GIn

AsSn

val

Ser

100

Lys

Asp

Ile

Pro

Gln

180

Arg

Ile

ASD

Phe

geu Arg Ala Arg Arg

Arg Tyr Gln

Leu

GTu

Pro

val

85

ser

Thr

Gln

Arg

val

165

Lys

Pro

GTu

Pro

Thr

val

Lys

Ser

70

val

Arg

Arg

Lys

Lys

150

AsSp

rphe

Lys

val

Leu

230

Ala

Thr

Gin

35

Asn

Pre

Glu

Pro

Thr

His

Glu

val

val

Ala

215

GIn

Ala

Leu

Thr

40

Gln

Leu

Glu

His

120

Thr

Lys

Asp

Asp

Ala

200

Pro

Asn

val

val

25

Gln

Arg

Arg

Glu

Glu

105

Ser

Lys

Thr

His

AsSDp

185

Arg

Pro

Pro

Pro
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Gly
10

Leu
Phe
Gln
Thr
Gln
a0

Ser
Glu
Arg
ASp
Glu
170
Arg
Ala
Pro

Asp

Tyr

val

Ala

val

Gln

Asp

75

Lys

Arg

Lys

ASn

His

val

Arg

Ala

Glu

Phe

235

Leu

Ala

Ile

Leu

His

60

ser

Gln

Glu

Lys

Glu

140

Glu

Gln

val

ser

Lys

ASn

Gly

Pro

Thr

ser

45

Lys

Phe

ser

Asn

ASp

125

His

Ala

Lys

Arg

Pro

205

Arg

Lys

val

37

Arg

Leu

30

Thr

Ser

Pro

Glu

ASp

Asp

Gly

Pro

Ala

Leu

190

Pro

Pro

Pro

Leu

Arg
15

ser
ser
His
Arg
Arg
95

His
Leu
Pro
Glu
His
LYS
Glu
Tyr
ser

Ile

Lys

val

Leu

Ala

Glu

80

Arg

Glu

Leu

Ala

Lys

Arg

His

val

ASp

Lys

Asp



Gly

Arg

ASp

Pro

305

Leu

Pro

His

Leu

Ile

Leu

Arg

Ile

Met

Trp

465

Ile

Glu

Glu

Gly Arg

Leu

Gln

290

Ata

Arg

Glu

Leu

Pro

370

Leu

Gly

Ser

Ile

Thr

450

Glu

ser

val

Ala

ser

275

Ala

Ala

ASp

val

val

355

Leu

Lys

Gly

Pro

Ala

Gly

Ser

Asn

Trp

val

His

260

Asp

Phe

val

Leu

Ash

340

val

Asn

Glu

ASD

val

420

ASD

Gln

Tyr

Arg

Gin

500

Pro

245

Phe

Leu

Asn

Asn

Thr

325

val

His

val

val

Glu

405

Phe

val

Ala

Pro

Leu

485

AsSn

Thr

Phe Pro
Arg Tyr
val Leu
295
Asn Pro
310
Ala Tyr
Pro Gly
Cys Pro
Thr His
val Asp
390
val Asn
Asn Tyr
Gly Tyr
Asn Leu
455

Gly Glu
470
Tyr Phe

Thr Arg

Ala 1le

Met

Asn

280

Leu

His

Ala

His

Glu

360

His

ITe

Met

Thr

Pro

440

Glu

Arg

Asp

Arg

Ite

ASp

265

Leu

Asp

Gln

Lys

Ala

345

Phe

ASD

Phe

Ala

Ala

425

Glu

Arg

His

Thr

Phe

505

Ala

ES 2659 118 T3

250

Trp

Ite

Ser

Gln

ser

330

Gly

Ile

Leu

ASp

Gly

Phe

Lys

Ala

Lys

AsSn

490

TYyr

Gly

Met
His
His
)
Lys
Ala
cys
Lys
ASp
Pro
Glu
Gln
Gly
Ala
475
Gln

val

Thr

Lys Arg

Leu

Pro
300

Ar
28

Glu

Trp Thr

Gly
Trp
Gln
Pro
380
Pro
Cys
val
val
Gly
4

Ala
ASp

Asn

Phe

val
Ala
Ar

36

Ile
Pro
Pha
val
val
445
val
Gly
Gln

Asp

Glu

38

Ala
270
Leu
Leu
Ala
Ser
Gly
Gly
Leu
Phe
Asn
Leu
430
Arg
Glu
Pro
Asn
Tyr
5

Leu

255

val

Thr

Ala

ser

Ila

Ile

Tyr

Thr

Leu

Glu

415

Lys

™R

Gln

phe

Ala

495

Gln

Ser

Asp

ASD

Tyr

Glu

320

et

Pro

Gly

ser

His

400

val

Giu

Glu

Phe

Phe

480

Tyr

Pro

Thr



Thr

Ley

545

His

Gly

Thr

Ala

Arg

625

Trp

His

Pro

Asp

AsSn

705

Pro

Glu

Ala

Gly

Arg

515

Trp Trp Tyr
530

Gly

Glu

Tyr

Pro

His

610

Pro

Asn

Pro

His

690

Ile

ser

Ile

ser

sSer

770

Leu

Ala

LysS

Ser

Glu

Ile

Arg

vai

Thr

Cys

675

Leu

Ala

Ser

Lys

Ala

755

Ala

Cys

arg

Met

Gln

580

TYyr

Cys

ser

Phe

Leu

660

Gly

Gly

Gln

Leu

val

740

val

Gly

Glu

ASp Arg Asn
535

Asnh

val

565

Ala

Lys

Glu

ser

Gly

Pro

val

Thr

Leu

Pro

725

Tyr

Gly

Trp

Ile

Glu

550

Leu

Ile

Lys

Arg

ASp

Phe

Asp

Met

Ile

Ar

71

His

Thr

Tle

Tyr

Gly

Thr

Asp

Cys

Lys

Met

615

Arg

Pro

Asp

Leu

Leu

695

Leu

Thr

Arg

Glin

Glu

775

ASp

520

Ile

Leu

cln

Glu

Trp

600

Thr

val

Ala

Leu

680

Thr

val

val

ser

Met

760

ser

Ala

Leu

Pro

Tyr

Thr

585

Gly

Thr

Ala

His

Gln

665

Thr

Asp

Ser

Gly

Asp

745

Ile

Gly

ser
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Gly

LYS

Gln

570

Asn

ASp

Thr

Thr

Thr

650

Ala

Thr

Thr

Asn

His

730

Leu

Pro

TYr

Ile

Gly

Gly

Glu

Gln

His

Leu

Arg

val

Lys

715

Ser

Met

Glu

Leu

Asp

Leu

540

Met

Phe

Gly

Trp

val

620

Ala

Thr

Gln

sar

Ala

700

Gly

Leu

Gly

Ile

Ala

780

val

525

Leu

Lys

Cys

Pro

val

605

Thr

Asnh

Arg

Arg

Leu

685

Lys

Phe

Leu

Thr

sSer

763

Asn

Thr

39

Ala

AsSp

Asp

Ile

590

val

Lys

Ser

val

His

670

val

Leu

Thr

Ala

val

750

Met

cys

Asn

val

GIn

Gln

575

Ile

Trp

Ala

Tyr

Gl

65

Leu

Pro

Gly

Phe

Thr

735

Ala

Thr

Pro

Pro

Ala

Asp

560

Leu

Pro

Lys

Met

Phe

640

Gln

Ile

Ala

Phe

Ala

720

Lys

Lys

Thr

ASh

Phe



785

Leu

Ser

Ala

Ala

Asn

865

Asp

Ile

Asp

Pro

Glu

945

ser

Gly

Arg

Leu

Thr

Tyr

Phe

1le

Ala

ES 2659 118 T3

790 795 ' 800

Pro Pro Thr val Tyr Ser Leu Ile Tyr Glu Leu Arg Ser Ile Phe
805 810 815

Ser Ser Pro Tyr Ile His Leu Gly Ser Asp Glu Arg Gln Asp Ala
820 8z 830

Ala Cys Tyr GIn Glu Ala Asn Pro Thr Phe His Ala Asp val Gly
835 840 845

Phe Glu Arg Lys Met val Lys val Leu Glu Ala Ser Gly Ile Ala
850 855 860

Asp Ser val Leu Arg Tyr Ala Asn Ser Gln Gly Glu val Tyr Ser
87 875 880

arg Thr Gly Gly val Thr His Tyr Gly Pro asp His Ala Thr Glu
885 890 895

Pro Ala Asp Ala Pro Ile Phe val Ser val Asp Leu Leu Arg Asp
900 905 910

Gly Trp Thr Leu Tyr GIn Arg val Lys Glu Leu val Ser Lys Lys
915 920 925

Leu Gly Ile teu Ala Glu Ile Arg Thr Leu Thr Ala Pro Arg Trp
930 935 940

Gly Leu Glu Ile Pro Glu Arg Leu Leu val Tyr Ala Met Ala val
950 955 960

Glu Leu Pr¢ Thr Tyr Ala Asn Ala Ala Ala Leu Gly Glu Arg Tyr
965 970 975

Glu Leu Cys Arg Ala Leu Ser Asp Arg Leu Pro Gly Leu Gly Arg
980 985 990

His Asg Cys Ala Leu Pro Gly val val Ser Gly Lys val Thr phe
99 1 1005

Ala Asp Thr ser Thr phe val GIn GIn GIn Cys Gln Met Ala
1010 1015 1020

Tyr Pro val Thr GIn His His Ala Lys Leu val Ala Pro Arg
1025 1030 1035

Asn  Ala Thr ¢lu Trp Glu GIn Leu Arg Gly Ala Pro Arg val
1040 1045 1050

Pro Ala Ala Gly Arg Asp Pro Gln Arg His His Pro val val

-

1055 1060 1065

G1¥ His Gly Lys Ser Gly Asp Glu Ser pro val Glu Ser val
1070 1075 1080

ser
1083

<210>10

40



<211> 3339
<212> DNA

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 10

atgcaatctt ccttgegege acgacgtggt

cggtatcaac
caatttgtgc
aagagccacg
cagttgcacg
agtcgggaac
tcagagaaga
catggtecty
gtggaatcgce
aaattcgteg
agggctgeat
cgaccttatg
ccgttgaact
ttctttccaa
ttgattcact
gagetigett
ttgcgtgact
gttcceggac
trcatetgec
atettgacga
ttgggtgggg
cggaaggtat
aacgaagttc
attgccgatg
aatttggaac

aaggetgegg

tggtcctcge
tgtcgactte
caaagggacc
tagttgtrgcc
acgaatcteg
aagatgatct
ctcaggaagg
cagtggatga
acgaccgaag
caccgeetga
acattctgga
tcacggccge
tggactggat
tgcgicttac
atcccgecqge
tgaccgetta
acgeeggtge
aaagaggcta
gtatcttgaa
atgaagtcaa
aaggegttte
gcagtecegt
taggctaccc
gcgotggegg
gacctttttt

tattacgttg
gttgtattcc
taatccatec
ggaagaacag
agagaatgac
tcttacgcag
catccgcaag
ggaccatgaa
agttcgecte
9gtggaaccg
tgatcccttg
tgtaccatat
gaaacgagcc
ggacgaccaa
cgtcaacaac
cgcgaaatcee
€tgggccggt
cggattgeca
ggaagtegte
cgtacgtrig
taaacttttt
ctttaattac
cgaaaagcaa
tgtggaacaa
catttcgaac

ES 2659 118 T3

gtggeteece
tcegtegect
actcaagaaa
aatctaagga
aaacaatcag
catgaagacg
caggaccaaa
cacaagactg
gtccaaaagg
aagcacagaa
caaattgagg
caaaatccag
ttgggtgtac
gttgatcgec
gecttcaacg
ccacaccage
aaaggagtaa
attceteacc
ctaaatgtaa
gacatttttg
TrItccgrgt
tttctetace
acggcttteg
gtggttegtt
ttttgggagt
cgtttgtatt

ggagaaaagc
tgaccggtet
agcagcaacg
ccgattcttt
agcggegatt
agcaaaagac
agacgacgaa
accacgaggc
cacacagaga
tetetegace
ttgctccgee
atttcaacaa
tgattgacgg
tttctgattt
ttctattgga
aagtttggac
gcatcatgee
tagtcgtgca
¢ccatcacga
atgatceqgee
ggaactttte
agatggccgg
aagttgttct
gggaaatgac
cgtatcecggg

ttgatacaaa

41

tgecgteggt
cgtgacaact
acagcagcac
cccgagagag
gaacgaaagc
ccggeccgat
acgaaacgaa
tcccgaaaag
aacagtgcaa
caaagtggec
acccgaaaag
accctcgaag
ggggcgtcat
gcgctataat
ttctcatcec
ggccagegaa
<gaagtcaac
ctgtceccgaa
tctcaaacct
ctitctacat
tgtgcgtrgt
ceectgtttt
taaagaaatc
cgggcaggct
agaacggcac

¢caggatcaa

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



aatgcgtacyg
gcagttecaa
cgcaatattt
aagacgatga
gaccagttag
ccggagraca
cgcatgacga
acgcaggega
gtgggccage
cattgtgocy
attttgaccqg
aacaaggget
gcaacgaagg
agtgcggtag
Tacgagreogy
attgacgtga
tccattitca
gettgetace
atggtcaaag
teygcaaggeyg
gcgacggaga
gggtggacat
gcggaaatcc
ctggtgracg
gagcggtacg
cacgattgcg
acctrtgtge
ttggtagcac
tttceggegg
tcgggggacg

<210> 11
<211> 973
<212> PRT

aagtttggea
ccgecattat
tgggacgtrtt
aggaccaaga
gatatagcca
aaaagaaatg
cgactgaggt
acagctactt
atccaacgtt
ttatgttgga
acaccgttge
tcacgtttge
agatcaaggt
gaatccaaat
gctatctagce
cgaacccgtt
gcagcagtecec
aagaagccaa
tcttygaggc
aggtgtacag
ttcetgegga
tgtaccagcg
gtacgttgac
ccatggecgt
gggagcttty
cgttgccgag
agcagragtg
cccggtacaa
cgggtcggga
agtceeegge

gaatacccga
tgccggcacce
gttagetgtt
ccatgagaaa
ggcaatttyc
pggtgacggt
daccaaggca
ttggaacgta
gccagacgat
tacgaccaga
aaaattgggt
tccgagtagt
atacactagg
gatccccgaa
gaattgtcca
cttaccaccc
ctatattcat
tcccacgttc
gagcgggatt
cgaccggacg
cgcaccaata
ggtgaaggaa
ggctccecgt
atcggaattg
ccggaegeta
tgtcgtcteg
tcaaatggcey
cgcgaccgag
tececagegg

cgagtccgta

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 11
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cggttttatg
tttgagttgt
gcgttgggtg
atggtgettg
gaaaccaacqg
tgggragttrt
atgcgaccee
titggattte
cteccaggeec
teccrggtte
trcaacatag
craccgcata
agtgacttga
atcagcatga
aaccgrerge
accgtgtact
cteggttegg
cacgcggacg
gcgaacgatt
ggtggegtea
tttotgagtg
ctcgtatcga
tgggaaggcc
cccacgtacg
tcggatcgat
gggaaggtga
acgtatcccg
tgggagcaac
catcaceeeg

gctagetag

taaatgatta
cgacgacttg
cccgaaacga
atcaatacca
gtggcccgat
ggaaggcgca
gctctagega
crgcgeacac
tccagcgaca
cageggatcy
cecagetgeg
ctgtaggeca
tgggtaccgt
cgacaggaag
gtgaaattgg
cgttgatcta
acgagecgtea
tgggagcgtt
ctgtactgcy
cacactacgg
tggatttgtt
daaagcegre
tggagattcc
cgaacgegygce
tgccgggatt
cgtttttgge
tgacgcaaca
tgcgeggggc
tcgtcategg

42

ccagcergag
gtggracgat
aactctacca
agttttctoc
catcectace
catctgtgaa
ccgggregee
acacacgcga
ttraattecct
gttyggaacy
tttgotcage
ttcgttacta
tgctaaageg
tgetggregg
tgacgegtcg
cgagtrgegt
agacgeggea
cgagcgcaaa
gtacgccaat
tceggaccat
gcgogacgat
gggcatcttyg
ggaacgtttg
ggcactgggc
gggtcatcgg
cgacacgagt
ceacgccaag
gcecccgegtyg

gcatggaaaa

1620

1680

1740

1300

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3339



Met

Gly

Gly

Phe

Asp

Ser

Ala

Arg

Ala

145

Thr

AsSn

Gly

Asp

Pro

225

Ser

Gly

Glu

Thr

Phe

Asp

50

Ile

val

Ser

Gly

Lys

130

ser

Asn

His

Gly

Thr

210

ser

Ser

Asp

Ser Ala ?rg

Ala

Asp

35

Asn

Arg

val

Gln

Arg

113

ASD

Met

Pro

Arg

Gly

Met

Thr

Ile

Leu

Arg

20

Glu

His

ser

Ser

Asp

100

Ser

val

Ala

Glu

Lys

Lys

Ser

Thr

Ser

Ser
260

Arg

Phe

Gly

Arg

Glu

83

Gilu

Ser

Ser

Thr

Leu

165

Gly

Asn

Ser

Pro

Gly

Gly

Ser

Ser

Gly

Phe

Arg

70

Asn

GIn

Arg

Ser

ser

150

Gly

Asp

Ala

Gly

Glu

230

Gly

Ala

Arg

Gly

Phe

Glu

35

Arg

Pro

val

Ser

Gln

ser

Tyr

Ser

Gly

Phe

215

Ser

Ley

Pro

Asn

Gly

Gly

40

Mel

Ala

ser

ser

Met

120

Asn

Asn

Gly

ASN

Thr

200

Gly

Glu

Glu

ser

Thr

Thr

25

Gln

Pro

Ser

Ile

Ar

10

Asp

Arg

His

AsD

Ser

185

Ala

AsSN

Arg

Ser

Ser
265
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Arg

10

Thr

Pro

Gln

Leu

Gly

90

Gly

Gly

Pro

Ser

Ala

170

Gly

AsSn

Phe

Pra

Leu

250

Arg

Asp
Ser
Ala
Thr
Ala
75

Phe
Gly
Ile
Arg
Leu
155
Ile
1le
Ala
Glu
Ar

23

Arg

val

Gly

ser

Phe

Arg

60

Ala

Thr

Ala

Glu

Ar

14

ser

Pra

Leu

Asp

Ser

220

Arg

Ser

Leu

Thr

Asn

Pro

45

Ile

Ala

ASn

Arg

Phe

125

sSer

Ala

ser

Asp

TYr

Met

ser

ASD

Gly

43

Arg

Gly

30

Asp

Gin

Pro

Gln

Leu

110

Pro

Gly

Ser

val

Phe

190

Gly

Pro

Gly

Leu

Gly

Lys
15

Asn
ser
Pro
ASN
Phe
95

Ala
Thr
Arg
Asn
Ala
Gly
Tyr
ser
Arg
Ar

25

Asn

GIn
Gln
Ala
Thr
Ite
80

Gln
Lys
Ala
Arg
His
160
Ala
Phe
Gly
Ala
Ar

24

Gly

Ser



Arg

Gly

Gly

Asp

Leu

ser

Arg

val

385

Gly

Ala

Arg

Gly

Ser

465

Ile

val

val

Ile

Ala GIn Asn ITe val

Gly

290

Asn

LYS

Lys

Ala

Arg

370

Ser

Glu

Cys

Thr

Leu

450

Ser

Leu

Ser

Ala

Thr
530

275

ASh

Ala

Glu

Asp

ASp

355

Lys

Tyr

Gly

Cys

Leu

435

Arg

Phe

ASp

Ser

Gln

515

Thr

val

val

Lys

Ar

34

Gly

Pro

Ser

Ser

Ar

42

Glu

Gly

AsSp

Ala

Thr

500

His

Asn

Arg

Gly

Leuy

325

Lys

Asn

Ala

Asp

Ser

405

Ser

Ile

teu

val

Ala

485

Pro

Asp

Glu

Arg
Ala
310
AsSp
Ala
Ile
Ala
Ar

39

ser
Lys
Asp
His
Asp
470
Tyr
Leu

Asn

Ser

Leu

Gly

Thr

Asp

Glu

Ile

Ser

375

Ile

Ser

Ile

Ala

Ile

Cys

val

Ala

val

Pra

28¢

Arg

Met

ASp

Gly

ser

360

Ser

Leu

Gly

Trp

ser

440

ser

His

Arg

His

Gln

Leu

ES 2659 118 T3

Met

Arg

Gly

Thr

Arg

345

Ser

Lys

Ala

Ser

Pro

425

ser

Pro

Gly

Phe

His

505

Ala

val

Ala

Gly

Gly

Thr

330

Arg

Tyr

Thr

GIn

Gly

Ala

ser

Thr

Tyr

Leu

490

Asp

Leu

His

Gly

Ser

Phe

315

Lys

Gly

Thr

Leu

Arg

395

Ser

Ala

Met

Gln

Cys

475

Lys

'Arg

Leu

ASp

Pro

Leu

300

Thr

Lys

Thr

Gly

Gly

Asp

Ser

Arg

Thr

ser

460

Glin

Ala

Arg

Gly

Ala
540

44

Glu

285

Lau

Gly

Ser

Thr

Asp

365

Lys

cys

Asp

Cys

Leu

445

val

ASD

Leu

Glu

Ile

525

Asp

Lys

Gly

Gly

Lys

Ar

35

Arg

Glu

Ser

Gly

Giu

430

Arg

Gly

val

Arg

AsSn

510

His

Glu

val

Ser

Asn

Ser

335

Gln

Asp

Ser

Cys

Ser

415

Thr

Arg

Asp

GIn

495

Glu

Ile

Arg

Ala

val

Lys

rhe

Pro

Arg

Ash

Gly

400

Ser

Tyr

His

Glu

ser

480

Ser

Lys

ser

Tyr



Asp

His

Ser

Arg

Thr

625

Ala

ser

Arg

Leu

Glu

705

Asp

Glu

Asp

Trp

Phe

785

Pro

Leu Asp

Gly ser

Ala Tyr

GIn Thr

595
Ile Ar
610 g
Ala Arg
mMet Glu
Gln ser
Gly Ala
val val
690
Trp Leu
Ala Thr
Leu Ala
Glu val

755

Met Arg
770

Glu Arg

Tle val

val

Tyr

Gln

Gly

ASp

His

Ala

Trp

660

Phe

Arg

Thr

Asn

Ile

740

Asn

Lys

AsSp

Trp

Pro

Ile

565

ser

Ala

Gly

Phe

ser

645

Pro

Gly

Glu

Pro

Pro

725

Leu

Leu

His

Leu

Gln
805

Gly

His

Leu

Phe

Pro

Leu

630

Lys

Tyr

Pro

Ala

Cys

Ala

Phe

ASp

Asn

Leu

790

Glu

Pro

Leu

Leu

val

val

615

Pro

Leu

val

Glu

Ala

Gly

val

Ala

Cys

Met

775

Ser

Leu

Thr

Thr

Gin

Phe

600

Tyr

Leu

Asn

Ser

Glu

680

Ala

ser

Tyr

His

Tyr

760

Thr

Tyr

Phe

val

Ala

Leu

585

Ala

Pro

Pro

val

Thr

665

Thr

Arg

Lys

Glu

Glu

745

His

Gln

val

Asp

ES 2659 118 T3

Thr

Pro

570

val

Met

Tyr

Leu

Leu

650

Ala

TYyr

Ala

Pro

Phe

730

Ser

Asn

Glu

Thr

Ser
810

Glu

535

Thr

Thr

Pro

Arg

Ile

His

Phe

Thr

Ile

Arg

715

val

Phe

ser

Leu

Ala

795

Gly

Asn

val

Phe

ASp

Gly

Leu

Trp

Pro

Ala

Gly

Pro

His

Leu

Thr

Gly

780

val

Leu

Asp

TYr

val

Thr

605

Leu

GIn

His

Giu

Thr

685

Arg

Gln

Arg

His

Thr

765

val

Leu

Gly

45

ASp AsSp Asp
560

Gly

Gly

590

Thr

mMet

Asn

val

Leu

670

AsD

ser

Glu

Leu

val

750

val

Leu

Asn

Leu

Ile
575
Arg
Leu
Ile
Leu
Thr
655
ser
Ile
His
Pro
Tyr
735
Gly
GIn
Ser

Arg

Pro
815

Leu
Asp
Ile
Asp
i
Asp
Ala
Ala
Pro
Leu
720
Asp
Gly
Arg
Tyr
Ar

80

Asn
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G1n Thr Ile

Thr
835

Asn Ala

Leu Asp His

850

Arg Glu Phe

86

His Aala Ser

Arg val Trp

Thr
915

Ash Leu

Arg Cys His

Gly Ala Ser

945

ser Phe His

<210>12
<211> 3341
<212> DNA

val Asp
820
Leu Arg

Leu Asn

Asn Gly

val

Gly

Glu As

Thr

Trp Lys

Ser

ES 2659 118 T3

Trp Glu

825

Glu
240

His

Trp
85

Lys Glu

870

Met Trp

885

Pro Arg
900

Ala Ala

val

Leu

Cys Gly

Gly

Ala

Ala

Arg

Arg

Glu Arg

Ser Ala

val

Gln

Gln

val

Thr Ala

Ile Leu

Phe

Ser

Asn
875

Lys

Asp Ala

890

Glu

905

ser
920

ASD

Arg Gly

935

Gin Pro

950

Asp Glu

Glu

Leu 6ln

<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 12
atggaatctg

agaagtggcg
caacctgect
attcagccaa
gacgtrgtgt
gaacaggtgt
gacggcatcg
tcgggtcgec
accaacccgg
ggagactcta
gccaatgeey

ctcgetcteg
gtactactag
ttccggatte
cgaagatticg
cggaaaaccc
ctcgtggtgg
dattcccaac
gggcttcaat
aactcggtta
atagcggaat

actacggcta

aaatacccgy
tagcaatggc
tgcgtttgac
ttcccgecgt
gtcaataggt
agcecgettg
tgcacgcaag
ggctacttct
cggagacgcc
trtggactte

cggtgacaca

Ala Ala

Ile

Asn

Glu

ser

Pro Ala

Phe

Gly
855

Gly Lys

gatggcaccc
aatcaaggct
aaccacgget
cgagcatctt
tttaccaatc
gcaaaggcgg
gacgtttcta
tccaaccaca
attccgtctg
ggcttiggtg
atgtcgtegy

Ser
830

Pro Ser

Ser Ser

845

Cys

Tyr Ala

cys
860

Leu Ile Leu

Thr Asn pPhe

Lys Leu Trp

910

Leu Ala

925

Arg

ser val

940

Pro

Pro Ala val

val Thr

gaaagcaagg
tcgacgagtt
ttgagatgce
tagctgegge
aatttcaatc
gacgcteatc
gtcaaaatceg
gecttteege
ttgctgetas
gtggtaagaa
grrtrggtaa

