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DESCRIPCION
Variantes del Factor de von Willebrand que tienen afinidad de unién al Factor VIII mejorada
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado que pre-
senta una afinidad de unidon mejorada al Factor VIII. La invencion se refiere ademas a un complejo que comprende el
polipéptido y FVIII, a un polinucleétido que codifica el polipéptido de la invencién y a un método para producir el
polipéptido. Adicionalmente, la invencion se refiere al uso terapéutico o profilactico del polipéptido o del complejo de
la invencion para tratar trastornos hemorragicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Existen diversos trastornos hemorragicos causados por deficiencias de los factores de coagulaciéon sanguineos. Los
trastornos mas comunes son la hemofilia A y B, como resultado de deficiencias del factor VIl y IX de coagulacion
sanguinea, respectivamente. Otro trastorno hemorragico conocido es la enfermedad de von Willebrand.

En el plasma, FVIII existe principalmente como un complejo no covalente con FYW (Factor de von Willebrand, en
inglés, VWF) y su funcién coagulante es acelerar la conversion, dependiente del factor 1Xa, del factor X al Xa. Debi-
do a la formacion del complejo entre FVIII 'y FYW se ha supuesto durante mucho tiempo que las funciones de FVIIl y
FvW son dos funciones de la misma molécula. Tan solo en los afios setenta se aclar6 que FVIIl y FvW son molécu-
las distintas que forman un complejo en condiciones fisiolégicas. En los afios ochenta se determind entonces la
constante de disociacion de aproximadamente 0,2 nmol/L (Leyte et al., Biochem J 1989, 257: 679-683) y se estudid
la secuencia de ADN de ambas moléculas.

La hemofilia clasica o hemofilia A es un trastorno hemorragico hereditario. Es el resultado de una deficiencia ligada
al cromosoma X del FVIII de la coagulacion sanguinea, y afecta casi exclusivamente a los varones, con una inciden-
cia de entre uno y dos individuos por cada 10.000. El defecto del cromosoma X es transmitido por mujeres portado-
ras, las cuales no son hemofilicas. La manifestacion clinica de la hemofilia A es un aumento de la tendencia a la
hemorragia. Antes de introducir el tratamiento con concentrados de FVIII, la esperanza de vida media de una perso-
na con hemofilia grave era inferior a 20 afos. El uso de concentrados de FVIII procedentes del plasma ha mejorado
considerablemente la situacion de los pacientes con hemofilia A, incrementando mucho la esperanza de vida media,
teniendo la mayoria de ellos la posibilidad de vivir una vida mas o menor normal. Sin embargo, ha habido ciertos
problemas con los concentrados derivados del plasma y su uso, el mas grave de los cuales ha sido la transmisién de
virus. Hasta ahora, los virus que causan la hepatitis B, la hepatitis no A no B y el SIDA han afectado gravemente a la
poblaciéon. Desde entonces se han desarrollado ultimamente diferentes métodos de inactivacion de virus y nuevos
concentrados de FVIII altamente purificados que establecen un nivel muy alto de seguridad también para FVIII deri-
vado del plasma.

En pacientes con hemofilia A grave sometidos a un tratamiento profilactico, FVIII se tiene que administrar por via
intravenosa (i.v.) aproximadamente 3 veces por semana debido a la corta semivida en plasma de FVIII, de aproxi-
madamente 12 a 14 horas. Cada administracion i.v. es engorrosa, se asocia con dolor y conlleva el riesgo de una
infeccion ya que esta se realiza principalmente en el hogar por el propio paciente o por los padres de nifios a los que
se ha diagnosticado hemofilia A.

Por lo tanto, seria muy deseable crear un FVIII con una semivida funcional incrementada que permita una prepara-
cion de composiciones farmacéuticas que contengan FVIII, que se tengan que administrar con menos frecuencia.

Se han realizado diversos intentos de prolongar la semivida de FVIII no activado, ya sea mediante la reduccién de su
interaccion con receptores celulares (documentos WO 03/093313A2, WO 02/060951A2), fijando covalentemente
polimeros a FVIII (documentos WO 94/15625, WO 97/11957 y US 4970300), mediante encapsulacion de FVIII (do-
cumento WO 99/55306), mediante la introduccién de nuevos sitios de unién a metal (documento WO 97/03193),
fijando covalentemente el dominio A2 con el dominio A3 mediante un enlace peptidico (documentos WO 97/40145 y
WO 03/087355) o un enlace disulfuro (documento WO 02/103024A2) o fijando covalentemente el dominio A1 con el
dominio A2 (documento W02006/108590).

Otro enfoque para mejorar la semivida funcional de FVIIl o de FvW es mediante una PEGilacién de FVIII (documen-
tos WO 2007/126808, WO 2006/053299, WO 2004/075923) o mediante una PEGilacion de FvW (documento WO
2006/071801), en donde el FYW pegilado, al tener una semivida incrementada, también mejora de forma indirecta la
semivida de FVIII presente en el plasma. También se han descrito proteinas de fusion de FVIII (documentos WO
2004/101740, WO2008/077616 y WO 2009/156137).

Un FvW ausente, que es funcionalmente defectuoso o que solo esta disponible en una cantidad reducida en diferen-
tes formas de la enfermedad de von Willebrand (EvW), es una glicoproteina adhesiva multimérica presente en el
plasma de mamiferos, que tiene multiples funciones fisiolégicas. Durante la hemostasia primaria, FvW actda como
un mediador entre receptores especificos en la superficie de plaquetas y componentes de la matriz extracelular,
tales como colageno. Por otra parte, FYW sirve como vehiculo y proteina estabilizante para FVIII procoagulante.
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FvW se sintetiza en las células endoteliales y megacariocitos como una molécula precursora de 2813 aminoacidos.
La secuencia de aminoacidos y la secuencia de ADNc de FvW de tipo silvestre se describen en Collins et al. 1987,
Proc Natl. Acad. Sci. USA. 84:4393-4397. El polipéptido precursor, pre-pro-FvW, consiste en un péptido sefal de 22
residuos, un pro-péptido de 741 residuos y el polipéptido de 2050 residuos que se encuentra en el FvW maduro en
el plasma (Fischer et al., FEBS Lett. 351: 345-348, 1994). Después de la escision del péptido sefial en el reticulo
endoplasmatico, se forma un puente disulfuro C-terminal entre dos monémeros de FvW. Durante un transporte adi-
cional a través de la via secretora, se afiaden 12 cadenas laterales de carbohidrato ligadas a N y 10 ligadas a O.
Mas importante, los dimeros de FvW se multimerizan a través de puentes disulfuro N-terminales y el propéptido de
741 aminoacidos de longitud se escinde mediante la enzima PACE/furina en el aparato de Golgi tardio. El propépti-
do, asi como los multimeros de alto peso molecular de FvW (FYW-HMWM) se almacenan en los cuerpos de Weibel-
Pallade de las células endoteliales o en los granulos a de las plaquetas.

Una vez secretado en el plasma, la proteasa ADAMTS13 escinde el FYW dentro del dominio A1 de FvW. Por lo
tanto, el FYW plasmatico consiste en toda una serie de multimeros que van desde dimeros individuales de 500 kDa
a multimeros que consisten en hasta mas de 20 dimeros con un peso molecular superior a 10.000 kDa. EI FvW-
HMWM tiene por tanto la actividad hemostatica mas fuerte, que se puede medir en actividad de cofactor ristocetina
(FYW:RCo). Cuanto mayor sea la relacion de FvW:RCo/antigeno de FvW, mayor sera la cantidad relativa de multi-
meros de alto peso molecular.

Los defectos en FVW causan la enfermedad de von Willebrand (EvW), que se caracteriza por un fenotipo de sangra-
do mas o menos pronunciado. La EVW de tipo 3 es la forma mas grave en la que FvW falta por completo, la EVW de
tipo 1 se refiere a una pérdida cuantitativa de FvW y su fenotipo puede ser muy leve. La EvW de tipo 2 se refiere a
defectos cualitativos del FvW y puede ser tan grave como la EVW de tipo 3. La EVW de tipo 2 tiene muchas subfor-
mas, algunas de las cuales estan asociadas con la pérdida o la disminucién de multimeros de alto peso molecular.
La EvW de tipo 2a se caracteriza por una pérdida de los multimeros intermedios y grandes. La EVW de tipo 2B se
caracteriza por una pérdida de los multimeros de mayor peso molecular.

La EvW es el trastorno hemorragico heredado mas frecuente en los seres humanos y se puede tratar mediante una
terapia de reemplazo con concentrados que contienen FvW de origen plasmatico o recombinante. FVW se puede
preparar a partir de plasma humano, como se describe por ejemplo en el documento EP 05503991. El documento
EP 0784632 describe un método para aislar FvW recombinante.

En el plasma, FVIII se une con alta afinidad a FvW, que lo protege de un catabolismo prematuro y por tanto desem-
pefia, ademas de su papel en la hemostasia primaria, un papel crucial para regular los niveles plasmaticos de FVIIl y
como consecuencia también es un factor central para controlar la hemostasia secundaria. La semivida de FVIII no
activado unido a FvW es de aproximadamente 12 a 14 horas en plasma. En la enfermedad de von Willebrand de tipo
3, en la que FYW no esta presente o casi no esta presente, la semivida de FVIII es de solo aproximadamente 6 ho-
ras, dando lugar a sintomas de hemofilia A de leves a moderados en estos pacientes, debido a la disminucion de las
concentraciones de FVIII. El efecto estabilizador de FvW sobre FVIII también se ha utilizado para ayudar a la expre-
sion recombinante de FVIII en células CHO (Kaufman et al. 1989, Mol Cell Biol).

Existe una necesidad de moléculas de FYW que tengan una afinidad mejorada hacia FVIII con el fin de estabilizar el
FVIIl. Se ha encontrado sorprendentemente que mutaciones en el dominio D' de FvW pueden aumentar la afinidad
de FvW hacia FVIII. Esto permite proporcionar complejos de FVIII/FVW que tienen una alta afinidad, lo que es venta-
joso en la terapia y la profilaxis de un trastorno hemorragico.

COMPENDIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand
modificado (FVW),

en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FVYW modificado tiene al menos una mutacién dentro del dominio D'
en relacion con la secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre: como se muestra en SEQ ID
NO: 31,

y en donde la afinidad de la unién de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, con un Factor VIII (FVIII)
es mayor que la de un polipéptido de referencia, en donde la secuencia de aminoacidos de dicho polipéptido de
referencia es idéntica a la secuencia de aminoacidos de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, ex-
cepto que la secuencia de aminoacidos del dominio D' del polipéptido de referencia consiste en SEQ ID NO: 31.

Segun una realizacion preferida del primer aspecto, la afinidad de la unién del polipéptido con el Factor VIl supera a
la del polipéptido de referencia en al menos un 10 por ciento.

En otra realizacion preferida, la constante de afinidad Ka de la unién del polipéptido con el Factor VIl de tipo silves-
tre, es de al menos 3x10'° M.

En un aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado
(FYW),
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en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FYW modificado tiene al menos una sustituciéon dentro del dominio
D’ en relacion con la secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID
NO: 31,

en donde dicha sustitucion reemplaza un aminoacido cargado negativamente presente en el dominio D' de FvW de
tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoacido neutro o con un aminoacido cargado positi-
vamente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado
(FvW),

en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FYW modificado tiene al menos una sustitucion dentro del dominio
D’ en relacién con la secuencia de aminoacidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ
ID NO: 31,

en donde dicha sustitucién reemplaza un aminoacido neutro presente en el dominio D’ de FvW de tipo silvestre,
como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoacido cargado positivamente.

Se prefiere que la mutaciéon dentro del dominio D' incluya una sustitucion de aminoacidos en una de las posiciones
779, 781, 787, 789, 793, 794, 796, 798, 802, 818, 819, 825, 835, 838 y 853 de la secuencia de aminoacidos de FvW
como se muestra en SEQ ID NO: 2.

Se prefiere ademas que la mutacion dentro del dominio D' incluya una sustitucion de aminoacidos en una de las
posiciones 779, 781, 789, 793, 794, 802, 818, 819, 835, 838 y 853 de la secuencia de aminoacidos de FvW, como
se muestra en SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, la sustitucion de aminoacidos dentro del dominio D' se puede seleccionar
a partir del grupo que consiste en Asp779Asn, Leu781 Pro, Glu787GIn, Thr789Ala, GIn793Arg, Asn794Lys,
Asp796Ala, Glu798GIn, Met802Arg, Met802Lys, Glu818Ala, Glu818Lys, Asn819Lys, Glu825Lys, Glu835GlIn,
Pro838Lys y Asp853Asn, en donde la numeracion se refiere a SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 33 o
SEQ ID NO: 34, con la condicidon de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una sustitucion con
respecto a SEQ ID NO: 31. Por ejemplo, el polipéptido puede comprender una secuencia de aminoacidos como se
muestra en SEQ ID NO: 35, con la condicion de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una susti-
tucién con respecto a SEQ ID NO: 31.

En otra realizacion, el polipéptido de la presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos como se
muestra en SEQ ID NO: 2, con la condicion de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una susti-
tucién de aminoacidos que incrementa la union de FVIII, mediante una mejora de la atraccion electrostatica entre el
polipéptido FVYW de la invencion y FVIII, caracterizada porque los residuos acidos del dominio D' de FVW se sustitu-
yen por aminoacidos neutros o basicos, o los residuos neutros se sustituyen por aminoacidos basicos.

En ofra realizacion preferida, el polipéptido de la presente invencién comprende, ademas, una proteina que mejora
la semivida (HLEP). Preferiblemente, la HLEP es una albumina. El extremo N-terminal de la albumina se puede
fusionar con el extremo C-terminal de la secuencia de aminoacidos de FvW.

Un segundo aspecto de la presente invencién es un complejo que comprende una molécula de Factor VIl y un poli-
péptido de la presente invencion. Preferiblemente, el complejo tiene una constante de disociacion Kp de 0,2 nmol/L o
menor. Mas preferiblemente, el Factor VIl en el complejo es el polipéptido de SEQ ID NO: 37.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es el polipéptido de la presente invencion o el complejo de la presente
invencion para uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorragico, por ejemplo, la enfermedad de von
Willebrand (EvW) o la hemofilia.

Auln otro aspecto de la presente invencidn es una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de la
presente invencion o el complejo de la presente invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para tratar un trastorno hemorragico, que comprende adminis-
trar a un paciente que lo requiere, una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido de la presente invencion o
del complejo de la presente invencion. Preferiblemente, el trastorno hemorragico es EVW o hemofilia A.

En aun otro aspecto, la invencion se refiere a un polinucleétido que codifica el polipéptido de la presente invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un plasmido o un vector que comprende el polinucleétido de la presente
invencion. El plasmido o el vector es preferiblemente un plasmido de expresién o un vector de expresion.

En otro aspecto, la invencioén se refiere a una célula hospedadora que comprende el polinucleétido o el plasmido de
la presente invencion.

La invencidn incluye ademas un método para producir un polipéptido que comprende un FvW modificado, que com-
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prende

(a) cultivar las células hospedadoras de la presente invencion en condiciones tales que se expresa el polipépti-
do que comprende un FVW modificado; y

(b) opcionalmente, recuperar el polipéptido que comprende un FvW maodificado a partir de las células hospeda-
doras o del medio de cultivo.

Todavia otro aspecto de esta invencién es un método para aumentar la afinidad de la unién con el Factor VIII del
FvW, que comprende introducir una mutacién en el dominio D' de la secuencia de aminoacidos de FvW, que no esta
presente en la secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre como se muestra en SEQ ID NO:
31.

En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un FYW modificado que tiene mayor afinidad hacia FVIII que un
FvW no modificado para aumentar la semivida de FVIII. EI FvW modificado es preferiblemente un polipéptido de la
invencion como se define en este documento, o un FYW modificado como se define en este documento. Mas prefe-
riblemente, el FYW modificado es una proteina de fusion, lo mas preferiblemente una proteina de fusién con albumi-
na.

Un aspecto adicional de la invencion es un método para preparar un complejo que comprende Factor VIl 'y FvW,
comprendiendo dicho método mezclar una molécula de Factor VIII con el polipéptido de la presente invencién o su
version con semivida ampliada.