46

Arg Tyr

Trp Tyr
Asp Pro
Gly Gly

Leu
895

ser

Thr Gly

Ala Phe

Gly Pro

Ile Asp

960

tacggcacga
tggatttggt
gcaaactcga
gccgaacatt
ttcacaagac
gcgercaatg
tcetegtegt
tteccaatcac
ccatagaaaa
tgceggtaca

trtegagict

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



atgccatccg
tecagtatca
ggtgetcegt
atggccggge
ctgggtagtg
gacaaggaaa
aaggctgaag
tcctataceg
aaagagagea
aaacacagca
agcggtatag
atattagatt
tgactcgece
gcgaaatect
paggactttg
actgtagttg
gragctrgttg
aaatcgatgc
ccectactea
aagacgtuca
gogtgtcttc
atgacaacgt
tcgtacacga
acgacgacga
tgcacgecta
gegerteegt
atccctaceg
tgcaaaactt
attegeagte
ttggtcctga
cacggggtat
gctcacatec
atgcgaccaa

tctttgcoca

cgeccttecac
gtggaggret
ctagtcgygar
cggaaaaagr
ttggtaatge
aactcgacga
gtcogegagg
gcgatcgega
acgtgtcgta
attcaataat
tecgetcgge
cagtgtacgt
gagatcgcgg
ggccgctttce
tcgratttct
tggaggtgaa
tcgeagcaaa
ttcctectet
aagcgtagag
atcgatacty
cacgectttg
acaggctctg
cgcggacgaa
cgacgatggc
¢cCadaagetta
artcgccatg
gggactcatg
ggacgccatg
gtggeccctac
agaaacctac
tcgggtgatt
ggaatggtta
tccggeegtc

cgaatccttt

cacaccegaa
tgaaagtcta
grigggtgga
ggccggrgge
agtcggagct
cgataccacc
cacgacacgt
ccgacgeege
cteggategt
ttgycygrot
caagatatag
gatgtaccog
aatcgcagaa
gcgeatttac
cttctaacgt
gggagcagcea
atttggccgg
atgacattgc
gacgaaagta
gacgcegegt
gecgeatcacy
ttgggcattc
cgataccaac
agctacattc
ctgcagetgg
cgggacacaa
atcgacacgg
gaggccagra
gtcagtactg
acggctacag
cctgaattcg
acaccctgtg
tacgaattcy
ttacacgtcg

ES 2659 118 T3

tctgaacgtc
cggtctgact
aattctcgeg
aatgttcgtc
accatgggag
aaaaagtcta
caaccatcgg
aagccggeag
attttagecac
acagactacc
4agggcaggg
gaccagtgtg
aaaccegaga
attacatagt
tgetattatt
gragcggtag
cggctegatg
gacggcacgg
gcttcgatgt
acgttegcet
accgtcgega
acatttccat
tggacgteec
arctcactgc
tgacgtttgt
ccctcatteg
cccgacatte
aactgaacgt
cttttccgga
atattgccct
atttgcctgy
ggtccaagec
tacaccgect

gaggagacga

cgcgtcgeag
tgcgeggagg
cccagaacat
gtggacgrcg
gattcactgg
agtctittct
ccgatggeaa
cgrcgtecaa
agcggtaaga
aatctaaatg
aattgcagea
agagaataaa
cactgtcaat
tcgeaccatg
actattegtt
cggtagcagt
tgaaacctac
cttgcgagga
ggactgceat
tctcaagycy
aaatgaaaag
tactacgaat
agggcctace
acccacegte
tggtagggac
aatccgrgat
trtgecacta
crrgeactgg
gcttagtget
cgtcgtycgy
acactcgtaa
acggeegeaa
ctacgacgaa

agtcaattta

47

cggacgacgc
cgacctgagt
tgtgttgcec
cggatcctta
tgyaaataag
aaaggatcge
tataatctct
gaccctggge
ggcaacataa
tttaaagcct
aagtaaaggc
ggtccgaatg
cecgtttette
tgggggagac
tctaacagtg
gacggtagta
cygaacactcg
ctgcatatct
ggatattgtc
ctccggegaa
gtegeteaac
gagtctgeac
gtcactgaaa
tacggcattc
tctcaaacag
ggaccegret
ccgettatct
cacgtgactg
cggggageet
gaagcegecy
gcgattggac
gaacctttgg
ttggcaatac

gattgttacc

720
780
340
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



10

agatggatgc
gatttgecttt
ttegattegg
ccttegtege
tatctcgatce
aacggtacga
cgggtggatg
aagctgtgga
tttegergte
tgcggcagac

caggaaggad

phe Arg %Te Tyr Lys Arg

Ala Cys Gly phe val Leu

ggp Ala Leu Gly Pro Pro

40

Gly His Leu Ala val Ser

55

Ala Ala Pro Leu val pro
70

Thr Leu Arg Tyr Arg Ser

Lteu Arg Asn Val Gly Asn

Leu val val Gin val His

120

Asp Ser Leu Arg Lgs Ala
135

acaatagcac gacggtccaa
ttctgageta ttttgagegt
ccattgtgtg gcaggaactc
atgtctggaa atcgtgggaa
rtattttgtc ctcgtgctgg
cctgtgatcc acgggagtte
acgcttecat gtggggggaa
grgccagtge tacggccgaa
cggcttcteg attggecgec
cggtcggtce gggagcaage
gctttcatga cgaggagtty
<210> 13
<21l> 442
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 13
<210> 13
<211> 442
<212> PRT
<213> MUS musculus
<400> 13
Met Arg
1
val Ala
20
Lys ser
Gly ala
50
Glu ser
65
Asn Leu
85
Gln Met
100
Leu val
115
Leu Ile
130
Ite pPhe

ser His Asp Phe Trp Ser

ES 2659 118 T3

gaaaacacaa

cgtacgteac

gattgggtct

gatacaacgc

atttgaacga

aagaacagaa

cgaccaactt

caggcaactt

atttggtecg

aaccaaatgg

aggttacttg

Lys

Trp

25

Leu

val

Ala

Leu

Asp

105

Asnh

Gln

Ala

val

10

ser

Ley

Gly

val

val

S0

Gly

Arg

Gly

Glu

Leu

Ser

Asp

Ile

Pro

75

Tyr

Thr

Pro

Ile

Ile

tatgacacag
cgcrgtatta
tcccaarcag
cactttgcgg
agattggcaa
gaacttgatt
tetatctegt
aacagetyeg
cagaggaatt
ttrtecgget
a

gaacttgagg
aatcgtcgte
acaattgtcg
ggccacgaag
agcttctacy
ctgggcggtc
gtttggecce
gcggaticge
ccggecagte

gtgatcgata

Ile Leu Thr Leu val

15

Asn Gly Arg GIn Arg

30

Ala Glu Pro val Arg

45

Arg Arg val Ser Asn

60

Arg Pro Glu val Asp

80

GIn Leu Ash Phe Asp

95

Trp ser Pro Gly Glu
110

Glu Tyr Leu Arg Leu

125

G6In Glu val Leu val

140

Asn Ser Ley Ile Ser

48

2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3341



145

Arg

GIn

Arg

Glu

Thr

225

Lys

His

Leu

Tyr

ASp

Leu

His

Thr

385

Leu

Ile

val

Leu

Asp

TYr

210

Lys

val

Tyr

Lys

Thr

290

Thr

Ala

ASp

Pro

Ala

370

Gln

Phe

Ser

Asp Phe Cys
165

Tyr

Leu

195

Pro

His

Leu

Leu

Gln

275

Thr

Trp

Tyr

Tyr

Ser

Pro

Pro

Glu Leu Cys
435

<210> 14

<211> 447
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Pro

180

Lys

ASp

His

Gln

Ala

260

Gln

Ile

Lys

Gln

Asn

340

Ile

ASp

Ala

Glu

Pro

42Q

Lys

AsSh

Lys

ser

Trp

Asp

245

Pro

Glu

Arg

ser

Lys

Trp

Trp

Cys

Gln

Thr

405

Arg

Ser

150

Pro

Glu

Asn

Phe

Tyr

ASp

Cys

5er

Thr

310

Leu

ASp

Lys

Gcly

Ile

330

Leu

Lys

Tyr

val

Phe

Ala

Gly

Trp

Thr

Fhe

Pro

Phe

295

Glu

Ile

Trp

val

Met

375

Glu

val

AsN

Arg

Leu

Pro

Ala

200

His

Lys

Gly

Tyr

Gly

Tyr

His

Glu

Thr

Leu

360

His

ser

ITe

Gly

Ar
44

ES 2659 118 T3

Gln val
170

Gly ser

Leu Lys

TYr Arg

Leu His

Leu Ile

His val

265

Cys Asp

Gly Ile

Ash Met

cys Thr

330

Leu GIn
345

val Pro

His LYyS

Leu Leu

Gly Glu
410

Gly Trp

425

Leu Gln

155

Phe

AsSp

Leu

Glu

Phe

235

Leu

rhe

val

aAla

Gly

ASp

TYr

Gln

Lys

Asn

395

Lys

Gly

Phe

Pro

Gly

Ala

val

rhe

Lys

Leu

Asp

300

Leu

Thr

Ley

Ala

Thr

380

Ser

Phe

Asp

Pra

Arg

Cys

205

Lys

Trp

Leu

Lys

ser

285

Lys

Ala

Phe

Thr

Pro

365

cys

Asn

Pro

Ile

49

Phe

Asp

Ile

Phe

Glu

Glu

Met

270

Leu

val

Leu

cys

Leu

350

Arg

Arg

Lys

Met

Arg

430

ser

175

Cys

Asn

ser

Arg

Gly

Trp

Gly

Asp

Thr

Thr

335

Ala

Ile

Pro

GIn

Ala

415

ASp

160

Ile

Pro

Ala

Gln

val

240

Asp

Lys

Thr

val

Ar

32

Tyr

Cys

Phe

ser

TYr

400

Ala

His



<400> 14
TEt Arg Phe

val

Lys

Gly

Arg

63

Gln

Gin

Trp

Glu

Asp

145

Asn

Phe

Pro

Gly

Ala

AsSn

ala

50

Ar'g

Pro

Leu

Ala

Tyr

130

Ash

Gln

Pro

Arg

cys
210

Ala

Glu

35

Gly

val

Glu

ASn

Pro

115

Leu

val

Leu

Phe

Asp

195

Ile

Arg

cys

20

Ala

Gly

ser

Ala

Phe

100

Arg

Arg

Leu

Ile

Ser

180

Cys

ASNn

Ile
5
Gly
Leu
Arg
Asn
Asp
85
Asp
Glu
Leu
val
Ala
165
Tle

Pro

Ala

Tyr

Phe

ala

Gly

val

70

Asn

Gln

Leu

Leu

Ile

150

Gly

Gln

Arg

Glu

Lys
val
Pro
Gly
55

Ser
Leu
Thr
val
Leu
135
Phe
val
Leu

Asp

Tyr
215

ES 2659 118 T3

Arg Lys val
10

Leu

Pro

40

Asp

Ala

Thr

Leu

Leu

120

ASp

ser

Asn

Tyr

Leu

200

Pro

Trp

25

Leu

His

Ala

Leu

Arg

105

val

ser

His

Phe

Pro

185

Pro

ASp

ser

Leu

Pro

ser

Arg

90

Asn

val

Leu

Asp

Cys

170

ASn

Lys

Ser

Leu

ser

Asp

Ser

Leu

75

Tyr

val

Gln

Arg

Phe

155

Pro

Glu

Asn

rhe

Ile

AsD

Ala

val

60

val

Arg

Asp

val

Lys

Trp

val

Phe

Ala

Gly
220

Leu

Gly

Glu

45

Ala

Pro

Ser

Lys

His

125

Ala

Ser

Leu

Pro

Ala

205

His

50

The

Arg

30

Pro

val

Ala

Leu

Ala

1ic

Asn

GlIn

Thr

Gln

Gly

Leu

Tyr

Leu
15

Gln
Ala
Gly
val
val
a5

Gly
Arg
Gly
Glu
val
175
Ser

LyS

Arg

val

Arg

Arg

Ile

Pro

80

TYrN

Thr

Pro

Ile

1le

160

phe

ASp

Leu

Glu
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Ala

225

val

Phe

Lys

l.eu

AS

30

Leu

Thr

Leu

Ile

Thr

385

Asn

Phe

ASp

Lys Phe Ser Gln

Trp Glu
Leu Glu
Lys Met
275
Ser Leu
290
Lys val
Ala Leu
Phe Cys
Thr val
355
Pre Arg
370
Cys Arg
Ash Lys

Thr val

e 3

<210> 15

<211> 334
<212> PRT
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 15
;rg Ser Tyr Ala Ser Arg Lys Thr
5

Arg

Glu

260

Trp

Gly

ASD

Thr

Thr

340

ser

ile

Pro

Gln

val

420

ASp

val

245

ASpP

Lys

Thr

val

Arg

Tyr

Cys

Phe

sSer

TYyr

405

Ala

His

Thr

230

Lys

His

Leu

TYyr

Lys

310

Asn

AsSp

Leu

His

Thr

390

Met

Ile

Glu

Lys

Ile

Tyr

Lys

ser

295

The

Ala

ASp

Pro

Ala

375

Gln

Phe

ser

Leu

His

Leu

Leu

Gln

280

Ala

Trp

Tyr

TYr

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

Cys
430

His

Arg

Ala

265

Gln

ser

Lys

Gln

Asn

345

Phe

AsSp

Ala

Glu

Pro

425

Lys

Arg

ES 2659 118 T3

Trp Trp Trp Lys
235 Y

AsSp

250

Pro

Glu

Arg

ser

Lys

Trp

Trp

cys

Gln

Thr

410

Arg

Ser

Glu
10

Tyr

Asp

Cys

ser

Thr

315

Leu

Asp

Lys

Gly

1le

395

Leu

Lys

Tyr

Ile

Ala

Phe

Pro

Phe

300

Glu

Ile

Trp

val

Met

380

Glu

Thr

Asn

Arg

Lys

Gly

Tyr

Glu

285

Tyr

His

Glu

Thr

Leu

365

His

Ser

Ile

Gly

Ar
44

Asn

51

Leu

Leu

His

270

cys

Gly

Asn

Cys

Leu

350

val

His

Leu

ser

Gly

Leu

Arg

His

Ile

val

Asp

Met

Met

Thr

335

Gln

Pro

Lys

lLeu

Glu

415

Trp

Gln

Arg
15

phe

240

Leu

Phe

val

Ala

Gly

Asp

TYr

GlIn

Lys

Asn

400

Lys

Gly

Phe



Thr
val
Pro
Glu
65

G6ln
Gly
ASh
Met
Thr
145
ser
Ile
Thr
Phe
Gin
225
Trp

Leu

Met

Asn

303

Met

Lys

Asn
20

Asp Tyr Leu

Lys

val

Leu

ASD

Pro

Ley

130

Phe

Ala

Pro

Ala

Lys

210

Gin

Ser

Met

His

Tyr

290

Phe

35

Ser

val

Ile

ASD

Ar

11

His

Ley

val

Gly

Phe

195

ser

His

Ile

Pro

Thr
275

Ala

Thr

Gly Tyr Gly

<210> 16

<211>1002

Arg

Glu

His

Pro

100

Ser

Thr

Phe

Ile

Gly

Glu

Gly

Ala

val

Ser

260

ASn

Pro

Gly

Gly

Ther

Lys

val

Tyr

Pro

85

Thr

Ala

val

Leu

Ala

165

Phe

Pro

Pro

Lys

His

245

Lys

Lys

Arg

ASN

Trp
325

Asp Ile Pro

Lys

Pro

val

70

His

Leu

Trp

Phe

Glu

150

Gly

Phe

Tyr

Met

Glu

230

Leu

val

Ser

Arg

Thr
310

Gly

Ala

Leu

Glu

ser

ASn

Ile

Arg

135

Glu

Leu

Gly

Tyr

Thr

215

TYr

Gln

Leu

Phe

Glu
295

Ala

His

Ile

40

Ile

ser

Cys

Glu

Thr

120

Arg

AsSp

Asn

Leu

Lys

Met

Cys

ser

Ala

9
28

Gln

Ala

Pro

Phe

25

Asp

ITe

Leu

Tyr

Gly

Cys

Asp

Tyr

val

Gly

Lys

Asn

Thr

Lys

Lys

Lys

Leu

Ala

Lys

ES 2659 118 T3

val
Ser
Ser
Lys
Glu
920
Phe
Cys
Phe
Ile
Met
170
Met
Ala
Arg
Phe
Lys
2§0
His
ASp
Thr

Leu

Asp
330

Leu

val

His

ASp

75

His

Ala

Lys

Thr

val

155

Glu

Asp

Thr

Asp

Asp

235

Leu

Ile

Phe

Thr

His
315

His

Met

Arg

Asp

60

Glu

Pro

Gly

His

ASp

140

Ala

AsSp

Pro

Trp

Met

220

Asp

Leu

Gly

ser

His
300

Thr

Glu

val

Arg

45

Gly

Phe

Asn

Asp

His

Pro

Pro

Met

Ser

Tyr

205

Phe

Tyr

Pro

val

Asp
285

Tyr
30
Ser
Arg
LYS
Glu
Ser
110
Phe
ala
Thr
Asp
Met
190
val
Lys
Asn
Arg
LyS
0

Leu

phe Ala

Glu

His

52

Phe

Cys

Lys Arg
Asp Phe
val Pro
Ile Ile

80
Phe Pro
95
Tyr Gly
Thr Trp
val Asp
Ile Tyr

160
Lys Glu
Ala Asn
Glu Ala
Lys Leu
Trp Asp

240

Thr teu
255
Glu Gly

Phe Pro

Glu Tyr

Asn Pro
320



<212> DNA
<213> Phaeodactylum tricornutum

<400> 16
agatcgtacg catcgcgcaa aacccgtgaa

acggacatce cgttcgtatt gatggtttat
gattcggtce gtcgatccga ctttccaaag
ggacgagtgc cggaagtcgt tgagtatgtc
caactcatte atccgeatte ttgctacgag
acactcaacg aaggetttge tggagatage
tgctgeaaac atcattttac ttggatgett
ccagcagtgg atacattttt gtttctcgaa
tcegeegtta ttgectgggtt gaatgttatg
' ttctteggtt tgggtatgga tccgagtatg
aaggcgacgt ggtatgtcga agcattcaag
ttcaaaaagc tccaacaaca tgctaaggag
tggtccattg tccatctaca aagtaaaaag
aaagtcctag caaaacatat tggtgtcaag
aaagactttt cagatttatt tcccaactat
tttgeggaat accgttttac cgggaacacc
5 ggttatggtg gttggggaca tccgaaagac
<210> 17
<211> 538

<212> PRT
10 <213> Mus musculus

<400> 17

ES 2659 118 T3

atcaagaatc
aagcgcgtgg
tctcgtgge
gaatcgctrga
catcccaacg
tatggtaatc
cacactgtct
gaagattaca
gaagacatgg
gcgaatactg
tcaggtecga
tactgtacgt
ttactaccac
gagggtatgc
gcocectegte
gcggeagett

cacgagcact

gtegetttac
attatttgaa
ctcttarcat
aagacgagre
agLttectgg
cacggagtgc
ttcgtcggga
tcgtggctee
acaaggagat
cctttgagee
tgacgatgaa
tcgacgatta
ggactcttct
acacgaacaa
gcgagcaget
tacacaccga

gc

datgaagaac
aaaggegatt
ttegeacgat
caaaattatc
ggatgatccc
gtggatcacc
crttacggac
tacgatttat
tccegggegge
ttactacaag
ccgggacatg
caattgggat
cargccaage
atcctttgga
gaccacgcat

attcaatccc

TEt Lys Met Arg ?rg Tyr Lys Leu phe igu Met Fhe Cys Met ?Ea Gly

Leu Cys Leu Ile Ser Phe Leu His Phe Phe Lys Thr Leu Ser Tyr val
20 25 30

53

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

1002



Thr

Phe

Gly

65

Leu

ASp

Ala

ser

Ala

145

Glu

Cys

Gln

Pro

Leu

225

val

Phe

val

Gly

Phe Pro Arg Glu

Phe

50

Gly

Gln

Phe

Gly

Pro

130

Arg

Arg

Leu

Tyr

Arg

210

ASp

Cys

Arg

Leu

Trp
290

35

Trp

Pro

Pro

val

Gly

Gly

Gly

Leu

Pro

ser

195

Arg

val

Glu

Glu

Tyr

275

Ile

Asn

Asp

Leu

Leu

100

val

Arg

Pro

Gly

Gly

Asn

val

Arg

Ser

Met

260

val

Ala

ASN

Leu

Ser

85

Pro

Cys

Thr

Ala

Ser

1865

Trp

Leu

Ile

Phe

Asn

245

Leu

Phe

Asp

Leu

Ala

Leu

70

Pro

Glu

Phe

Glu

Ar

15

Arg

His

Pro

AsSn

His

230

Phe

Thr

Leu

ASD

Ala

Pro

33

Arg

Ser

Asp

Lys

Glu

Arg

Gly

Gly

Thr

Ala

215

Glu

Thr

Asn

ASp

Tyr
295

ser

40

val

Thr

Lys

Thr

Pro

120

Lys

Pro

Thr

Pro

LyS

Ile

Leu

Ala

Gly

His

280

Leu

Leu

Thr

Pro

Ala

Thr

105

Gly

Pro

Met

Arg

ser

185

Glu

Asnh

Gly

Tyr

Thr

265

phe

Arg
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ser

Pro

Leu

Thr

920

Glu

Thr

Glu

Arg

Arg

170

Cys

Arg

Ile

ASp

Gly

Phe

Pro

Thr

Pro

Glin

TYrF

75

Glu

Tyr

Arg

val

His

155

Lys

Gly

Leu

AsSn

val

235

Glu

Glu

Pro

phe

Asn

Ala

60

Ser

Glu

phe

Met

Ser

140

val

Trp

val

val

His

220

val

Pro

Tyr

Gly

Leu
300

54

Leu

45

sSer

His

Leu

val

Leu

125

Glu

Leu

val

Pro

Pro

205

Glu

ASp

Arg

Ile

Gly

Thr

val

Pro

ser

His

Arg

110

Glu

Gly

Ser

Glu

Thr

190

Arg

Phe

Ala

Pro

Ar

27

Arg

Gln

Ser

Glu

Pro

Arg

95

Thr

LYs

Ser

Thr

Cys

val

Glu

Asp

Phe

Leu

255

His

Gln

ASp

Ser

Pro

Leu

80

val

Lys

Pro

Ser

Arg

160

val

val

val

Leuy

val

240

Lys

Lys

ASp

Gly



val

305

Asp

TYr

Tyr

cys

Leu

385

Asn

His

Tyr

Asp

Thr

465

Pro

Gln

Glu

Ser Arg Leu

Ala

Asp

Gly

The

370

Arg

Arg

Phe

Phe

Tyr

450

Gly

ser

Phe

Glu

ASp

Gly

Phe

355

Met

Arg

Thr

Ala

LysS

GTu

Gly

Glu

Arg

Gl
51

val Arg Gly
538

<210> 18

<211> 533
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

Glu

Tep

340

Phe

Asp

Arg

Gly

Gly

Leu

ASp

Trp

His

Tyr

500

Gly

Lys

Arg

Ile

325

Thr

Trp

Met

Gln

His

Trp

val

Lys

Phe

Met

485

Leu

Arg

Leu

Asn

310

Pro

Glu

Lys

Leu

Tyr

390

Tle

His

ser

Arg

Asp

470

Tyr

Leu

Arg

ASp

Leu

Ala

Pro

Gln

GlIn

Tyr

Leu

Cys

Ala

ASp

455

Gly

Ala

Glu

Asn

Thr
535

Arg

Arg

Phe

Pro

360

Ala

Thr

val

Ser

GIn

440

Leu

Thr

Pro

Asn

GIn

520

val

Pro

AsSp

Ala

345

Gly

val

Met

GIn

Tr.

42

Asn

Asn

Gln

Lys

Pro

505

Gly

Glu
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Asp
Gly
3

Phe
Thr
Tyr
Pro
Trp
410
Cys
Gly
Tyr
Gin
Tyr
490
Tyr

Ser

Gly

Asp

315

val

His

Leu

Gly

Asn

395

Ser

Phe

Asp

Ile

Glu

475

Leu

Arg

ASD

val

Leu

Met

Glu

Leu

380

Phe

Leu

Thr

Phe

Ar

46

Tyr

Leu

Glu

Gly

Phe

Phe

Arg

val

365

Asp

Arg

Gly

Pro

Pro

445

Ser

Pro

Lys

Pro

Arg
525

55

Ile

Leu

Lys

val

Gly

Gln

Ser

Glu

430

Arg

Leu

Pro

Asn

LyS

510

Pro

1le

LYS

ser

Ser

Ile

Tyr

Pro

415

Gly

Trp

ITe

Ala

TYr

495

ser

Ser

Asp

320

Leu

Leu

Gly

Arg

Glu

400

Leu

Ile

Gly

Arg

Asp

480

AsSp

Thr

Ala



Met
1
Leu
Thr
Phe
Gly
65
Leu
ASD
Ala
Pro
Ala
145
Gly
Trp
Leu
Ile
Phe
225

Asn

Leu

Lys

Cys

Phe

Phe

50

Gly

Gin

Leu

Gly

Pro

130

Arg

Arg

His

Pro

Asn

210

His

Phe

Thr

et

Leu

Pro

35

Trp

Pro

Pro

val

Gly

Gly

Arg

Gly

Gly

Thr

195

Ala

Glu

Thr

Asn

Arg

Ile

20

Arg

Asn

Asp

Leu

Leu

100

val

Arg

Pro

Ala

Pro

180

Lys

Ile

Leu

Ala

Gly

Arg
S
Ser
Glu
Asn
Leu
Pro
85
Pro
Cys
Pro
Pro
Arg
165
ser
Glu
Asnh
Gly
Tyr

245

Thr

TYyr

Phe

Leu

Ala

Leu

70

Pro

Glu

Phe

Glu

Arg

150

Arg

cys

Aryg

val

Asp

230

Gly

Phe

Lys

Leu

Ala

Pro

55

Arg

ser

ASp

Lys

Glu

135

TYr

Lys

Gly

Leu

AsSn

215

val

Glu

Glu

Leu

His

ser

40

val

Thr

Lys

Thr

Pro

120

Lys

Leu

Trp

val

val

200

His

val

Pro

TYr

Phe

Phe

25

Leu

Thr

Pro

Ala

Thr

105

Gly

Pro

Leu

val

Pro

185

Pro

Glu

Asp

Arg

Ile
265
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Leu

10

Phe

Ser

Pro

Leu

Ala

90

Giu

Thr

Glu

ser

Glu

170

Thr

Arg

Phe

Ala

Pro

250

Arg

Met

Lys

Pro

Gin

Tyr

Glu

Tyr

Lys

Gly

Ala

Cys

val

Glu

ASp

Phe

235

Leu

His

Phe

Thr

Asn

Ala

60

Ser

Glu

Phe

Met

Ala

140

Arg

val

val

val

Leu

220

val

Lys

Lys

Cys

Leu

Leu

45

Ser

His

Leu

val

Leu

125

Asn

Glu

Cys

Gln

Pro

205

Leu

val

Phe

val

56

Met

Ser

30

val

Pro

ser

His

Ar

11

Glu

Gly

Arg

Leu

Tyr

190

Arg

Asp

Cys

Arg

Ley
270

Ala
15

Tyr

ser

Glu

Pro

Arg

95

Thr

Arg

Ser

Thr

Pro

175

ser

Arg

val

Glu

Gly

255

Tyr

Gly

val

Ser

Pro

Leu

80

val

Lys

Pro

Ser

Gly

Gly

Asnh

val

Arg

Ser

240

Met

val



Phe

ASp

Arg

305

Ile

Thr

Trp

Met

Gln

385

His

Trp

val

Lys

Phe

465

Met

Leu

Trp

Asp

Leu Asp
275

Asp Tyr
290

Asn Leu

Pro Ala

Glu Pro

Lys GIn

Leu Gln

370

Tyr Tyr

Ile Leu

His Cys

ser Ala

435

Arg Asp
45

Asp Gly

Tyr Ala

Leu Asp

Arg His

515

Glu Ala
530

<210> 19

<211> 535
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 19

His

Leu

Arg

Arg

Phe

340

Pro

Ala

Thr

val

Ser

420

Gln

Leu

Thr

Pro

Asn

500

Arg

Glu

Phe

Arg

Pro

Asp

325

Ala

Gly

val

Met

Gin

405

Trp

Asn

Asn

Gln

LysS

Pro

Gly

val

Pro

Thr

310

Gly

Phe

Thr

TYr

Pro

390

Trp

Cys

Gly

TYr

Gln

470

Tyr

Tyr

Pro

Pro

Phe

295

ASp

val

His

Leu

Gly

Asn

ser

Phe

Asp

Ile

Glu

Leu

Gln

Glu

Gly

280

Leu

vat

Leu

Met

Glu

360

Leu

Fhe

Leu

Thr

Phe

440

Arg

Tyr

Leu

Glu

Gly
520

Gly

Thr

Phe

Phe

Arg

val

Asp

ATg

Gly

Pro

Pro

Gly

Pro

Lys

Pro

505

Arg
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Arg

Gin

Ile

Leu

330

Lys

val

aly

G1n

Ser

410

Glu

Arg

Leu

Pro

ASn

490

Arg

Pro

Glin

Asp

Ile

315

Lys

ser

sSer

Ile

Tyr

395

Pro

Gly

Trp

Ile

Ala

475

Tyr

ser

Pro

Asp

Gly

Asp

Leu

Leu

Gly

Ar

38

Glu

Leu

Ile

Gly

Ar

46

Asp

Asp

Thr

Ala

Gly

val
Asp
Tyr
Tyr
5
Leu
Asn
His
Tyr
435
Thr
Pro

Arg

Ala

528

57

Trp

Ser

Ala

Asp

Gly

350

Thr

Arg

Arg

Phe

Phe

430

Tyr

Gly

Ser

Phe

ala

510

Ggly

Ile

Arg

Asp

Gly

335

Phe

val

Arg

Thr

Ala

415

Lys

Glu

Gly

Glu

His

435

Gly

Lys

Ala
Leu
Ghu
320
Trp
phe
Asp
Arg
Gly
400
Gly
Leu
ASp
Trp
His
480
Tyr‘

Gly

Leu



Met

Ser

Lys

Arg

Ile

65

Thr

Leu

Pro

Gly

145

ASp

Ile

Glu

Ser

Phe

225

Asp

Arg Leu Arg Asn
5

phe Leu Thr Leu

Leu

val

50

val

Ala

Thr

His

ser

130

Arg

Asn

Gly

Lys

Pro

210

Gly

Tyr

ile

35

Ala

Gln

Leu

ser

Leu

115

Gly

Glu

Leu

Glu

Glu

195

Pro

AsSp

Cys

20

Ala

Glu

Gin

Ser

Lys

Leu

Arg

val

TYr

Thr

180

Phe

Glu

Ser

Phe

Tyr

His

phe

Thr

85

Lys

Gln

Thr

Lys

Pro

165

ASp

ser

Ser

Lys

Leu

Gly

ser

GlIn

Arg

Arg

70

Ile

Ser

Asn

Gly

ser

150

Glu

Leuy

Arg

Tyr

Glu

Met

Thr

Trp

Arg

Ile

5%

Arg

Ser

Leu

Glu

val

135

Tyr

Glu

Asp

Glu

Tyr

215

Arg

Met

val

Tyr

Glu

40

ser

Ala

Asp

Arg

Arg

120

Ser

Leu

Lys

Tyr

Ile

200

Pro

val

Tyr

Ala

Thr

25

Phe

GIn

Gly

Asn

val

105

ser

Ile

val

Leu

val

185

Ser

Asp

Arg

Ala
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Thr

10

Thr

Leu

Arg

Ala

Thr

90

Pro

Leu

val

Glu

Asp

170

His

Ser

Leu

Trp

Gln

Ala

Tre

Ala

Ser

Glu

75

Ile

ser

Gin

Met

Thr

Cys

ser

Gly

Thr

Ar

23

Glu

Leu

Gln

Leu

Ser

60

Thr

Lys

Ile

Pro

Gly

Lev

val

val

Ley

Asn

220

Thr

Lys

val

Asn

Lys

Glu

AsSn

Leu

Tyr

Ala

Ile

His

Ile

val

Leu

205

Leu

Lys

Gly

58

Phe

Gly

30

Glu

Leu

Gly

Leuy

Tyr

110

val

Pro

Ser

val

Ala

190

Glu

Lys

Gln

Ile

val

15

Lys

Arg

Asn

ser

Lys

His

Gln

Thr

Lau

val

175

ASN

Ile

Glu

Asn

Tyr

Thr

Glu

Leu

Thr

Lys

Glu

Leu

Ile

val

Ile

160

Phe

Leu

Ile

Thr

Leu

240

Tyr



Ile

Ile

Glu

Leu

305

Ile

Glu

Arg

Ser

Leu

385

Lys

Phe

Phe

GIn

Pro

456%

Arg

Ala

Leu

His

<210> 20

Gln

LysS

Phe

290

Ala

Asp

Lys

Phe

Gly

Leu

val

Phe

Asp

Glu

450

Leu

Leu

Glu

Ser

Ile
530

Leu

Asn

275

ser

Leu

Trp

ASp

Arg

355

Lys

Lys

Tyr

Trp

Lys

His

Lys

Glu

Gly

val

515

Lys

<211> 548
<212> PRT
<213> Mus musculus

Glu

260

Phe

Gln

val

Leu

Ala

340

Preo

Ile

val

Gin

Ala

420

Pro

Pro

ser

Asp

Ile

500

Ile

Lys

245

Asp

ala

Leuy

val

Leu

325

Lys

Ser

GIn

His

Gly

Ile

val

Gly

Asp

Gly

val

GIn

val

Asp

Lau

Gly

Glu

31¢

Asp

His

Leu

Lys

val

390

His

Thr

Asn

Asp

ser

470

Tyr

Asp

Asn

Thr

Ile

GlIn

Phe

295

Phe

His

Cys

Phe

Leu

375

Asn

Thr

Pro

val

Ile

Leu

Phe

Pro

Ser

Ser
535

Ile

Leu

280

Ile

Ile

Tle

Asp

Gln

360

Thr

Pro

Leu

Thr

Glu

440

Leu

Glu

Arg

Gly

Ala

520

val

265

Ser

Gly

Leuy

Leu

Arg

345

His

AsSD

Pro

Glu

Ala

425

ser

Leu

e

Ile

Leu

505

val
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250

Lys

ser

Lys

Met

Trp

330

GIn

val

Lys

Ala

Lys

410

Gly

Tyr

Asnh

ser

Gly

Asn

Trp

Gln

Glu

Met

Phe

315

val

Lys

Gly

Asp

Glu

395

Thr

Asp

Leu

Thr

Lys

Lys

Pro

Ala

Asn

Glu

Phe

300

Tyr

Lys

Ala

Leu

380

val

TYr

Tyr

Phe

Thr

460

Glu

Fhe

Ile

Ile

Tyr
Trp
285
Gln
Lys
val
ASn
His
365
Met
ser
Met
Ile
His
445
val
Thr
Glu

Ser

l.eu

525

59

Phe

270

Met

Ala

Glu

cys

Leu

350

Ser

Lys

Thr

Gly

Ley

430

Ser

AS5D

Lys

Tyr

Ala

510

Asn

255

ASNn

Ile

Pro

Lys

ASnh

135

Arg

ser

Pro

ser

Glu

415

Phe
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Phe

Thr

Arg

445

ASD

67

1590

Glu

Tyr

Arg

Metl

Ile

270

Gln

Phe

Phe

His

Cys

350

Phe

Leu

Asn

Thr

Pro

430

teu

Lys

Ile

Pro

val

Tyr

255

val

Gln

Ile

Ile

Ile

AsD

Gln

Lys

fro

teu

415

Ala

Glu

Leu

His

Asp

Arg

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

320

Leu

Arg

His

Asp

Pro

400

Glu

Ala

Arg

Phe
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450

Asn Thr Ser val ¢lu
465

Glu Ala Leu Gln Glu
485

Pro Asp Gly Tyr Leu
500

Gly Glu val Asp Pro
515

Ile Gln Thr Asp Ser
530

Lys Lys Ala Asp
545

<210> 24
<211> 563

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24
?et ser arg val 21a

Arg Trp Thr Pro Arg
20

val Ala Leu Asp Arg

Asp val val asp val
50

Leu His Ala Ala Glu
65

Leu val Leu Asp Glu
85

Arg Asp Gly Asp Gly
100

Arg Leu Lys Pro Trp

Thr val Phe His His
130

val
470
Gly
Gln

Ala

Pra

Gly

Cys

Pro

Tyr

Gln

70

Ile

Asn

Asn

Leu

455

Leu

Arg

Ile

Phe

val
535

Thr

val

Leu

Gln

Glu

Lys

Arg

Gly

Pro
135

Pro

Thr

Arg

Arg

val

40

Arg

ser

Arg

Thr

Ser

120

His

Phe

Ala

ser

505

Pro

val

Thr

Trp

25

Thr

Glu

Leu

Ala

T

10

His

Leu
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ASp
Thr
490
Phe

Leu

Ile

ASp

10

His

Ala

Phe

Lys

val

90

Gly

Arg

Leu

460

Asn

475

Leu

TYr

Glu

Leu

val

Thr

Cys

Leu

Arg

75

Ser

Arg

His

Ala

Pro GIn

Arg Tyr

Lys Gly

Ala Leu

525

Ser Glu
540

Asn Glu

Gly Gly

Leyu Pro
45

Ala Leu
60

ser Lys
Glu Arg
Leu Thr
val Leu

125

Lys Glu
140

68

ser

Pro

val

510

Arg

Ile

Leu

Ala

30

Pro

Arg

Glu

GIn

Glu

110

His

ser

Asp

Arg

Ala

Leu

Phe

Leu

15

Arg

Ala

ASp

Leu

Ala

93

Asp

Leu

ser

Lys

ser

Glu

ser

Leu

GIn

Arg

Gly

Arg

ASN

80

Ley

Pro

Pro

Leu



Gln

145

Met

Thr

Ser

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

Pro

Glu

303

Met

Phe

val

Lys

Gl

38

Asp

Pro Ala val

Gly

Leu

val

val

210

Leu

Arg

Thr

Lys

ASn

290

Asp

phe

Tyr

Lys

Ala

370

Thr

Phe

Ile

His

Ile

195

Thr

Leu

Leuy

Lys

Gly

Tyr

Trp

Lys

Arg

val

355

AsSn

His

Gly

Pro

ser

180

val

Glu

Glu

Arg

Gln

260

Ile

lL.eu

Met

sar

ASp

340

Cys

Leu

Ser

Lys

Arg
ser
165
Leu
val
Asn
vai
Glu
245
Asn
Tyr
Ser
Ile
Leu
325
Lys
Ash
Arg

Ser

Gln
405

val
150
val
Ile
Leu
1le
Ile
230
ser
Leu
Tyr
Thr
Ley
310
Asp
Pro
Pro
Ile
Leu

390

Ala

Gly

Arg

ser

Ile

LYS

Ser

rha

Asp

val

Met

295

Glu

Leu

Ile

Glu

Ar

37

Ala

Leu

Gln

arg

Glu

Ala

200

Ala

Pro

Gly

Tyr

Gln

280

Lys

rhe

Ser

ASpP

Lys

360

Phe

Gly

Arg

Gly

Glu

Leu

185

Glu

Leu

Ser

Asp

Cys

Leu

Asn

ser

Leu

Trp

345

Asp

Lys

Lys

Lys
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Arg

val

170

ser

Thr

Phe

Pro

Pro

250

Phe

Glu

Phe

Gin

Ite

330

Leu

Ala

Pro

Ile

Glu
410

Thr

155

His

Pro

Asp

Pro

His

Lys

Leu

Asp

Ala

Leu

315

val

Leu

Lys

Ser

Gln

395

His

Gly

Ser

Gln

Ser

Thr

220

Phe

Glu

Met

Asp

Leu

300

Gly

Glu

Asp

His

Leu

380

Lys

val

val

Tyr

Glu

Gln

205

Glu

Tyr

Arg

et

Ile

285

Gln

Phe

Phe

His

Cys

Phe

Leu

Asn

69

ser
Leu
Lys
Tyr
Ile
Pro
val
%o
val
Gln
Ile
Ile
Ile
Asp
Gln
Lys

Pro

val

Thr

175

Glu

Thr

His

ASp

Arg

255

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

335

Leu

Arg

His

Asp

Pro
415

val

160
Asp
Asp
Ser
ser
Phe
240
Trp
Gin
Lys
Ser
LyS
3%0
Met
Trp

Gln

val
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Giu

Ala

Asp

phe

485

Thr

Ala

Asp

Glu

Gin
545

val

Tyr

Phe

450

Phe

ser

l.eu

Gly

val

530

Thr

Ser

Ley

435

Ile

Arg

val

GTn

TYr

515

ASD

Asp

Lys Ala Asp

<210> 25

<211> 478
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Thr

420

Arg

Arg

Ser

Glu

Glu

500

Leu

Pro

Ser

ser

Glu

Phe

Gly

val

483

Gly

Gln

aAla

Pro

Met Phe Lys Phe His
i 5

Met Arg Cys Leu Arg
20

val 1le g?e Leu Leu

Leu Glu Gly Asp Lys
50

16\§n ser Glu Arg Tyr

Leu Lys Thr

Asp

Arg

Asn

470

Leu

Arg

Ile

Phe

val
550

GIn

Phe
Phe
455
Ile
Pro
Thr
Gly
Gly
535

Trp

Met

Phe

440

Phe

Glu

Phe

Ala

ser

Pro

val

Lys

Lys Arg Ser

Phe

Gln

val
70

Met

Leu
55

His

Asn
40

Ile

Thr

Tyr

425

Trp

Gln

His

Asp

Thr

505

Phe

Leu

Ite

His

Thr

25

Leu

Arg

Phe
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Gin

Ala

Pro

Pro

Asn

490

Leu

TYr

Glu

Ley

Ile

10

val

Tyr

Glu

Lys

His

phe

Leu

Glu

475

Pro

Arg

LYys

Ala

ser
555

phe

Ser

Ile

Thr

ASD
75

phe

Thr

Arg

460

Asp

Gln

Tyr

Gly

Leu

540

Glu

Glu

Phe

Glu

ser

60

teu

Thr

Pro

445

Leu

LyS

Ser

Pro

val

525

Arg

Ile

Ile

Leu

Asp

45

Thr

ser

70

Leu

430

Ala

Glu

Leu

Asp

Arg

510

Ala

Leu

Phe

Leu

Gly

30

ser

His

Asn

Glu

Ala

Arg

Phe

Lys

495

Ser

Glu

ser

Leu

Asp

15

val

Tyr

GIn

Phe

Lys

Gly

Phe

Asn

480

Glu

Pro

Gly

Ile

Lys

Lys

Leu

val

Leu

ser
80



Gly

Arg

Gly

Tyr

Asn

145

Ala

Glu

Glu

Leu

Asp

225

Ile

Leu

Ala

Leu

Ala

Lys

ASn

Glu

130

Ser

His

Tyr

Asp

Leu

210

Asp

Ala

Gly

His

Thr

290

Pro

Glu

Pro

Ile

Arg

Tyr

Glu

Ser

His

Tyr

195

Asn

val

Ser

Tyr

Pha

275

His

ser

Asn

Asp

Asn

Tyr

100

Leu

Leu

Trp

Ile

Pro

180

val

Phe

Arg

Leu

Ile

260

Leu

Phe

Leu

Lys

Asn
340

val

85

Leu

Leu

Lys

Arg

Ile

165

Ile

Lys

Cys

Cys

Glu

245

Gly

Leu

Arg

Phe

Leu

325

Pro

Thr Tyr Arg

Thr Ile 6ly

Gtu

Thr

Ile
120

Glu Ile ser

135

Asp Ala Met

150

Ala

Leu

Phe

Ala

ser

230

Gly

Lys

Met

Gly

GIn

Lys

Pro

Gly

ASp

Arg

Asn

215

Lys

Thr

Leu

Phe

Leu

295

His

AsSp

Ala

Arg

Gly

Ser

200

Thr

Asn

Tyt

TYr

TYr

280

Leu

Met

Asp

ser

Tyr

Leu

105

Lys

val

val

Leu

Leu

185

Lys

Ser

Phe

Trp

His

Gln

Ala

Gly

Asp

Leu
345
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Ley

90

Ser

ser

val

Gln

Met

170

Lys

Gin

Asp

Leu

val

250

Ser

Glu

Gln

Tyr

Phe

330

Tyr

Ala

sar

Ile

val

AS

15

val

Arg

AsSn

Tyr

Thr

235

Thr

His

Met

LYS

TYr

315

Glu

Thr

Ala

val

Phe

His

140

Ile

Ile

Asn

val

TYr

220

Ala

Leu

AsSp

Pro

Asn

300

Ser

Glu

ASn

Thr

Lys

Glu

Leu

Thr

His

Tyr

ASP

205

val

Ile

Glu

Leu

cys

285

val

Ser

Glu

Met

71

Pro

Ar

11

Gin

Ala

Gln

Ala

Asn

190

Tyr

Met

LYs

Phe

Pro

270

Asp

Ile

Tyr

Ser

Asn
350

Leu

95

Lys

ser

AsSp

Lys

Pro

175

Asp

Ala

Leu

Lys

Ser

255

Arg

Trp

Arg

Lys

Phe

335

val

GIn

Lys

ser

Fhe

Phe

160

Glu

Pro

Fhe

Glu

val

240

LyS

Leu

Leu

Phe

Gly

Asp

Phe
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Glu Asn Tyr Glu Ala
355

Trp Gly LYs Pro Pro
370

Asn Pro Ile Ile Ile
385

Arg Gln Aasn Asp Ile
405

val Met Pro Ser Lys
420

Gly Glu Phe Lys Asn
435

Ile Pro phe Asp Ile
450

Lys Glu Trp Leu Ile
465

<210> 26
<211>740

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26
?et Ala Phe phe ger

Phe Leu Val Thr Phe
20

Thr Ile Gln GIn Arg
35

Glh Ile Leu Asp Leu
50

Asn Arg Asp val val
65

Asp Leu Lys Lys ggr

ITe Gly Lys Leu Glu
100

ser

Ser

LyS

390

Leu

Gln

Gly

His

Ile
470

Pro

Gly

Thr

Ser

ASp

70

Leu

ser

Lys
Thr
375
Lys
His
Arg
Asn
Cys
455

Arg

Trp

Phe

Gln

Lys

Gly

Ala

Lys

Ala
360
Gly
Ile
His
Arg
phe
440

Mat

Ser

Lys

Ile

Pro

40

Arg

Pro

val

val

Tyr

Asp

Lys

Gly

Gln

425

Glu

Arg

Ile

Leuy

Trp

25

Glu

TYr

Tyr

Leu

Asp
105
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Ser

val

val

Ala

410

Cys

Met

Ile

ser

ser
10

Gly
Ser
Ile
Ala
Leu
90

ASN

ser

Phe

ASn

385

Leu

Ser

ser

Tyr

Ile
475

ser

Met

ser

Lys

Gly

75

Asp

Leu

val

val

380

Thr

Asp

Thr

Gly

val

460

Trp

Gln

Met

ser

Ala

€0

val

Asn

val

AS

365
Ile
Gly
val
Tyr
val
445

Thr

Thr

Lys
Leu
Met
45

Leu
Met

Ile

Asn

72

Glu

val

Thr

Gly

Leu

430

Asn

Lys

Ser

Leu

Leu

30

Leu

Ala

Thr

Leu

Gly

TYI

Phe

Glu

Glu

415

Arg

Gln

Thr

Gly
15

His
Arg
Glu
Ala
Gln
95

Thr

phe

Glu

Asp

400

Asn

Leu

Lys

G1n

Phe

Phe

Glu

Glu

Tyr

Arg

Gly



Ala
Glu
val
145
Trp
val
Asn
Ala
Tyr
235
Ile
Glu
Leu
Phe
The
305
Ala
Cys

val

Tyr

Asn Ser Thr Asn

Lys

Leu

Met

Asp

Trp

ASp

210

Gly

Arg

Lys

Gly

Ser

290

Ser

Glu

Pro

Gly

Gin

115

Ile

Pro

Lys

Gly

cys

His

Met

Arg

Gln

Leu

275

Gly

Leu

Leu

Thr

Leu

355

Cys

Asn

Pro

Asp

Thr

180

Pro

ASh

Met

Met

AsSN

260

Leu

Gly

TYr

Lys

val

340

Ala

Mec

val

Met

Met

165

Ser

Arg

ser

Lys

Ala

245

Leu

Thr

Pro

Leuy

Glu

Gly

Gln

Leu

ser

Ala

150

Trp

Cys

Leu

Leu

Lys

230

Asp

Glu

Lys

Leu

Leu

310

Ile

Asp

phe

Arg

“Thr

ASp

5
Gly
Arg
ser
Pro
Ala
215
His
Ala

Lys

clu

Met
Arg
Lys

val
375

Thr

120

Ile

TYyr

ser

Phe

Trp

Glu

Glu

Trp

Arg

ser

280

Glu

His

Lys

Ile

Lys

360

Leu

Ala

Ile

Pro

Asp

Phe

185

Arg

Ile

Glu

Ile

LyS

Gly

Leu

Asp

Lys

val

345

Thr

ASD
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val

Asn

His

Pro

170

Ile

Ala

Arg

Phe

Gln

250

Arg

Phe

val

Ile

val

330

Glu

Leu

Ser

Pro

Gly

Cys

155

Cys

Tyr

Lys

Thr

Arg

Ala

Lys

Lys

Gln

Ar

31

val

Leu

Gly

Phe

Ser

val

140

Glu

Tyr

Leu

ASn

ASD

220

Trp

Ile

Lys

Ile

Trp

300

Ile

Gly

Ile

Pro

Gly
380

‘Leu

125

Gln

Gly

Ala

ser

Pro

205

Phe

Met

Lys

Ile

Ala

285

ser

Ser

Asn

TYr

ser

365

The

73

val

Glu

Lys

Asp

Gly

190

Tyr

Asn

Arg

ser

Leu

270

Glu

Asp

Ala

Arg

Ile

Trp

Glu

ser

Lys

Ile

Tyr

175

val

Glu

Ile

Leu

Leu

255

val

Thr

Leu

ser

ser

335

Asp

val

Pro

Leu

Cys

Lys

Gly

Glu

Glu

Leu

Arg

240

Ala

His

Ala

Ila

Leu

320

Gly

Ile

His

Glu



Phe

385

Gly

Thr

Ser

Leu

Leu

465

Ser

Ser

Gly

Asn

545

sSer

Thr

Ile

Glu

625

Leu

Asn

Lys

Pro

Ser

val

450

Asp

Ser

Gly

Leu

Gly

Asn

Gln

val

Leu

Gly

His

Ala

His

Trp

Asp

Asp

435

Tyr

Ile

Thr

Arg

Gly

Cys

Thr

His

Asp

Asn

595

Met

Gly

Glu

Ala

Asn

Asn

420

Ile

Gly

Ile

Lys

ASp

500

Phe

Ala

Asp

Pro

Leu

580

GlIn

Leu

Gin

Pro

Ser

Leu

405

Ser

His

Lys

His

Asn

435

Leu

Pro

phe

phe

Tyr

565

Asn

Lys

Gln

val

Gly

Tyr

390

Asn

Phe

His

val

Thr

470

Ile

Gln

Tyr

Leu

phe

550

Ala

Asn

Ile

Arg

Met

630

GIn

Ala

Pro

Leu

ITe

ASp

435

Tyr

Pro

Phe

Glu

ASn

935

Ile

Glu

Arg

Glu

Ile

Trp

ser

Gln

Gln

Gly

Asn

440

Ser

Met

Ser

Leu

Gly

520

Pro

Gly

val

Glu

Pro

600

Asn

Pro

Cys

sar

Gln

Phe

425

Glu

Phe

Glu

Tyr

Leu

505

Pro

Lys

Lys

Phe

Glu

Tyr

Ala

Pro

Lys
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Lys

Phe

410

val

Ile

Trp

val

val