DESCRIPCION DETALLADA
El polipéptido de la presente invencién comprende un Factor de von Willebrand modificado.
FvW

La expresion "Factor de von Willebrand" o "FVYW", tal y como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
polipéptido que tiene la actividad biologica de FvW de tipo silvestre. El gen que codifica FVW de tipo silvestre se
transcribe en un ARNm de 9 kb que se traduce en un pre-propolipéptido de 2813 aminoacidos con un peso molecu-
lar estimado de 310.000 Da. El pre-propolipéptido contiene un péptido sefial de 22 aminoacidos, un propolipéptido
de 741 aminoacidos y la subunidad madura. La escision del propolipéptido de 741 aminoacidos desde el extremo N-
terminal da como resultado un FYW maduro que consiste en 2050 aminoacidos. La secuencia de aminoacidos del
pre-propolipéptido de FvW se muestra en SEQ ID NO: 2. A menos que se indique de otro modo, la numeracion de
los aminoacidos de los residuos de FVYW en esta solicitud se refiere a SEQ ID NO: 2, incluso si la molécula de FvW
no necesita comprender todos los residuos de SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos de FvW maduro se
muestra en SEQ ID NO: 32. El término "FVW" tal y como se usa en esta memoria, se refiere a la forma madura de
FvW a menos que se indique lo contrario.

El propolipéptido de FvW de tipo silvestre comprende multiples dominios, que estan dispuestos en el orden siguien-
te:

D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK

Los dominios D1 y D2 representan el propéptido que se escinde para obtener el FvW maduro. El dominio D' abarca
los aminoacidos 764 a 865 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre
se muestra en SEQ ID NO: 31. Los 90 residuos carboxiterminales comprenden el dominio "CK" que es homdlogo a
la superfamilia de proteinas "nudo de cistina". Estos miembros de la familia tienen una tendencia a dimerizarse a
través de enlaces disulfuro.

Preferiblemente, el FVW de tipo silvestre comprende la secuencia de aminoacidos de FvW maduro como se muestra
en SEQ ID NO: 32. También se incluyen adiciones, inserciones, deleciones N-terminales, C-terminales o internas de
FvW, siempre que se conserve la actividad biolégica de FvW. La actividad biolégica se conserva en el sentido de la
invencion si el FYW con deleciones conserva al menos 10%, preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente al
menos 50%, mas preferiblemente al menos 75% de la actividad bioldgica de FvW de tipo silvestre. La actividad bio-
l6gica de FYW de tipo silvestre puede ser determinada por el experto usando métodos para la actividad del cofactor
ristocetina (Federici AB et al. 2004. Haematologica 89:77-85), la union de FYW a GP Iba del complejo de glicoprotei-
na plaquetaria Ib-V-IX (Sucker et al. 2006. Clin Appl Thromb Hemost. 12: 305-310), o un ensayo de unién a colageno
(Kallas & Talpsep. 2001. Annals of Hematology 80:466-471).

Factor ViII

Las expresiones "Factor VIII de coagulacion sanguinea”, "Factor VIII" y "FVIII" se usan indistintamente en este do-
cumento. "Factor VIII de coagulacion sanguinea” incluye FVIII de coagulacion sanguinea de tipo silvestre, asi como
derivados de FVIII de coagulacion sanguinea de tipo silvestre que tienen la actividad procoagulante de FVIII de coa-
gulacion sanguinea de tipo silvestre. Los derivados pueden tener deleciones, inserciones y/o adiciones en compara-
cion con la secuencia de aminoacidos de FVIII de tipo silvestre. El término FVIII incluye formas procesadas proteoli-
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ticamente de FVIII, por ejemplo, la forma antes de la activacion, que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera.

El término "FVIII" incluye cualquier variante de FVIIl o mutantes que tienen al menos 25%, mas preferiblemente al
menos 50%, mas preferiblemente al menos 75% de la actividad bioldgica del factor VIII de tipo silvestre.

Como ejemplos no limitativos, las moléculas de FVIIl incluyen mutantes de FVIII que previenen o reducen la escision
con APC (Amano 1998. Thromb. Haemost. 79:557-563), mutantes de FVIIl que estabilizan ain mas el dominio A2
(documento WO 97/40145), mutantes de FVIII que producen un aumento de la expresion (Swaroop et al. 1997. JBC
272:24121-24124), mutantes de FVIII que reducen su inmunogenicidad (Lollar 1999. Thromb Haemost. 82:505-508),
FVIII reconstituido a partir de cadenas pesadas y ligeras expresadas de forma diferente (Oh et al. 1999. Exp. Mol.
Med. 31:95-100), mutantes de FVIII que reducen la unién a receptores conduciendo a un catabolismo de HSPG de
tipo FVIII (proteoglicanos de sulfato de heparan) y/o LRP (proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de
baja densidad) (Ananyeva et al. 2001. TCM, 11:251-257), variantes de FVIII estabilizadas por enlaces disulfuro (Gale
et al., 2006. J. Thromb Hemost 4:1315-1322), mutantes de FVIII con propiedades mejoradas de secrecion (Miao et
al., 2004. Blood 103:3412-3419), mutantes de FVIII con actividad especifica de cofactor incrementada (Wakabayashi
et al., 2005. Biochemistry 44: 10298-304), mutantes de FVIII con una mejora de la biosintesis y la secrecion, reduc-
cion de la interaccion chaperona RE, mejora del transporte RE-Golgi, aumento de la activacion o resistencia a la
inactivacion y semivida mejorada (resumido por Pipe 2004. Sem. Thromb. Hemost. 30:227-237). Todos estos mutan-
tes de FVIIl y variantes se incorporan en este documento como referencia en su totalidad.

Preferiblemente FVIII comprende la secuencia de longitud completa de FVIII como se muestra en SEQ ID NO: 36.
También se incluyen adiciones, inserciones, sustituciones, deleciones N-terminales, C-terminales o internas de FVIIl,
siempre que se conserve la actividad bioldgica del FVIII. La actividad biolégica se conserva en el sentido de la in-
vencion si el FVIII con modificaciones conserva al menos 10%, preferiblemente al menos 25%, mas preferiblemente
al menos 50%, lo mas preferiblemente al menos 75% de la actividad bioldgica de FVIII de tipo silvestre. La actividad
bioldgica de FVIII puede ser determinada por el experto tal como se describe a continuacion.

Un ensayo adecuado para determinar la actividad bioldgica de FVIII es, por ejemplo, el ensayo de coagulacion de
una etapa o de dos etapas (Rizza et al. 1982. Coagulation assay of FVIII:C and FIXa en Bloom ed. The Hemophilias.
NY Churchchill Livingston 1992) o el ensayo de sustrato cromogénico FVIII:C (S. Rosen, 1984. Scand J Haematol
33: 139-145, supl.). El contenido de estas referencias se incorpora en este documento como referencia.

La secuencia de aminoacidos de la forma de tipo silvestre madura de FVIII de coagulaciéon sanguinea humana se
muestra en SEQ ID NO: 36. La referencia a una posicion de aminoacido de una secuencia especifica significa la
posicion de dicho aminoacido en la proteina de tipo silvestre de FVIIl y no excluye la presencia de mutaciones, por
ejemplo, deleciones, inserciones y/o sustituciones en otras posiciones en la secuencia a la que se hace referencia.
Por ejemplo, una mutacion en "Glu2004", haciendo referencia a SEQ ID NO: 36 no excluye que en el homodlogo
modificado uno o varios aminoacidos en las posiciones 1 a 2332 de SEQ ID NO: 36 estén ausentes.

"FVIII" y/o "FYW" dentro de la definicién anterior también incluyen variaciones alélicas naturales que pueden existir y
tener lugar de un individuo a otro. "FVIII" y/o "FVW" dentro de la anterior definicion incluyen ademas variantes de
FVIIl y/o FvW. Tales variantes difieren en uno o varios residuos de aminoacidos de la secuencia de tipo silvestre.
Ejemplos de tales diferencias pueden incluir como sustituciones de aminoacidos conservadoras, es decir, sustitucio-
nes dentro de grupos de aminoacidos con caracteristicas similares, por ejemplo (1) aminoacidos pequefios, (2) ami-
noacidos acidos, (3) aminoacidos polares, (4) aminoacidos basicos, (5) aminoacidos hidrofobos y (6) aminoacidos
aromaticos. Ejemplos de tales sustituciones conservadoras se muestran en la tabla 1 siguiente.

Tabla 1:
(1) |Alanina Glicina
(2) |Acido aspartico Acido glutamico
(38) |Asparagina Glutamina Serina Treonina
(4) |Arginina Histidina Lisina
(5) |Isoleucina Leucina Metionina Valina
(6) |Fenilalanina Tirosina Triptofano
FvW modificado
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El FYW modificado de la presente invencién tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la de FvW de tipo
silvestre. Segun la presente invencion, el FvW modificado tiene al menos una mutacién dentro de su dominio D’, en
comparacion con la secuencia de aminoacidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID
NO: 31. La mutacién puede ser una delecion, insercién o sustitucion. Preferiblemente, la mutacion es una sustitucion
de aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW modificado puede tener una o varias mutaciones en relacion
con SEQ ID NO: 31. La secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW modificado puede tener una, dos, tres,
cuatro, cinco o mas mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 31. Se prefiere que la secuencia de aminoacidos del
dominio D' de FvW modificado tenga una, dos o tres mutaciones en relacion con SEQ ID NO: 31. Lo mas preferible-
mente, la secuencia de aminoacidos del dominio D' de FVYW modificado tiene exactamente una sustitucion con res-
pecto a la secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 31.

En un primer enfoque, las posiciones de aminoacidos que estan mutadas preferiblemente en el FvW modificado
aumentan la carga positiva del dominio D' y/o reducen la carga negativa del mismo. Este primer enfoque se denomi-
na en este documento como "enfoque electrostatico". Esto se puede conseguir mediante la sustitucion de al menos
un aminoacido que tiene una carga negativa a pH 7,4, con al menos un aminoacido que es neutro o tiene una carga
positiva a pH 7,4. Alternativamente, esto se puede conseguir mediante la sustitucion de al menos un aminoacido que
es neutro a pH 7,4 con al menos un aminoacido que tiene una carga positiva a pH 7,4. Estos tipos de aminoacidos
se definen del modo siguiente:

— Los aminoacidos que tienen una carga negativa a pH 7,4 son acido aspartico (aspartato) y acido glutamico
(glutamato); que se conocen de aqui en adelante como "aminoacidos cargados negativamente".

— Los aminoacidos que tienen una carga positiva a pH 7,4 son lisina y arginina; que se conocen de aqui en
adelante como "aminoacidos cargados positivamente".

— Los aminoacidos que son neutros a pH 7,4 son alanina, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, his-
tidina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, tirosina, triptéfano, prolina y cisteina; que se cono-
cen de aqui en adelante como "aminoacidos neutros".

En un aspecto del enfoque electrostatico, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von
Willebrand modificado (FvW),

en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FYW modificado tiene al menos una sustituciéon dentro del dominio
D’ en relacién con la secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre, tal y como se muestra en
SEQ ID NO: 31,

en donde dicha sustitucion reemplaza un aminoacido cargado negativamente presente en el dominio D' de FvW de
tipo silvestre tal y como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoacido neutro o con un aminoacido cargado
positivamente.

En otro aspecto del enfoque electrostatico, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von
Willebrand modificado (FvW),

en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FYW modificado tiene al menos una sustitucion dentro del dominio
D’ en relacién con la secuencia de aminoacidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, tal y como se muestra en
SEQ ID NO: 31,

en donde dicha sustitucién reemplaza un aminoacido neutro presente en el dominio D’ de FvW de tipo silvestre, tal y
como se muestra en la SEQ ID NO: 31, con un aminoacido cargado positivamente.

El FvW modificado de la presente invencion incluye, pero no se limita a, las siguientes realizaciones de acuerdo con
el enfoque electrostatico, los cuales se pueden combinar entre si.

En una primera realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicion 779 de la secuen-
cia de aminoacidos de FYW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la
posicién 779 de la secuencia de aminoacidos de FVYW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posi-
cion 779 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicién
779 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En una segunda realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicion 787 de la se-
cuencia de aminoacidos de FYW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en
la posicién 787 de la secuencia de aminoacidos de FVW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la
posicion 787 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la
posicion 787 de la secuencia de aminoacidos de FVW puede ser un aminoacido neutro.
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En una tercera realizaciéon de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicién 793 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW es un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 793 de la se-
cuencia de aminoacidos de FVW puede ser lisina.

Alternativamente, el aminoacido en la posicion 793 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina.

En una cuarta realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicién 794 de la secuencia
de aminoacidos de FvW es un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 794 de la secuencia
de aminoacidos de FVW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicién 794 de la secuencia de
aminoacidos de FvW puede ser arginina.

En una quinta realizacion de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posiciéon 796 de la secuencia
de aminoacidos de FYW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posi-
cion 796 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion
796 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 796
de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En una sexta realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posiciéon 798 de la secuencia
de aminoacidos de FvW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posi-
cion 798 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion
798 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 798
de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En una séptima realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicién 802 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW es un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 802 de la se-
cuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posiciéon 802 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW puede ser arginina.

En una octava realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posiciéon 818 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la
posiciéon 818 de la secuencia de aminoacidos de FVW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posi-
cion 818 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicién
818 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En una novena realizacion de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicion 819 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW es un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 819 de la se-
cuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 819 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW puede ser arginina.

En una décima realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicion 825 de la secuen-
cia de aminoacidos de FvW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la
posicién 825 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posi-
cion 825 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion
825 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En una undécima realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posiciéon 835 de la se-
cuencia de aminoacidos de FVW es un aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en
la posicién 835 de la secuencia de aminoacidos de FVW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la
posicion 835 de la secuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la
posicion 835 de la secuencia de aminoacidos de FVW puede ser un aminoacido neutro.

En una duodécima realizacién de acuerdo con el enfoque electrostatico, el aminoacido en la posicion 838 de la se-
cuencia de aminoacidos de FVYW es un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 838 de la
secuencia de aminoacidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicién 838 de la se-
cuencia de aminoacidos de FvW puede ser arginina.

En una decimotercera realizacién, el aminoacido en la posicion 853 de la secuencia de aminoacidos de FYW es un
aminoacido neutro o un aminoacido cargado positivamente. El aminoacido en la posicion 853 de la secuencia de
aminoacidos de FVW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 853 de la secuencia de ami-
noacidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoacido en la posicion 853 de la secuencia de ami-
noacidos de FvW puede ser un aminoacido neutro.

En un segundo enfoque alternativo, un aminoacido en el dominio D' se puede sustituir con un aminoacido diferente
que se conserva evolutivamente o es al menos polimorfico en la posicion respectiva. Este segundo enfoque se de-
nomina de aqui en adelante "enfoque evolutivo".

Una sustituciéon con un aminoacido diferente que se conserva evolutivamente en el sentido de la invencion significa
que un aminoacido dado dentro del dominio D' el cual esta presente (i) solo en los seres humanos, se reemplaza con
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un aminoacido diferente que se conserva en otras especies en la posicion del aminoacido correspondiente, o (ii) que
esta presente solo en los seres humanos y algunas otras especies pero no en la mayoria de las especies, se susti-
tuye con el aminoacido correspondiente mas abundante que esta presente en la mayoria de las otras especies, o (iii)
es un polimorfismo humano comun. Esto significa que al menos un residuo del dominio D' de FVvW se sustituye con
un aminodcido diferente que esta presente en la misma posicién en uno o varios polimorfos u ortélogos de FVW que
tienen un dominio D' diferente de SEQ ID NO: 31.

El FvW modificado de la presente invencion incluye, pero no se limita a, las siguientes realizaciones de acuerdo con
el enfoque evolutivo, que se pueden combinar entre si y con cualquier realizacion(es) del enfoque electrostatico.

En una primera realizacion de acuerdo con el enfoque evolutivo, el aminoacido en la posiciéon 781 de la secuencia de
aminoacidos de FvW es una prolina.

En una segunda realizacion de acuerdo con el enfoque evolutivo, el aminoacido en la posicion 789 de la secuencia
de aminoacidos de FVW es alanina, glicina, serina o valina.

En otras realizaciones preferidas de la invencion, el dominio D' del FvW modificado tiene la siguiente secuencia
(SEQ ID NO: 33).