490

Arg

Ala

Phe

Pro

Ile

570

val

Met

Phe

teu

Gln
650

Gly
39§
TYr
val
Lys
Lys
His
475
Lys
Glu
Pro
Asn
Thr
555
Gly
Glu
Pro
Ile
ser

635

val

His

Thr

Glu

Arg

Asn

460

Ala

ASn

Thr

Leu

Pro

540

Leu

Arg

Asp

Tyr

Glu

620

Ala

Cys

Lys

Met

Gin

Gin

445

Lys

Thr

His

Lys

Glu

525

Pro

Arg

Pro

Ala

Glu

605

Lys

Leuy

Gln

74

Thr

rhe

His

430

Asn

Lys

val

Gly

Leuw

510

Ala

Lys

Glu

His

val

590

Phe

Gin

Gln

Glu

Pro

Pro

415

Leu

Gln

Ile

Tyr

Ile

495

phe

Ile

Ser

Leu

val

575

Lys

Thr

Asp

val

ser
655

Trp

400

His

Asn

ser

Tyr

Gly

480

Leu

val

Ala

ser

Thr

560

Trp

Ala

Cys

Phe

Lys

GIn
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Leu Ile Cys Glu Pro
660

Leu Leu Lys Tyr Lys

Ile Leu val Pro Ser
690

Gly Asp Leu Leu Leu
705

arg Ile Cys Pro Cys
725

Lys Asp Cys Leu
740

<210> 27

<211>792

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27
TEt Ile Thr val ?sn

val Thr Leu Arg Pro
20

Thr Leu %s Phe Leu

Arg Leu Gly Asp Ser
50

Pro Glu ser Arg Gly
65

Met val Lys Arg ggt

Leu His Arg Thr Ala
100

Pro Gly Ala Ser Leu
115

Ser Asp Ile Ala val
130

Leu His Ser Lys val

ser phe Phe

val

Phe

Phe

710

Arg

Pro

Phe

Met

Pro

Ala

70

Asp

Ser

Ile

Lys

ser

Thr
Tyr
695

Ser

Asp

Asp

Arg

Thr

Phe

35

Leu

Met

val

Glu

val

135

Glu

Cys
630
Pro

cys

Phe

Gly
Leu
ser
40

Thr
Arg
Leu
Ala
Ar

12

ASp

Gly

GIn
665
Gln
Lys

Ala

Ile

Lys

Phe

25

Leu

Ile

LvS

Ala

His

105

Ile

Gln

Arg
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His

Ser

ser

Gly

Lys
730

Ile
19

val
Gly
Arg
Met
Arg
90

Leu

Gin

Ile

Leu

Sepr

Lys

Ala

715

Gly

Met

Leu

Gly

Thr

ser

75

Leu

Ala

Ala

Leu

Arg Asp

Ash

Glu

His

700

His

GlIn

val

Gly

GIn

Glu

60

AsSp

Glu

Ala

Ile

Ar

14

Gln

Lys

Lau
685
cys

Pro

val

Arg

Ile

Phe

45

val

Leu

Asn

Asp

Ala

125

His

Cys

75

Glu

670

TYyr

val

Thr

Ala

Arg

Gly

30

Ser

Pro

Leu

Ser

Ar

11

GIn

Ser

Glu

Lys

Lys

Phe

His

Leu
735

Ala

Gly

Glu

Ser

95

Leu

Asnh

Leu

Ala

ASP

ASp

Gln

Gln

720

Cys

Leu

Phe

Arg

Ser

Leu

80

Glu

Thr

val

Ile

Pro



145

Ser

Ala

Thr

Pro

Ser

225

Leu

Arg

Ala

His

val

305

Leu

Leu

Cys

His

Tyr

Tyr

Gly

ASp

Arg

Glu

Pro

Ley

Glu

Thr

Gln

Tle

290

Leu

Ala

Lys

Pro

Gly

370

Arg

Asn

Tyr

Pro

Trp

Cys

Ley

Pro

Leu

Arg

LyS

Gly

Lys

Ala

Glu

Leu
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Leu Cys GIn Gly Cys
785

<210> 30

<211> 801

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
¥et His Ser Phe gaT

Gln Gly Thr Met Ala
20

Arg Arg ;gu phe val

Met Thr Ser Leu Gly
50

Pro Phe Thr Ile Arg
65

val Leu Arg Lys get
5

Asp Ala Leu Ala Arg
100

Gly Asp Leu His Phe
115

Met Glu Arg Ile Gln
130

Lys val asp GlIn Ile
145

Leu

Pro

Leu

Pro

Leu
790

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

70

ser

Leu

Ptro

Ala

Lew
150

Gln

Ala

Leu

Cys
775

His

Pro

Gly

Gln

55

Glu

Asp

Glu

Ala

Ile

Arg

val

Phe

Phe

760

Arg

Leu

Ala

Ile

40

Phe

val

Leu

Asn

Asp

120

Ala

His

Pro
Ala
745

Ser

Asp

Cys

Leu

25

Gly

ser

Met

Leu

Ser

105

Arg

Gln

ser

ES 2659 118 T3

Cys
730
Gln

Cys

Phe

Ser

10

teu

Phe

Ala

Gly

Glu

90

ser

Met

Asn

Leu

Asp

Ser

Thr

Pro Gly GlIn

Ala Gly ser

Arg

Arg

Thr

Phe

Arg

Gly

75

Leu

Glu

Pro

val

Leu
155

Lys
780

Ty

Arg

Thr

arg

60

Pro

Met

Leu

Pro

ser

140

Leu

765

Gly

val

Leu

Leu

45

Leu

Glu

val

His

Gly

Asp

His

84

Glu
Glu
750

ASN

Glin

val

Leu

30

Cys

Gly

Ser

Lys

Arg

Ala

Ile

ser

Ser
735
Cys

Thr

val

Glu

15

Pro

Phe

Asp

Arg

Arg

95

Ala

Gly

Ala

Lys

Glu

Tyr

Lys

Ala

Ar'g

Leu

Leu

ser

Gly

80

Met

Gly

Leu

vai

val
150



ser

Pro

Asp

Leu

Arg

Gln

Ser

Thr

Ala

Thr

305

Pro

val

Ser

Pro

Met

385

Arg

Tyr

Glu

Asp

Pro

Ile

210

Asn

Ala

Gly

Ata

Thr

290

Glu

teu

Leu

AsSn

Leu

370

Lys

val

Ala

Gly

Cys

Cys

Tyr

Gln

val

Lys

Gln

Gln

Glu

Gly

Gly

Leu

355

Pro

Arg

Ile

Thr

Arg

ser

180

Tyr

Leu

Thr

phe

Glu

260

Trp

Arg

Ser

Glu

His

340

Gly

Phe

His

Asp

Leu
420

Arg
165
Gly
Ala
Ser
Ala
Ar

24

Ser
Ala
AsSp
Gly
Met
325
Gly
val
ASp
Met
Thr

405

His

Asp

Lys

Phe

Glu

Ala

230

ser

Leu

Leu

Gln

Asp

val

Leu

Pro

Leu

Gly

Phe

Gly

Gin

val

Phe

val

215

Gln

Asn

Ile

Ala

Lys

val

GIn

Arg

ro

Ile

375

Leu

cly

Tyr

Cys

Glu

Gly

Glu

Arg

Leu

Phe

Ala

280

Gln

Fhe

Trp

val

Gly

Tyr

Ser

Thr

Arg

Glu

Trp

185

val

Trp

Ala

Ser

Met

265

Gln

Ile

Ser

Ala

Thr

345

Arg

Thr

Phe

Glu

Thr
425
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Ala

170

Met

Asp

Phe

Pro

His

Lys

Arg

Leu

Pro

ASp

330

val

Gly

ASD

Lys

Pro

410

Asn

Pro
Arg
Gly
Cys
%
Leu
Lys
Leu
val
Ar

31

Ile
ser
Ser
Tyr
533

Ala

Trp

Ser

Ala

Thr

Pro

220

Pro

Leu

Arg

Ata

His

300

val

Leu

Leu

Cys

His

380

Tyr

Tyr

Gly

Asp

Arg

Glu

205

Pro

Leu

Asp

Thr

Gin

Ile

Leu

Thr

Lys

Pro

365

Gly

Arg

Asn

Tyr

85

Pro

Trp

190

Cys

Ley

Pro

Leu

Lys

Lys

Gly

Lys

Ala

Glu

350

Leu

Leu

Cys

His

Tro
430

Lys

175

Thr

Ser

Pro

Lys

Met

255

Arg

Leu

Phe

Gly

Leu

335

Leu

Thr

Gln

Arg

Glu

415

AsSn

Phe

ser

Phe

Trp

val

240

Gly

l.eu

Gly

Leu

Gly

Tyr

Gln

Met

Gln

Ile

400

Glu

Leu



ASN

phe

Iie

465

Ala

Tyr

Glu

Fhe

Pro

545

Phe

Phe

Tyr

Asn

Gln

Glu

Asp

Ala

Pro

Pro

Met

450

Lys

Ser

Met

val

Gln

Tyr

Leu

Phe

Ala

Asn

610

val

Arg

Pro

Pro

Giy
690

Lys

Gly

Gly

Ile

Glu

Pro

515

GIn

Glu

Gln

Arg

Glu

595

Ser

ASD

Ile

Ala

ASn

675

Ala

Gln

Phe

Gly

Trp

Ile

500

Ala

Leu

Gly

ser

Ash

Glu

Pro

His

Leu

660

Ala

Trp

Phe

val

Lys

Lys

485

His

Phe

Leu

Fra

Arg

565

Lys

Phe

Glu

Tyr

Ala

6435

Pro

Thr

Pro

Met

ser

Ala

470

Gly

Gly

val

Arg

Ala

Phe

Pro

Ile

Phe

Leu

630

Tyr

Glu

His

Pro

Thr

Glu

455

Ser

Lys

Thr

Lys

Lys

Pro

ser

Thr

Gly

Glu

615

Pro

Ile

Ala

Leu

Ala
695

Met

440

Glu

Asn

Glu

val

Asn

520

Ala

Leu

Pro

ser

600

Ala

Tyr

Gln

His

Glu

680

His

Phe

Leu

Met

Lys

Tyr

505

His

Lys

Glu

Pro

Arg

585

Pro

Ala

Glu

His

Ala

665

Trp

Ala
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Pro

ASfE

Ala

Phe

490

Tyr

Gly

Leu

Ala

His

370

Glu

His

Ile

Tyr

Gln

650

Pro

Ata

Leu

His

Glu

val

475

Leu

Glu

Leu

Phe

Ile

555

ser

val

val

Lys

Thr

635

Asp

GIn

Arg

Arg

Thr

Thr

460

val

Gly

Ser

Leu

Ile

540

Ala

ser

Phe

Trp

Ala

620

Cys

Phe

ser

Asn

Ala
700

Pro

445

Glu

Tyr

e

Gin

Pro

525

Gly

ASN

Leu

Ser

Thr

605

Ile

Giu

Cys

Pro

Thr

685

Trp

86

Asp
Lys
Gly
Leu
Ar

51

Gln
Phe
Gly
ASN
GlIn
560
val
Met
Gly
Arg
Phe
670

Ser

Leu

Asn

Arg

Lys

Asn

495

Pro

Pro

Gly

cys

His

573

His

ASp

Arg

Met

Ala

635

val

Leu

Ala

ser

Leu

Glu

480

Lys

Pro

Glu

phe

Ile

560

Glu

Pro

Tyr

Thr

Leu

640

Pro

Leu

Ala

val
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Pro Gly Arg Ala cys
705

Glu Pro Ser Phe Phe
725

Leu Gln val Pro Cys
740

Pro Ala Phe Ala Gln
755

Leu Leu Phe Ser Cys
770

Pro Cys Arg Asp Phe
785

Leu

<210> 31

<211> 464

<212> PRT

<213> Gallus gallus

<400> 31
Met Arg Cys Ser gro
1

Phe Leu Leu Leu Leu
20

Asp Prc Gin Glu val
35

Lys Ile Leu Lys GIn
1))

Leu Cys Ala Leu His
65

Leu Pro His Lys Lys

Pro Arg Gly Tyr Tyr
g 100

ser ser Glu ¢lu Glu
115

Asp Ala Asp Pro Ile

Thr

710

Pro

Asp

Fro

Ala

Arg

Lys

Leu

Gin

Gly

Asn

70

Phe

Leu

Leu

Trp

Asp

Phe

Ser

Gly

Gly

Lys

Arg

Leu

Phe

ser

35

Ile

Leu

Pro

Gln

Asn

Thr

Leu

Thr

Gin

760

sSer

Gly

ser

Leu

Arg

40

Leu

ser

Ala

Asp

Glu

120

Ala

Cys

Asn

Glu

745

Glu

AsSn

Gln

Leu

Leu

25

Asp

His

TYr

val

Thr

105

Met

Gln
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Leu

ser

730

Ser

Cys

Thr

val

Thr

10

Lel

Leu

Ile

His

Gly

90

Leu

val

val

ASD

715

Gln

Glu

Tyr

Lys

Ala
795

Ala

His

Pro

Leu

Leu

75

Leu

GIn

val

Ala

His

ASp

Met

Leu

TYr

Leu

val

Arg

Ser

Gln

€0

Leu

Ser

ser

val

Ala

Gly

Ala

Asn

Gln

765

Arg

Cys

Ile

Gly

Asp

45

Asp

Ala

ser

Leu

val

125

Asp

87

Leu

Phe

His

750

Lys

Arg

Gln

Ala

Ser

30

Ala

Thr

Gly

val

Phe

110

His

Ile

Ile Cys
720

Leu Lys

735

Leu Tyr

Giu Pro

Leu Cys

Gly Cys
800

Ala Ser
15

Trp Gln
val Leu
Asp Asn
ser Pro

80

Arg Arg
95

Lys GlIn
Leu Ala

Ser His



An
14
Pro
Asp
Ala
Ila
225
Ser
Arg
Trp
Arg
Gln
305
Met
val
Tyr
Phe
ser

383

Arg

Gly
Met

ser

130

Phe

His

Pro

*he

Glu

210

Ala

Lys

Leu

Lau

phe

290

Gly

ASp

Phe

phe

His

370

Glu

Gly

Thr

Pro

Glu
450

Ala

Glu

Glu

Ley

195

AsSp

val

Leu

Ala

Leu

275

Lys

Thr

Leuy

Glu

Trp

355

Gln

Arg

Arg

Phe

Asn
435

Trp

His

Phe

Glu

180

Phe

ASp

Ala

Gly

Arg

280

Thr

Pro

val

Pro

Asn

340

Gly

Pro

Pro

Arg

Glu
420

Pro

Leu

His

TYyr

Arg

Thr

val

ser

Tyr

245

Phe

His

Sar

Asn

Asp

325

Tyr

Lys

Ala

Gly

Ala

405

Lys

val

Ile

Lle

150

Pro

val

Phe

Trp

Gln

230

Ile

Leu

Phe

Leu

Ar

EMN

Asn

Glu

AsSn

Arg

Asp

ASp

Gly

Glu

Ile

135

Leu

Thr

Lys

Ala

Ser

215

Glu

Gly

Leu

Arg

Phe

295

Leu

Pro

Pro

Pro

val

375

Phe

Gly

Asn

Cys

Glin

Leu

Leu

Phe

ala

200

Ala

Gly

Lys

Leu

Leu

280

GIn

Glu

Pro

ser

Ala

360

Thr

Leu

Arg

Leu

val
440

ser

Gly

Glu

Arg

Asn

Lys

Ser

Leu

Phe

265

Leyu

His

ASp

Ala

LysS

val

Arg

His

Asp

Glu

Arg

Ile
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Arg

Gly

170

ser

Leu

ser

Asn

Tyr

250

Tyr

Leu

Met

ASp

ala

330

Ala

Gly

val

Ala

Cys

410

Trp

Ile

Gly

Leu

155

Leu

Lys

Ser

Phe

Trp

235

Arg

GIn

Thr

Gly

Glu

315

Leu

Tyr

Ser

Arg

Gl

39

Ser

Arg

Arg

Ile

140

val

Lys

Glin

ser

Phe

220

Ala

Sar

Glu

GIn

Leu

300

Phe

Phe

Ser

Ile

val

380

val

val

Gly

val

Trp
460

Leu

Arg

Asn

TYr

205

Thr

Thr

sar

Met

Lys

Tyr

Gln

Thr

Thr

Phe

365

Gln

Leu

Tyr

Leu

Thr
445

Thr

88

Ile

Asn

val

190

Tyr

Ala

Leu

AsSp

Pro

270

Asp

Ser

Ala

ASh

Ala

350

ser

Thr

Glu

Thr

Glu
430

Gln

Ala

His
Tyr
1?5
Asp
Leu
Ile
Glu
Lau
255
Cys
val
Ser
Asp
Met
335
Arg
Ile
Gly

Leu

Thr

415

Lys
ser

Gly

Thr

169

Asn

Tyr

Met

Arg

Phe

240

Pro

Asp

Ile

Phe

Ala

320

val

Gly

val

ser

Gly

val

Gly

Gln

Thr



<210> 32

<211> 575
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 32

hiiet Arg ala Trp 15"hr

Ala

AsSn

Lys

Glu

65

Gly

Ile

Glu

Phe

Leu

145

Arg

Trp

ASD

Leu

50

Ser

Arg

Glu

Ile

Leu

130

Gln

Ser

Gly

His

35

Glu

Leu

val

Asn

Leu

11s

Gln

Arag

Ile

Gly Asp Trp

Thr

20

Pro

Arg

Arg

Arg

Tyr

Arg

ser

His

Met

Arg
180

Leu

ASp

Leu

Ile

val

85

Lys

Arg

Glu

Ala

Thr

165

Glu

ES 2659 118 T3

Gly Ser Trp Arg Trp

Leu

His

Lys

Pro

70

Leu

Lys

Arg

Leu

ASp

150

ASp

Lys

Phe
ser
Gln
Glu
Glu
Gin
Ile
133
Glu
Leu

Glu

Tyr

ser

40

Gln

Gly

Glu

Ala

Glu

120

Lys

Ile

TYr

Ala

Ile

Arg

AsSn

Pro

Gln

Ar

10

Asn

Leu

Leu

Tyr

Lys

10

Gly

Glu

Glu

Ile

Leu

90

Asn

Gly

Lys

Ley

Leu

170

Asp

Ile

Gly

Leu

Asp

Asp

75

val

Gly

Ala

His

ASD

Ser

Ley

Met

His

ser

Leu

60

Gln

Lys

Leu

LYs

Ley

140

Leu

Gln

Thr

Leu

Leu

Lys

45

Arg

Gly

Ala

Gly

Glu

125

Glu

Gly

Thr

Glu

89

Ile

val

30

Ile

Arg

Thr

LYs

Lys

110

Leu

Gly

His

Leu
190

Leu

15

Arg

Leu

Met

Ala

Glu

95

ASp

Trp

ASR

Phe

Asp

Ala

Ala

Thr

8¢

GIn

His

Phe

Glu

Glu

160

Ala

Gln



Arg

LYyS

His

Leu

Thr

ser

val

Pro

305

Gly

Arg

Leu

Lys

His

385

Lys

Ala

Ser

Gly

Arg Ile
195
Leu val
210
His val
Ile tey
val phe
Thr Gly
Glu Leu
Leu Ala
ASp Pro
Pro Gln
Gly Phe

355

val Gly
370

val Glu
Lys Arg
Lys Thr
Trp ser

435

val Ile
450

Thr
Ccys
val
Glu
Al

26

His
Pro
val
Ala
ﬁro
340
Lys
Thr
Glu
val
Lys

Ala

Leu

Tyr

ASn

Tyr

Ser

245

Pro

Trp

Ile

Pro

val

325

Trp

His

Glu

His

Tyr

405

Tyr

Gly

AsSp

Leu

Ile

cys

230

GIn

val

ser

val

Glu

310

Trp

Leu

Pro

Ala

phe

390

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

AsSn

Phe

Asn

ser

Gly

AS

29

Asp

Trp

Glu

vai

Ala

375

Gln

Ala

Asnh

His

His

Asn

200

Lys

Met

Trp

Gly

Glu

280

ser

Leu

val

Lys

Ile

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

440

Phe

Pro

Gly

Ile

Arg

Thr

265

val

Leu

Ala

ser

Glu

345

Gly

His

Leu

Asp

Glu

425

Arg

Leu
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Lys
Cys
Ala
%
cys
Asn
His
ASD
GIn
1le
val
Pro
Ala
419
Phe
Tyr

Ser

Asp
Gly
TYTr
235
Ala
Thr
Asp
Pro
Ar

31%
Phe
Glu
His
Ile
Al

39

Pro
e

Thr

Glin

cys

Tyr

220

Gly

Thr

Asp

Lys

Arg

300

Leu

val

Glu

val

Glu

380

Arg

Thr

Ser

Glu

Ala
4560

ser
205
Gly
Thr
Gly
Arg
Asn
285
Pro
Leu
LYS
Ala
Ar

36

Glu
Met
Leu
ASp
Asn

445

Asp

90

Lys

Cys

Gln

Gly

ser

270

Ile

Pro

Arg

Tyr

Thr

350

Arg

Tyr

Gin

Leu

Asn

430

Ser

Phe

Ala

Gln

Arg

Trp

255

Gly

Gln

Tyr

val

Leu

338

Lys

Thr

Met

val

Lys

Ser

teu

Leu

Arg

Leu

Thr

240

Glu

Leu

val

Leu

His

Ile

Lys

Asp

val

ASp

Glu

Ile

Arg

val



Cys Thr Phe
465

Thr Leu His
Tyr Fyr Phe

His Lys Pro
515

Ile Gly val
530

Arg Lys Leu
54

Lys Ile Glu

<210> 33
<211> 575
<212> PRT

Ser

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

The

ser

Asp

485

Gly

Thr

Gly

Lys

val
565

<213> Homo sapiens

<400> 33

¥et Arg Pro Trp Ehr Gly ser

Ala Trp Gly

ASn ASp His
35

Lys Leu Glu
50

Glu Ser Leu
65

Gly Arg val

Ile Glu Asn

Glu tle Leu
115

Thr
20

Pro Asp His

Arg

Arg Ile Pro

Arg
Tyr
100

Arg

Leu

Leu

val
85

Lys

Arg

Cys

Ala

Ala

Glu

520

Trp

Leu

Pro

Trp

Tyr

Sar

40

Glin

Gly

Glu

Thr

Glu
120

Arg

Asn

His

505

Ile

Asp

Tyr

Thr

Arg

Ile

25

Arg

Asn

Pro

Gln

Arg

105

AsSn
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val

Phe

490

Asn

Pro

Gly

Pro

Tyr
570

Trp
10

Gly
Glu
Glu
Ile
Leu
90

ASh

Gly

Ala
475
His
GlIn
Met
Tyr
ser
555

Pro

Ile

Gly

Leu

Asp

ASp

75

val

Gly

Ala

Tyr

Ser

Ile

Glu

Ser

540

Tyr

Glu

Met

His

ser

Leu

60

Gln

Lys

Leu

Lys

91

Glu

Leu

Ala

Pro

525

Lys

Lys

Ala

Leu

Leu

Lys

45

Arg

Gly

Ala

Gly

Glu
125

Ile

Asp

val

510

Gly

Gly

val

Glu

Ile

val

30

Ile

Arg

pPre

Lys

Lys

11¢

Leu

Met

Asp

495

Tyr

Asp

Ile

Arg

Leu

15

Arg

Leu

Met

Ala

Glu

93

AsSp

Trp

GIn

480

Ile

Pro

Ile

Asn

Glu
560

Phe

Asp

Ala

Ala

Ile

80

Gln

His

Phe



Phe

Leu

145

Arg

Gly

Arg

Lys

His

Leu

Thr

Ser

val

Pro

305

Gly

Arg

Leu

Lys

His
385

Leu

130

Gln

Ser

Asp

Arg

Leu

210

His

Ile

val

Thr

Glu

290

Leu

ASp

Pro

Gly

val

370

val

Gln

Arg

Ile

Trp

Ile

195

val

val

Leu

Phe

Ala

Pro

Gln

Phe

355

Gly

Glu

Ser
His
Met
Ar

18

Thr
Ccys
vai
Glu
Ar

26

His
Pro
val
Ala
Pro
340
LyS

Thr

Glu

Glu

Ala

Thr

165

Glu

Tyr

Asn

Tyr

Ser

245

Pre

Trp

Ile

Pro

325

Trp

His

Glu

His

Leu

150

Asp

LYS

Leu

Ile

Cys

230

Gln

val

Ser

val

Glu

Trp

Leu

Pro

Ala

Phe
390

%
Glu
Leu
Glu
Gln
Asn
215
Phe
Asn
Ser
Gly
Asp
Asp
Trp
Glu
val

Ala

Gln

Lys
Phe
Tyr
Ala
ASn
200
LyS
Met
Trp
Glu
Glu
280
ser
Leu
val
LYyS
Ite
360

Phe

Leu

Leu
Leu
TYyr
s
Pro
Gly
Ile
Arg
i
val
Leu
Ala
Ser
Glu
Gly
His

Leu

ES 2659 118 T3

Lys

Leu

Lau

170

ASp

Lys

Cys

Ala

Tyr

250

cys

Lys

His

Asp

Gin

Ile

val

Pro

Ala

AsSh

As

15

ser

Leu

ASp

Gly

Tyr

235

Ala

Thr

Asp

Pro

Arg

315

Phe

Glu

His

Ile

Arg
395

Leu
140
Leu
Gln
Thr
Cys
Tyr
220
Gly
Thr
Asp
Lys
Ar

30

Leu
val
Glu
val
Glu

380

Arg

Glu

Gly

Thr

Glu

Ser

205

Gly

Thr

Gly

Arg

Asn

285

Pro

val

Lys

Ala

Arg

365

Glu

Met

92

Gly

His

Asp

Leu

190

Lys

Cys

Gln

Gly

ser

270

val

Pro

Arg

Tyr

Thr

350

Arg

Tyr

Gln

Asn Glu
His Glu

160
Gly Ala
17
val G1n
Ala Lys
Gln Leu
Arg Thr

240
Trp Glu
Gly Ile
Gln vai
TYr Leu
val His

320
Leu Ile
335
Lys Lys
Thr Asp

Met val

val Asp
400



10

Lys

Ala

Ser

Gly

Tyr

His

Ile

Arg
t45

Lys

Lys

Trp

val

450

Thr

Leu

TYyr

Gln

Gly

530

Lys

Arg

Thr

Ser

435

Ile

Phe

His

Phe

Pro

515

val

Leu

Ltys Ile Gly

<210> 34

<211> 398
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 34

va'l

Lys

420

Ala

Leu

ser

Pro

Gly

Arg

Ala

Gly

Thr

Tyr
405
Tyr
Gly
Asp
ser
Asp
485
Gly
thr
Gly

Arg

val
565

Met Arg Leu Arg Glu
i 5

Ala Ser Leu GIn Arg
20

Hi5 Leu g}y val Thr

Arg Leu Pro Gln Leu
50

Leu

Pro

ieuy

Ile

Gln

470

Ala

Gln

Ala

Asn

Thr

550

Lys

Pro

Ala

Leu

val

Ala

Asn

His

His

455

val

Ser

AsSnh

Asp

His

Gly

Tyr

Leu

Cys

val

Gly
55

Thr
Tyr
Asn
440
Phe
Cys
Ala
Ala
Glu
520
Trp

Leu

Pro

Leu
Arg
Tyr
40

val

Asp

Gclu

Arg

Leu

Arg

Asn

His

505

Ile

ASp

Tyr

Thr

ser
Ley
25

TYr

ser

ES 2659 118 T3

ASp

410

Phe

Tyr

ser

val

Phe

490

AsSh

Pro

Gly

Pro

Tyr
570

Gly
10
Leu

Leu

Thr

Pro

Ile

Thr

Gln

Ala

475

His

Gln

Met

Tyr

ser

555

Pro

Ser

val

Ala

Pro

Ser

ser

Glu

Ala

460

Tyr

Ser

Ile

Gliu

ser

540

Tyr

Glu

Ala

Ala

Gly

Leu
60

Leu

Asp

Asn

445

Asp

Glu

Leu

Ala

Pro

525

Lys

Lys

Ala

Ala

val

Arg

45

Gin

93

Leu
Asn
430
ser
Phe
ile
Asp
Ile
510
Gly
Gly

val

Glu

Met
Cys
30

ASp

Gly

Lys

Ser

Leu

teu

Met

Asp

495

Tyr

Asp

val

Arg

Lys

Pro
15
Ala

Leu

Gly

Glu

Ile

Arg

val

Gln

480

Ile

Ala

Ile

Asnh

Glu
560

Gly

Leu

ser

ser



Asn
65
Gly

Gly

ASn

Phe

145

val

Lys

Tyr

Tyr

Ala

TY"r

His

Met

val

Asn

305

Leu

Arg

Pro

Asp

Pro
385

ser Ala
Ala Arg
Gly Asp
Leu Thr
115
Cys Pro
130
Asn Met
Lys Met
val Ala
Trp Leu
195
Gly Ile
210
Lys Leu
Thr Cys
Asn Ala
Asp Lys
275
Ser Ala
290

Asn Tyr

val phe

Ala

Pro

Ser

100

Ser

Glu

Pro

Gy

Ile

180

Tyr

TYr

Leu

Phe

Tyr

260

Phe

Leu

Trp

Arg

Ala

Pro

85

Ser

val

Glu

val

Gly

Ile

Tyr

val

ASn

val

245

Arg

Gly

Ser

Gly

Gly
325

Ile

70

Pro

Pro

Pro

ser

Asp

150

Arg

Ile

Leu

Ile

val

230

Phe

cys

Phe

LyS

Trp
310

Gly

Pro

val

val

Pro

Leu

Tyr

Pro

His

Asn

215

Gly

Ser

Phe

ser

Gin

Leu

val

Pro

120

Leu

Glu

Ala

Phe

Pro

200

Gln

Phe

ASp

Ser

Ley

280

Gln

Ser

Gly

Asp

105

His

Leu

Leu

fro

Ar

18

val

Ala

Gin

val

Gln

265

Pro

Phe

Gly

Met Ser Ile ser

ES 2659 118 T3

ser
Ala
90

ser
Thr
val
val
Ar

17

ASn
Leu
Gly
Glu
Asp
250
Pro
Tyr
Ley
ASp

Arg
130

Gly

75

Ser

Gly

Thr

Gly

Ala

Asp

Arg

Gln

AsSp

Ala

235

Leu

Arg

val

Thr

Asp
315

Glu

Ser

Pro

Ala

Prg

140

Lys

cys

Gln

Arg

Thr

220

Leu

Ile

His

Gln

Ile

300

Asp

Leu

Gln

Gly

Leu

125

Met

GIn

val

Glu

Gln

205

Ile

Lys

Pro

Ile

TYr

285

Asn

Ile

Arg

Pro

Pro

110

ser

Leu

Asn

ser

His

190

Gln

Phe

Asp

Met

Ser

270

Phe

Gly

Phe

Pro Asn Ala val

Thr
Arg
95

Ala
Leu
Ile
Pro
Pro
175
Leu
Leu
Asn
Tyr
Asn
255
val
Gly
Phe

Asn

val
335

Gly

80

Pro

Ser

Pro

Glu

Asn

160

His

Lys

Asp

Arg

Asp

240

Asp

Ala

Gly

Pro

Arg

320

Gly

Cys Arg Met I1e Arg His Ser Arg Asp LyS Lys Asn Glu Pro Asn
340 34? 350

6In Arg Phe Asp Arg Ile Ala His Thr Lys Glu Thr Met Leu Ser
355 360 : 365

Gly Lau Asn Ser Leu Thr Tyr Gln-val Leu Asp val Gln Arg Tyr
370 375 380

Leu Tyr Thr GIn Ile Thr val Asp Ile Gly Thr Pro Ser
390 395

94



<210> 35

<211> 346
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 35

Met
1
Ala
His
Arg
Asn
65
Gly
Gly
ASn
Pro
AS
14

Glu

His

Arg Phe

Thr Leu

Leu Gly
35

iLeu Prg
50

Gly Ala
Ala Arg
Leu Asp
Leu ser

115

ala Cys
130
phe Asn

Ile Lys

Lys val

Arg

Gin

20

val

Gln

Ala

Pro

ser

100

ser

Pro

Ile

Thr

Ala

Glu
5
Arg
Thr
Leu
Ala
Pro
85
ser
Leu
Glu
ala
cly

165

Ile

Gln

Ala

Leu

val

Ser

70

Pro

Pro

Pro

Glu

val

150

Gly

Ile

Phe

cys

val

Gly

53

Lys

Pro

Gly

val

Ser

135

Asp

Arg

Ile

Leu

Arg

Tyr

val

Gin

Leu

Ala

Pro

120

Pro

Leu

Tyr

Pro

Gty

Leu

25

Tyr

sSer

Pro

Gly

Ala

105

Thr

Leu

Glu

ser

Phe

ES 2659 118 T3

Gly
10

Leu
Leu
Ser
Fro
val
a0

Ser
Thr
Leu
Leu
Pro

170

Arg

ser
val
Ser
Thr
Gly
75

ser
Gly
Thr
val
Leu
155
Lys

ASH

Ala

Ala

Gly

Leu

60

Glu

Pro

Pro

Gly

Gly

Ala

ASp

Arg

Ala

va'l

Arg

43

Gln

Gln

Lys

Gly

Leu

125

Pro

Lys

Cys

Gin

95

Met

cys

Asp

Gly

Arg

Pro

Leu

110

Leu

Mat

Lys

val

Glu

Pro

15

Ala

Leu

Gly

Pro

Arg

95

Lys

ser

Leu

ASh

Ser

175

His

Gly

Leu

ser

Thr

Arg

80

Pro

Ser

Leu

Ile

rro

160

Pro

Leu
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Lys Tyr Trp

195

Asp Tyr Gly

210

Arg Ala Lys

Asp Tyr Asn

Asp Arg Asn

Ala Met Asp

275

val
290

Gly Ser

Pro Asnh Asn

305

Arg Ser Lys

Lys Ala Leu

<210> 36
<211> 438
<212> PRT

180

Leu

Ile

Leu

Cys

Ala

260

LyS

Ala

Tyr

Pro

ser
340

Tyr

Tyr

Leu

Phe

245

Tyr

Phe

Leu

Trp

Lys

Pro

<213> Mus musculus

<400> 36

Met Lys Pro His Leu
1 5
phe val Trp Gly Leu
20
Ser Ash Pro Ala Ala
Arg Gly Leu Leu Pro
50

Lteu GTn Glu Pro Ser

65

Tyr

val

Asn

230

val

Arg

Gly

Ser

Gly

310

Ala

Ala

Lys

Leu

Pro

Leu

Leu
70

Leu

ITe

215

e

Fhe

Cys

Fhe

Lys

Trp

Ser

ser

His

200

Asn

Gly

ser

Phe

ser

280

GIn

Gly

Ala

Tar

185

Pro

GIn

Phe

Asp

Ser

265

Leu

Gln

Gly

Glu

Arg

Gln Trn

Fhe Leu

Met Pra

40

Gln Gly
55

Pro Arg

Ile

Ala

ain

val

250

Gin

Pro

Phe

Glu

Glu

330

Ala

Arg

Ala

Ser

Lys

Ser

ES 2659 118 T3

Leu

Gly

Glu

Asp

Pro

Tyr

Ley

ASp

315

Thr

Gln

i0

Ile

ser

Gln

Leu

Gln

Asp

220

Ala

Leu

Arg

val

Ala

300

ASD

Gly

Arg

Phe

Phe

Arg

ASp
75

Al

20

Thr

Leu

Ile

His

Gln

Ile

Asp

Gly

Met

Ile

ser

val

60

Ala

96

190

Gln

Met

Lys

Pro

Ile

Tyr

AsSn

Ile

Ser

Leu

TYr

Phe

45

Ile

Ser

GIn Leu

Phe Asn

Asp Tyr

240

Met
255

ASp

ser val

Phe Gly

Gly Phe

FPhe Asn

Leu Gly

335

phe Gly Ile
15

Phe Thr Asn

30

Leu Glu Arg

Gly Ala

Met

Lys val Leu
80



Leu

Gln

fhe

Glu

Ar

14

Ser

Ser

Ser

Met

Asn

225

Arg

Arg

Pra

ser

Leu

305

ala

Arg

Asp

Lys

Thr

Asp

130

Gln

Gly

Leu

Arg

Leu

210

Lys

Thr

Thr

Leu

ser

290

Gly

Pro

Ile

ser

Trp

Ser

115

ser

Gly

Pra

Pro

Ala

155

Asn

His

Gly

Leu

val

275

cys

Glu

Thr

Ile

His

ASp

Gln

Tyr

Ala

val

Glu

180

Phe

Pro

Gly

Pro

Asp

Pro

Ala

Glu

Arg

Asn
340

Pro

85

Gln

val

Phe

Leu

Gln

165

Glu

Leu

Arg

val

Gly

val

Ile

Gl

32

Ser

Glu

Ala

Gly

Phe

Glu

150

Pro

Ala

Tyr

Leu

Arg

230

Leu

Arg

val

val

ASp

310

Tyr

Gln

AsSn

Pro

Arg

val

135

Leu

Lys

Tyr

Arg

Gin

215

Phe

Leu

Glu

Pro

met

295

sar

Glu

Ile

Pro
Asn
LyS
1%
Ala
Pro
Gln
Asp
Leu
200
Lys
Arg
cys
Ala
Leu
280
ser
His
Lys

Lelr

phe
Gly
105
ser
Asp
ser
Lys
ser
185
Tl"p
Ala
Arg
Glu
Pro
265
Ser
Ala
ASp

ASp

Ala
345

ES 2659 118 T3

His

90

Phe

Gln

Gln

Pro

Leu

170

Asp

Lys

Met

GlIn

Gly

Ala

val

330

ASn

Pro

Asp

ser

Pro

Gl

15

Leu

Met

Gly

Arg

Gly

Argd

Ser

Ley

Ala

val

315

Gly

Pro

Trp

Asn

Ala

Glu

140

Glu

His

Leu

Ala

TYr

220

APg

Arg

Gly

His

Ile

300

Leu

ASN

Ser

Pre

Gly

Phe

125

Leu

Thr

Pro

Ser

val

20%

Tyr

Arg

Arg

Leu

Pro

285

Leu

Arg

Lys

His

97

Gly

ASp

110

Tyr

TY"P

ser

Arg

Ala

190

ser

Met

Glu

val

Gl

27

Arg

ASN

Phe

Thr

His

58
Glu
Pro
His
rp
Arg
175
ser
ser
ser
Ala
253
Trp
Gy
ser
Asn
Thr

Phe

Pro

Phe

Glu

His

Arg

160

Gly

Met

Lys

Phe

Thr

240

val

Arg

Leu

ser

ser

320

val

Ile
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Asp Ser Ala Leu Tyr
355
Pro Tyr Ser Ala Asn
370
Leu Phe Thr Pra Tyr
385

Phe Tyr Ile Leu His
405

Gln Glu Asn Thr Arg
42Q

phe Ile G1E Thr Cys
43

<210> 37

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Met Ile His Thr Asn
1 5

Phe Leu Leu Phe Ala
20

Ser Tyr ;gr Asp Ser

Lys Ser Leu Gly Lys
50

Ser Ser Ser Thr Gln
6%

Leu Arg Gly Leu Ala
85

ASN Lys Asp Ser Ser
100

Trp Lys Asn Tyr Leu
115

Fro Gly Pro Gly Ile

Lys

teu

Ile

390

Pro

Glu

val

Leu

val

Phe

Leu

AsSp

70

Lys

Ser

Ser

Lys

Asp

ASH

375

Gln

Lys

Lys

Lys

Ile

Lys

Ala

55

Pro

Ala

Lys

Met

rhe
135

val

360

Leu

His

Phe

Ile

Lys

Cys

Leu

40

Met

His

Lys

Ash

Asn

120

ser

Ile

Trp

Arg

Ile

6ln

Lys

val

25

Gln

Gly

Arg

Pro

Leu

105

Lys

Ala

ES 2659 118 T3

Ley

Tyr

Arg

Trp

410

Pro

Phe

10

Trp

Thr

Ser

Gly

Glu

90

Ile

Tyr

Glu

val

Lys

LyS

395

Gln

Asn

ser

Lys

Lys

Asp

Arg

75

Ala

Pro

Lys

Ala

Ala

Lys

380

Tyr

Leu

Pro

Cys

Glu

Glu

ser

60

Gin

Ser

Arg

val

Leu
140

r

36g
Pro
Pro

Trp

Pro

Cys
Lys
Phe
45

Gin
Thr
Phe
Leu
Sar

125

Arg

98

ASp

ASp

Thr

ASp

Ser
430

val

LYS

Gln

Ser

Leu

Glin

Gln

110

Tyr

cys

Pro Ala
Tyr Asn
Gln Pro

400

Ile ITe
415

ser Gly

Leu val
15
Lys Gly
val Leu
val ser
Gly ser
80
val Trp
95
Lys Ile
Lys Gly

His Leu



Arg Asp His val Asn

149

Asn Thr ser Glu Trp
165

Lys Ala Gly Pro Trp
180

Leu Lys Ser Ser Gin
195

Leu Arg Phe Asn Gly
21

Thr Lys Thr Thr Ile
225

Lys Arg Phe Leu Lys

Trp AsSp Pro Ser val
260

Pro Asp Tyr Asn Phe

Pro Asn Gln Pro Phe
290

Trp Asp Ile Leu GIn
305

Pro Ser Ser Gly Met
325

Gln val Asp Ile Tyr
340

Cys Tyr Tyr Tyr Gin

Tyr His Pro Leu Leu
370

Gly Thr Asp Glu Asp

Phe Arg Thr Ile His
405

<210> 38

<211>175

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

val

150

Glu

Gly

Leu

Ala

Ar

23

Asp

Tyr

Phe

TYyr

Glu

310

Leu

Glu

Lys

Tyr

Ile

390

Cys

ser

Gly

Arg

Gly

Pro

215

Leu

ser

His

Asn

Ile

295

Ile

Gly

phe

phe

Glu

375

TYr

Met

TYr

Cys

200

Thr

Met

Leu

Ser

Asn

280

Leu

Ser

Ile

Leauy

Phe

360

Lys

Leu

val

Leu

Ala

185

Glu

Ala

Asn

Tyr

Asp

265

Tyr

Lys

Pro

Ile

Pro

345

Asp

Asn

Leu

ES 2659 118 T3

Glu

Pro

170

va?l

Ile

Asn

ser

Asn

250

Ile

Lys

Pro

Giu

Ile

330

Ser

Ser

Leu

Gly

val

155

Lys

val

Asp

Phe

GIn

Glu

Pro

Thr

GIn

Glu

315

Met

Lys

Ala

val

Lys

Thr

Glu

ser

Asp

Gin

220

Leu

Gly

Lys

TYr

Met

300

Ile

Met

Arg

Cys

LYS

Ala

Asp

Ser

ser

His

205

GIn

val

Ile

Trp

Arg

285

Pro

Gln

Thr

Lys

Thr

363

His

Thr

99

Phe
Ile
Ala
190
Asp
Asp
Thr
Leu
Tyr
Lys
Trp
Pro
Leu
Thr
350
Met

teu

Leu

Pro

Arg

175

Gly

ala

val

Thr

Ile

235

Gin

Leu

Glu

Asn

cys

Asp

Gly

ASnh

Pro

phe
160
Thr
ser
val

Gly
Glu
240
val

AsSn
His
Leu
Pro
320
Asp
val
Ala

Gln

Gly
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Mat
1
Leu
Ser
ASN
Leu
€5
ser
Ile
Ley
Phe
Lys

145

Leu

<210> 39

Asn

Tyr

Asp

TYr

30

Lys

Pro

Ile

Pro

Asp

130

Asn

Leu

Ser

Ash

Ile

35

LyS

Pro

Glu

Ile

Ser

115

ser

Leu

Gly

<211> 337
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 39

GIn

Glu

20

Pre

Thr

Glin

Glu

Met

100

Lys

Ala

val

Lys

Leu

val

Gly Ile

Lys

Tyr

Met

Ile

85

Met

Arg

Cys

Lys

Ala
165

Trp

Arg

Pro

70

GIn

Thr

Lys

Thr

His

150

Thr

alnet Arg Arg Lys 'ghr Leu

phe Leu Thr Ser Phe
20

Ala Trp phe Pro Lys

val

Gln

Thr
Leu
Tyr
e
Trp
Pro
Leu
Thr
Met
135

Leu

Leu

Lys
Leu

Met

Thr

Ile

G1In

40

Leu

Glu

AsSn

Cys

Asp

Gly

Asn

Pro

TYr

Asn

Leu

Glu

val

Asn

His

Leu

Pro

AsS

10

val

Ala

Gln

Gly

Leu

TYP

Leu

ES 2659 118 T3

Trp

Pro

Pro

Trp

Pro

90

Gln

cys

Tyr

Gly

pPhe
170

Thr
10

Ser

Glu

Arg
Asp
Asp
Asn
ser
val
Tyr
His

155

Arg

Phe
Asn

Leu

Phe

Pro

Tyr

GlIn

60

ile

ser

ASp

Tyr

Pro

140

Asp

Thr

phe

Thr

ser

Leu

ser

Asn

45

Pro

Leu

Gly

Ile

Tyr

125

Leu

Glu

Ile

Leu

Gly

Glu

100

Lys

val

30

Phe

phe

Gln

Met

TYr

110

Gln

Leu

ASp

His

Leu

val
30

Asn

ASp

15

TYr

Phe

TYr

Glu

Leu

95

Glu

Lys

Tyr'

Ile

cys
175

Phe
15

ser

His

ASnN

Ile

Ile

80

Gly

phe

Phe

Glu

Tyr

Ile

Pro Ser

Phe aArg



Arg

ASp

65

Pro

Trp

Thr

Leu

Ser

145

ASp

Asp

Arg

Thr

His

22%

Ile

Ley

Phe

Asp

Gly

305

Ile

Arg

<210> 40

Phe

50

Lys

Leu

Trp

val

Asn

130

Gly

Phe

val

Glu

Asp

210

Thr

Leu

Gin

Ser

ser

290

Ala

The

35

Ile

val

Leu

Leu

Lys

Lys

Asn

val

Gly

Leu

195

Leu

Tyr

Ile

Gly

1lle

Lys

Phe

Thr

<211> 340

Lys

ser

Thr

Arg

Glu

Arg

Leu

Leu

Ser

180

Gly

Gln

val

TYr

His

His

Gly

Arg

Thr

ser

Tyr

val

85

Leu

Leu

Leu

Lys

Arg

165

Arg

Glu

Trp

Pro

His

245

Gly

Ile

AsSh

Lys

Leu
325

GlIn

Trp

70

Kis

Gln

rhe

val

ASp

150

Met

Thr

Asn

val

val

230

Pro

Arg

cys

Trp

Thr

310

Ala

Pro

Phe

Asn

Arg

Arg

Gly

ser

Asn

Thr

val

Ile

215

Prao

aAla

Tyr

Asp

His

295

Gly

Ala

40

Cys

Asp

Ala

Glu

Leu

120

Cys

ser

Lys

His

ASn

200

ser

Pro

Phe

Pro

Glu

280

His

val

Ile

Thr
Gln
Leu
Arg
105
val
Arg
Tyr
Ala
His
185
Met
Ala
Lys
Ile
Ser
265
val

Tyr

His

Asn
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Cys

Arg

Met

20

Lys

Pro

Arg

Gly

Pro

170

Leu

val

Thr

ile

LysS

Thr

Asp

Trp

ASD

LysS

Arg

phe

75

Glu

Pro

Gly

Cys

Pro

155

Thr

val

Leu

Thr

Lys

TYFP

Gly

Leu

Glu

Gly

315

Ile

His

60

AsSn

Glu

Asn

Asn

Ala

140

Glu

val

Tyr

val

Thr

220

val

val

Ile

Tyr

Asn

300

ASp

Arg

45

Cys

LyS

Asp

Asn

val

125

val

Ile

Gly

Pro

Pro

205

Gly

LYs

Phe

Leu

Gly

285

Asn

Phe

Ile

101

Ile

Thr

Thr

Leu

110

Asp

val

ASp

Phe

Glu

190

Phe

Thr

Gln

ASD

Ser

270

Phe

Pro

Glu

Phe

Ser

Met

Pro

Gly

sar

Glu

175

ser

Lys

Ile

Glu

ASNn

253

Ile

Gly

ser

Tyr

Lys

Gin

Gin

80

Arg

Asp

Met

Asn

His

160

Ala

phe

Thr

Thr

LYyS

240

Trp

Ile

Ala

Ala

Asn

320

Gly



<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Tet val Thr Leu

Leu

val

Asn

ile

65

Thr

The

Leu

Asp

val

145

Asp

Phe

Glu

Phe

Ala

Leu

50

Gly

Met

Tyr

ASn

Pro

130

Gly

ser

Gclu

Ser

Ite

Thr

35

Lys

Gln

Gln

Arg

ASp

115

Met

Asn

His

Ala

Phe
195

Phe

20

Thr

Arg

Arg

Pro

Trp

Thr

Leu

Ser

Asp

Asp

180

Arg

Arg
5

Lys

Arg

Thr

Leu Thr Ser Phe

Trp

Leu

Lys

Leu

85

Trp

Ile

Glu

Gly

Pha

165

val

Glu

Phe

Ile

Leu

70

Leu

Leu

LYyS

Lys

Asn

150

val

Gly

Leu

Pro

Lys

55

Ser

Thr

Arg

Glu

Leu

Thr

Gly

Lys
40

His
Ala
Ala
Leu
Leu
120
Ser
Arg
Arg

Lys

Asp
200

Leu

phe

25

Gln

arg

Trp

Gln

Gin

105

Phe

val

Glu

Met

Thr

185

ASN
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Lys

Leu

Met

Pro

Phe

Asn

90

Al"g

Arg

Gly

Ser

Asn

170

Thr

val

val

Asn

val

cys

ASD

75

Ala

Glu

val

Cys

Ser

155

Lys

His

ser

Leu

Tyr

Leu

Thr

60

Glu

Leu

Lys

val

Arg

Tyr

Ala

His

Met

Thr

ser

Glu

45

cys

Arg

Leu

Lys

pro

125

Arg

Gly

Pro

Leu

Ile

102

Phe

His

30

Leu

Thr

rhe

Glu

Pro

110

Gly

Cys

Pro

Thr

val

190

Leu

Leu

15

Thr

Ser

His

ASN

Asp

95

ASn

ASn

Ala

Glu

Ala

175

TYyr

val

val

Met

Glu

Cys

Gln

80

ASp

Ash

val

val

Tle

160

Gly

Pro

Pro
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Phe Lys Thr Ile Asp Leu Glu Trp val val ser Ala Ile Thr Thr Gly
210 215 220