SLSCRPPMVK LVCPAX'NX’RA EGLX’CX’KTCcX’ X°yX'Lx®cMSX’G CVSGCLCPPG
MVRHX'*X'RCVA LX'RCPCFHQG KXPYAX“'GETVK IGCNTCVCRX!° RKWNCTDHVC DA

El dominio D' modificado en el polipéptido de la presente invencidén puede tener una secuencia de aminoacidos de
acuerdo con una de las realizaciones de la siguiente tabla 2. Cada linea con “realizacién n®” representa una realiza-
cion en la que el dominio D' en el polipéptido de la presente invencion tiene la secuencia de aminoacidos tal y como
se muestra en SEQ ID NO: 33, en donde de X' hasta X'® tienen los significados indicados. "neut" significa un ami-
noacido neutro.
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Tabla 2.

x15

x14

x13

x12

xll

x10

x9

x8

xl

Realizacién

no

Tipo silvestre| D

1.1
1.2
1.3
21
3.2
3.3
41
4.2
4.3
4.4

5.1
52

3.1
6.1
6.2
7.1
7.2
7.3
8.1
8.2
8.3
9.1
9.2
10.1
10.2
10.3

11.1

1.2

10
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Realizacion x! x2 x3 x4 x5 X6 X7 X8 x° | x| x2
no
12.1 D L E T Q N D E M E N
12.2 D L E T Q N D M E N
12.3 D L E T Q N D E M N
13.1 D L E T Q N D E M E N
13.2 D L E T Q N D E M E N
13.3 D L E T Q N D E M E N
141 D L E T Q N D E M E N
14.2 D L E T Q N D E M E N
15.1 D L E T Q N D E M E N
15.2 D L E T Q N D E M
15.3 D L E T Q N D M E N

Las realizaciones 2.1y 4.1-4.4 de la tabla 2 estan conformes con el enfoque evolutivo, todas las demas realizacio-
nes estan conformes con el enfoque electrostatico.

Las posiciones de los aminoacidos que se mutan preferiblemente en el FvW modificado se seleccionan a partir del
grupo que consiste en las posiciones de aminoacidos 779, 781, 787, 793, 794, 796, 798, 802, 818, 819, 825, 835,
838 y 853, en donde la numeracion se refiere a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2. Es decir,
el dominio D' del FvW modificado tiene preferiblemente una sustitucién de aminoacidos en una de las posiciones 16,
18, 26, 30, 31, 39, 55, 56, 72, 75 0 90 de SEQ ID NO: 31.

Preferiblemente, la sustitucién de aminoacidos en el FvW modificado es en una de las posiciones 789, 802, 818, 819
0 853 de la secuencia de aminoacidos tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2. Es decir, el dominio D' del FvW
modificado tiene preferiblemente una o varias mutaciones en las posiciones 39, 55, 56 y 90 de SEQ ID NO: 31.

De acuerdo con esta invencion, la afinidad de la unién del polipéptido de la presente invencion hacia FVIII es mayor
que la de un polipéptido de referencia que tiene la misma secuencia de aminoacidos con excepcion de la mutacion
en el dominio D'".

La afinidad de la unién de una molécula de FYW hacia una molécula de Factor VIl se puede determinar mediante un
ensayo de unioén utilizado en la técnica. Por ejemplo, la molécula de FvW se puede inmovilizar sobre un soporte
solido, se aplican concentraciones crecientes de Factor VIII, se incuban durante un cierto periodo de tiempo y des-
pués del lavado, se determina el Factor VIl unido con un ensayo cromogénico. La constante de afinidad o la cons-
tante de disociacion se pueden determinar entonces mediante un analisis de Scatchard u otro método adecuado. Un
método para determinar la afinidad de la unién del Factor VIII humano con el Factor de von Willebrand se describe
en Viot et al. (1995), Blood, volumen 85, nimero 11, 3150-3157. Preferiblemente, sin embargo, la afinidad de FvW
hacia el Factor VIl se determina como se describe en el Ejemplo 4 de esta solicitud.

Cualquier indicacion en este documento sobre la afinidad, incluyendo constantes de disociacion, se refiere preferi-
blemente a la unién del FvW modificado de la invencién, o del polipéptido de la invencién a FVIII de cadena sencilla
representado por la secuencia de aminoacidos tal y como se muestra en SEQ ID NO: 37.

La constante de disociacion del complejo que consiste en FYW y FVIII es preferiblemente de 0,2 nmol/L o menor,
mas preferiblemente de 0,175 nmol/L o menor, mas preferiblemente de 0,15 nmol/L o menor, mas preferiblemente
de 0,125 nmol/L o menor, mas preferiblemente de 0,1 nmol/L o menor, mas preferiblemente de 0,05 nmol/L o menor,
lo mas preferiblemente de 0,01 nmol/L o menor.

La constante de disociacion Kp de un complejo del polipéptido de la invencion y el Factor VIll de SEQ ID NO: 37 es
tipicamente menor que el 90% de la constante de disociacion Kp de un complejo del polipéptido de referencia (por
ejemplo, el polipéptido de SEQ ID NO: 32) y el Factor VIIl de SEQ ID NO: 37. La constante de disociacion Kp de un
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complejo del polipéptido de la invencion y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37 es preferiblemente menor que el 75%,
mas preferiblemente menor que el 50%, mas preferiblemente menor que el 25%, mas preferiblemente menor que el
10%, mas preferiblemente menor que el 5% de la constante de disociacion Kp de un complejo del polipéptido de
referencia (por ejemplo, el polipéptido de SEQ ID NO: 32) y el Factor VIIl de SEQ ID NO: 37.

La afinidad de la unién del polipéptido de la presente invencién que comprende el FYW modificado, hacia el Factor
VIII es superior a la del polipéptido de referencia en al menos un 10%, preferiblemente en al menos un 20%, mas
preferiblemente en al menos un 30%, mas preferiblemente en al menos un 50%, mas preferiblemente en al menos
un 75%, mas preferiblemente en al menos un 100%, mas preferiblemente en al menos un 250%, mas preferiblemen-
te en al menos un 500%, mas preferiblemente en al menos un 1000%, mas preferiblemente en al menos un
10000%, lo mas preferiblemente en al menos un 100000%.

Se ha encontrado que la afinidad del polipéptido de la invencién hacia el Factor VIl de cadena sencilla (por ejemplo,
representado por SEQ ID NO: 37) es mayor que hacia un Factor VIl heterodimero "bicatenario" (por ejemplo, repre-
sentado por SEQ ID NO: 36). Por lo tanto, la molécula preferida de Factor VIl en el complejo de la invencion es un
Factor VIII de cadena sencilla, lo mas preferiblemente es el polipéptido de SEQ ID NO: 37.

El polipéptido de referencia es un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es idéntica a la del polipéptido de la
presente invencion, excepto en la mutacion dentro del dominio D' de FvW. Es decir, el polipéptido de referencia tiene
preferiblemente una secuencia de aminoacidos idéntica a la del polipéptido de la presente invencién, con la condi-
cion de que el dominio D' en el polipéptido de referencia consista en la secuencia de aminoacidos tal y como se
muestra en SEQ ID NO: 31. En otras palabras, la Gnica diferencia en la secuencia entre el polipéptido de la inven-
cion y el polipéptido de referencia se encuentra en la secuencia de aminoacidos del dominio D'. El polipéptido de
referencia se ha preparado preferiblemente en las mismas condiciones que el polipéptido de la invencion.

El polipéptido de la presente invencién puede consistir en el FvW modificado. En otra realizacion, el polipéptido de la
presente invencion comprende una secuencia de aminoacidos adicional, preferiblemente una secuencia de aminoa-
cidos heterdloga. La secuencia de aminoacidos heteréloga normalmente no se fusiona con FvW en la naturaleza.

La presente invencion es particularmente Util en los casos en que se emplea una variante de FVW que tiene una
semivida mejorada. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la fusion de FYW con albumina de suero humano.
Se ha encontrado, sin embargo, que tales proteinas de fusidon pueden tener una afinidad reducida hacia FVIII en
comparacion con FVW de tipo silvestre. Esto incluye el riesgo de que un complejo de proteina de fusion de FYW y
FVIIl administrado a un paciente, se pueda disociar con bastante rapidez, y el FVIII disociado del complejo se uniria
al FvW enddgeno. El efecto positivo de la formacion de complejos entre un FvW con una semivida incrementada y
FVIII, en donde también se incrementa la semivida de FVIII, se puede perder de este modo si la afinidad entre la
proteina de fusion de FYW y FVIII es demasiado baja. Este problema se resuelve mejorando la unién de FvW a FVIII
de acuerdo con esta invencion. Como las proteinas de fusion de FvW tienen el riesgo particular de tener una afini-
dad reducida hacia FVIII, la presente invencion es particularmente aplicable en proteinas de fusién de FvW.

Por lo tanto, en una realizacion, el polipéptido de la presente invencion comprende el FvW modificado y una proteina
que mejora la semivida (HLEP). Preferiblemente, la HLEP es una albumina.

Una o varias HLEPs se pueden fusionar a la parte C-terminal de FvW, preferiblemente de modo que no interfieran
con las capacidades de unién de FvW, por ejemplo, a FVIII, plaquetas, heparina o colageno.

En una realizacion, el FvW maodificado tiene la siguiente estructura:
N-FVW-C-L1-H, [férmula 1]
en donde
N es una parte N-terminal de FvW,
L1 es un enlace quimico o una secuencia enlazadora
HesunaHLEP Yy
C es una parte C-terminal de FvW

L1 puede ser un enlace quimico o una secuencia enlazadora que consiste en uno o varios aminoacidos, por ejem-
plo,de 1a50,1a30,1a20,1a15,1a10,1a50de1a3 (porejemplo, 1,2 o 3) aminoacidos y que pueden ser
iguales o diferentes entre si. Por lo general, las secuencias enlazadoras no estan presentes en la posicion corres-
pondiente en el factor de coagulacion de tipo silvestre. Ejemplos de aminoacidos adecuados presentes en L1 inclu-
yen Gly y Ser.

Las secuencias de HLEP preferidas se describen mas abajo. Asimismo, se incluyen en la invencion fusiones con el
"aminoacido N-terminal" exacto de la HLEP respectiva, o fusiones con la "parte N-terminal" de la HLEP respectiva,
que incluye deleciones N-terminales de uno o varios aminoacidos de la HLEP.
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El FvW modificado o el complejo del FVIII con el FvW modificado de la invencion puede comprender mas de una
secuencia de HLEP, por ejemplo, dos o tres secuencias de HLEP. Estas secuencias multiples de HLEP pueden
estar fusionadas con la parte C-terminal de FvW en tandem, por ejemplo, como repeticiones sucesivas.

Secuencias enlazadoras

De acuerdo con esta invencion, el resto del polipéptido terapéutico se puede acoplar al resto HLEP a través de un
enlazador peptidico. El enlazador debe ser no inmunogénico y puede ser un enlazador no escindible o escindible.

Los enlazadores no escindibles pueden estar compuestos de residuos de glicina y serina alternantes, como se
ejemplifica en el documento WO2007/090584.

En ofra realizacion de la invencion, el enlazador peptidico entre el resto FVIII y/o FvW y el resto albdmina consiste
en secuencias peptidicas, que sirven como enlazadores naturales entre los dominios en proteinas humanas. Preferi-
blemente, tales secuencias peptidicas en su entorno natural se encuentran cerca de la superficie de la proteina y
son accesibles para el sistema inmune, de modo que se puede asumir una tolerancia natural contra esa secuencia.
En el documento W0O2007/090584 se proporcionan ejemplos.

Los enlazadores escindibles deben ser suficientemente flexibles como para permitir la escisién con proteasas. En
una realizacion preferida, la escision del enlazador se realiza de forma comparablemente igual de rapida que la
activacion de FVIII dentro de la proteina de fusioén, si la proteina de fusion es un FVIII modificado.

El enlazador escindible comprende preferentemente una secuencia obtenida a partir de

a) el propio polipéptido terapéutico que se va a administrar, si contiene sitios de escision proteolitica que se es-
cinden proteoliticamente durante la activaciéon del polipéptido terapéutico,

b) un polipéptido del sustrato, escindido por una proteasa que se activa o se forma con la participacion del poli-
péptido terapéutico.

c) un polipéptido implicado en la coagulacion o la fibrinolisis

La regién enlazadora en una realizacion mas preferida comprende una secuencia de FVIII y/o FvW, que deberia dar
como resultado una disminucién del riesgo de propiedades neoantigénicas de la proteina de fusion expresada. Tam-
bién en caso de que la proteina terapéutica sea FVIII que se tiene que activar proteoliticamente, la cinética de la
escision del péptido enlazador reflejara mas estrechamente la cinética de activacion relacionada con la coagulacion
del zimdgeno.

Los péptidos enlazadores son preferiblemente escindibles con las proteasas del sistema de coagulacion, por ejem-
plo, Flla, FIXa, FXa, FXla, FXllay FVlla.

Ejemplos de combinaciones de polipéptido terapéutico, enlazador escindible y HLEP incluyen las estructuras artifi-
ciales mencionadas en el documento W02007/090584 (por ejemplo, en la tabla 2 y la figura 4) y en el documento
WO2007/144173 (por ejemplo, en la tabla 3a y 3b), pero no se limitan a las mismas.

Polipéptidos que incrementan la semivida (HLEPs)

Un "polipéptido que incrementa la semivida", tal y como se usa en el presente documento, se selecciona entre el
grupo que consiste en albumina, un miembro de la familia de la albumina, la region constante de la inmunoglobulina
G y fragmentos de la misma, una region y polipéptidos capaces de unirse en condiciones fisiolégicas a albumina, a
miembros de la familia de la albumina, asi como a porciones de una region constante de inmunoglobulina. Puede ser
una proteina de longitud completa que incrementa la semivida descrita en el presente documento (por ejemplo, al-
bumina, un miembro de la familia de la albamina o la regién constante de la inmunoglobulina G) o uno o varios frag-
mentos de la misma que son capaces de estabilizar o prolongar la actividad terapéutica o la actividad biologica del
factor de coagulacion. Tales fragmentos pueden tener una longitud de 10 o mas aminoacidos o pueden incluir al
menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, al menos aproxima-
damente 30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100 o mas aminoacidos contiguos proce-
dentes de la secuencia de HLEP o pueden incluir una parte o todos los dominios especificos de la HELP respectiva,
siempre que el fragmento de HELP proporcione una extension de la semivida funcional de al menos un 25% en
comparacién con un FvW de tipo silvestre.

La porcién HLEP de las estructuras artificiales con insercion de factor de coagulacién, propuestas de la invencion
puede ser una variante de una HLEP normal. El término "variantes" incluye inserciones, deleciones y sustituciones,
ya sean conservadoras o no conservadoras, en donde tales cambios no alteran sustancialmente el sitio activo, o el
dominio activo que confiere las actividades bioldgicas del FvW modificado.

En particular, las estructuras artificiales de fusion de FvW y HLEP propuestas de la invencién pueden incluir varian-
tes naturales polimérficas de HLEPs y fragmentos de HLEPs. La HLEP se puede obtener a partir de cualquier verte-
brado, especialmente cualquier mamifero, por ejemplo, ser humano, mono, vaca, oveja o cerdo. Las HELPs de no
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mamifero incluyen, pero no se limitan a, gallina y salmon.
Albimina como HLEP

Las expresiones "albumina de suero humano" (HSA) y "albimina humana" (HA) y "albumina" (ALB) se utilizan indis-
tintamente en esta solicitud. Las expresiones "albumina" y "albumina de suero" son mas amplias, y abarcan albdmi-
na de suero humano (y fragmentos y variantes de la misma), asi como albimina de otras especies (y fragmentos y
variantes de las mismas).

Tal como se utiliza en este documento, "albumina" se refiere colectivamente a un polipéptido o una secuencia de
aminoacidos de albumina, o un fragmento o una variante de albumina, que tiene una o varias actividades funciona-
les (por ejemplo, actividades biolégicas) de albumina. En particular, "albumina" se refiere a la albimina humana o a
fragmentos de la misma, especialmente la forma madura de albimina humana como se muestra en SEQ ID NO: 38
en este documento o a albumina de otros vertebrados o fragmentos de las mismas, o analogos o variantes de estas
moléculas o fragmentos de las mismas.

En particular, las estructuras artificiales de fusion de FYW propuestas de la invencién pueden incluir variantes poli-
morficas naturales de albumina humana y fragmentos de albumina humana. En términos generales, un fragmento o
una variante de albumina tendra una longitud de al menos 10, preferiblemente al menos 40, lo mas preferiblemente
mas de 70 aminoacidos. La variante de albumina puede consistir preferentemente en, o alternativamente compren-
der al menos un dominio completo de la albumina o fragmentos de dichos dominios, por ejemplo, los dominios 1
(aminoacidos 1-194 de SEQ ID NO: 38), 2 (aminoacidos 195-387 de la SEQ ID NO: 38), 3 (aminoacidos 388-585 de
SEQ ID NO: 38), 1 + 2 (1-387 de SEQ ID NO: 38), 2 + 3 (195-585 de SEQ ID NO: 38) o0 1 + 3 (aminoacidos 1-194 de
SEQ ID NO: 38 + amino acidos 388-585 de SEQ ID NO: 38). Cada dominio esta compuesto por dos subdominios
homologos, a saber, 1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-585, con regiones enlazadoras flexibles
entre los subdominios que comprenden los residuos Lys106 a Glu119, Glu292 a Val315 y Glu492 a Ala511.