Thr Ile Ser His Thr Tyr Ile Pro val Pro Ala Lys Ile Arg val Lys
225 230 235 240

Gln Asp Lys Ile Leu Ile Tyr His Pro Ala Phe Ile Lys Tyr val phe
245 250 255

ASp Asn Trp Leu G1n Gly His Gly Arg Tyr Pro Ser Thr Gly Ile Leu
260 26% 270

ser val Ile phe ser Met His val Cys Asp Glu val As? Leu Tyr Gly
275 280 28

Phe Gly Ala Asp Ser Lys Gly Asn Trp His His Tyr Trp Glu Asn Asn
2930 Y 29% P 300

Pro ser ala Gly ala phe Arg Lys Thr Gly val His Asp Ala Asp Phe
305 310 315 320

Glu Ser Asn val Thr Ala Thr Leu Ala Ser Ile Asn Lys Ile Arg Ile
325 330 335

phe Lys Gly Ar
340

<210> 41

<211> 350

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

get Lys Cys Ser geu Arg val Trp Phe igu ser val Ala Phe i?u Leu

val Phe Ile Met Ser Leu Leu Phe Thr Tyr Ser His His Ser Met Ala
20 25 30

Thr Leu Pro Tyr Leu Asp Ser Gly Ala Leu Asp Gly Thr His Arg val
35 40 45

Lys Lgu val Pro Gly Tyr ?'éa Gly Leu GIn Arg Egu Ser Lys Glu Arg
S

‘Iggu Ser Gly Lys Ser %s Ala Cys Arg Arg Cys Met Gly Asp Ala g'ly
0

Ala Ser Asp Trp Phe Asp Ser His Phe Asp Gly Asn Ile ser Pro val
85 90 95

103



Trp

Mmet

Glu

AsSp

145

Ley

Met

Ser

PFro

Leu

225

Ala

Tyr

His

Arg

Met

Thr Arg
Met Leu

115
Lys Leu
Pro His
Arg Gly
Arg Met
Arg Thr

195

Ala Asn
210

Trp Ile
Pro val
Asn Pro
Gly Arg

275

val Cys
290
ASNn Trp

Lys Thr

Leu Ala

<210> 42

<211> 444
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 42

GTu

100

Gln

Phe

Gln

Ser

Asn

180

The

val

Ala

Lys

Ala

260

TYr

Asp

His

Gly

Lys

Asn

Pro

Gin

Cys

Gly

Gln

His

ser

ser

ser

245

Phe

Pre

Glu

His

val

325

Ala

Met

Gln

Ile

Arg

Tyr

Ala

His

Phe

Ala

Phe

Phe

Ser

val

Tyr

310

His

Ser

ASp

Phe

val

135

Arg

Gly

Pro

Phe

val

215

Leu

Leu

Lys

Thr

Asn

295

Trp

ASp

Lys

Leu

Lys

Pro

Cys

GIn

Thr

Met

200

Leu

Ser

Arg

Tyr

Gly

val

Glu

Ala

Ile

Pro

105

ser

Gly

Ala

Asp

val

185

Tyr

val

Thr

val

Ile

265

Met

Tyr

Asn

ASp

Glu
345
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Pro

His

Glu

val

val

170

Gly

Pro

Pro

Gly

Asp

250

His

Leu

Gly

Asn

phe

330

val

Asp

Asn

Asn

val

155

Asp

Phe

Glu

Phe

Gln

Lys

Asp

val

Phe

Arg

315

Glu

Tyr

val

Thr

Pre

140

Gly

Gly

GTu

ser

LyS

Ile

Glu

Arg

Leu

Gly

Tyr

Ala

Arg

Gln

AsSn

125

Tyr

Asn

His

Gin

Ala

205

val

Arg

Lys

Trp

Phe

285

Ala

Ala

His

Gly

104

Arg

110

Glu

Arg

Ser

ASn

AsSp

190

Lys

Leu

Phe

val

Thr

270

Phe

Asp

Gly

Ile

Ash
350

Trp

val

Phe

Gly

phe

175

val

Asn

Asp

Thr

Gln

255

Glu

Ala

ser

6lu

Ile

Trp

Leu

Arg

Asn

160

Ile

Gly

Leu

Leu

TYyr

240

Tle

His

Leu

Arg

Phe

320

Asp



Met
i
phe
Leu
Gln
Gly
65
Leu
Leu
Pro
Ala
Thr
145
Sar
Met
val
Leu

225

Lys

Gly Leu Leu ga1

Leu

Gln

Glu

50

Gln

Asp

Asp

Ala

Phe

130

Lys

Ala

Phe

Pro

sar

210

Cys

ser

val

Trp

35

Lys

Thr

Ser

Cys

Ser

115

Ala

Tyr

Leuy

Leu

Pro

195

va'l

Arg

Leu

Leu

20

Glu

Pro

Leu

Lys

Ile

100

His

Leu

ala

Met

Asp

180

Phe

Thr

Arg

Gly

Gly

Glu

val

Gly

Leu

85

Leu

Pro

Gly

Asn

Thr

165

AsSp

Gly

Lys

Cys

ser
245

Phe

Phe

Asp

Ata

ser

70

ser

Glu

Leu

Phe

Phe

150

Alz

Ser

Ile

Glu

Iie

Arg

val
Ley
ser
Glu
Pro
Ser
Gly
Leu
135
ser
Ile
Phé
Lys
Tyr

Ile

Ile

Arg

Tyr

sar

40

ser

TYr

Arg

Pro

Ile

120

Lys

Glu

Phe

Arg

Gly

200

Arg

val

ASp

Asn
3
Lys
val
Asp
Thr
Gly
teu
Leu
Gly
Pro
Lys
185
Gln
Leu
Giy

Asp
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Leu
10

ser
Tyr
val
Arg
Leu
90

Glu
Lys
Pro
Ala
Apr

17

Tre
Asp
Thr

ASn

Tyr

Leu
Ala
ser
Leu
o
Cys
Pra
ser
Arg
it
Phe
Ala
Asn
Pro

Gly

ASp

Leu

Trp

His

Ser

60

Gly

Thr

Lys

Leu

Pro

140

Lys

ser

Arg

Leu

aAla

220

Gly

ile

Ala

Lys

Ser

45

Phe

rhe

val

Lys

ser

125

Ala

Pro

LyS

Ile

Ile

205

Leu

val

val

105

Leu

Leu

sar

Asp

Leu

val

Leu

110

Glu

Glu

Gly

Pro

Arg

190

Lys

Asp

Leu

val

Cys
15

His
Ser
Ser
Leu
Phe
95

Leu
Asp
Leu
Tyr
Ala
175
Glu
Ala
Sear

Ala

Arg

Leu

Leu

Pro

Ala

Asn

80

Gly

Met

Thr

ala

Ala

160

Pro

Phe

Ile

Ley

Asn

240

Leu



Asn

Thr

Tyr

Phe

305

ASp

Glu

Leu

Pro

Glu

385

Pro

Trp

Ser

Leu

Glu

290

Lys

Gly

Ile

Ile

Thr

370

val

Leu

Thr

Ala

Arg

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly

Leu

Ala

His

His

Lys Ala Arg
43§

<210> 43

<211> 390
5 <212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Pro

260

Ile

Asp

Leu

Tep

Ile

340

Leu

Gly

val

Tyr

ASN

420

val

val

Thr

Ser

Lys

Lys

Leu

Pro

ser

Ala

Tyr

405

Ile

Ile

Met Gly reu Leu val
1 5

Phe Leu val Leu Gly
20

Leu Gln Trp Glu Glu
35

GIn Glu Lys Pro val

10

Lys

TYrF

Leu

Tyr

310

ser

Asn

Phe

val

Gly

Glu

Gin

Thr

Phe

Phe

Asp

Ala

Gly

Pro

Phe

295

Ile

val

Pre

Asn

Ala

Phe

Thr

Arg

Asp

val

Leu

ser

Asp

Phe

Glu

280

val

val

Ala

Tyr

Asn

360

val

Gly

val

Glu

Leu
440

Arg
Tyr
Ser
40

Ser

Glu

265

Gly

Leu

Tyr

Thr

Phe

345

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys

ser

Asn
Tyr
25

Lys

val
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Lys

Ala

ala

Lys

Arg

ITe

Leu

Met

Asp

mMet

410

Glu

ser

Leu

10

ser

Tyr

val

ASD

Met

Gly

Giu

val

G1n

Met

Ala

Met

395

ala

Phe

Gly

Leu

Ala

ser

Leu

val

Gln

Phe

300

Arg

Pro

Glu

Gly

Leu

380

Ser

Ala

Leu

Ile

Leu

Trp

His

Ser

Gly

Arg

285

Lys

val

Lys

Ala

Ar

36

His

Thr

Ile

Arg

Ala
Lys
Ser
45

phe

106

Ser

270

Pro

Trp

Ser

Glu

Ala

Gly

Gly

Pro

Lys

Lys
430

Leu
Leu
30

Ser

Asp

Lys
Glu
Glin
Ala
335
Phe
Asn
Cys
Asn
Glu

415

Leu

cys
i

His
ser

ser

Thr

Gln

Asp

Ser

320

Pro

Thr

Ile

Asp

ala

400

ser

val

Leu

Leu

Pro

Ala



Gly

65

Leu

Ser

Ile

Phe

Lys

Tyr

Ile

Gly

Pro

225

Phe

Ile

val

Pre

Asn

305

Ala

50

Gln

Asp

Glu

Phe

Arg

130

Gly

Arg

val

Asp

Phe

210

Glu

val

val

Ala

Tyr

290

Asn

val

Thr

ser

Gly

Pro

115

Lys

Gln

Leu

Gly

ASp

195

Glu

Gly

Leu

Tyr

Thr

275

Phe

Gly

Thr

Leu

Lys

Ala

100

Arg

Trp

ASp

Thr

AsSn

180

Tyr

Lys

Ala

Ala

Lys

260

Arg

Ile

Leu

Met

Gly

Leu

85

Cys

Phe

Ala

ASn

Pro

165

Gly

Asp

Asp

Met

Gly

Glu

val

GIn

Met

Ala

ser

Pro

Lys

ser

Arg

Leu

150

Ala

Gly

e

val

GIn

230

Fhe

Arg

Pro

Glu

Gly

310

Leu

55

Glu

Ala

Pro

Lys

Iie

Tle

Leu

val

val

Gly

Arg

Lys

val

Lys

Ala

295

Arg

His
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Tyr Asp Arg

Glu

Gly

Pro

120

Arg

Lys

ASD

Leu

val

200

Ser

Pra

Trp

Ser

Glu

Ala

Gly

Gly

Leu

TYr

Ala

Glu

Ala

ser

Ala

185

Arg

Lys

Glu

GIn

Ala

265

Pro

Phe

Asn

cys

Ala

90

Ala

Pro

Phe

Ite

Leu

170

Asn

Leu

Thr

Gln

Asp

250

Ser

Pro

Thr

Ile

Asp

Leu
75
Thr
Ser
Met
val
Leu
1535
Arg
Lys
aAsn
Thr
TYr
235
Phe
Asp
Glu
Leu
Pro

315

Glu

60

Gly Phe

Lys Tyr

Ala teu

Phe Leu
125

Pro Pro
140

ser val

Cys Arg

Ser Leu

Ser ala

205

Leu Arg
220

Glu Arg

Lys Trp

Gly Phe

Ile Ar

28

Ile Gly
300

Thr Leu

val Ala

107

Leu

Leu

Ala Asn

95

Met Thr

110

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

1le

Asp

Leu

270

Ile

Leu

Gly

val

ASp

Gly

Lys

Cys

175

Ser

val

Thr

Ser

Lys

Lys

Leu

Pro

ser

Ala

Asn

80

Phe

Ala

ser

Ile

Glu

160

Ile

Arg

Lys

Tyr

Leu

240

Tyr

Ser

Asn

Phe

val

320

Gly



10

15

325

Phe Gly Tyr Asp Met
340
Thr val Arg Met Ala
355

Arg Glu Lys Glu Phe
9 370 Y

Asp Leu Ser Ser Gly

385

<210> 44

<211>170

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Tet Gly Leu Leu ¥a1

pPhe reu val Leu Gly
20

Leu GIn Trp Glu Glu
35

Gln Glu Lys Pro val
50

Gly GIn Thr Leu Gly
65

Leu Asp Ser Lys ggu

ser Glu Gly Ala Cys
100

Ile Phe Pro Arg Phe
115

Phe Arg Lys Trp Ala
13

Lys Gly Gln val Leu

145

ala 6lu Ala Gly Glu
165

<210> 45

<211> 429

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

ser

Ala

Leu

Phe

Phe

Asp

Ala

Ser

70

Pro

Lys

Ser

Arg

AsSD

150

ser

Thr

Ile

Ar
37

val

Leu

ser

ASp

55

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

135

Ala

Ser

Pro

Arg

Tyr

ser

40

ser

Tyr

Glu

Gly

Pro

120

Arg

Gln

Arg

Asn
345
Glu

Leu

Asn

Ty

Lys

val

AsSD

Leu

Tyr

105

Ala

Glu

Tyr

His
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330

Ala
Ser

val

Leu
10

ser
Tyr
val
Arg
Ala
90

Ala
Pro
Phe

Pro

His
170

Pro Leu His Tyr

35¢

Trp Thr His Asn
365

Lys

Leu

Ala

Ser

Leu

Leu

75

Thr

ser

Met

val

Ala

Ala Arg val
380

Leu

Trp

His

ser

60

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

140

Arg

Ata Leu

Lys Leu
30

Ser Ser
45

Phe Asp

phe Leu

Tyr Ala

Leu Met

110

Leu Asp
125

Pro Phe

Glu Arg

108

335

Tyr Glu

Ile GIn

Ile Thr

Cys

His

ser

ser

Leu

ASn

95

The

Asp

Gly

val

Leu

Leu

Proc

Ala

ASn

8¢

Phe

Ala

Ser

Ile

ser
160



Met
1
Phe
Leu
Ala
Ash
65
Gly
Met
Thr
Ala
Ala
Pro
Phe
Ile

Leu

Asn
225

Gly

Leu

Gln

Gly

50

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

130

Ser

Met

val

Leu

Ar

21

LYs

Leu

val

Trp

35

Gln

Asp

AsSp

Ala

Phe

115

Lys

Ala

Phe

Pro

ser

195

Cys

Ser

Leu

Leu

20

Glu

Thr

ser

Cys

Ser

100

Ala

Tyr

Leu

Leu

Pro

180

val

Arg

Leu

val
5
Gly
Glu
Leu
LyS
Ile
85
His
Leu
Ala
Met
ASp
165
Phe
Thr

Arg

Gly

Phe

Phe

Asp

Gly

Leyu

70

l.eu

Pro

Gly

Asn

Thr

150

ASp

Gly

Lys

Cys

ser
230

val

Leu

Ser

ser

55

Ser

Glu

Leu

Phe

Phe

135

Ala

ser

Ile

Glu

Ile

215

Arg

Arg

Tyr

Asn

40

Glu

Pro

Ser

Glu

Leu

120

ser

Ile

Phe

LYS

Tyr

200

Ile

Ile

Asn
B
Ser
Tyr
Arg
Pro
f
Lys
Glu
Phe
Arg
Gly
Arg

val
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Leu
10

Ser
val
Asp
Thr
Gly
90

Leu
Leu
Gly
Pro
Lys
170
Gln

Leu

Gly

ASp ASp

Leu

Ala

val

Arg

Leu

75

Glu

Lys

Pro

Ala

Ar

15

Trp

ASp

Thr

Asn

TYr
235

Leu

Trp

Leu

Leu

60

Cys

Pro

ser

Arg

Cys

140

Phe

Ala

ASN

ero

Gly

Asp

Ala
Lys
ser
45

Gly
Thr
Lys
Leu
Pro
125
Lys
Ser
Arg
Leu
Ala
205

Gly

Ile

109

Leu

Leu

30

Phe

Phe

val

Lys

ser

110

Ala

Pro

Lys

Ile

Ile

190

Leu

val

val

cys

His

ASp

Leu

val

Leu

95

Gclu

Glu

Gly

Pro

Ar

17

Lys

ASp

Leu

val

Leu
Leu
Ser
Leu
Phe
80

Leuw
ASp
Leu
TYr
Ala
160
Glu
Ala
ser

Ala

Ar
24
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Leu Asn Ser Ala Pro val Lys Gly Phe Glu Lys Asp val Gly Ser Lys
245 250 255

Thr Thr Leu Arg Ile Thr Tyr Pro Glu Gly Ala Met Gln Arg Pro Glu
26 265 270

GIn Tyr Glu Arg Asp Ser teu Phe val Leu Ala Gly Phe Lys Trp GIn
275 280 285

Asp Phe Lys Trp Leu Lys Tyr Ile val Tyr Lys Glu Arg val Ser Ala
290 295 300

ser Asp Gly Phe Trp Lys Ser val Ala Thr Arg val Pro Lys Glu Pro
305 310 31 320

Pro Glu Ile Arg Ile Leu Asn Pro Tyr Phe Ile GIn Glu Ala ala Phe
325 330 335

Thr Leu Ile Gly Leu Pro Phe Asn Asn Gly Leu Met Gly Arg Gly Asn
340 345 35

Ile Pro Thr Leu Gly Ser val Ala val Thr Met Ala Leu His Gly Cys
355 360 365

Asp Glu val Ala val Ala Gly Phe Gly Tyr Asp Met Ser Thr Pro Asn
370 37 380

Ala Pro Leu His Tyr Tyr Glu Thr val arg met Ala Ala Ile Lys Glu

385 390 395 400
Ser Trp Thr His Asn Ile Gln Arg Glu Lys Glu Phe Leu Arg Lys Leu
405 410 415
val Lys Ala Arg val Ile Thr Asp Leu Ser Ser Gly Ile
420 425
<210> 46
<211> 375
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 46
met Gly Leu Leu val Phe val Arg Asn Leu Leu Leu Ala Leu Cys Leu
1 5 10 15

Phe Leu val 58u Gly Phe Leu Tyr ;gr Ser Ala Trp Lys ;8“ His Leu

Leu Gln ;;p Glu Glu Asp Ser 23" Ser val val Leu igr Phe asp Ser

110



Ala

Asn

65

phe

Ala

ser

Ile

Glu

145

Ile

Arg

Lys

Leu

225

TYyr

Ser

ASn

Phe

val
305

Gly

Glu

Gn

Thr

<210> 47

Gly
50
Leu
Ser
Ile
Phe
R
Tyr
Ile
Ile
Gly
Pro
Phe
Ile
val
Pro
ASn

290

Ala

Phe
Thr
Arg

Asp
370

GIn
Asp
91u
Phe
Arg
Gly
Arg
val
Asp
s
Glu
val
val
Ala
%

Asn

val

Gly

val

Thr

Ser

Gly

Pro

100

Lys

Gin

Leu

Gly

Asp

180

Glu

Gly

Ley

TYyr

Thr

260

Phe

Gly

Thr

Tyr

Ar
34

Lys

Ser

Leu Gly ser

Lys

Ala

85

Arg

Trp

Asp

Thr

Asn

165

Tyr

Lys

Ala

Ala

Lys

Arg

Ile

Leu

Met

Asp Met Ser Thr Pro Asn Ald Pro Leuy His T§
325 330 3

Leu

70

Cys

phe

ala

Asn

Prec

150

Gly

Asp

Asp

Met,

Gly

Glu

val

Gln

Met

Ala
310

55

Pro

Lys

ser

Arg

Leu

135

Ala

Gly

Ile

val

Gln

fhe

Arg

Pro

Glu

Gly

295

Leu

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

120

ITe

Leu

val

val

Gly

Arg

Lys

val

Lys

Ala

280

Arg

Tyr

Glu

Gly

Pro

105

arg

Lys

Asp

Lau

val

185

Ser

Pro

Trp

ser

Glu

265

aAla

Gly

ES 2659 118 T3

Asp
Leu
Y
Ala
Glu
Ala
ser
1
Arg
Lys
Glu
GIn
Ala
Pro

phe

Asn

His Gly Cys

Arg

Ala

75

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

155

Asn

Leu

Thr

Gln

As

23

Ser

Fro

Thr

Ile

Asp
315

Leu

60

Thr

Ser

Met

val

Leu

140

Arg

LyS

Asn

Thr

Tyr

220

Phe

ASD

Glu

Leu

Pro

300

Gly

LyS

Ala

Phe

Pro

125

Ser

Cys

sSer

Ser

Leu

205

Glu

Lys

Gly

Tle

Ile

285

Thr

Phe
Tyr
Leu
Leu
110
Pro
val
Arg
Leu
Ala
190
Arg
Arg
Trp
Phe
Arg
270
Gly

Leu

Glu val Ala

Leu

Ala

Met

95

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

Ile

Asp

Leu

Trp

255

1le

Leu

Gly

val

Leu

ASn

80

Thr

Asp

Gly

Lys

Cys

ser

val

Thr

ser

Lys

Lys

Leu

Pro

Ser

Ala
320

r Tyr
5

Met Ala Ala Ile Lys Glu Ser Trp Thr His Asn Ile
345 350

Glu Phe Leu Arg Lys Leu val Lys Ala Arg val Ile
360 365

ser Gly Ile
375

111



10

<211> 277
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 47

Met Gly Leu Leu val
1 5

Phe

Leu

Ala

Asn

65

Phe

Ala

ser

Ile

Glu

145

Ile

Arg

Lys

TYr

Leu

225

Tyr

Glu

Leu

Leu

‘Gln

Gly
50

Leu
Ser
Ile
Phe
Lys
130
Tyr

Ile

Ile

Gly
Pro
210
Phe
Ile

Lys

Ser

val

Trp

35

Glin

ASp

Glu

Pha

AT

i1

Gly

Arg

val

Asp

Phe

195

Glu

val

val

Glu

Ser
275

<210> 48

<211> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Leu
20

Glu
Thr
ser
Gly
Pro
100
LYS
Gin
Leu

Gly

Asp

180

Glu
Gly
Leu
Tyr
Ph

e
260

Gly

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala

85

Arg

Trp

ASP

Thr

AsSNn

165

Tyr

Lys Asp val Gly Ser
200
Ala met Gin Arg Pro
215

Ala Gly phe Lys Trp Gln Asg Phe Lys Trp Leu Lys
230 23

Phe

Phe

Asp

Gly

Leu

70

Cys

Phe

Ala

Asn

Pro

150

Gly

Asp

val

Leu

ser

ser

Pra

Lys

ser

Arg

Leu

135

Ala

Gly

Ile

Arg

Tyr

ASN

40

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

Ile

Leu

val

val

Asn

Tyr

25

ser

Iyr

Glu

Gly

Pro

105

Arg

Lys

Asp

Leuy

val

ES 2659 118 T3

Leu

10

Ser

val

ASp

Leu

Glu

Ala

ser

Ala

170

Arg

185

Leu

Ala

val

Arg

Ala

73

Ala

Pro

Phe

Ile

Leu

155

AsSn

Leu

Leu

Trp

Leu

Leu

60

Thr

ser

Met

val

Leu

140

Arg

Lys

Asn

Ala

Lys

Ser

43

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

125

ser

Cys

Ser

ser

Leu

Leu

30

Phe

Phe

Tyr

Leu

Leu

110

Pra

val

Arg

Leu

Ala

Cys

His

ASp

Leu

Ala

Met

95

Asp

Phe

Thr

Arg

Gly

175

Pro

190

205

Leu

Leu

Ser

Leu

ASn

80

Thr

ASp

Gly

Lys

Cys

160

ser

val

tys Thr Thr Leu Arg Tle Thr

Glu GIn Tyr Glu Arg Asp Ser
220 9

240

255

Lys Glu Arg val Ser Trp Thr His Asn Ile GIn Arg
245 250

Leu Arg Lys Leu val
265

Ile

Lys Ala Arg val

112

270

Ile Thr Asp
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<400> 48
Tet Gly Leu

Fha

Leu

Ala

ASn

65

Phe

Ala

Ser

Ile

ser
145

Leu

Gln

Gly

50

Leu

Ser

Ile

Phe

Lys

Ala

<210> 49

<211> 413

val

Trp

35

Gln

ASp

Glu

Phe

Arg

115

Gly

Glu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 49

Leu

Leu

20

Glu

The

Sepr

Gly

Pro

100

Lys

val

Gly

Glu

Leu

Lys

ala

85

Arg

Trp

Gln val

Phe val

Phe Leu

Asp Ser

Gly ser

55
Leu Pro
70
Cys Lys
Phe Ser

Ala Arg

Leu Asp
135

Arg

Tyr

Asn

40

Glu

Ala

Pro

Lys

Ile

120

Ala

ES 2659 118 T3

Asn

Tyr

25

Ser

TYyr

Glu

Gly

Pro

105

Arg

GlIn

Leu

10

Ser

val

AsSp

Leu

Glu

TYr

Leu

Ala

val

Arg

Ala

75

Ala

Pro

Phe

Pro

Leu

Trp

Leu

Ley

60

Thr

ser

Met

val

Ala
140

Ala Gly Glu Ser Ser Arg His His
150 155

113

Ala

Lys

Ser

45

Gly

Lys

Ala

Phe

Pro

125

Arg

Leu

Leu

30

Phe

Phe

TYyr

Leu

Leu

110

Pro

Glu

Cys

15

His

Asp

Leu

Ala

Met

95

Asp

Phe

Al'g

Leu

Leu

Ser

Leu

Asn

80

Thr

Asp

Gly

val



Met
1
Phe
Leu
ASn
Gly
65
Met
Thr
Ala
Ala
Pro
145
Phe
Ile

Leu

Asn

Gly

Leu

Gln

Leu

50

Leu

Pro

Ala

Thr

Ser

130

Met

val

Leu

Arg

Lys
210

Leu

val

Trp

35

ASp

Asp

Ala

Phe

Lys

Ala

Phe

Pro

Ser

Cys

195

ser

Leu

Leu

20

Glu

ser

Cys

Ser

Ala

100

TY"r

Leu

Leu

Pro

val

180

Arg

Leu

val
S
Gly
Glu
Lys
Ile
His
85
Leu
Ala
Met
Asp
Phe
165
Thr

Arg

Gly

Phe

Phe

ASp

Leu

Leu

70

Pro

Gly

Ash

The

Asp

150

Gly

Lys

Cys

ser

val

Leu

ser

Leu

Phe

rhe

Ala

135

Ser

Ile

Glu

Ile

Arg
215

Arg

Tyr

Ser

Glu

Leu

Ser

120

Ile

Phe

LYyS

Tyr

Ile

200

Ile

Asn

Tyr

Arg

Pro

e

Lys

105

Glu

Phe

Arg

Gly

Ar

18

val

ASp

ES 2659 118 T3

Leu
10

ser
ASp
Thr
Gly
Lew
90

Leu
Gly
Pro
Lys
Gln
170
Leu

Gly

ASp

Leu

Ala

Arg

Leu

Glu

75

Lys

Pro

Ala

Arlg

Asp

Thr

Asn

Tyr

Leu

Trp

Lel

cys

Pro

ser

Arg

cys

Phe

140

Ala

ASN

Pro

Gly

Asp
220

Ala
Lys
s
Thr
Lys
Leu
Pro
%3
ser
Arg
Leu
Ala
Gly

Ile

114

Leu

Leu

30

Phe

val

LyS

ser

Ala

110

Pre

Lys

Ile

Ile

Leu

190

val

val

Cys
15

His
Leu
val
Leu
Glu
95

Glu
Gly
Pro
Arg
Lys
Asp

Leu

val

Leu

Leu

Leu

Phe

Leu

80

Asp

Leu

Tyr

Ala

Glu

160

Ala

ser

Ala

Arg



ES 2659 118 T3

Leu Asn Ser Ala Pro val Lys Gly Phe Glu Lys Asp val Gly Ser Lys
225 230 235 240

Thr Thr Leu Arg Ile Thr Tyr Pro Glu Gly Ala Met GIn Arg Pro Glu
245 250 255

Gin Tyr Glu Arg Asp Ser Leu Phe val Leu Ala Gly Phe Lys Trp Gln
26 265 270

Asp Phe Lys Trp Leu Lys Tyr Ile val Tyr Lys Glu Arg val Ser Ala
275 280 285

ser Asp Gly phe Trp Lys Ser val ala Thr Arg val Pro Lys Glu Pro
290 295 300

Pro Glu Ile Arg Ile Leu Asn Pro Tyr Phe Ile GIn Glu Ala Ala phe
305 310 315 320

Thr Leu Ile Gly Leu Pro Phe Asn Asn Gly Leu Met Gly Arg Gly Asn
325 330 335

Ile Pro Thr Leu Gly Ser val Ala val Thr Met Ala Leu His Gly Cys
340 345 350

Asp Glu val Ala val Ala Gly Phe Gly Tyr asp Met Ser Thr Pro Asn
355 360 365

Ala Pro Leu His Tyr Tyr Glu Thr val Arg Met Ala Ala Ile Lys Glu

370 375 380
Ser Trp Thr His Asn I7e GIn Arg Glu Lys Glu Phe Leu Arg Lys Leu
385 390 395 400
val Lys Ala Arg val Ile Thr Asp Leu Ser Ser Gly Ile

405 410

<210> 50
<211> 359
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 50
Met Gly Leu teu val phe val arg Asn Leu Leu Leu Ala Leu Cys Leu
1 5 10 15

phe Leu val Egu Gly Phe Leu Tyr ;gr Ser Ala Trp Lys ;eu His Leu

Leu G1n ;gp Glu Glu Asp Ser Lys Tyr Asp Arg Leu Gly Phe Leu Leu

115



ASn

Phe

65

Ala

Ser

Ile

Glu

Ile

145

Arg

Lys

Tyr

Leu

TYr

ser

Asn

Phe

val

Gly
305

Glu

Gln

Leu

50

Ser

Ile

Phe

Lys

Tyr

130

Ile

Ile

Gly

Pro

Phe

210

Ile

val

Pro

Asn

Ala

290

Phe

Asp

Glu

Phe

Arg

Gly

Arg

val

Asp

Phe

Glu

195

val

val

Ala

Tyr

Asn

275

val

Gly

Thr val

Arg Glu

Thr Asp Leu

<210> 51
<211>139
<212> PRT

355

Ser

Gly

Pro

Lys
Ala

Arg
85

Ley

Cys

Phe

Lys Trp Ala

100

Gln

Leu

Gly

Asp

Glu

180

Gly

Leu

TYr

Thr

Phe

260

Gly

Thr

Tyr

Arg

Lys
340

Ser

Asp
Thr
Asn
TY

165
Lys
Ala
Ala
Lys
Ar

24

Ile
Leu

Met

ASp

Met
325

Glu

Ser

Asn

Pro

Gly

Asp

Asp

Met

Gly

Glu

230

val

GIn

Met

Ala

Met
310

Ala

Phe

Gly

Pro

35

Lys

Ser

Arg

Leu

Ala

135

Gly

Ile

val

GIn

Phe

215

Arg

Pro

Glu

Gly

Leu

295

ser

Ala

Leu

Ile

Ala

Pro

Lys

Ile

Ile

120

Leu

val

val

Gly

Arg

Lys

val

Lys

Ala

Ar

28

His

Thr

Ile

Arg

Glu

Gly

Pro

Ar

10

Lys

Asp

Leu

val

Ser

185

Pro

Trp

ser

Glu

Ala

265

Gly

Gly

Pro

Lys

Lys

ES 2659 118 T3

Leu

Tyr

Ala

90

Glu

Ala

ser

Ala

Ar

17

Lys

Glu

Gln

Ala

Pro

250

Phe

Asn

Cys

Asn

Glu
330

Ley

Ala

Ala

75

Pro

Phe

Ile

Leu

Asn

155

Leu

Thr

Gln

Asp

ser

235

Pro

Thr

Ile

Asp

Ala
315

Thr

60

Ser

Met

val

Leu

Arg

Lys

Asn

Thr

Tyr

Phe

220

ASp

Glu

Leu

Pro

Glu

300

Pro

Lys

Ala

Phe

Pro

ser

125

cys

ser

Ser

Leu

Glu

205

Lys

Gly

Ile

Ile

Thr

285

val

Leuy

ser Trp Thr

val Lys ala

116

Tyr

Leu

Leu

Pro

110

val

Arg

Leu

Ala

Ar

19

Arg

Trp

Phe

Arg

Gly

Leu

Ala

His

Ala

Mat

ASp

95

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

175

Ile

Asp

Leu

Trp

Ile

255

Ley

Gly

vatl

Tyr

His Asn

335

Arg val

350

Asn
Thr
80
ASp
Gly
Lys
Cys
ser
160
val
Thr
ser
LYS
Lys
240
Leu
Pro
Ser
Ala
Tyr
320

Ile

Ile
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<213> Homo sapiens

<400> 51
?et Gly Leu Leu

Phe

Leu

Asn

Phe

65

Ala

Ser

Ile

sSer

<210> 52

Leu

Gln

Leu

50

Ser

Ile

Phe

Lys

ala
130

val

Trp

35

ASp

Glu

Phe

Arg

Gly

115

Glu

<211> 331
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 52

Leu

20

Glu

ser

Gly

Pro

Lys

Gln

Ala

val Phe
5

Gly Phe
GTu Asp
Lys Leu
Ala Cys
Arg Phe
85

Trp Ala

val Leu

Gly Glu

Tet Arg Gly Tyr geu val

Tyr val Leu gas Ccys Ile

val

Leu

ser

Pro

55

Lys

ser

Arg

Asp

Ser
135

Ala

Leu

Arg
Tyr
i
Ala
Pro
Lys
Ile
Ala

120

ser

Ile

Trp

Asn
TYyr
2

Tyr
Glu
Gly
Pro
Arg
105

GIn

Arg

Phe

Gly
25

ES 2659 118 T3

Leu

10

ser

Asp

Leu

TYr

Ala

90

Glu

Tyr

His

Leu
10

Thr

Leu

Ala

Arg

Ala

Ala

75

Pro

Phe

Pro

His

Leu Ala

Trp Lys

Leu Gly

45

Thr Lys

60

Ser Ala

Met Phe

val Pro

Ala Arg

Leu

Leu

30

Phe

Tyr

Leu

Leu

Pro

110

Glu

Cys

15

His

Leu

Ala

Met

Asp

95

Phe

Arg

Leu

Leu

Leu

Asn

Thr

80

Asp

Gly

val

ser Ala val Phe &gu TYyr

Asn val Tyr ggp val Ala

117



10

Pro
Pro
o
Phe
Ala
Ile
Asn
Met
145
Thr
His
Asp
Asnh
GlIn
Ley
Pro

Glu

Pro

ala
305

Glu

<210> 53

val
Ala
50
Ala
Asp
Leu
Pro
Lys
0
Asn
Thr
Asn
Leu
Gly
Ile
Leu
Thr

val

Leu
290

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ala

Leu

ser

cys

Thr

Asn

Phe

Asp

Arg

195

Phe

Arg

His

Thr

His

275

His

His

Asn

<211>753
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 53

Met

Ala

Asp

Pro

Lys

100

Lys

Leu

Gly

Arg

Pro

180

Trp

Trp

Ile

Phe

Gly

Leu

Tyr

ASn

Leu

Lys

ser

Phe

Tyr

85

Leu

Lys

Gly

Pro

Leu

165

Asn

Leu

Lys

Leu

Pro

245

Ile

Ala

Tyr

val Thr Alza Glu GIn Leu g!']ttsa Leu Lys Asp Ile Ile

vai
325

Arg

Leu

Arg

70

Gcly

Gln

Cys

Glu

val

150

Phe

Thr

Leu

Lys

ASp

Lys

Ile

Gly

Gly

310

Arg

Leu

55

Lys

Met

ser

val

Lys

Leu

Tyr

Thr

Glu

Pro

215

Pro

val

Ala

phe

Asn

40

Arg

1le

Arg

Cys

val

120

Ile

Gly

Prec

val

Leu

200

Ala

Phe

Phe

Ile

Lys
280

Lys

Phe

Ala

Thr

Asp

105

val

Asp

His

Glu

Ile

185

Leu

Leu

Ile

Pro

Thr

265

Tyr

Asn Ala Thr

295
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Ile

His

Ser

ser

90

Leu

Gly

Ser

Glu

Ser

170

Ley

Met

Asn

Ile

Lys

250

Leu

Asn

Met

Gln

Gin

Leu

75

Ala

Phe

AsSh

Tyr

Glu

155

val

Thr

Gly

Leu

Arg

Asn

Ala

Phe

ser

Ile Asn Leu Thr GIn Asp
330

Pro

Phe

60

Tyr

Glu

Asp

Gly

Asp

140

Glu

Phe

Ala

Asp

Ile

220

Thr

Gln

Phe

ser

Gly

Tyr

Glu

Gly

val

val

ser

Phe

Lys

Tyr

Ala

Lys

Tyr

Asp
285

Leu

Pro

Ser

Phe

Phe

110

val

Ile

Gly

ASp

LYyS

Ile

Lys

Ala

Pro

Ile

Leu

Ser

Phe

ASp

Arg

95

ASp

Leu

Ile

Arg

Pro

175

Pro

Asn

Pro

Tyr

Lys

Cys

Lys

Lys

Leu

Lys

Leu

AsSn

Lys

Arg

Arg

160

Ile

His

Thr

Tyr

Glu

240

His

His

Ser

Ley Met Asn Lys Asn
300

118

320



Met
1
His
Glu
Asn
Thr
65
Leu
Phe
Ala
val
Phe
145
Ile

e

Arg

Glu

Glu

Lys

Arg

50

Glu

Ite

Asp

Ala

Leu

130

Asp

Leu

Arg

ser

Thr

Leu

AsSn

Ala

Pro

Asp

Ile

Met

115

Asn

Ala

His

His

Ala
195

His

TYr

Gly

Asp

Ala

Asp

Ash

100

val

Arg

Leu

Ile

Ala

180

Glu

Ala His

Phe Lys

Asn Ash

Tyr Ser

Phe Phe

70

Tyr Gly
85

Thr Arg
Glu Ser
Leu Lys
Ala Leu

150

Glu 61
165 Y

Ile Thr

Gln His

Leu

Lys

Arg

Lys

Glu

Asn

Leu

val

Pro

135

Ala

Gly

Lys

Leu

His

Ley

Leu

Thr

His

Gly

Asp

Thr

Glu

l.eu

Ile
200

Arg

ser

25

Leu

Ala

Asp

Tyr

Thr

105

Leu

Ile

Ser

val

Ala

ser
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Glu

10

ser

Arg

Pro

val

Arg

90

Ile

Ala

Met

Ala

Ser

170

His

Met

Gln

Lys

val

Ile

val

75

Met

val

Leu

Ile

Ala

Gly

Tyr

Cys

ser

Lys

cys

Met

60

val

Ile

Arg

val

val

140

Leu

The

His

Glu

Tyr

Lys

val

45

Phe

Leu

Glu

Gly

Lys

His

Met

Ile

val

Asp
205

119

Ala

Gin

30

Ala

Gly

Gly

Gin

Glu

110

Leu

Gly

Asn

Asp

cys

190

His

Gly

15

val

Thr

ITe

Ser

ASp

95

Asp

Pro

Asp

Ile

Asp

175

Cys

Asp

Pre

met

Cys

Lys

His

80

ASp

Glu

Asp

Arg

Arg

160

ser

Thr

Arg



Ile

225

Lys

Ile

ser

ser

Pro

305

Leu

Arg

Gin

Asp

Gin

Ile

LyS

His

Asn

TYyr

Leu

210

Lys

Cys

Lys

Phe

Lys

Asn

val

Glu

Tle

Thr

370

Tyr

Leu

Phe

ITe

Leu

450

Thr

Leu

ASp

Lys

His

Asn

Glu

Phe

Ala

val

Gly

Gin

Pro

Lys

Cys

Led

435

Arg

Glin

Ala

Tyr

Asp

Ser

260

LyS

Met

Arg

His

Gly

Arg

Asp

Cys

rhe

Phe

420

Glu

val

Phe

Gly

Met

Tyr

245

Ile

APrg

val

Ala

Glu

LYS

Ser

Leu

405

Pro

Thr

Ala

Asn

Cys

Ser

230

Ile

Lys

Thr

Arg

val

310

Gly

phe

Thr

Ile

LyS

390

Lys

Pro

Leu

Ile

ero
470

Pro

215

Ile

val

Met

Leu

val

295

Lys

Cys

Gly

Gly

Lev

373

Ile

Ser

val

ser

val

455

Lys

ser

1le

Ala

Phe

val

280

Met

His

Met

Thr

Glu

GIn

Tyr

Ile

Lys

Ala

440

Ser

Thr

Tyt

Arg

Leu

Glu

265

Leu

Arg

val

Ile

Pro

345

Asn

Ala

Gly

Asp

Glu

Leu

Met

Tyr
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ASp

Met

Gln

250

Leu

Phe

Lys

Pro

Gly

val

val

Leu

Asp

Leu

410

Asn

Ala

Lys

Glu

LYS

Trp

235

His

Thr

Pro

Lys

Phe

315

Asn

Ile

Leu

His

Ile

val

Gly

Glu
475

Leu

220

Leu

Pro

Leu

Asn

Gly

AsD

Ser

Asn

His

Leu

380

Asn

Glu

ser

Asp

Glu

460

Arg

Leu

Gly

val

Asp

Ile

285

Ile

Gln

ser

Leu

val

365

Gln

Ala

Pro

Gln

Leu

445

Ile

Ile

120

Ser

Asp

Thr

Ala

270

ASp

Glu

Phe

Cys

Gly

Arg

Phe

val

Leu

Asp

Gly

val

Ser

Ala
Asp
Thr
255
Leu
Ala
His
Ile
Gl

3%
Thr
ASD
Gly
Pro
Gln
415
Ile
Gly

Lys

Leu

Lys
val
240
ASD

Ile

Gly

GIn
320
val
Arg
Ala
Lys
Ar

40

Lys
Asp
Thr

Lys

Ile
480
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Leu

Arg

Glu

val

val

545

GIn

Ile

Phe

ASD

Met

625

Leu

His

Leu

His

His

705

Ser

Leu

Gln

Ile

Gly

53¢

ASD

Gly

Gly

Cys

Cys

610

Ala

val

Leu

Arg

Thr

690

Tyr

val

Leu

His

<210> 54

Met Cys val

Leu

val

515

Leu

Asn

Lys

Gly

Ala

595

ser

Leu

Glu

ile

Thr

675

Met

Ile

Gln

Gly

<211>722
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 54

Gly
500
val
Arg

Asp

Gly

Cys

Gln

Gly

Gin

660

Ala

AsSh

His

ASp

Ala
740

485

val

Leu

Thr

Gly

Gin

565

Ile

Glu

Gly

Arg

Met

645

Ala

Gly

Pro

Ile

val

725

Ala

Glu

Ala

Ala

Gly Ile Ser

His

Pro

AsSn

550

Glu

Ile

Leu

ser

Glu

630

ser

Ala

Thre

Ser

val

710

ASD

Ser

ser

Leu

535

Cys

ASn

His

Gly

His

615

Ala

val

Lys

Ala

Leu

695

Lys

val

Met

Thr

520

Ser

Ala

Phe

Gin

His

600

Gly

Lys

Pro

Leu

Leu

68C

val

Asp

val

val

Ala

Thr

505

Lys

ASp

Ala

val

His

585

Leu

Cys

Lys

Lys

Gly

665

Gly

Ile

val

val

Leu
745
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Glu

490

Gly

Leu

Thr

Met

Thr

570

Glu

val

Ile

Leu

Leu

Leu

Ile

Ser

730

Asp

Ala

Gly

Ile

Leu

Ala

5535

Leu

teu

val

Glu

His

635

Glu

val

Gly

Ser

Ap

71

Asp

Tyr

val

Arg

Gln

His

540

Glu

Ile

Ile

Ser

Ala

620

Asp

Ala

Lys

val

Gly

Gln

Leu

The

Lys

val

Glu

Leu

Arg

Thr

His

Leu

605

Tyr

Glu

val

Ala

val

685

val

Gln

val

Thr

121

Leu

Ash

510

Trp

Pro

Lys

Gly

Gly

590

Asp

Ala

Asp

Gly

Gln

670

Asn

Lau

Ala

ASp

Arg

Asn

495

Pro

Asnh

val

rhe

Thr

575

Ser

Gly

Ser

Leu

Ala

655

Ser

Ile

Ala

Leu

Pro

735

Arg

cys

Gln

Ser

Trp

Gly

560

Gly

Ser

Pro

Gly

Leu

640

Leu

Ile

Leu

ser

ser

720

Ala

Ile



met

Cys

Lys

His

Asp

65

Glu

Asp

Arg

Arg

Ser

145

Thre

Arg

Lys

val

Glu

Asn

Thr

Leu

50

Phe

Ala

val

Pha

Ile

130

Ile

Arg

Ile

Asn

Lys
210

Lys

Arg

Glu

35

e

Asp

Ala

Leu

Asp

115

Leu

Arg

ser

Leuy

LyS

ser

ASn
Ala
20

Pro
ASp
Tle
Met
Ash
100
Ala
His
His
Ala
Leu
180

Asp

Lys

Gly
5
Asp
Glu
ASp
ASN
val
85
Arg
Leu
Ile
Ala
Glu
165
Ala

Tyr

AsSp

Asnh

Tyr

Phe

Tyr

Thr

70

Glu

Leu

Ala

Glu

Ile

150

Gln

Gly

Met

TYr

Asn

Ser

Phe

Gly

55

Arg

Ser

Lys

Leu

Gly

Thr

His

cys

ser

Ile
215

Arg

Lys

Glu

40

ASn

Leu

val

Pro

Ala

120

Gly

Lys

Leu

Pro

Ile

200

val

Lys

Leu

25

Leu

Thr

His

Gly

105

Thr

Glu

Leu

Ile

ser

185

Ile

Ala
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Leu

10

Ala

Asp

Tyr

Thr

Leu

90

Ile

ser

val

Ala

ser

170

TYr

Arg

Leu

Arg

Pro

val

Arg

Ile

75

Ala

Met

Ala

Ser

His

Met

Asp

Met

Gln

val

1le

val

Met

60

vail

Leu

Ile

Ala

Gly

140

Tyr

Cys

Lys

Trp

His

220

Cys

Met

val

45

Ile

Arg

val

val

Leu

125

Thr

His

Glu

Leu

Leu

205

Pro

122

val
Phe
30

Leu
Glu
Gly
Lys
His
110
Met
Ile
val
ASp
Leu
190

Gly

val

Ala

15

Gly

Gly

Gln

Glu

Leu

95

Gly

Asn

ASp

cys

His

175

Ser

Asp

Thr

Thr

Ile

Ser

Asp

AsSp

80

Pro

Asp

Ile

ASD

Cys

160

ASp

Ala

Asp

Thr



Asp Ile Lys
23 Y

Ile

Gly

His

Gln

val

305

Arg

Ala

Lys

Arg

Lys

385

Asp

Thr

Lys

Ile

465

Arg

Ser

Ser

Pro

Leu

290

Arg

Gln

ASD

Gln

Ile

Lys

His

Asn

Tyr

Leu

450

Arg

Glu

phe

Lys

Asn

275

val

Glu

Ile

Thr

Tyr

355

Leu

Phe

Ile

Leu

Thr

435

Gln

1le

Gly

His

Asn

Glu

260

Phe

Ala

val

Gly

Gin

340

Pro

Lys

Cys

Leu

Arg

420

Gln

Met

Leu

Ile

Ser

Lys

Met

Arg

His

Gly

Arg

325

ASp

Cys

Phe

Phe

Glu

405

val

Phe

Cys

Gly

val
485

Ile

230

Arg

val

Ala

Ala

Ala

310

GTu

Lys

Ser

Leu

Pro

390

The

Ala

Ash

val

val

470

Leu

Lys

Thr

Arg

val

Gly

Phe

Thr

Ile

LyS

Lys

Pro

Leu

Ile

Pro

Glu

455

Gly

His

Met

Leu

val

Lys

cys

Gly

Gly

Ley

Ile
360

ser

val
Ser
val
Lys
4490
Ala

e

Ser

phe

val

Met

265

His

Met

Thr

Glu

Gln

345

Tyr

Ile

Lys

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

Thr
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Glu

Leu

250

Arg

val

ITe

Pro

Asn

330

Ala

Gly

Asp

Glu

Leu

410

Met

Tyr

Ala

Thr

Lys

Leu
235
phe
Lys
Pro
Gly
val
315
val
Leu
ASpP
Leu
Asn
395
Ala
Lys
Glu
Glu

Gly

Leu

Thr

Pro

Lys

Phe

Asn

300

Ile

Leu

His

Gly

Gln

380

Ile

val

Gly

Glu

Ala

460

Gly

Ile

Leu

AsSn

Gly

Ash

His

Leu

Ash

365

Glu

ser

Asp

Glu

Arg

445

val

Arg

Gln

123

ASp

Ile

Ile

270

Gin

ser

Leu

val

Glin

350

Ala

Pro

GIn

Leu

Ile

430

Ile

Lys

val

G6lu

Ala

Asp

253

Glu

Phe

Cys

Gly

Ar

33

Phe

val

Leu

Asp

Gly

415

val

Asn

Leuy

Asn

Trp
495

Leu

240

Ala

His

Ile

Gly

Thr

320

ASp

Gly

Pro

Gln

Ile

400

Gly

Lys

Leu

Asn

Pro

480

Asn
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Ser val Asp Leu Arg Thr Pro Leu Ser Asp Thr Leu His Leu Pro val
500 505 510

Trp Val Asp Asn Asp Gly Asn Cys Ala Ala Leu Ala Glu Arg Lys Phe
515 520 525

Gly Gln Gly Lys Gly Leu Glu Asn Phe val Thr Leu Ile Thr Gly Thr
530 535 540

Gly Ile Gly Gly Gly ITe Ile His GIn His Glu Leu Ile His Gly Ser
545 550 555 560

ser Phe Cys Ala Ala Glu Leu Gly His Leu val val Ser Leu Asp Gly
565 570 575

Pro Asp Cys Ser Cys Gly Ser His Gly Cys Ile Glu Ala Tyr Ala Ser
580 585 590

Gly Met Ala teu GIn Arg Glu Ala Lys Lys Leu His Asp Glu Asp Leu
595 600 : 605

Lev Leu val Glu Gly Met Ser val Pro Lys Asp Glu Ala val Gly Ala
61C 615 620

Leu His Leu Ile GIn Ala Ala Lys Leu Gly Asn Ala Lys Ala GIn Ser
625 630 : 635 ] 640

Ile Leu Arg Thr Ala Gly Thr Ala Leu Gly Leu Gly val val Asn Ile
645 650 655

Leu His Thr Met Asn Pro Ser Leu val Ile Leu ser Gly val Leu Ala
660 665 670

Ser His Tyr Ile His Ile val Lys Asp val Ile arg Gln GIn Ala Leu
675 680 685

Ser Ser val Gln Asp val Asp val val val Ser Asp Leu val Asp Pro
690 69 700

Ala Leu Leu Giy Ala Ala Ser Met val Leu Asp Tyr Thr Thr Arg Ar
705 710 715 72

Ile Tyr

<210> 55

<211> 427

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Met Ser Lys Gly Leu Pro Ala Arg Gln Asg Met Glu Lys Glu Arg Glu

124



Thr

val

Phe

val

63

Thr

Gly

Lys

Arg

Trp

145

Met

Alg

Met

Leu

Leu

225

Glu

Gly

Lys

Leu

Ala

Thr

50

Trp

rhe

Gly

Cys

Thr

130

Arg

ASp

Pro

Met

Ala

210

Gln

Gly

His

Gly

Gln
Phe
35

Cys
Leu
Glu
Glu
Ala
115
Ile
Ala
GlIn
Gln
Leu
195
Gly
His
Gly

Thr

Asp

Ala

20

Trp

Leu

Gln

Arg

Phe

100

Phe

rhe

Thr

Ile

Leu

180

Leu

Lys

val

Lys

Leu

260

Prc

Trp

Met

Gly

Gly

Phe

85

Leu

val

ser

Gly

val

185

Gln

Asn

Tyr

Gln

Glu

245

Glu

Glu

Lys

Glu

Arg

Arg

70

Arg

Leu

Leu

Glu

Glu

150

His

aly

Leu

Ala

Ar

23

Leu

Ala

Leu

Glu

His

Glu

55

Gln

His

Arg

Thr

Cys

135

val

Trp

ala

val

Glu

215

ASp

Pro

Gly

Arg

Arg

Ser

40

Gly

val

Ala

Tyr

Ar

12

Phe

Arg

val

Pro

Glu

200

Leu

Gly

Gly

Trp

Ala

val

25

His

Arg

Trp

Gln

Ala

105

ASp

TYr

Tyr

Gln

Ala

185

Gln

Gly

Gln

Cys

Phe

265

His
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10

Gly

Asp

val

Met

Leu

90

Arg

Gly

GIn

Glu

170

ala

Leu

Asp

Ala

Leu

250

Leu

val

GIn

Gln

TYF

Tyr

75

Leu

val

Arg

Met

Thr

155

Asp

Glu

Gly

Trp

val

235

Gly

Leu

Ile

Glu

Glu

Asp

60

Cys

Asp

Ala

Pro

Ala

140

Glu

Ala

Pro

Glu

Cys

220

Leu

Arg

Arg

Asp

Leu

His

45

ASQ

Arg

Ala

Preo

val

Met

Ala

Ser

MeT

Ala

205

Ala

Glu

Gin

His

Lys

125

Asp

30

Gly

Leu

Leu

Ala

Pro

110

Lys

Asnh

val

Gly

Ala

190

Asp

Arg

Asn

Gln

cys

phe

15

Arg

aly

Lys

Tyr

Lys

Gly

val

Glu

Glu

Leu

175

val

Glu

Arg

val

AsSn

255

Ile

Leu

val

Phe

Tyr

Arg

80

Ala

Lys

GIn

Leu

Met

160

Gly

Pro

Glu

Ile

ser

240

Preo

Arg

Leu
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275 280 285

Leu Pro Phe Wis Ser Gly Trp Asp Pro Asp His Gly Gly Leu Phe Tyr
290 29 300

Phe GIn Asp Ala Asp Asn Phe Cys Pro Thr GIn Leuv Glu Trp Ala Met
305 310 315 320

Lys LBu Trp Trp Pro His ser Glu Ala met ITe ala Phe Leu Met Gly
325 330 335

Tyr Ser Asp Ser Gly Asp Pro val Leu Leu Arg Leu Phe Tgr Gln val
340 345 350

Ala Glu Tyr Thr Phe Arg G1n Phe Arg Asp Pro Giu Tyr Gly Glu Trp
355 360 365

Phe Gly Tyr Leu Ser Arg (3;

S l; Gly Lys val Ala Leu Ser Ile Lys Gly

380

Gly Pro phe Lys Gly Cys Phe His val Pro Arg Cys Leu Ala Met Cys
385 390 395 400

Glu Glu Met Leu Gly Ala Leu Leu Ser Arg Pro Ala Pro Ala Prg Ser
405 410 415

Pro Ala Pro 195 Pro Ala Cys Arg Gly Ala Glu

<210> 56

<211> 359

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
hlrlet Pro Leu Glu |§eu Glu Leu Cys Pro %y Arg Trp val Gly glsy Gln

His Pro Cys nge Ile Ile Ala Glu Ile Gly GIn Asn His GIn Gly Asp

Leu Asp gg1 Ala Lys Arg Met éée Arg Met Ala Lys Géu Cys Gly Ala
4

Asp Cys Ala Lys Phe GIn Lys Ser Glu Leu Glu Phe Lys Phe Asn Arg
50 55 60

Lys Ala Leu Glu Arg Pro Tyr Thr Ser Lys His Ser Trp Gly Lys Thr
85 70 75 80

TYr Gly Glu His g)gs Arg His Leu Glu glae ser His Asp GIn ‘g);r Arg
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Glu