La porcién de albumina de las estructuras artificiales de fusién propuestas de FVW de la invencién, puede compren-
der al menos un subdominio o un dominio de HA o modificaciones conservadoras del mismo.

En una realizacion preferida, el extremo N-terminal de la albumina se fusiona con el extremo C-terminal de la se-
cuencia de aminoacidos del FYW modificado. Es decir, el polipéptido de la presente invencion puede tener la estruc-
tura:

N-mFvW-C-L1-A,

en donde N es una parte N-terminal de FVvW, mFvW es el FvW modificado como se ha descrito anteriormente, C es
una parte C-terminal de FvW, L1 es un enlace quimico o una secuencia enlazadora y A es albumina tal y como se
ha definido anteriormente en esta memoria.

Inmunoglobulinas como HLEPs

Las regiones constantes (Fc) de la inmunoglobulina G (IgG) son conocidas en la técnica por aumentar la semivida
de proteinas terapéuticas (Dumont JA et al., 2006. BioDrugs. 20: 151-160). La region constante de IgG de la cadena
pesada consiste en 3 dominios (CH1 - CH3) y una region bisagra. La secuencia de la inmunoglobulina se puede
obtener a partir de cualquier mamifero, o de las subclases IgG1, 1gG2, IgG3 o 1gG4, respectivamente. IgG y frag-
mentos de IgG sin un dominio de unién a antigeno también se pueden usar como HLEPs. La porcion de polipéptido
terapéutico esta conectada a IgG o a los fragmentos de IgG preferiblemente a través de la region bisagra del anti-
cuerpo o de un enlazador peptidico, que puede ser incluso escindible. Diversos documentos de patentes y solicitu-
des de patente describen la fusidon de proteinas terapéuticas a regiones constantes de inmunoglobulina para mejorar
las semividas in vivo de una proteina terapéutica. Los documentos US 2004/0087778 y WO 2005/001025 describen
proteinas de fusion de los dominios Fc o al menos porciones de las regiones constantes de inmunoglobulina, con
péptidos bioldgicamente activos que aumentan la semivida del péptido, que de otro modo se eliminaria rapidamente
in vivo. Se ha descrito que las proteinas de fusion Fc-IFN-B lograban una mayor actividad bioldgica, una semivida
circulante prolongada y una mayor solubilidad (documento WO 2006/000448). Se han descrito proteinas Fc-EPO
con una semivida en suero prolongada y una mayor potencia in vivo (documento WO 2005/063808), asi como fusio-
nes de Fc con G-CSF (documento WO 2003/076567), péptido similar al glucagén 1 (documento WO 2005/000892),
factores de coagulacion (documento WO 2004/101740) e interleucina-10 (documento US 6.403.077), todas con
propiedades que prolongan la semivida.

En otra realizacion, la semivida funcional del polipéptido de la invencién o de FVIII que forma un complejo con el
polipéptido de la invencién, se prolonga en comparacion con la de FvW de tipo silvestre o la de FVIII que forma un
complejo con FvW de tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia, tal como se ha definido anteriormente. El
aumento puede ser de mas del 15%, por ejemplo, al menos del 20% o al menos del 50%. De nuevo, tales valores de
semividas funcionales se pueden medir in vitro en muestras de sangre tomadas en diferentes intervalos de tiempo a
partir de dicho mamifero, después de haber administrado el FvW modificado o el complejo de FVIII con FvW modifi-
cado.
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En otra realizacion de la invencion, el polipéptido de la invencion o FVIII que forma un complejo con el polipéptido de
la invencion, muestra una mejora en la recuperacion in vivo en comparacion con FvW de tipo silvestre o FVIII que
forma un complejo con FvW de tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia definido anteriormente. La recupera-
cion in vivo se puede determinar in vivo, por ejemplo, en animales normales o en modelos animales de hemofilia A,
tales como ratones con el gen de FVIII desactivado en los que se esperaria encontrar un mayor porcentaje de FVIII
con ensayos de antigenos o de actividad, en la circulacion poco después (5 a 10 min) de la administracion i.v., en
comparacioén con el correspondiente FvW de tipo silvestre, o el polipéptido de referencia definido anteriormente.

La recuperacion in vivo se incrementa preferiblemente en al menos un 10%, mas preferiblemente en al menos un
20%, e incluso mas preferiblemente en al menos un 40% con respecto al FVIII que forma un complejo con FVvW de
tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia definido anteriormente.

En otra realizacion mas de la invencion, se emplean como HLEPs regiones constantes de inmunoglobulina o porcio-
nes de las mismas. Preferiblemente, se emplea la region Fc compuesta de un dominio CH2 y CH3 y una region
bisagra de una IgG, mas preferiblemente de una IgG1 o fragmentos o variantes de la misma, variantes que incluyen
mutaciones que potencian la unién al receptor de Fc neonatal (FcRn).

Polinucleétidos

La invencion se refiere ademas a un polinucleétido que codifica un FYW modificado o un polipéptido que comprende
dicho FYW modificado, como se describe en esta solicitud. El término "polinucledtido(s)" se refiere generalmente a
cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido que puede ser ARN o ADN no modificado, o ARN o ADN
modificado. El polinucleétido puede ser ADN de cadena sencilla o de cadena doble, o ARN de cadena sencilla o de
cadena doble. Tal como se utiliza en este documento, el término "polinucledtido(s)" incluye también ADNs o ARNs
que comprenden una o varias bases modificadas y/o bases inusuales, tales como inosina. Se apreciara que se pue-
de realizar una variedad de modificaciones en el ADN y el ARN que sirven para muchos fines utiles conocidos por
los expertos en la técnica. El término "polinucleétido(s)", tal y como se emplea en este documento abarca tales for-
mas de polinucleétidos, modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente, asi como las formas quimicas de ADN
o ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas.

El experto en la técnica entendera que debido a la degeneracion del cédigo genético, un polipéptido dado puede
estar codificado por diferentes polinucleétidos. Estas "variantes" estan incluidas en esta invencion.

Preferiblemente, el polinucleétido de la invencion es un polinucleétido aislado. El término polinucleétido "aislado” se
refiere a un polinucledétido que esta sustancialmente exento de otras secuencias de acidos nucleicos, tales como y
no limitadas a, otros ADN y ARN cromosémicos y extracromosoémicos. Los polinucleétidos aislados se pueden purifi-
car a partir de una célula hospedadora. Los métodos de purificacién convencionales de acido nucleico conocidos por
los técnicos expertos se pueden utilizar para obtener polinucledtidos aislados. El término también incluye polinucleo-
tidos recombinantes y polinucleétidos sintetizados quimicamente.

La invencion se refiere ademas a un grupo de polinucleétidos que juntos codifican el FvW modificado de la inven-
cion, o el polipéptido de la invencion que comprende el FvW modificado. Un primer polinucleétido en el grupo puede
codificar la parte N-terminal del FvW modificado, y un segundo polinucleétido puede codificar la parte C-terminal del
FvW modificado.

Aun otro aspecto de la invencién es un plasmido o un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la
invencion. Preferiblemente, el plasmido o el vector es un vector de expresion. En una realizacion particular, el vector
es un vector de transferencia para uso en terapia génica humana.

La invencién también se refiere a un grupo de plasmidos o vectores que comprende el grupo anterior de polinucleo-
tidos. Un primer plasmido o vector puede contener dicho primer polinucleétido y un segundo plasmido o vector pue-
de contener dicho segundo polinucleétido. Alternativamente, ambas secuencias codificantes se clonan en un vector
de expresion, ya sea utilizando dos secuencias promotoras distintas o un promotor y un elemento de sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) que se puede utilizar, por ejemplo, para dirigir la expresion de furina para mejorar la
generacion de FvW maduro.

Todavia otro aspecto de la invencién es una célula hospedadora que comprende un polinucleétido, un plasmido o un
vector de la invencién, o un grupo de polinucleétidos o un grupo de plasmidos o vectores como se describen en el
presente documento.

Las células hospedadoras de la invencion se pueden emplear en un método para producir un FvW modificado o un
polipéptido que comprende dicho FYW modificado, que forma parte de esta invencién. El método comprende:

(a) cultivar células hospedadoras de la invencion en condiciones tales que se expresa la proteina modificada
deseada; y

(b) opcionalmente, recuperar la proteina modificada deseada a partir de las células hospedadoras o del medio
de cultivo.
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Se prefiere purificar el FYW modificado de la presente invencién, o el polipéptido que comprende el FYW modificado
hasta con 280% de pureza, mas preferiblemente 295% de pureza, y se prefiere particularmente un estado farmacéu-
ticamente puro que es mayor que una pureza del 99,9%, con respecto a macromoléculas contaminantes, particular-
mente otras proteinas y acidos nucleicos, y exento de agentes infecciosos y pirégenos. Preferiblemente, un FvW
modificado aislado o purificado de la invencién o un polipéptido de la invencién esta sustancialmente exento de otros
polipéptidos no relacionados.

Los diversos productos de la invencion son utiles como medicamentos. Por consiguiente, la invencion se refiere a
una composicion farmacéutica que comprende un FvW modificado o un polipéptido que comprende dicho FvW modi-
ficado tal y como se describe en el presente documento, un polinucleétido de la invencién, o un plasmido o un vector
de la invencion.

La invencion también se refiere a un método para tratar a un individuo que padece un trastorno hemorragico sangui-
neo tal como hemofilia A o B o EVW. El método comprende administrar a dicho individuo una cantidad eficaz de (i)
FVIIl y del FvW modificado o el polipéptido que comprende el FvW modificado o (ii) del complejo de FVIII con FvW
modificado o (iii) del complejo de FVIII con el polipéptido que comprende FYW maodificado, tal y como se describe en
el presente documento. En otra realizacion, el método comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de un
polinucleétido de la invencion o de un plasmido o un vector de la invencion. Alternativamente, el método puede com-
prender administrar al individuo una cantidad eficaz de las células hospedadoras de la invencion descritas en el
presente documento.

Expresion de los mutantes propuestos

La produccioén de proteinas mutantes recombinantes a niveles elevados en células hospedadoras adecuadas requie-
re ensamblar los ADNc modificados, mencionados anteriormente, en unidades transcripcionales eficaces junto con
elementos reguladores adecuados en un vector de expresion recombinante que se puede propagar en diferentes
sistemas de expresion, de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los elementos regulado-
res transcripcionales eficaces se podrian obtener a partir de virus que tienen células animales como sus hospedado-
res naturales o a partir del ADN cromosémico de células animales. Preferiblemente, se pueden utilizar combinacio-
nes de promotor-potenciador obtenidas a partir del virus de simio 40, adenovirus, virus de polioma BK, citomegalovi-
rus humano o la repeticién terminal larga del virus del sarcoma de Rous, o combinaciones de promotor-potenciador
que incluyen genes transcritos fuertemente constitutivos en células animales como beta-actina o GRP78. Con el fin
de lograr niveles elevados estables de ARNm transcrito a partir de los ADNc, la unidad transcripcional debe contener
en su parte 3' proximal, una region de ADN que codifica una secuencia de terminacién de la transcripcion-
poliadenilacion. Preferiblemente, esta secuencia se obtiene a partir de la region transcripcional temprana del virus de
simio 40, del gen de beta-globina de conejo o del gen activador de plasmindgeno de tejido humano.

Los ADNCc se integran después en el genoma de una linea celular hospedadora adecuada para la expresion de las
proteinas modificadas de FVIII y/o FvW. Preferiblemente, esta linea celular deberia ser una linea celular animal de
origen vertebrado, con el fin de asegurar un plegamiento correcto, formacién de enlaces disulfuro, glicosilacion liga-
da a asparagina y otras modificaciones posteriores a la traduccién, asi como la secrecion en el medio de cultivo.
Ejemplos de otras modificaciones posteriores a la traduccion son O-sulfatacion de tirosina y el procesamiento pro-
teolitico de la cadena de polipéptido naciente. Ejemplos de lineas celulares que se pueden utilizar, son células COS
de mono, células L de ratén, células C127 de raton, células BHK-21 de hamster, células 292 de rindbn embrionario
humano y células CHO de hamster.

El vector de expresion recombinante que codifica los ADNc correspondientes se puede introducir en una linea celu-
lar animal de varias maneras diferentes. Por ejemplo, se pueden crear vectores de expresion recombinante a partir
de vectores basados en diferentes virus animales. Ejemplos de estos son vectores basados en baculovirus, virus
vaccinia, adenovirus y preferiblemente virus de papiloma bovino.

Las unidades de transcripcién que codifican los ADNs correspondientes también se pueden introducir en células
animales junto con otro gen recombinante que puede funcionar como marcador seleccionable dominante en estas
células, con el fin de facilitar el aislamiento de clones celulares especificos que han integrado el ADN recombinante
en su genoma. Ejemplos de este tipo de genes marcadores seleccionables dominantes son fosfotransferasa de
amino glucdsido Tn5, que confiere resistencia a la geneticina (G418), fosfotransferasa de higromicina, que confiere
resistencia a la higromicina y acetil transferasa de puromicina, que confiere resistencia a la puromicina. El vector de
expresion recombinante que codifica un marcador seleccionable de este tipo puede residir en el mismo vector que el
que codifica el ADNc de la proteina deseada, o puede estar codificado en otro vector distinto que se introduce simul-
taneamente y se integra en el genoma de la célula hospedadora, dando como resultado frecuentemente un enlace
fisico estrecho entre las diferentes unidades transcripcionales.

Otros tipos de genes marcadores seleccionables que se pueden utilizar junto con el ADNc de la proteina deseada,
se basan en diversas unidades de transcripcion que codifican la dihidrofolato reductasa (dhfr). Después de la intro-
duccién de este tipo de genes en células que carecen de actividad dhfr endogena, preferentemente células CHO
(DUKX-B11, DG-44), sera posible que estas crezcan en medios que carecen de nucledsidos. Un ejemplo de un
medio de este tipo es F12 de Ham sin hipoxantina, timidina ni glicina. Estos genes dhfr se pueden introducir junto
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con las unidades transcripcionales de ADNc de FVIII en células CHO del tipo anterior, ya sea ligados en el mismo
vector o en diferentes vectores, creando de este modo lineas celulares positivas para dhfr que producen proteina
recombinante.

Si las lineas celulares anteriores se cultivan en presencia del inhibidor citotoxico de dhfr metotrexato, surgiran nue-
vas lineas celulares resistentes al metotrexato. Estas lineas celulares pueden producir proteina recombinante con
una tasa incrementada debido al numero amplificado de dhfr ligada y las unidades transcripcionales de proteina
deseadas. Cuando estas lineas celulares se propagan en concentraciones crecientes de metotrexato (1-10000 nM),
se pueden obtener nuevas lineas de células que producen la proteina deseada con una tasa muy elevada.

Las lineas celulares anteriores que producen la proteina deseada se pueden cultivar a gran escala, ya sea en cultivo
en suspension o sobre diversos soportes solidos. Ejemplos de estos soportes son microvehiculos basados en matri-
ces de dextrano o de colageno, o soportes solidos en forma de fibras huecas o diversos materiales ceramicos.
Cuando se cultivan en un cultivo celular en suspensién o en microvehiculos, el cultivo de las lineas celulares anterio-
res se puede realizar bien como un cultivo en bafio o como un cultivo en perfusién con produccién continua de me-
dio condicionado durante periodos de tiempo extendidos. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, las
lineas celulares anteriores son muy adecuadas para el desarrollo de un proceso industrial para la produccién de las
proteinas mutantes recombinantes deseadas.

Purificaciéon y formulacion

La proteina de FYW modificada recombinante, que se acumula en el medio de células secretoras de los tipos ante-
riores, se puede concentrar y purificar mediante una variedad de métodos bioquimicos y cromatograficos, incluyendo
métodos que utilizan diferencias en el tamario, la carga, la hidrofobicidad, la solubilidad, la afinidad especifica, etc.,
entre la proteina deseada y otras sustancias en el medio de cultivo celular.

Un ejemplo de una purificacién de este tipo es la adsorciéon de la proteina mutante recombinante a un anticuerpo
monoclonal, dirigido, por ejemplo, a una HLEP, preferiblemente albumina humana, o dirigido al factor de coagulacion
respectivo, que esta inmovilizado sobre un soporte sélido. Después de la adsorcién del FYW modificado al soporte,
el lavado y la desorcion, la proteina se puede purificar adicionalmente mediante una variedad de técnicas cromato-
graficas basadas en las propiedades anteriores. El orden de las etapas de purificacion se elige, por ejemplo, segun
la capacidad y la selectividad de las etapas, la estabilidad del soporte u otros aspectos. Las etapas de purificacion
preferidas son, por ejemplo pero no se limitan a las mismas, etapas de cromatografia de intercambio iénico, etapas
de cromatografia por afinidad inmune, etapas de cromatografia por afinidad, etapas de cromatografia por interaccion
hidréfoba, etapas de cromatografia con tincién, etapas de cromatografia con hidroxiapatita, etapas de cromatografia
multimodal y etapas de cromatografia de exclusién por tamafio.

Con el fin de minimizar el riesgo tedrico de contaminaciones con virus, se pueden incluir etapas adicionales en el
procedimiento que permite una inactivacion eficaz o una eliminaciéon de los virus. Tales etapas son, por ejemplo,
tratamiento térmico en estado liquido o solido, tratamiento con disolventes y/o detergentes, radiacion en el espectro
visible o UV, radiacion gamma o nanofiltracion.

Los polinucleétidos modificados (por ejemplo, ADN) de esta invencién también se pueden integrar en un vector de
transferencia para uso en la terapia génica humana.

Las diversas realizaciones descritas en esta memoria se pueden combinar entre si. La presente invencién se descri-
be ademas con mayor detalle en los siguientes ejemplos de la misma. Esta descripcion de realizaciones especificas
de la invencion se realizara junto con las figuras adjuntas.

El FvYW modificado tal y como se describe en esta invencion, se puede formular en preparaciones farmacéuticas
para uso terapéutico. La proteina purificada se puede disolver en soluciones tampdn acuosas fisiologicamente com-
patibles, convencionales a las que se puede afiadir, opcionalmente, excipientes farmacéuticos para proporcionar
preparaciones farmacéuticas.

Tales vehiculos y excipientes farmacéuticos asi como las formulaciones farmacéuticas adecuadas son bien conoci-
das en la técnica (véase por ejemplo, "Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins”, Frokjaer
et al., Taylor & Francis (2000) o "Handbook of Pharmaceutical Excipients”, 32 edicion, Kibbe et al., Pharmaceutical
Press (2000)). Las técnicas de formulacién farmacéutica convencionales son bien conocidas por las personas exper-
tas en la técnica (véase, por ejemplo, 2005 Physicians' Desk Reference®, Thomson Healthcare: Montvale, NJ, 2004;
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20? ed., Gennaro et al., compiladores. Lippincott Williams &
Wilkins: Philadelphia, PA, 2000). En particular, la composiciéon farmacéutica que comprende la variante de polipépti-
do de la invencion se puede formular en forma liofilizada o liquida estable. La variante de polipéptido se puede liofili-
zar a través de una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Las formulaciones liofilizadas se reconstitu-
yen antes del uso mediante la adicion de uno o varios diluyentes farmacéuticamente aceptables, tales como agua
estéril para inyeccion o solucion salina fisioldgica estéril.

Las formulaciones de la composicion se suministran al individuo a través de cualquier medio de administracién far-
macéuticamente adecuado. Se conocen diversos sistemas de entrega y se pueden usar para administrar la compo-
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sicién por cualquier via conveniente. Preferentemente, las composiciones de la invencién se administran sistémica-
mente. Para el uso sistémico, las proteinas de insercién de la invencion se formulan para una administraciéon paren-
teral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, intrapulmonar, intranasal o
transdérmica) o entérica (por ejemplo, oral, vaginal o rectal) de acuerdo con métodos convencionales. Las rutas de
administracion mas preferidas son la administracion intravenosa y subcutanea. Las formulaciones se pueden admi-
nistrar continuamente mediante infusion o mediante inyeccion de bolo. Algunas formulaciones incluyen sistemas de
liberacion lenta.

Las proteinas de insercion de la presente invencién se administran a pacientes en una dosis terapéuticamente efec-
tiva, lo que significa una dosis que es suficiente para producir los efectos deseados, prevenir o disminuir la gravedad
o la propagacion de la afeccion o indicacion que se esta tratando, sin llegar a una dosis que produzca efectos se-
cundarios adversos intolerables. La dosis exacta depende de muchos factores, como por ejemplo, la indicacion, la
formulacion, el modo de administracion y se tiene que determinar en ensayos preclinicos y clinicos para cada indica-
cion respectiva.

La composicion farmacéutica de la invencion se puede administrar sola o en combinacion con otros agentes tera-
péuticos. Estos agentes se pueden incorporar como parte de la misma composicion farmacéutica. Un ejemplo de un
agente de este tipo es la combinacion de FvW modificado con FVIII no modificado, o la combinacion de FvW modifi-
cado con FVIII modificado.

Resumen de las secuencias de nucledtidos y aminoacidos a las que se hace referencia en el presente documento:

Tabla 3
SEQID NO: Descripcion
1 secuencia de nucleotidos de ADN que codifica SEQ ID NO: 2
2 secuencia de aminoacidos de pre-propolipéptido de FvW humano
3-30 secuencias de nucledtidos de cebadores, véanse los Ejemplos

31 secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW humano

32 secuencia de aminoacidos de FvW maduro humano

33 secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW humano mutado con 15 residuos potencialmente
modificados

34 secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW humano mutado con 11 residuos potencialmente
modificados

35 secuencia de aminoacidos del dominio D' de FvW humano mutado con 11 residuos potencialmente
modificados

36 secuencia de aminoacidos del Factor VIII humano

37 secuencia de aminoacidos de un Factor VIl maduro de cadena sencilla

38 secuencia de aminoacidos de albumina sérica humana

Ejemplos:
Ejemplo 1: Generacion de vectores de expresion para mutantes de FvW

Un plasmido de expresion basado en pIRESpuro3 (Clontech) que contenia una secuencia de ADNc de FvW de lon-
gitud completa en su sitio de clonacion multiple se habia generado previamente (pVWF 2448). La secuencia de
ADNCc de FvW contenida en ese vector se muestra como SEQ ID NO: 1, su secuencia de proteinas correspondiente
se muestra como SEQ ID NO: 2.

Para la generacion de tales vectores de expresion, el ADNc de FvW se puede amplificar mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando el conjunto de cebadores FYW+ y FYW- (SEQ ID NO: 3 y 4) en condiciones
convencionales conocidas por los expertos en la técnica (y como se describe, por ejemplo, en Current Protocols in
Molecular Biology, Ausubel FM et al (compiladores.)  John  Wiley & Sons, Inc,;
http://www.currentprotocols.com/WileyCDA/) a partir de un plasmido que contiene el ADNc de FVW (obtenible co-
mercialmente, por ejemplo, como pMT2-VWF a partir de la ATCC, n° 67122). El fragmento resultante de la PCR se
puede digerir con la endonucleasa de restriccion EcoRI y ligar en el vector de expresion pIRESpuro3 (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), que se habia linealizado con EcoRI. El plasmido de expresién resultante
contendra un ADNCc de tipo silvestre de FVW aguas abajo del promotor CMV.

Con el fin de introducir mutaciones en la secuencia de FvW, se aplicé una mutagénesis dirigida al sitio (QuickChan-
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ge XL Site Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) sobre el plasmido pVWF-2448 de acuerdo
con el siguiente protocolo, segun lo sugerido por el fabricante del kit. Para cada reaccion de mutagénesis se mezcla-
ron 5 pl de 10x tampdn de reaccion, 1 pl de ADN del plasmido pVWF-2448 (50 ng), 1 pl (10 pmol/ul) de cada uno de
los dos respectivos oligonucleétidos de mutagénesis como se indica en la tabla 4, 1 yl de mezcla de dNTPs, 3 pl de
solucion Quick, 1 pl de polimerasa Turbo (2,5 U/pl) y 37 pl de H.O y se sometieron a una reaccion en cadena de la
polimerasa con una desnaturalizacion inicial durante 2 min a 95°C, 18 ciclos de a) desnaturalizacion durante 50 s a
95°C, b) reasociacion durante 50 s a 60°C y c) elongacion durante 14 min a 68°C, seguida de una sola fase de elon-
gacion terminal de 7 min a 68°C. Posteriormente se afiadid 1 yl de enzima Dpnl del kit y la reaccién se incub6 duran-
te otros 60 min a 37°C. Después, 3 pl de la reaccién de mutagénesis se transformaron en E. coli. Se aislaron los
clones, el ADN del plasmido se extrajo y las mutaciones en las secuencias de FvW se verificaron mediante una
secuenciacion del ADN.

La siguiente tabla 4 enumera los oligonucledtidos usados para la mutagénesis, las mutaciones respectivas introduci-
das y la designacion de los plasmidos resultantes con las secuencias de FvW mutantes.

Tabla 4
SEQ Oligonucleétido Secuencia de oligonucleétidos para mu- Mutacion de Iggmgdn:g::xd?e-
ID NO: g tagénesis (5' — 3) FvW (de x ay) P sién P
GGTGTGTCCCGCTAACAACCTGCGGGC
5 We4070
TG
Asp 779 Asn pIRES-2462
CAGCCCGCAGGTTGTTAGCGGGACACA
6 We4071
cC
GTCCCGCTGACAACCCTCGGGCTGAAG
7 We4072
GG
Leu 781 Pro pIRES-2463
CCCTTCAGCCCGAGGGTTGTCAGCGGG
8 We4073
AC
CTGAAGGGCTCGAGTGTGCCAAAACGT
9 We4074
GCCAGAAC
Thr 789 Ala pIRES-2464
GTTCTGGCACGTTTTGGCACACTCGAGC
10 We4075
CCTTCAG
GTGTACCAAAACGTGCCGGAACTATGAC
11 We4076
CTGGAGTGC
GIn 793 Arg pIRES-2465
GCACTCCAGGTCATAGTTCCGGCACGTT
12 We4077
TTGGTACAC
GTACCAAAACGTGCCAGAAGTATGACCT
13 We4078
GGAGTGC Asn 794 Lys pIRES-2466
14 We4079
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ID NO:

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

Oligonucleétido

We4080

We4081

We4082

We4083

We4084

We4085

We4086

We4087

We4088

We4089

We4090

We4091

We4092

ES 2651523713

Secuencia de oligonucleétidos para mu-

tagénesis (5' — 3)

GCACTCCAGGTCATACTTCTGGCACGTT
TTGGTAC

CTGGAGTGCATGAGCAGGGGCTGTGTC
TCTGGCTG

CAGCCAGAGACACAGCCCCTGCTCATG
CACTCCAG

CTGGAGTGCATGAGCAAGGGCTGTGTCT
CTGGCTG

CAGCCAGAGACACAGCCCTTGCTCATGC
ACTCCAG

CATGGTCCGGCATGCCAACAGATGTGTG
GCCCTG

CAGGGCCACACATCTGTTGGCATGCCG
GACCATG

CATGGTCCGGCATAAGAACAGATGTGTG
GCCCTG

CAGGGCCACACATCTGTTCTTATGCCGG
ACCATG

GGTCCGGCATGAGAAGAGATGTGTGGC
CCTG

CAGGGCCACACATCTCTTCTCATGCCGG
ACC

GCTTCCATCAGGGCAAGCAGTATGCCCC
TGGAGAAAC

GTTTCTCCAGGGGCATACTGCTTGCCCT
GATGGAAGC

20

Mutacion de
FvW (de x ay)

Met 802 Arg

Met 802 Lys

Glu 818 Ala

Glu 818 Lys

Asn 819 Lys

Glu 835 GIn

Pro 838 Lys

Designacion del
plasmido de expre-
sién

pIRES-2467

pIRES-2468

pIRES-2469

pIRES-2470

pIRES-2471

pIRES-2472

pIRES-2473
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Designacion del

SEQ Oligonuclestido Secuencia de oligonucleétidos para mu- Mutacion de lasmido de expre-
ID NO: g tagénesis (5' — 3) FvW (de x ay) P sién P

GGGCAAGGAGTATGCCAAGGGAGAAAC
AGTGAAGATTGG
CCAATCTTCACTGTTTCTCCCTTGGCATA

28 We4093
CTCCTTGCCC
CGGAACCGGAAGTGGAACTGCACAGAC

29 We4094
CATGTGTG

Asp 853 Asn pIRES-2474

CACACATGGTCTGTGCAGTTCCACTTCC

30 We4095

GGTTCCG

Ejemplo 2: Transfeccion de plasmidos y expresion de mutantes de FvW en células HEK-293

Los plasmidos de expresion se cultivaron en E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se purificaron utili-
zando protocolos convencionales (Qiagen, Hilden, Alemania). Las células HEK-293 se transfectaron usando el reac-
tivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y se cultivaron en medio exento de suero (Invitrogen 293 Express) en presencia
de 4 pg/ml de puromicina. Las poblaciones de células transfectadas se propagaron a través de matraces T a matra-
ces de agitacion a partir de los cuales se recogio6 el material sobrenadante para una cuantificacion de antigeno FVYW
y analisis Biacore.

Ejemplo 3: Cuantificacion del antigeno FYW

El antigeno FVYW en el material sobrenadante del cultivo se determiné mediante un ELISA cuya realizacién es cono-
cida por los expertos en la técnica. Brevemente, se incubaron microplacas con 100 ul por pocillo del anticuerpo de
captura (IgG de conejo anti-FVW humano, Dako A0082 [Dako, Hamburgo, Alemania], diluido 1:2000 en tampén A
[Sigma C3041, Sigma-Aldrich, Muanich, Alemania]) durante una noche a temperatura ambiente. Después de lavar las
placas tres veces con tampon B (Sigma P3563), cada pocillo se incub6é con 200 ul de tampén C (Sigma P3688)
durante 1,5 horas a temperatura ambiente (bloqueo). Después de otras tres etapas de lavado con tampén B, se
incubaron diluciones en serie de la muestra de ensayo en tampdén B, asi como diluciones en serie de plasma hu-
mano estandar (ORKL21; 20 - 0,2 mU/ml; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemania) en tampén B (volu-
menes por pocillo: 100 pl) durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampon
B, se afiadieron 100 pl de una dilucién 1:16000 en tampdn B del anticuerpo de deteccion (IgG de conejo anti-FvW
humano Dako P0226, marcada con peroxidasa) a cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambien-
te. Después de tres etapas de lavado con tampon B, se afiadieron 100 pl de solucién de sustrato (OUVF, Siemens
Healthcare Diagnostics) por pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La
adicion de 100 pl de dilucion de parada sin diluir (OSFA, Siemens Healthcare Diagnostics) preparaba las muestras
para la lectura en un lector de microplacas adecuado, a 450 nm de longitud de onda. Las concentraciones de las
muestras de ensayo se calcularon después usando una curva estandar con plasma humano estandar como referen-
cia.

Ejemplo 4: Analisis de la unién de mutantes de FvW a FVIII

Todos los ensayos de union se llevaron a cabo usando un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare) y chips CM 3.
El tampon del sistema y el tampon de dilucion para los productos de FVIII es HBS-P (20 mmol/L de Hepes, 100
mmol/l de NaCl, 0,005% de polisorbato 20, pH 7,3). Un anticuerpo monoclonal anti-FvW que no interfiere con la
union de FVIII se inmoviliza mediante el uso de quimica de acoplamiento de amino de Biacore. Todos los ensayos
de inmovilizacion, saturacion y unién se llevan a cabo a una temperatura controlada de 25°C.

El anticuerpo monoclonal anti-FVW se une covalentemente a un chip CM 3 activado mediante NHS y EDC (ambos
de GE Healthcare), un acoplamiento en el que el anticuerpo se fija en su extremo amino-terminal a los filamentos de
dextrano sobre la superficie de oro del chip. Para la inmovilizacién, el anticuerpo monoclonal se diluye hasta 10
pg/ml en acetato de sodio 10 mM (pH 4,5). La solucién de anticuerpo circula sobre el chip durante 8 minutos con un
caudal de 5 pl/min.

Después del procedimiento de inmovilizacion, los filamentos de dextrano no acoplados estan saturados por el flujo
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de etanolamina 1 M (pH 8,3) sobre el chip durante 5 min (caudal de 5 pl/min). Una celda de flujo de referencia se
establece mediante la saturacion de una celda de flujo vacia con etanolamina utilizando el mismo procedimiento que
el anterior.

Los mutantes de FYW se inmovilizan con el anticuerpo monoclonal anti-FVW acoplado covalentemente mediante el
flujo de mutantes de FVW (en el material sobrenadante del cultivo) sobre el chip hasta su saturacion con un caudal
de 5 pl/min.