Gly

Phe

Lys

145

ser

Pro

Glu

Asp

val

225

Leu

Gly

Leu

clu

Thr

305

Gly

val

HTsS

<210> 57

Leu

Met

Phe

130

Thr

Met

Asn

Asp

Ile

210

Ala

Asp

Glu

Gly

Tyr

Thr

Gly

Gin
Asp
Lys
Ala
ASp
fhe
val
195
Pro
Ala
Lys
Leu
Ser
275
teu
Ley

Pro

val

345

<211> 432
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 57

Arg Tyr Ala Glu
10

Glu

val

Lys

Thr

Cys

Asn

Ile

val

Thr

Ala

260

Fro

Gly

Thr

Pro

Glu

340

Lys

Met

aly

Lys

Met

165

phe

Leu

Ggly

Ala

Trp

Glu

Thy

Lys

Met

Ile

Ala val

ser Gl
13

Gly Arg
150

Lys Gin
Leu GIn
Arg val
Tyr Ser

215

Leu Gly
230

Lys Gly
Leu val
Lys Gln
ser val

295

ASp Met
310
Asp Ile

ASp ASp

Lys ser

Glu

Glu

120

Asp

Pro

val

Cys

Ile

200

Gly

Ala

Ser

Arg

Leu

280

val

Leu

Phe

Thr

val

103

Phe

Thr

Met

Tyr

Thr

185

ser

His

Lys

ASp

Ser

265

Leu

Ala

Thr

AsSn

Ile
345
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Gly

Ley

Asn

val

Gln

170

ser

Glu

Glu

val

His

250

val

Pro

Lys

val

Leu

330

Met

Ile

His

Asn

Ile

155

Ile

Ala

Tyr

Thr

Leu

235

Sar

Arg

Cys

val

Glu

Phe

Glu

Phe

ser

val

Tyr

GIn

Gly

Glu

Ala

Leu

Glu

LyS

val

Gly

Glu

Phe
Leu
125
Pro
ser
Lys
Pro
Lys
2%5
Ile
Arg
ser
val
Met
285
Ile
Gly

Lys

Leuy

127

Thr

110

Asn

Tyr

Gly

Pro

Leu

190

Leu

Ala

His

Leu

Glu

Ala

Pro

Glu

Lys

val
350

Ala

val

Leu

Met

Leu

175

Gln

Phe

Ile

Ile

Glu

Arg

Cys

Glu

Pro

val

335

Asp

ser
Pro
Glu
Gln
160
Asn
Aro
Pro
ser
Thr
240
Pro
Ala
Asn
Gly
Lys
sgo
Leu

Asn



Met
1
Gly
Ala
Ala
Ala
65
Gly
Asn
Thr
Ash
Pro
145
Glu
Arg
Asn

Leu

Met
225

Asp Ala Leu Glu

arg

Gly

Arg

50

Gly

val

val

Ser

Tyt

130

Cys

Glu

Trp

Leu

Tyr

210

Gly

Pro
357
Gly
val
Phe
Ala
Lys
His
Leu
Gly
ser
Asn
195

Glu

Tyr

ser

20

Gly

Gly

Pro

GIn

Lys

ASp

AsSn

His

Tyr

Glu

180

Pro

Asn

Leu

5

Arg

Leu

ser

Leu

Ser

&5

Gin

ser

Glu

Pro

Asp

165

Ile

Ala

Gly

Glin

Lys

Gly

Glu

Lys

Ile

70

val

Phe

ser

val

Thr

150

Ser

Glin

Lys

ser

Gly

Arg

LyS

Gly

55

Gly

Trp

Gly

Thr

ASp

135

ASp

val

Lys

Arg

Phe

215

Gly

Ala

Pro

Pro

40

Tle

T™p

val

Ala

ser

120

Ile

Leu

Phe

Gly

Pro

200

TYr

Lys

Ala

Pro

25

Pro

Pro

val

Ser

Gln

105

Leu

val

Gln

ser

val

185

Arg

Phe

Met
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Thr

10

Lys

His

Leu

Leu

Thr

90

val

Asp

Gly

Lys

val

170

Arg

Arg

Ala

Ala

ser

Leu

Leu

Lys

Arg

73

Asp

His

Ala

Asn

val

153

val

Glu

Gln

Lys

TYyr
235

Gly

Gln

Ala

Asn

60

Ala

His

Arg

Ile

Ile

140

Ala

Arg

val

Asp

Arg

220

Tyr

Pro

Arg

Ala

45

Ile

Ala

ASp

Arg

val

125

Glin

Glu

Arg

Thr

Trp

205

His

Glu

128

Ala

Ser

30

Leuw

Lys

Leu

Glu

Ser

110

Glu

Ala

Met

His

Glu

190

Asp

Leu

Met

Pro

15

Arg

val

Arg

Asp

Ile

95

ser

Phe

Thr

Ile

Gln

175

Pro

Gly

Ile

Arg

Arg

Gly

Leu

Leu

Ala

80

Glu

Glu

Leu

ser

Ar

16

Phe

Leu

Glu

Glu

Ala
240
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Glu

Gln

Ile

Ile

ASp

305

Ley

Leu

Asp

Leu

ser

385

Tyr

Glu

<210> 58

His

Arg

Lys

Tyr

Ala

Tle

Asp

Glu

Gly

37¢

Ala

Ile

His

Ser

val

Leu

275

val

Ile

Ser

Cys

Trp

355

Asn

val

Cys

Ile

<211> 434
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 58

val

Leu

260

Leu

ser

Gly

Glu

Lys

Arg

Glu

Pro

tys

phe
420

Asp

245

Arg

val

Gly

Ile

Arg

325

Thr

Lys

val

Ala

Cys

405

Leu

r\fet Asp Ser val glu

Gly Arg Pro Ser Arg
20

Gly Gly g]sn Gly Arg

Ile

Phe

Cys

ASp

Ser

310

Ala

Glu

Glu

ser

Asp

ser

Leu

Lys

Gly

Gly

Asp

Gly

AsSn

Gln

295

Leuw

Cys

val

Met

Asp

375

Ala

Gly

Ile

Gly

Arg

val

val

Tyr

Ile

280

Lys

Leu

ser

Ser

Gly

Glu

Cys

Gly

Glu

Ala

Pro

Glu
40

ASp

Pha

265

ASp

Glu

Lys

Lys

val

345

Leu

Glu

ser

Arg

Lys

Ala

Pro
25

LyS

ES 2659 118 T3

Ile
250
Gly
Gly
Ile
Lys
Gln
330
Ser
cys
Cys
Gly
Gly
410

val

Thr
10

Lys

Pro

Asp

Lys

cys

Ile

Ser

315

Thr

Asp

Trp

Leu

Ala

395

Ala

Asn

ser

Leu

Pro

Trp

Glu

Leu

Ser

300

Gly

Leu

Lys

Lys

Lys

380

Gln

Ile

Asn

val

Gln

His

Pro

Lys

Thr

285

Tyr

Ile

Ser

Leu

Glu

365

Arg

Lys

Arg

ser

ser

Arg

Leu
45

129

Ile

Leu

270

ASN

ASp

Glu

Ala

Ala

val

val

Ala

Glu

Cys
430

Asn

AsSn
30

Ala

Ala

255

Lys

Gly

val

val

Leu

335

Thr

Ala

Gly

val

Phe

415

Gin

Pro
15

ser

ata

Glu

Glu

His

Lys

Ar

32

Lys

val

Tyr

Leu

Gly

400

Ala

Lys

Arg

Arg

Ley



Ile

His

65

AsSp

Ile

ser

Phe

Thr

145

Ile

Gln

Pro

Gly

Arg

Ala

LYyS

Gly

val
305

Ley

50

Leu

Ser

Glu

Glu

Leu

130

ser

Arg

Fhe

Leu

Glu

210

Glu

Ala

Glu

Gtu

His

290

Lys

Ala

Ala

Gly

ASn

val

115

Asn

Pro

Glu

Arg

AsSn

195

Leu

Met

Glu

GlIn

Ile

275

Ile

Asp

Arg
Gly
Ala
)
Ser
Tyr
Cys
Glu
Trp
Leu
Tyr
Gly
His
Ar

26

Lys
Tyr

Ala

Gly Gly Ser Lys

val

Phe

85

Ala

Lys

His

Leu

Gly

ser

Asn

Glu

Tyr

Ser

2435

val

Leu

val

Ile

Pro

70

Glh

Lys

Asp

Asn

His

150

Tyr

Glu

Pro

Asn

Leu

230

val

Leu

Leu

Ser

55

Leu

ser

Gln

Ser

Glu

135

Pro

Asp

Ile

Ala

Gly

Gln

Asp

Arg

val

Gly

Ile

Ile

val

Phe

Ser

120

val

Thr

ser

Gln

Lys

ser

Gly

Ile

Tyr

Cys

280

Asp

Ser

Gly

Gly

Trp

Gly

Thr

Asp

Asp

val

Lys

185

Arg

Phe

Gly

Asp

Gly

Asn

Gln

Leu

ES 2659 118 T3

Ile

Trp

val

90

Ala

Ser

Ile

l.eu

Phe

170

Gly

Pro

Tyr

Lys

val

250

TYr

Ile

Lys

Ley

Pro

val

75

ser

Gln

Leu

val

Gln

ser

val

Arg

Phe

Met

235

Asp

Phe

ASp

6lu

Lys
315

Leu
60
Leu
Thr
val
Asp
Gly
Lys
val
Arg
Arg
%
Afa
Ile
Gly
Gly
Ie

300

Lys

Lys

Arg

Asp

His

aAla

125

Asn

val

val

Glu

Gln

205

Lys

Tyr

Asp

Lys

Cys

285

Ile

Ser

130

Asn

Ala

His

APg

110

Ile

Ile

Ala

Arg

val

190

Asp

Arg

Tyr

Trp

Glu

270

teu

sSer

Gly

Ile

Ala

ASp

95

Arg

Ile

GIn

Glu

Arg

175

The

Trp

His

Glu

Pro

2535

LyS

Thr

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Glu

ser

Glu

Ala

Met

160

His

Glu

Asp

Leu

Met

240

Ile

Leu

Asn

Asp

Glu
320
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val

Leu

val

Ala

Gly

val

Phe

Gln

Arg

Lys

val

Tyr

370

Leu

Gly

Ala

Lys

<210> 59

<211> 336
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 59
¥et Ala Pro Ala ?rg

Leu

Tyr

Cys

Lys

65

val

val

ASp

Thr

Thr

Ile

50

Glu

Leu

Tyr

Ala

Leu

Leu

ASD

355

Leu

Sear

Tyr

Glu

val

Arg

35

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

Ile Ser
325

Asp Cys
340

Glu Trp
Gly Asn
Gly Ala

Ile Cys
405

His Ile
420

Met Thr
20

Thr Thr
Glu val
Gly ser
Ser Pro

85

val Gln
100

val Tyr

Glu Arg Ala Cys

Lys Met Glu val
345

Arg Lys Glu Met
360

Glu val Ser Asp
375

Pro Ala Asp Ala
390

Lys Cys Asn Gly

Cys Leu Leu Met
425

Glu Asn val ser

Lteu val Ala Ala
25

Ala Glu Glu Leu
40

Ile Lys Leu Leu
55

Leu Gly Arg Fhe
70

Lys Glu Leu Ala

Asn Asn Met Ala
105

Gln val Thr Tyr

ES 2659 118 T3

Ser Lys

330

Ser val

Gly Leu

Glu Glu

Cys Ser
395

Gly Arg
410

Glu Lys

Leu Phe
10
Ala Tyr
Tyr Phe
Ile Ser
Lys Ala
75
Lys Leu

Phe Leu

GIn Ley

Gln

Ser

cys

Cys

380

Thr

Gly

val

Phe

Thr

Ser

val

60

Ser

Ser

Ala

Lys

Thr Leu

ASp Lys

Trp Lys

3635

Leu Lys

Ala GIn

Ala Ile

Asn Asn
430

Lys Leu

val Ala
30

Thr Thr
45

Gly Leu

Leu Ser

val Pro

Ley Ser

110

Ile Pro

131

Ser

335

Leu

Glu

Arg

Lys

Arg

415

Ser

Tyr

15

Leu

Ala

Leu

Glu

Ser

95

ASn

Cys

Ser

Ala

val

val

Ala

400

Glu

Cys

Cys

Arg

val

Ala

Asn

80

Leu

Leu

Thr
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Ala

Trp

145

Lys

Gly

val

Arg

Thr

225

Gly

Gly

Gly

Leu

Leu
305

Leu

130

Ite

Pro

Phe

Tyr

ASn

210

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Leu

290

val

115

Cys

ser

Ala

Gly

Phe

195

Ile

Leu

Thr

Tyr

ser

275

Phe

cys

Thr ser 1le

<210> 60

<211> 337
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 60

Thr

val

Gln

Ala

180

Glu

Gln

ser

Tyr

Thr

260

Ala

Gly

val

Gln

val

phe

Ala

165

Ile

Lys

Met

Asp

YR

245

Ser

Ala

Leu

ser

Gln
325

mMet Ala Ala Pro Arg
1 5

Leu Ala val met Thr
20

Leu

Met

150

Thr

Ala

val

Tyr

Gly

val

val

Ala

Gln

ITe

310

Glu

ASp

Leu

Met

135

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

215

Ala

Trp

val

Ala

Ile

295

Tyr

Ala

Asn

met

120

Leu

Cys

val

ala

Lys

ser

Glu

Phe

val

Ile

280

Thr

Leu

The

val

Ala

Asn

Gly

val

val

185

ser

Gly

Ile

val

Lys

val

Leu

TY"

sSer

Thr

Ala
25
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Arg

Gly

val

170

Leu

Ser

Ile

Gln

ITe

Tyr

Leu

ser

Gly

Lys

Leu
10

val

Thr

val

155

Ala

Cys

Asp

val

Glu

235

Phe

Thr

Ser

Phe

Leu

315

Glu

Leu

Tyr

Leu

140

Thr

Gln

Ser

Thr

val

220

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

300

Pro

Arg

Phe

Thr

125

ser

Leu

Asn

Gly

ser

205

Thr

Gly

ala

AsSn

Ile

285

Leu

Arg

Ile

Lys

Ile

132

Lys

val

Pro

phe

190

Leuw

Leu

Phe

ser

Ile

270

Ala

Gly

Gln

1le

Leu

Ala
30

Lteu
Gin
Leu
175
Ala
Trp
Ala
Phe
val
255
Met
ser
Ala

Asp

Gly
135

Tyr
15

teu

Gln

Trp

160

Leu

Gly

val

Gly

TYr

240

Gly

Lys

val

Leu

Thr

320

val

Cys

Arg



Tyr

Cys

Lys

val

val

Asp

Ala

Tr

14

Lys

Gly

val

Arg

val

225

Gly

Gly

Gly

Met

Ley
305

Thr

val

<210> 61
<211> 31

Thr

Ile

50

Glu

Leu

Tyr

Ala

Leu

130

val

Pro

Phe

Tyr

ASN

210

Tyr

Tyr

Leu

Phe

Leu
290

val

ser

Arg

35

Thr

Thr

Gly

Ala

Ala

115

Cys

ser

Ala

Gly

Phe

195

Ile

Leu

Thr

Tyr

Ser

275

Phe

Cys

Ile

<212> DNA

Thr

Gclu

Gly

Ser

val

100

vat

Thr

val

Gln

Ala

180

Glu

Gin

Ser

Tyr

Thr

260

Ala

Gly

val

Gln

Ser

val

ser

Pro

85

Gln

Tyr

val

Phe

Ala

165

Ile

Lys

Met

ASD

Tyr

245

Ser

Ala

Leu

ser

Gln
325

ASp
Ile
Ley
70

Lys
AsSn
Gln
Leu
Met
150
Thr
Ala
val
Tyr‘
Gl

235
val
val

Ala

Gln

Ile
310

Gly

Lys

Lys

53

Gly

Glu

Asn

val

Met

135

Leu

Lys

Ile

Leu

Leu

215

Ala

Trp

val

Ala

Ile
295

Tyr

Glu

Glu

40

Leu

Arg

teu

Met

Thr

120

Leu

Cys

val

Ala

Lys

200

ser

Glu

Phe

val

Ile

280

Thr

Leu

Thr

Leu

Leu

Phe

teu

Ala

105

Tyr

Asn

Ala

val

val

185

ser

Gly

Ile

val

Lys

val

Leu

Tyr

Ala

ES 2659 118 T3

Tyr
Leu
Lys
Lys
s

Phe
Gln
Arg
Gly
val
170
Leu
Ser
Ile
Lys
Ile
250
Tyr

Leu

Thr

Gly

ser
330

Phe

Ser

Ala

75

Leu

Leu

Leu

Thr

val

155

Glu

Cys

ASp

Ile

Glu

Phe

Thr

Ser

phe

Leu
315

Lys

ser

val

60

sar

Ser

Ala

Lys

Leu

140

Thr

Gln

Ser

Thr

val

220

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala
300

Thr

45

Gly

Leu

val

Leu

Ile

125

ser

Leu

Asn

Gly

ser

205

Thr

Gly

Ala

Asn

Ile

285

Leu

Pro Arg

Glu Arg

133

Thr

Ile

Arg

Pro

ser

110

Pro

LysS

val

Pro

phe

190

Leu

Leu

Phe

Ser

Ile

270

Ala

Gly

Ala

Leu

Glu

ser

g5

Asn

Cys

Leu

Gln

Leu

175

Ala

Trp

Ala

Phe

val

255

Met

ser

Thr

Gln Asp

val

Ile
335

val

Ala

Ash

80

Leu

Leu

Thr

Gln

Trp

160

Leu

Gly

val

Gly

Tyr

240

Gly

Lys

val

Leu

Thr
320

Gly
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45

50

55

60

65

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> CaMV35Sfwd

<400> 61
gaacatatgg tggattgatg tgatctactc c

<210> 62

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> CaMV35Srev

<400> 62
aattctcgag gaattcggcc gagg

<210> 63

<211>19

<212> RNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

<400> 63
ggccauucgu uacuagcaa 19

<210> 64

<211>19

<212> RNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

<400> 64
gugguucguu gggaaauga 19

<210> 65

<211>19

<212> RNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

<400> 65
ccgucugugu gaaauuggu 19

<210> 66

<211>19

<212> RNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

<400> 66
cgguaguagu gcuuguugu 19

<210> 67
<211>19

24

31

ES 2659 118 T3
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40
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55

60

65

ES 2659 118 T3

<212> RNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> siRNA

<400> 67
cugccaugga uauugucaa 19

<210> 68

<211>19

<212> RNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> siRNA

<400> 68
gccuuugguc cugaagaaa 19

<210> 69

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Cebador

<400> 69
agcaagagtg ctcgtgttge 20

<210>70

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 70
acccgacgtc gtacgtttcc 20

<210> 71

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 71
atccgtcgga atgtagttce 20

<210> 72
<211>19

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 72
tactcgtcgg taccctegt 19

<210> 73
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<211> 20
<212> DNA
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Cebador

<400> 73
aggtccttcg cgacaatatc

<210> 74

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 74
acggaatcac gaatgacgtt

<210>75

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Cebador

<400> 75
accgtgaaac agtggattgg a

<210> 76

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 76
ctgggatggt gtacgtcaat gt

<210> 77

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>Cebador

<400> 77
aggtccttcg cgacaatatc

<210>78

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223>Cebador

<400> 78
acggaatcac gaatgacgtt

20

20

21

22

20

20

ES 2659 118 T3
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<210> 79
<211> 4433
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> vector BSJ-25

<400> 79
gatatcatcg

tgcaagettce
ctrgcrctca
cattagttge
ccatggatge
ttttggaaag
agcagaaagt
cactgtcaca
tggacctgga
ggttgaacac
tractataca
gtgccgttce
ggctegggtt
tgaccctgtt
tgtggytgceg
tcecgggacyc
tegcecctgeg

actaattcga
agaagegtye
tggtgcacga
agtcactccg
caatctecgec
dgaaagaata
gaggaaggca
grcaacrgac
taagacacaa
gtatcctttt
cagcgcgceat
ggtgctcacc
cteecgggac
catcagcgeg
cggectggac
ctcegggecy

cgacccggece

gcteggtace
tatcgaactc
acagttggga
ctttggtttc
tattcatggt
tccgaatagg
caggatgagt
agtaatcgtt
gagcgacatc
gggggcctec
atttcacggt
gcgegagacg
ttcgtggagg
gtccaggacc
gagctgtacg
gccatgaceq
ggcaactgcg

ES 2659 118 T3

cggggatcct
aaccagggac
gtetctatec
acagtcagga
gtataaaagt
gcacggcgrg
tttctegaga
gatccggaga
ctgacatgaa
gctacgacge
tgccagatgt
tcgeeggage
acgacttege
aggtggtgcc
ccgagtggtc
agatcggcga
tgcacttegt

ctagagtcga
gtgcggcaca
ttccttaaaa
ataacactag
tcaacatcca
ccgtattgrt
catacctrca
gattcaaaat
cgcecgtaaac
tecgetecagc
caagatggcc
ggtcgagttc
cggtgtggte
ggacaacacc
ggaggtcgtyg
gcagcegtog
ggccgaggag

137

cctgcaggea
aatgggcatc
atttaatttt
ctegretrca
aagctagaac
goagtggact
gcytcgrett
tcaatctgtt
agcaaatcct
tggggcttee
aagttgacca
tggaccgacc
cgggacgacyg
ctggeetggy
tccacgaact
gggcgggagt

caggactgaa

6¢
120
180
240
300
360
420
480
340
600
660
720
780
840
900
960
102C



ccttoctraa
gaataacact
gttcaacatc
tgccgtattg
ggceggtetc
gaatcggcea
tcactgactc
cggtaatacyg
gccageaaaa
geeeceetya
gactataaag
ccetgecget
aatgctcacg
tgcacgaacc
ccaacccgor
gagcgaggta
ctagaaggac
rtggtagete
agcageagat
ggtctgacgc
aaaggatctt
tatatgagta
cgatctgtct

tacgggaggg

cggcrccaga
ctgcaacttt

gttegecagt

gctcgtegtt
gatcccccat
gtaagttgge

tcatgccatc

aatagtgtat

cacatagcag

caaggatctt

daaatirtaatct
agcregrett
caaagctaga
ttggagtgga
cctatagtga
acgcgcgygg
gctgegeteg
grtatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat
ccecgtteay
dagacacgac
tgraggcggt
agtatrttggt
ttgateegge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacrrggrer
atttegrtea
Cttaccatct
tttatcagca
atccgectce
taatagtttg
tggtatggct
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatgc
gcggegacey
aactttaaaa

accgctgttg

treattagtt
caccatggat
acttttggaa
ctagcagaaa
gtegtattaa
agaggeggtt
gtcgtteggc
gaatcaggyg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
ttteeccetg
ctoteegeet
ctcagttcqg
ccegaceget
ttatcgceac
gctacagagt
atcrtgcgcetc
aaacaaacea
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttaaatt
gacagttacc
tccatagttg
ggceccagtyg
ataaaccagc
atccagtcta
cgcaacgttg
tcattcaget
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttctgtga
agttgctctt
gtgctcatca

agatccagtt
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gcagtcactc
gccaatcetey
agagaaagaa
gtgaggaagg
tttcgataag
tgcgtattgg
tgcggegage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctecct
trctecette
tgtaggtegt
gegeettate
tggeageage
tcttgaagty
tgctgaagec
ccgetggtag
Ctcaagaaga
gttaagggat
aaaaatgaag
aatgcttaat
ccrgactecc
Ctgcaatgat
cagccggaag
ttaattgttg
ttgccattge
ccggtteccea
gctcecttegg
ttatggeage
ctggtgagta
gcceggegte
ttggaaaacy

cgatgtaacc

cgctttggtt
cctatteatg
tatccgaata
cacaggatga
ccaggttaac
gcgctcttec
ggtatcaget
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgcgetct
gggaagcgty
tcgetccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggeetaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgatce
tttggtcatg
ttttaaatca
cagtgaggeca
cgtcgtygtag
accgcgagac
ggccgagege
ccgggaaget
tacaggcatc
acgatcaagg
tcctccgate
actgcataat
ctcaaccaag
aatacgggat
Ttctecggag

cactcgtgcea

138

tcacagrcag
gtgtataaaa
gg9g9cacgygcyg
gttttctega
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaay
cataggctec
aacccgacag
cctgttecga
gegetrctc
ctgggctgty
cgtcttgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
cctatctcag
ataactacga
ccacgetcac
agaagtggtc
agagtaagta
gtggtgtcac
cgagttacat
gttgtcagaa
tctcttactg
tcattctgag
aataccgege
cgaaaactct

cccaactgat

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
210C
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
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cttcagcatc
ccgcaaaaaa
aatattrattg
tttagaaaaa
tctaagaaac
TtecgTctege
cggtcacage
cggatattayg
gagtgcacca
gaagaccaaa
Trecartgec
tacaaatgcc
ggreccaaag
acgtcttcaa
agaagaccaa
attccattgc
ctacaaatgc
tggtcccaaa
cacgrettea
atcccactat
gtacgtattt
cattcracaa
ttittetett
<210> 80

<211> 819
<212> DNA

ttttactttc
gggaataagg
aagcatttat
taaacaaata
cattattatc
gcgrttcggt
ttgtctgtaa
caggtgtcgy
tatggtggat
gggcaattga
cagctatctg
atcattgcga
atggacccee
agcaagtgga
agggcaatty

ccagctatct

catcattgeq

gatggacccc
aagcaagtgy
ccttcgeaag
ttacaacaat
ctacatctag

tctcatcttt

ES 2659 118 T3

accagcgttt ctgggtgage aaaaacagga aggcaaaatg
gcgacacgga aatgttgaat actcatacte ttecttttte
cagggttatt gtctcatgag cggatacata tttgaatgta
ggggttccge gcacatttce ccgaaaagtg ccacctgacg
atgacattaa cctataaaaa taggcgtatc acgaggecct
gatgacggtg aaaacctctg acacatgcag crcccggaga
gcggatgcecg ggagcagaca agccegtcaqg gacgegtcag
ggctggetta acratgcgge atcagagcag attgtactga
tgatgtgatc tactccaaaa atatcaaaga tacagtctca
gacttttcaa caaagggtaa tatccggaaa cctccrcgga
tcactttatt gtgaagatag tggaaaagga aggtggetcc
taaaggaaag gccatcgttg aagatgectce tgecgacage
acccacgagg agceatcgtgg aaaaagaaga cgttecaacc
Ttgatgtgat cractccaaa aatatcaaag atacagtcte
agacttttca acaaagggta aiatccggaa acctecregg
gtcactttat tgtgaagata gtyggaaaagg aaggtggctc
ataaaggaaa ggccatcgtt gaagatgcct crgccgacag
cacccacgag gagcatcgtg gaaaaagaag acgttccaac
attgatgtga tatctccact gacqraaggg atgacgcaca
acccttecte tatataagga agttcatttc avtcggagag
taccaacaac aacaacasac aacaacaaca ttacatttta
aactagtgga tccaaggaga tataacaatg aagactaatc

tcacttctcc tatcattatc ctcggccgaa tte

<213> Virus del mosaico de la coliflor

<400> 80
catatggtgg

aagggcaatt
ccecagctatce
ccatcattyc
agatggaccc
aaagcaagtyg

aaagggcaat

gcccagetat
gccatcattg
aagatggacc
caaagcaagt
atccrtcgea
ttttacaaca

aactacatct

attgatgtga
gagactittc
tgtcacttta
gataaaggaa
ccacccacga
gattgatgtg
tgagactett

ctgtcacttt
cgataaagga
cccacccacy
ggattgatgt
agacecttee
attaccaaca

agaactagtg

tctactccaa aaatatcaaa gatacagtct cagaagacca
aacaaagggt aatatccgga aacctcctcg gattccattg
ttgtgaagat agtggaaaag gaaggtgoct cctacaaaty
aggccatcgt tgaagatgec tctgecgaca grggtcocaa
ggagcatcgt ggaaaaagaa gacgttccaa ccacgtctte
atétacteda anaatatcaa agatacagte tcagaagace

caacaaaggy taatatccgg aaacctectc ggattccatt

attgtgaaga tagtggaaaa ggaaggtgge tcctacaaat
aaggccatcg ttgaagatgc ctctgecgac agtggtccca
aggagcatcg tggaaaaaga agacgtteca accacgtctt
gatatctcca ctgacgtaag ggatgacgca caatcccact
tctatataag gaagttcart tcattcggag aggtacgtat
acaacaacaa acaacaacaa cattacattt tacattctac

gatccaagga gatataaca

139

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4433

60
120
180
240
300
360
420

480
540
600
660
720
780
819
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<210> 81

<211> 66

<212> DNA

<213> Virus del mosaico del tabaco

<400> 81
atgaagacta atctttttet ctttctcate tittcactic toctatcatt atccteggee

gaatte

140

60
66
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REIVINDICACIONES

Una Phaeodactylum tricornutum transformada cuya via de N-glicosilacion ha sido modificada por la inactivacion
de B-N-acetilglucosaminidasas tanto de las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO 9 como SEQ ID NO 11, no
presentando dicha 3-N-acetilglucosaminidasa inactivada ninguna actividad enzimatica.

Una Phaeodactylum tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha
Phaeodactylum tricornutum transformada cuya via de N-glicosilacién ha sido modificada comprende una
secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor,

(i) dicha secuencia de acidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa | que tiene la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO 1, o una secuencia de aminoacidos que comprende al menos la SEQ ID NO
4,y

(i) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO
3.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha P. tricornutum transformada
cuya via de N-glicosilacion ha sido modificada comprende una secuencia de acidos nucleicos unida
operativamente a un promotor,

(i) dicha secuencia de acidos nucleicos codifica una a-manosidasa Il que tiene la secuencia de aminoacidos
SEQIDNO S5,y

(i) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO
7.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende
ademas una secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, en donde dicha secuencia de
acidos nucleicos codifica una N-acetilglucosaminiltransferasa |I.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde:
(i) dicha N-acetilglucosaminiltransferasa Il comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO 15, y

(i) dicho promotor unido operativamente tiene una identidad de secuencias inferior al 50% con la SEQ ID NO
7.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha P.
tricornutum transformada comprende ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un
promotor, codificando dicha secuencia de acidos nucleicos un polipéptido que se expresa y glicosila en la P.
tricornutum transformada.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde dicho polipéptido glicosilado tiene al
menos una estructura GIcNAcMansGIcNAc,, preferiblemente una estructura GIlcNAcMansGIcNAc,
GIcNAcMan3GIcNAc; y/o GlcNAcaMansGIcNAC:.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, en donde dicho
polipéptido se selecciona del grupo que comprende eritropoyetina, citoquinas, anticuerpos y sus fragmentos,
factores de coagulacion, hormonas, beta-glucocerebrosidasa, pentraxina-3, anticuerpos anti-TNF, a-glucosidasa
acida, a-L-iduronidasa y sus derivados.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicha P.
tricornutum transformada comprende ademas todavia otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a
un promotor, codificando dicha secuencia de acidos nucleicos al menos una enzima seleccionada entre N-
acetilglucosaminiltransferasa lll, 1V, V y VI.

La P. tricornutum transformada de acuerdo con la reivindicacién 9, en donde dicha P. tricornutum comprende
ademas otra secuencia de acidos nucleicos unida operativamente a un promotor, codificando dicha secuencia de
acidos nucleicos al menos una enzima glicosiltransferasa seleccionada del grupo que comprende
galactosiltransferasas, fucosiltransferasas y sialiltransferasas.

Un método para producir un polipéptido glicosilado, comprendiendo dicho método las etapas de:

(i) cultivar una P. tricornutum transformada como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a
10,y

(i) purificar dicho polipéptido que se expresa y glicosila en dicha P. tricornutum transformada.
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12.El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde dicho método comprende una etapa (iii) para
determinar el patron de glicosilacion de dicho polipéptido.

13.Un uso de una P. tricornutum transformada como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10,
para producir un polipéptido glicosilado.
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Secuencia de GnT1 de Arabidopsis expresada en Phaeodactylum tricornutum
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