Para la evaluacion de la unién de mutantes de FvW a FVIII, una preparacion de FVIII se diluye en serie en tampon
HBS-P, por ejemplo, a concentraciones de 0,3125 pg/ml, 0,625 pg/ml, 1,25 ug/ml, 2,5 pg/ml y 5 pg/ml. Una muestra
de cada dilucién circula sobre el chip durante 12 min (caudal 10 pl/ml), seguido de un tiempo de disociacion de 5 min
con tampon HBS-P. Después de cada ejecucion, el chip se lava con CaCl; 250 mM durante 3 min para eluir el FVIII
unido a FvW. A continuacion, el mutante de FVW se retira mediante un lavado con glicina 10 mM (pH 2,1) durante 4
min y el siguiente mutante de FVW se une al chip como se ha descrito anteriormente.

Los parametros de union se calculan utilizando el programa informatico BlAevaluation (Biacore, GE Healthcare). Los
métodos de ajuste de la curva se basan en ecuaciones de Langmuir. Los datos de entrada para los calculos son las
masas molares de los analitos, otros parametros como max. RU y las pendientes se extraen automaticamente de las
curvas de asociacion y disociacion ajustadas. Las salidas del programa informatico BlAevaluation son las constantes
de la tasa de asociacion y las constantes de la tasa de disociacion, a partir de las cuales se calculan las constantes
de afinidad.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> CSL Behring GmbH
<120> Variantes del Factor de von Willebrand que tienen una afinidad de unién al Factor VIII mejorada
<130> A187

<150> EP12155509.8
< 151> 2012-02-15

<160> 38
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

< 211> 8442

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens
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<400>1
atgattcctg

ctttgtgeag
gacttcgtca
ctggeagggy
agagtgagcc
accgtgacac
gaaactgagyg
gatggcageg
ctgtgtggea
acctcggace
gaacgggcat
ctgtgggage
gtggaccceg
ctggagtgeg
gtgetgtacyg
tataggcagt
tgtcaggagc
ctectgegtgg
acctccctcet
aatgaagaat

aacagatact

ccagatttgc
aaggaacteg
acacctttga
gotgocagaa
tctccecgtgta
agggggacca
ctgggtacta
gcaacttteca
actttaacat
cttatgactt
ctccteoccag
agtgccaget
agccttttgt
cetgecetge
getggacega
gtgtgtcecce
gatgcgtgga
agagcaccga
ctcgagactg
gtecagyggga

tcacctteag
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cggggtgctyg
cggcaggtca
tgggagecatyg
acgctectte
tcttggggaa
aagagtctece
caagctgtce
agtectgetg
ctttgetgaa
tgccaactca
cagctcatgc
tctgaagage
ggccctgtgt
ccotectggag
ccacagegog
ttgogeecagg
tggctgeage
gtgtcectge
caacacctgc
gtgecttgte

tgggatctge

cttgectctgg
tecacggece
tacagctttg
tegattattg
ttttttgaca
atgccectatg
ggtgaggect
tcagacagat
gatgacttta
tgggctctga
aacatctcct
accteggtgt
gagaagactt
tacgeeaogga
tgecagececag
acctgccaga
tgccectgagg
gtgcattceg
atttgccgaa
acaggtcaat

cagtacctge
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ccctcatttt
gatgcagect
cgggatactg
gggactteoca
tccatttgtt
cctecaaagg
atggctttgt
acttcaacaa
tgacccaaga
gcagtggaga
ctggggaaat
ttgeccgetg
tgtgtgagty
cotgtgeeca
tgtgecctge
gcctgeacat
gacagctecct
gaaagcgcta
acagccagtg

cacacttcaa

tggcccggga

gccagggace
ttteggaagt
cagttacctc
gaatggcaag
tgtcaatggt
gctgtatcta
ggccaggatce
gacctgeggg
agggaccttg
acagtggtgt
gcagaagggc
ccaccctetg
tgctgggggyg
ggagggaatg
tggtatggag
caatgaaatg
ggatgaaggce
cocteocecgge
gatctgeage
gagetttgac

ttgeccaggac
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cacteccttet
acccgectcecg
ggggcaggag
cgecatccage
gactgggatg
tgeggooctgt
ctggcggage
gacctgeoaga
gaggaggegt
ccgetgeect
tgcctgtgeg
gcogtggegey
tgcgggacce
gaggectgee
tgcgtgecca
atcttcteag
agtggagtce
agcaaaagga
ctgcgggetg
agcatgggct
tgtgtggece
acagtgaaga
catgtgtgtg
ctcaaatace
aaccctggga
tgcaagaaac
gtgaatgtga
tacatcatte
tcegtggtcee
ggcatccaga

tttgggaact

ccattgtecat
tcaccgtcceg
ttgccatgga
atacagtgac
gecgegggag
gtgggaatta
ccegggtgga
agcagcacag
goegeggtoct
acctgcggaa
gcgeccctgge
agccaggceg
cctgecaacct
tggagggctyg
aggcccagtg
accatcacac
ccggaagett
gcectatectg
aagggctcga
gtgtctectgg
tggaaaggtg
ttggctgcaa
atgccacgtg
tgttececcegy
ccttteggat
gggtcaccat
agaggcccat
tgctgetggyg
tgaagcagac
acaatgacct

cctggaaagt
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tgagactgtc
gctgcctgge
tggccaggac
ggccteegtg
gctgetggtg
caatggcaac
ggacttcggg
cgatcectge
gacgtcococce
ctgccgetac
cagctatgce
ctgtgagetyg
gacctgcegce
cttetgecee
cccctgttac
catgtgctac
gctgectgac
tcggecccecee
gtgtaccaaa
ctgectotge
tecctgette
cacttgtgtc
ctccacgatc
ggagtgceayg
cctagtgggg
cctggtggag
gaaggatgag
caaagoecte
ataccaggag
caccagceage

gagctegeag

cagtgtgctg
ctgcacaaca
gtccagectec
cgecteaget
aagcetgtece
cagggcgacy
aacgcctgga
gcecteaace
acattcgagg
gacgtgtget
gcggeetgeg
aactgcccga
tctetetott
ccagggetet
tatgacggtg
tgtgaggatg
gctgtectea
atggtcaagce
acgtgccaga
ccocccgggea
catcagggea
tgtcgggace
ggcatggccce
tacgttetgg
aataagggat
ggaggagaga
actcactttyg
tecgtggtet
aaagtgtgtg
aacctecaag

tgtgctgaca

24

atgaccgcga
gccttgtgaa
coctoctgaa
acggggagga
caegtetatge
acttccttac
agctgcacgg
cgegcatgac
cotgocateyg
cctgctegga
cggggagagyg
aaggccaggt
acccggatga
acatggatga
agatcttcca
gecttcatgea
gcagtecect
tggtgtgtece
actatgacct
tggtceggea
aggagtatge
ggaagtggaa
actacctcac
tgcaggatta
gcagccacce
ttgagctgtt
aggtggtgga
gggaccgeca
gectgtgtgg
tggaggaaga

ccagaaaagt

cgectgtgtge
actgaagcat
aggtgaccte
cctgcagatg
cgggaagace
cccetetaggg
ggactgccag
caggttctec
tgcegtcage
cggccgecgag
cgtgcgegtce
gtacctgecag
ggaatgcaat
gaggggggac
gccagaagac
ctgtaccatg
gtctecatege
cgctgacaac
ggagtgcatg
tgagaacaga
ceotggagaa
ctgcacagac
cttcgacggg
ctgeggeagt
ctcagtgaaa
tgacggggag
gtctggecgy
cctgageate
gaattttgat
ccetgtggac

goectotggac

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



tecatccectg
agaatcctta
ctggatgtct
tgegacacca
aggacggcca
gagtgtgagt
gagccactgg
aaaatcctgg
gtggctggeco
cactgccaga
ggaggeotgg
gacatctcgg
ctgctggatg
gtggacatga
taccacgacg
cggcgoattg
ttgaaataca
gecectgetee
gtccagggec
aaccteaage
agcagtgtgg
gceccctgaag
gggctottgg
ttegteoeotgg
atggaggagg
cagtactcct
atcctgrage
gceectgoggt
cccaacctygy
ggagacatcc
aggattgget

gctcocctgace

ccacctgeca
ccagtgacgt
gcatttacga
ttgetgeeta
cattgtgcecc
ggcgctataa
cctgecctgt
atgageotttt
ggcgttttge
tttgeccactyg
tggtgectee
aaccgccgtt
gocteocteocag
tggagcgget
gctcccacge
ccagccaggt
cactgttcca
tgatggcecag
tgaagaagaa
agatcegect
atgagctgga
ceceecteoctee
gggtttecgac
aaggatcgga
tgattcagcg
acatggtgac
gggtgegaga
acctotectga
tetacatggt
aggtggtgec
ggcccaatge

tggtgctgca
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taacaacatc
ctteccaggac
cacctgctec
tgecccacgtg
ccagagctgc
cagctgtgea
geagtgtgtg
gcagacctge
ctcaggaaag
tgatgttgtc
cacagatgee
gcacgattte
gctgtccgag
gcgeatctec
ctacatcggg
gaagtatgcg
aatcttcage
ccaggageec
gaaggtcatt
categagaag
gcagcaaagqg
tactctgcec
cctggggeec
caaaattggt
gatggatgtg
cgtggagtac
gatecgetac
ccacagcotte
caccggaaat
cattggagtyg

cactateete

gaggtgetge

atgaagcaga
tgcaacaagc
tgtgagtcca
tgtgececage
gaggagagga
cctgectgte
gagggctgec
gttgaccctg
aaagtcacct
aacctcaccet
ceggtgagec
tactgcagca
gctgagtttg
cagaagtggg
ctcaaggacc
ggcagccagy
aagatcgacc
caacggatgt
gtgatcccgg
caggecoctg
gacgagatcg
ccccacatgg
aagaggaact
gaagecegact
ggccaggaca
ccettcageg
cagggeggea
ttggtcagec
cctgectctg
ggcectaatg

atecaggact

tcoggagagyg

25

cgatggtgga
tggtggacce
ttggggactg
atggcaaggt
atctccggga
aagtcacgtg
atgcccactg
aagactgteec
tgaatcccag
gtgaagcctg
ccaccactet
ggctactgga
aagtgctgaa
tececgegtgge
ggaagcgacc
tggcctccac
gccctgaage
cecggaactt
tgggecattgg
agaacaagge
ttagctacct
cacaagtcac
ccatggttct
tcaacaggag
gcatccacgt
aggcacagtc
acaggacecaa
agggtgaccg
atgagatcaa
ccaacgtgea
ttgagacget

ggctgcagat

tteeteetgt
cgagceatat
cgecctgette
ggtgacctgg
gaacgggtat
tcagcaccct
ccctocaggg
agtgtgtgag
tgaccctgag
ccaggagecyg
gtatgtggag
cctggtette
ggcctttgtg
cgtggtggag
gtcagagctg
cagcgaggtc
ctceegeate
tgtcegetac
gceocccatgeo
cttegtgetg
ctgtgacctt
tgtgggcceg
ggatgtggeg
caaggagtte
cacggtgctg
caaaggggac
cactgggetg
ggagcaggeg
gaggctgect
ggagctggag
ccccegagag

ceccacccte

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3%00
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

5040



tcccetgeac
agtttcccag
gccaatatag
attgacgtge
atgcageggg
ttgactteag
acggacgtct
acagtgttece
ggcccagecayg
gtcaccttgg
gatgaggatg
accgtgactt
cgggggctga
ggctgeeget
tttgatgggce
gagcaggacc
tgcatgaaat
gaggtgacgg
aacgtttatg
ttoactccac
acgtatggtce
ggcacagtca
cagacgtgcc
gtectectet
gccatctgee
gcccacctcet
atgtcatgec
gatggcaacg
aaagtcatgt
gatggagtec

tgcacatgce

ctgactgcag
cttcttattt
ggcctegtet
catggaacgt
agggaggcce
aaatgcatgg
ctgtggatte
ctattggaat
gegactocaa
gcaattcectt
ggaatgagaa
gecagocaga
ggccttegtg
ggacctgece
agaatttcaa
tggaggtgat
ccatcgaggt
tgaatgggag
gtgccatcat
aaaacaatga
tgtgtgggat
ccacagactg
agcccatcct
taccactgtt
agcaggacag
gtcggaccaa
caccatctet
tgagectectg
tggaaggcag
agcaccagtt

tcagegggcg
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ccagcecetg
tgatgaaatg
cactcaggtyg
ggteccggag
cagccaaate
ggcgegececeg
agtggatgca
tggagatege
cgtggtgaag
cctccacaaa
gaggcccggy
tggccagace
ccctaacage
ctgegtgtge
gctgactgge
tectcecataat
gaagcacagt
actggtctct
gcatgaggtc
gttccaactg
ctgtgatgag
gaaaacactt
ggaggagcag
tgctgaatge
ttgccacecag
cggggtetge
ggtttataac
tggggaccat
ctgtgtcect
cetggaagece

gaaggtcaac

gacgtgatce
aagagtttcg
tcagtgotge
aaagcccatt
ggggatgcct
ggagcctcaa
gcagctgatg
tacgatgcag
ctocagegaa
ctgtgectctg
gacgtctgga
ttgctgaaga
cagtceccctg
acaggcaget
agctgttcett
ggtgcectgea
geectetecg
gttccttacg
agattcaatc
cagctcagece
aacggagceca
gttcaggaat
tgtcttgtece
cacaaggtec
gagcaagtgt
gttgactgga
cactgtgagce
cectecgaag
gaagaggcct
tgggtecegy

tgoacaacge

26

ttctectgga
ccaaggcttt
agtatggaag
tgctgagect
tgggcetttge
aggcggtggt
cecgocaggte
cccagectacg
tegaagacct
gatttgttag
ccttgeccaga
gtcatcgggt
ttaaagtgga
ccacteggea
atgtcctatt
gcecctggage
tegagetgea
tgggtgggaa
accttggtca
ccaagacttt
atgacttcat
ggactgtgca
ccgacagctc
tggetecage
gtgaggtgat
ggacacctga
atggctgtee
gotgtttetg
gcactcagtg
accaccagee

agcocotgece

tggetectee
catttcaaaa
catcaccacce
tgtggacgte
tgtgegatac
catectggte
caacagagtg
gatcttggea
cactaccatyg
gatttgcatg
ccagtgeccac
caactgtgac
agagacctgt
categtgace
tcaaaacaag
aaggeagggce
cagtgacatg
catggaagtc
catcttcaca
tgcttcaaag
getgagggat
gcggccaggyg
ccactgccag
cacattctat
cgectettat
tttetgtget
ccggeactgt
ccctecagat
cattggtgag
ctgteagate

cacggccaaa

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



gectcccacgt
cccgagtatg
gaacgtggcc
goctgecagga
cocacecectte
tccacagtga
accacaacca
ggecagttet
atgggectee
ttcacttacg
gtggtgactg
tgggecctece
tttatacaac
tttcagctga
gcctgecatge
acgacctgec
aagaccacct
tgtgggagat
ctgaagcgtyg
agaggagagt
tgtctggetg
gagcctgagt
tatgaagtag
tccattgaca
cccatgeagy

gccatggagt

<210> 2
<211> 2813
<212>PRT

gtggectgty
agtgtgtgty
tccagcccac
aggaggagtg
ggaagaccea
getgtogect
cotgecttec
gggaggaggyg
gegtggecea
ttctgecatga
gotcacegeg
cggagaacec
aaaggaacgt
gctgtaagac
tcaatggcac
gctgcatggt
gcaacceetyg
gtttgcctac
atgagacget
acttctggga
agggaggtaa
gcaacgacat
aggtggatat
tcaacgatgt
tggccctgea

gcaaatgete

< 213> Homo sapiens

<400> 2
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tgaagtagce
tgacccagtyg
actgaccaac
caaaagagtg
gtgctgtgat
tgggtacttyg
cgacaaggtg
ctgegatgty
gtgeteccag
aggcgagtge
gggggactce
ctgecteate
ctcctgecce
ctcagcgtgc
tgtcattggg
gcaggtgggg
ccceetgggt
ggcttgecacc
ccaggatgge
gaagagggtc
aattatgaaa
cactgccagyg
ccactactge
gcaggaccag
ctgcaccaat

ccccaggaag

cgectecgec
agctgtgacc
cctggcgagt
tccccacoct
gagtatgagt
gectcaaceg
tgtgteccace
tgcacctgca
aagceetgtyg
tgtggaaggt
cagtcttect
aatgagtgtg
cagctggagg
tgcccaagcet
cccgggaaga
gtcatctctg
tacaaggaag
attcagctaa
tgtgatactec
acaggctgec
attccaggeca
ctgcagtatg
cagyggceaaat
tgecteetget
ggctetgttyg

tgeagecaagt

agaatgcaga
tgceccccagt
gcagacccaa
cctgcececce
gtgectgeaa
ccaccaatga
gaagcaccat
cegacatgga
aggacagetg
gectgecate
ggaagagtgt
tccgagtgaa
tcectgtetg
gtcgctgtga
ctgtgatgat
gattcaagct
aaaataacac
gaggaggaca
acttctgecaa
caccctttga
cctgetgtga
tcaaggtggg
gtgocagcaa
gctectecgac
tgtaccatga

ga

ccagtgcetge
gectcactgt
cttcacctge
gcaccgtttg
ctgtgtcaac
ctgtggetgt
ctaccctgtg
ggatgeegtyg
teggteggge
tgcectgtgag
cggcteccag
ggaggaggte
ccecteggge
gcgcatggag
cgatgtgtge
ggagtgcagg
aggtgaatgt
gatcatgaca
ggtcaatgag
tgaacacaag
cacatgtgag
aagctgtaag
agccatgtac
acggacggag

ggttcteaat

Met Ile Pro Ala Arg Phe Ala Gly Val Leu Leu Ala Leu Ala Leu Ile

1

5

10

27

15

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7820

7580

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8442



Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Glu

Leu

Ser

Cys

225

Val

Cys

Pro

Arg

Met

50

Gln

val

val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Asp

Ala

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

195

Asn

Leu

Pro

Gly

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly
260

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

Pro

245

Leu

Cys

Phe

Ala

Phe

70

val

Val

Leu

Tyxr

Leu

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser

230

Phe

Glu

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly

215

Thr

Val

Cys
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Glu

Ser

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

25

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

Val

Arg

Ala

Tyr

185

Glu

Met

val

Leu

Cys
265

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Phe

Cys

250

Pro

28

Arg

Val

Tyr

Asp

73

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala

235

Glu

Ala

Gly

Asn

Leu

&0

Phe

FPhe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Lys

Leu

Arg

Thr

Leu

Gln

Asp

val

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Asn

Pro

205

Leu

Cys

Thr

Leu

Ser

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Ser

190

Pro

Trp

Hisg

Leu

Glu
270

Ser

Asp

Gly

Gly

His

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr

175

Trp

Ser

Glu

Pro

Cys

255

Tyr

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu

Pro

Lys

Gly

Gly

160

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu

240

Glu

ala



Arg

Ser

Val

305

Cys

Leu

Ser

Thr

Pro

385

Asn

Asp

Ala

Pro

Ala

465

Arg

Asp

Ser

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys

Asp

Gly

450

Met

Ile

Leu

Pro

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Gln

val

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

FPhe

Asp

420

Arg

His

Gly

His

Met

500

Tyr

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Leu

Thr

405

His

Asp

Asn

Gln

Thr

485

Asp

Ala

Glu

val

Arg

310

val

Cys

Fro

Asn

Val

390

Fhe

Ser

Ala

Ser

Asp

470

val

Irp

Gly

Gly

Cys

295

Thr

Asp

val

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

val

Leu

455

val

Thr

Asp

Lys
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Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

Val

Gln

Ala

Gly

Thr

Val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile

425

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

505

Cys

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

val

Arg

Leu

Pro

val

190

Gly

Gly

29

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Arg

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Glu

Val

His

460

Leu

Leu

Leu

Cys

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

val

430

val

Ala

Gly

Tyr

Val

510

Asn

Asp

Gln

Glu

Gln

335

Vval

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly

495

Lys

Tyr

His

Cys

Met

320

Leu

His

Asgn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Leu

val

Leu

480

Glu

Leu

Asn



Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

His

Leu

Asn

530

Val

Leu

Arg

Ala

Tyr

€610

Leu

Trp

Tyr

Iyr

Fro

630

Gln

Phe

Cys

Ser

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leun

Pro

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Ser
755

Gly

Asp

Lys

Ser

580

His

Val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp

Met

740

Pro

Asp

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

His

725

Ber

Leu

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

His

Gly

Ser

Phe

535

Asn

Ser

Ala

Val

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

val

His
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520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser

600

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

680

Asp

Asp

Met

Pro

Arg
760

Thr

Trp

Pro

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

Gly

745

Ser

Pro

Lys

Cys

570

Val

Leu

Gly

Ala

Leu

€50

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr

130

Ser

Lys

30

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Arg

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

cys

Thr

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Ser

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

Glu

685

Cys

Gln

Asp

Pro

Leu
765

Ala

Asp

Pro

Pro

580

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

670

Gly

Val

Pro

Gly

Asp

750

Ser

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Cys

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

Val

640

Gln

Len

Phe

Lys

Asp

720

Met

Val

Arg
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Pro Pro Met Val Lys Leu Val Cys Pro Ala Asp Asn Leu Arg Ala Glu
770 775 780

Gly Leu Glu Cys Thr Lys Thr Cys Gln Asn Tyr Asp Leu Glu Cys Met
785 790 785 800

Ser Met Gly Cys Val Ser Gly Cys Leu Cys Pro Pro Gly Met Val Arg
805 glo0 815

His Glu Asn Arg Cys Val Ala Leu Glu Arg Cys Pro Cys Phe His Gln
820 825 830

Gly Lys Glu Tyr Ala Pro Gly Glu Thr val Lys Ile Gly Cys Asn Thr
835 840 845

Cys Val Cys Arg Asp Arg Lys Trp Asn Cys Thr Asp His Val Cys Asp
850 855 860

Ala Thr Cys Ser Thr Ile Gly Met Ala His Tyr Leu Thr Phe Asp Gly
865 870 875 880

Leu Lys Tyr Leu Phe Pro Gly Glu Cys Gln Tyr Val Leu Val Gln Asp
885 890 895

Tyr Cys Gly Ser Asn Pro Gly Thr Phe Arg Ile Leu Val Gly Asn Lys
900 205 910

Gly Cys Ser His Pro Ser vVal Lys Cys Lys Lys Arg Val Thr Ile Leu
915 920 925

Val Glu Gly Gly Glu Ile Glu Leu Phe Asp Gly Glu Val Asn Val Lys
930 935 940

Arg Pro Met Lys Asgp Glu Thr His Phe Glu Val Val Glu Ser Gly Arg
945 950 955 960

Tyr Ile Ile Leu Leu Leu Gly Lys Ala Leu Ser Val Val Trp Asp Arg
965 970 975

His Leu Ser Ile Ser Val Val Leu Lys Gln Thr Tyr Gln Glu Lys Val
980 985 930

Cys Gly Leu Cys Gly Asn Phe Asp Gly Ile Gln Asn Asn Asp Leu Thr
995 1000 1005

Ser Ser Asn Leu Gln val Glu Glu Asp Pro Val Asp Phe Gly Asn
1010 1015 1020

31



Ser

Leu

Thr

Gln

Cys

Cys

His

Ser

Trp

His

His

Thr

Arg

Pro

Cys

Asp

Trp
1025

Asp
1040

Met
1055

Asp
1070

Ile
1085

Phe
1100

Gly
1115

Cys
1130

Arg
1145

Pro
1160

Ala
1175

Cys
1190

Arg
1205

Glu
1220

Glu
1235

aAla
1250

Lys

Ser

Val

Cys

Tyr

Cys

Lys

Glu

Tyr

Glu

His

val

Phe

His

Ala

Pro

Val

Ser

Asp

Asn

Asp

Asp

Val

Glu

Asn

Pro

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

val

Ser

Pro

Ser

Lys

Thr

Thr

Val

Arg

Ser

Leu

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

Ser

Ser

Ala

Ser

Leu

Cys

Ile

Thr

Asn

Cys

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

Pro
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Gln
1030

Thr
1045

Cys
1060

val
1075

Ser
1050

Ala
1105

Trp
1120

Leu
1135

Ala
1150

Cys
1165

Gly
1180

Asp
1135

Lys
1210

Cys
1225

Pro
1240

Thr
1255

Cys

Cys

Arg

Asp

Cys

Ala

Arg

Arg

Pro

Pro

Lys

Cys

Lys

His

Gly

Thr

Ala

His

Ile

Pro

Glu

Tyr

Thr

Glu

Ala

val

Ile

Pro

val

Cys

Gly

Leu

Asp

Asn

Leu

Glu

Ser

Ala

Ala

Asn

Cys

Gln

Leu

val

Thr

Asp

Leu

Tyr

32

Thr

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Thr

Gly

Gln

Cys

Asp

Cys

Leu

val

Val

val

Arg
1035

Ile
1050

Ser
1065

Tyr
1080

Gly
1095

Val
1110

Leu
1125

Tyr
1140

Val
1155

val
1170

Glu
1185

Glu
1200

Asn
1215

Val
1230

Val
1245

Glu
1260

Lys

Met

Asp

Leu

Asp

Cys

Cys

Glu

Thr

Glu

Leu

Val

Pro

Asn

Pro

Asp

val

Lys

Val

Asp

Cys

Ala

Pro

Cys

Cys

Gly

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro

Ile

Pro

Gln

Phe

val

Ala

Gln

Gln

Glu

Gln

Cys

Gln

Gly

Asp

Thr

Thr

Ser



Glu

val

Glu

Ile

Gly

Glu

val

Phe

Leu

Arg

val

Glu

Asp

Asp

Ala

Gly

Pro
1265

Phe
1280

val
1285

Ser
1310

Ser
1325

Leu
1340

Ala
1355

Ser
1370

Met
1385

Tyr
1400

Gly
1415

Lys
1430

Glu
1445

Leu
1460

Gln
1475

Pro

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Arg

Ser

Lys

Ala

val

Ile

Gln

Leu

Ala

Val

Lys

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Arg

Thr

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Arg

His

Asp

Ala

Trp

Tyr

Ile

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

Val

Asn

Asp

Gly

Phe

Val

Ile

Ala

Glu

Arg

Glu

Leu

Hisg

Glu

Gln

Ala

Gly

Ser
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Phe
1270

Ser
1285

Val
1300

Arg
1315

Gly
1330

Ser
1345

vVal
1360

Pro
1375

Pro
1330

Lys
1405

Ala
1420

Asn
1435

Arg
1450

Pro
1465

Pro
1480

Met

Tyr

Ser

val

Val

Leu

Gln

Leu

Glu

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

Pro

Gly

val

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

Val

Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Leu

Ser

Leu

Met

Val

Asp

Lys

Tyr

Ser

Met

Lys

Lys

Phe

Ile

Thr

Leu

Asp

33

Arg

Ser

Met

Val

Arg

Tyr

Thr

Arg

Ser

val

Gln

val

Val

Leu

Gly

val

Leu
1275

Glu
1290

Glu
1305

Glu
1320

Lys
1335

Ala
1350

Leu
1365

Ile
1380

Arg
1395

Ile
1410

Ile
1425

Leu
1440

Ser
1455

Pro
1470

val
1485

Ala

Leu

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly

Phe

Thr

Asn

val

Arg

Ser

Tyr

Pro

Ser

Phe

Asp

Glu

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Leu

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

Val

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser

Gln

Ile

Leu

Val

Pro

Ile

Vval

Cyvs

Met

Leu

Leu
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1490 1495 1500

Glu Gly Ser Asp Lys Ile Gly Glu Ala Asp Phe Asn Arg Ser Lys
1505 1510 1515

Glu Phe Met Glu Glu Val Ile Gln Arg Met Asp Val Gly Gln Asp
1520 1525 1530

Ser Ile His Val Thr val Leu Gln Tyr Ser Tyr Met Val Thr val
1535 1540 1545

Glu Tyr Pro Phe Ser Glu Ala Gln Ser 1ys Gly Asp Ile Leu Gln
1550 1555 1560

Arg Val Arg Glu Ile Arg Tyr Gln Gly Gly Asn Arg Thr Asn Thr
1565 1570 1575

Gly Leu Ala Leu Arg Tyr Leu Ser Asp His Ser Phe Leu Val Ser
1580 1585 158%0

Gln Gly Asp Arg Glu Gln Ala Pro Asn Leu Val Tyr Met Val Thr
1595 1600 1605

Gly Asn Pro Ala Ser Asp Glu Ile Lys Arg Leu Pro Gly Asp Ile
1610 1615 1620

Gln Val Val Pro Ile Gly Val Gly Pro Asn Ala Asn Val Gln Glu
1625 1630 1635

Leu Glu Arg Ile Gly Trrp Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ile Gln Asp
1640 1645 1650

Phe Glu Thr Leu Preo Arg Glu Ala Pro Asp Leu Val Leu Gln Arg
1655 1660 1665

Cys Cys Ser Gly Glu Gly Leu Gln Ile Pro Thr Leu Ser Pro Ala
1670 1675 1680

Pro Asp Cys Ser Gln Pro Leu Asp Val Ile Leu Leu Leu Asp Gly
1685 1690 1685

Ser Ser Ser Phe Pro Ala Ser Tyr Phe Asp Glu Met Lys Ser Phe
1700 1705 1710

Ala Lys Ala Phe Ile Ser Lys Ala Asn Ile Gly Pro Arg Leu Thr
1715 1720 1725

34



Gln

Pro

Asp

Leu

Arg

Ser

Arg

Ala

Val

Gly

Cys

Thr

Gln

Arg

Thr

Ser

Val
1730

Trp
1745

Val
1760

Gly
1775

Pro
1790

Val
1805

Val
1820

Gln
1835

Lys
1850

Asn
1865

Met
1880

Leu
1895

Thr
1910

Pro
1925

Cys
1940

Thr
1955

Ser

Asn

Met

Phe

Gly

Asp

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Val

Val

Gln

Ala

Ala

Ser

Val

Arg

Gln

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

Cys

His

Leu

val

Arg

val

Ser

val

Phe

Ile

Arg

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro

Arg

Ile

Gln

Pro

Glu

Arg

Lys

Rsp

Pro

Leu

Ile

His

Gly

Cys

Ser

Asn

Trp

val
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Tyr
1735

Glu
1750

Gly
1765

Tyr
1780

Ala
1795

Ala
1810

Ile
1825

Ala
1840

Glu
1855

Lys
1870

Asn
1885

Hisg
1900

His
1915

Ser
1930

Thr
1945

Thr
1960

Gly

Lys

Gly

Leu

val

Ala

Gly

Gly

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

Cys

Phe

Ser

Ala

Pro

Thr

val

Ala

Ile

Pro

Leu

Cys

Lys

Val

val

Ser

Pro

ASp

Ile

His

Ser

Ser

Ile

Asp

Gly

Ala

Pro

Ser

Arg

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

35

Thr

Leu

Gln

Glu

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

Gly

Pro

Cys

Cys

val

Val

Gln

Thr
1740

Leu
1755

Ile
1770

Met
1785

val
1800

Ala
1815

Arg
1830

Asp
1845

Met
1860

Fhe
1875

Gly
1890

Gln
1905

Asp
1920

Lys
1935

Cys
1950

Asn
1965

Ile

Ser

Gly

His

Thr

Arg

Tyr

Ser

val

val

Asp

Pro

Arg

Vval

Thr

Phe

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Ser

Asp

Asn

Thr

Arg

Val

Asp

Gly

Glu

Gly

Lys

Val

Val

Ala

Ala

val

Asn

Ala

Val

Leu

Ile

Trp

Gly

Leu

Glu

Ser

Leu



Thr

Leu

Gln

val

val

Gly

Fhe

Pro

Asp

Thr

Pro

Pro

Glu

Gln

Ser

Arg

Gly
1970

Glu
1985

Gly
2000

Glu
2015

Ser
2030

Ala
2045

Thr
2060

Lys
2075

Glu
2090

Thr
2105

Gly
2120

Asp
2135

Cys
2150

Gln
2165

Tyr
2180

Thr
2195

Ser

Val

Cys

Leu

val

Ile

Phe

Thr

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Pro

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

His

Pro

Ala

Ala

Lys

Cys

His

val

Cys

Leu

Phe

Tyr

His

Ser

Asp

val

Glu

Gln

Ser

Asn

Thr

Gln

Cys

Len

His

Cys

Cys
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Val
1975

Asgn
1990

Ile
2005

Met
2020

Gly
2035

Val
2050

Asn
2065

Lys
2080

Asp
2095

Leu
2110

Pro
2125

Gln
2140

Ala
2155

Gln
2170

Arg
2185

aAla
2200

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

val

Ile

val

Pro

Glu

Thr

Met

Phe

Ala

Val

val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Asn

Ser

Gln

Cys

Lys

Thr

Met

Asn

Phe

Gly

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

Gly

Cys

36

Asn

Ser

His

val

Glu

His

Gln

Leu

Arg

Trp

Glu

Leu

Phe

Cys

Val

Pro

Lys
1980

Pro
1995

Ser
2010

Asn
2025

val
2040

Leu
2085

Leu
2070

Cys
2085

Asp
2100

Thr
2115

Gln
2130

Pro
2145

Tyr
2160

Glu
2175

Cys
2190

Pro
2205

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

Gly

val

Cy=s

Leau

Ala

Vval

Val

Ser

Gln

Ala

Leu

Arg

val

His

Leu

Ile

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Asp

Arg

Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser

Cys

val

Arg

Val

Ala

Cys

Ala

Trp

val



Tyr

val

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

Leu

Thr

Ser

Cys

Ser

Gly

Arg

Asn
2210

Ser
2225

Asp
2240

Thr
2255

Ala
2270

Ser
2285

Lys
2300

Asn
2315

vVal
2330

Gln
2345

Cys
2360

Cys
2375

Asp
2330

Cys
2405

Cys
2420

Ser

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Thr

Cys

Cys

val

Cys

val

Arg

Pro

Asp

Cys

Thr

Cys

Pro

Tyr

Leu

Thr

Ile

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

Lys

Thr

Gln

Asp

Leu

Arg

His

Glu

Gly

Thr

Tyr

His

Asp

Leu

Gly

Asp

Val

Cys

Cys

Leu

Thr

Lys

Arg

Cys

Tyr

Thr

Pro
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Gly
2215

His
2230

Glu
2245

Glu
2260

His
2275

Asn
22380

Gly
2305

Cys
2320

Pro
2335

Asn
2350

Glu
2365

Leu
2380

Ala
2385

Leu
2410

Cys
2425

Val

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Gly

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Val

Gly

Cys

Thr

Asn

Ser

Pro

Gln

Arg

Glu

Cys

Val

Cys

Thr

Glu

Tyr

Pro

Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

Asp

Phe

37

His

Gly

Vval

Gln

Gln

Gln

val

Glu

His

Cys

Arg

Arg

Val

Ala

Lys

Trp

Cys
2220

Cys
2235

Pro
2250

His
2265

Ile
2280

Pro
2295

Ala
2310

Cys
2325

Cys
2340

Arg
2355

val
2370

Lys
2385

Asn
2400

Thr
2415

val
2430

Glu

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

val

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Asn

Cys

Glu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Fro

Leu

Cys

Arg

Asn

Pro

Gln

Thr

Asp

Val

Gly

Asn

Pro

Ala

Leu

Cys

Thr

Arg

Asp

Gly

Phe

Pro

Cys

Val

Cys

His

Cys



Asp

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

Glu

val

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Cys

Met

2435

Val
2450

Val
2465

Gly
2480

Leu
2495

Ser
2510

Glu
2525

Val
2540

Pro
2555

Cys
2570

Asn
2585

Cys
2600

Phe
2615

Gly
2630

Leu
2645

Thr
2660

Cys

Ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Phe

val

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Ile

cys

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Cys

Gln

Pro

Ser

val

Cys

Glu

Glu

Ala

Arg

Thr

Ser

val

Cys

Trp

Leu

Gln

Ser

Cys

Ile

Arg

Cys

Glu

Cys

Asp
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2440

Asp
2455

Gln
2470

Leu
2485

Glu
2500

Lys
2515

Ile
2530

Arg
2545

Gly
2560

Arg
2575

Gly
25%0

Cys
2605

Arg
2620

Asn
2635

Thr
2650

Glu
2665

Met

Lys

His

Val

Ser

Asn

Asn

Fhe

Cys

FPro

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Glu

Pro

Glu

Val

Val

Glu

Val

Gln

Glu

Gly

vVal

Thr

Thr

Gln

Leu

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Ser

Leun

Arg

Lys

Gln

Thr

Gly

Leu

Gln

38

Ala

Glu

Glu

Gly

Ser

Val

Cys

Ser

Met

Thr

Val

Cys

Glu

Arg

Agp

2445

Val
2460

Asp
2475

Cys
24390

Ser
2505

Gln
2520

Arg
2535

Pro
2550

cys
2565

Glu
2580

val
2595

Gly
2610

Asn
2625

Cys
2640

Gly
2655

Gly
2670

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Val

Gln

Lys

Ala

Met

val

Pro

Cys

Gly

Cys

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

Lys

Leu

Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Gln

Asp

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

Met

Asp

Ser

Pro

Arg

Ile

Thr



10

15

20
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Hig Phe Cys Lys Val Asn Glu
2675 2680

Arg Val Thr Gly Cys Pro Pro
2690 2695

Glu Gly Gly Lys Ile Met Lys
2705 2710

Cys Glu Glu Pro Glu Cys Asn
2720 2725

Val Lys Val Gly Ser Cys Lys
2735 2740

Tyr Cys Gln Gly Lys Cys Ala
2750 2755

Ile Asn Asp Val Gln Asp Gln
2765 2770

Thr Glu Pro Met Gln Val Ala
2780 2785

Val Tyr His Glu Val Leu Asn
2795 2800

Arg Lys Cys Ser Lys
2810

<210> 3

<211>30

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador FvW+

<400> 3
ttcgaattcc cgcagceccte atttgcaggg

<210> 4

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador FvW-

<400> 4
tccgaattcc ggcagcagca ggcacccatg ¢

<210>5

<211>29

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

30

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Glu

Gly

Thr

Glu Val

Lys

Ala

Ser Cys

His

Met

31

Cys

Glu

39

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Phe
2685

Lys
2700

Cys
2715

Arg
2730

Val
2745

Tyr
2760

Ser
2775

Asn
27590

Lys
2805

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Cys

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Lys

Ala

Thr

Tyr

Hisg

Asp

Arg

Val

Pro



10

15

20

25

30

35

40

<220>
< 223> Cebador We4070

<400> 5
ggtgtgtccc gctaacaacc tgcgggctg

<210> 6

<211> 29

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4071

<400> 6
cagcccgcag gttgttagcg ggacacacc

<210>7

<211>29

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4072

<400>7
gtccegetga caaccctegg getgaaggg

<210> 8

<211>29

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4073

<400> 8
cccttcagce cgagggttgt cagcgggac

<210>9

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4074

<400> 9

ES 2651523713

29

29

29

29

ctgaagggct cgagtgtgcc aaaacgtgcc agaac

<210> 10

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4075

<400> 10

gttctggcac gttttggcac actcgagccc ttcag

35

35

40
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<210> 11

< 211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4076

<400> 11
gtgtaccaaa acgtgccgga actatgacct ggagtge 37

<210> 12

< 211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4077

<400> 12
gcactccagg tcatagttcc ggcacgtttt ggtacac 37

<210> 13

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4078

<400> 13
gtaccaaaac gtgccagaag tatgacctgg agtgc 35

<210> 14

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> We4079

<400> 14
gcactccagg tcatacttct ggcacgtttt ggtac 35

<210> 15

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4080

<400> 15
ctggagtgca tgagcagggg ctgtgtctct ggctg 35

<210> 16

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

41
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<220>
< 223> Cebador We4081

<400> 16

cagccagaga cacagcccct gctcatgcac tccag

<210> 17

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4082

<400> 17
ctggagtgca tgagcaaggg ctgtgtctct ggctg

<210> 18

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4083

<400> 18
cagccagaga cacagccctt gctcatgcac tccag

<210> 19

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4084

<400> 19
catggtccgg catgccaaca gatgtgtggce cctg

<210> 20

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4085

<400> 20
cagggccaca catctgttgg catgccggac catg

<210> 21

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4086

<400> 21
catggtccgg cataagaaca gatgtgtggc cctg

35

35

34

34

42
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<210> 22

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4087

<400> 22
cagggccaca catctgttct tatgccggac catg

<210> 23

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4088

<400> 23

ggtccggceat gagaagagat gtgtggcecct g 31

<210> 24

< 211> 31

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4089

<400> 24

cagggccaca catctcttct catgccggac ¢ 31

<210> 25

< 211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4090

<400> 25
gcttccatca gggcaagcag tatgcccctg gagaaac

<210> 26

< 211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4091

<400> 26
gtttctccag gggcatactg cttgccctga tggaagce

<210> 27

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

37

37
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<220>
< 223> Cebador We4092

<400> 27

gggcaaggag tatgccaagg gagaaacagt gaagattgg 39

<210> 28

<211>39

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4093

<400> 28
ccaatcttca ctgtttctce cttggcatac tccttgece

<210> 29

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4094

<400> 29

cggaaccgga agtggaactg cacagaccat gtgtg

<210> 30

<211>35

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4095

<400> 30
cacacatggt ctgtgcagtt ccacttccgg ttccg

<210> 31

<211>102
<212>PRT

< 213> Homo sapiens

39

35

35

44



<400> 31

Ser

1

Asn

ASp

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Leu

Leu

Leu

Gly

50

Cys

Gly

His

<210> 32
< 211> 2050
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 32

Ser
1

Asn

Asp

Pro

Pro

65

Ile

Leu

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

Ser

Arg

Glu

35

Met

Phe

Cys

vVal

Ser

Arg

Glu

35

Met

Phe

Cys

Cys

Ala

Cys

val

His

Asn

Cys
100

Cys

Ala

20

Cys

val

His

Asn

Arg

Glu

Met

Arg

Gln

Thr

85

Asp

Arg

Glu

Met

Arg

Gln

Thr
85

Pro

Gly

Ser

His

Gly

70

Cys

Ala

Pro

Gly

Ser

His

Gly

70

Cys

Pro

Leu

Met

Glu

55

Lys

Val

Pro

Leu

Met

Glu

Lys

val

ES 2651523713

Met

Glu

Gly

40

Asn

Glu

Cys

Met

Glu

Gly

40

Asn

Glu

Cys

val

Cys

25

Cys

Arg

Tyr

Arg

val

Cys

25

Cys

Arg

Tyr

Arg

Lys

10

Thr

val

Cys

Ala

Asp
90

Lys

10

Thr

Val

Cys

Ala

Asp
90

45

Leu

Lys

Ser

Val

Pro

75

Arg

Leu

Lys

Ser

val

Pro

75

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

60

Gly

Lys

Val

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

Cys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Cys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Pro

Gln

Leu

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

30

Leu

Glu

Thr

Asn

Ala

15

Asn

Cys

Arg

val

Cys
95

Ala

15

Asn

Cys

Arg

Val

Cys
95

Agp

Tyr

Pro

Cys

Lys

80

Thr

Asp

Tyr

Pro

Cys

Lys

80

Thr



Asp

Leu

Val

Leu

145

Arg

Glu

Val

Val

Tyr

225

Asn

Asp

Lys

Lys

Phe

305

Cys

Phe

His

Thr

Leu

130

val

val

val

Glu

val

210

Gln

Asn

Phe

val

Gln

290

Gln

Ile

Cys

Val

Phe

115

Val

Gly

Thr

Asn

Ser
195

Trp

Glu

Asp

Gly

Pro

275

Thr

Asp

Tyr

Asp

Cys

100

Asp

Gln

Asn

Ile

Val

180

Gly

Asp

Lys

Leu

Asn

260

Leu

Met

Cys

Asp

Thr
340

Asp

Gly

Asp

Lys

Leu

165

Lys

Arg

Arg

val

Thr

245

Ser

Asp

val

Asn

Thr

325

Ile

Ala

Leu

Tyxr

Gly

150

val

Arg

Tyr

His

Cys

230

Ser

Trp

Ser

Asp

Lys

310

Cys

Ala

Thr

Lys

Cys

135

Cys

Glu

Pro

Ile

Leu

215

Gly

Ser

Lys

Ser

Ser

295

Leu

Ser

ala
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Cys

Tyr

120

Gly

Ser

Gly

Met

Ile

200

Sexr

Leu

Asn

val

Pro

280

Ser

val

Cys

Tyr

Ser

105

Leu

Ser

His

Gly

Lys

185

Lau

Ile

Cys

Leu

Ser

265

Ala

Cys

Asp

Glu

aAla
345

Thr

Fhe

Asn

Pro

Glu

170

Asp

Leu

Ser

Gly

Gln

250

Ser

Thr

Arg

Pre

Ser

330

His

46

Ile

Pro

Pro

Ser

155

Ile

Glu

Leu

Val

Asn

235

val

Gln

Cys

Ile

Glu

315

Ile

val

Gly

Gly

Gly

140

val

Glu

Thr

Gly

Val

220

Phe

Glu

Cys

His

Leu

300

Pro

Gly

Cys

Met

Glu

125

Thr

Lys

Lau

His

Tys

205

Lau

Asp

Glu

Ala

Asn

285

Thr

Tyr

Asp

Ala

Ala

110

Cys

Phe

Cys

Phe

Phe

130

Ala

Lys

Gly

Asp

Asp

270

Agn

Ser

Leu

Cys

Gln
350

His

Gln

Arg

Lys

Asp

175

Glu

Leu

Gln

Ile

Pro

255

Thr

Ile

Asp

Asp

Ala

335

His

Tyr

Tyr

Ile

Lys

160

Gly

Val

Ser

Thxr

Gln

240

val

Arg

Met

val

Val

320

Cys

Gly



Lys

Glu

Ser

385

Ala

Gly

Cys

val

Asp

465

Val

Glu

Leu

Glu

Arg

545

Gly

Leu

Ser

Val

Arg

370

Cys

Cys

Lys

Pro

Thr

450

val

val

Asp

Asp

Phe

530

Ile

Ser

Thr

Val

355

Asn

Ala

Pro

Ile

Val

435

Leu

Val

Pro

Ile

Leu

515

Glu

Ser

His

Arg

Ser

Thr

Leu

Pro

Val

Leu

420

Cys

Asn

Asn

Pro

Ser

300

val

val

Gln

Ala

Ile

580

Glu

Trp

Arg

Ala

Gln

405

Asp

Glu

Pro

Leu

Thr

485

Glu

Phe

Leu

Lys

Tyr

565

Ala

val

Arg

Glu

Cys

390

Cys

Glu

val

Ser

Thr

470

Asp

Pro

Leu

Lys

Trp

550

Ile

Ser

Leu

Thr

Asn

375

Gln

Val

Leu

Ala

Asp

455

Cys

Ala

Prec

Leu

Ala

535

val

Gly

Gln

Lys
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Ala

360

Gly

val

Glu

Leu

Gly

440

Pro

Glu

Pro

Leu

Asp

520

Phe

Arg

Leu

Val

Tyr

Thr

Tyr

Thr

Gly

Gln

425

Arg

Glu

Ala

Val

His

205

Gly

Val

Val

Lys

Lys

585

Thr

Leu

Glu

Cys

Cys

410

Thr

Arg

His

Cys

Ser

490

Asp

Ser

Val

Ala

Asp

570

Tyr

Leu

47

Cys

Cys

Gln

385

His

Cys

Phe

Cys

Gln

475

Pro

Phe

Ser

Asp

Val

8§55

Arg

Ala

Phe

Pro

Glu

380

His

Ala

val

Ala

Gln

460

Glu

Thr

Tyr

Arg

Met

540

Val

Lys

Gly

Gln

Gln
365

Trp

Pro

His

Asp

Ser

445

Ile

Pro

Thr

Cys

Leu

525

Met

Glu

Arg

Ser

Ile

Ser

Arg

Glu

Cys

Pro

430

Gly

Cys

Gly

Leu

Ser

510

Ser

Glu

Tyr

Pro

Gln

590

Phe

Cys

Tyxr

Pro

Pro

415

Glu

Lys

His

Gly

Tyr

4395

Arg

Glu

Arg

His

Ser

575

Val

Ser

Glu

Asn

Leu

400

Pro

Asp

Lys

Cys

Leu

480

Val

Leu

Ala

Leu

Asp

560

Glu

Ala

Lys



Ile

Gln

625

Leu

Ala

Lys

Glu

Thr

705

Gly

Ala

Arg

Gln

val

785

Arg

Leu

Asp

Asp

610

Glu

Lys

Asn

Ala

Ile

630

Leu

val

Phe

Ser

Asp

770

Glu

val

Ala

Arg

595

Arg

Pro

Lys

Leu

Phe

675

val

Pro

Ser

Val

Lys

755

Ser

Tyr

Arg

Leu

Glu
835

Pro

Gln

Lys

Lys

660

Val

Ser

Pro

Thr

Leu

740

Glu

Ile

Pro

Glu

Arg

820

Gln

Glu

Arg

Lys

645

Gln

Leu

Tyr

Asp

Leu

725

Glu

Phe

His

Phe

Ile

805

Tyr

Ala

Ala

Met

630

val

Ile

Ser

Leu

Met

710

Gly

Gly

Met

Val

Ser

790

Arg

Leu

Pro

Ser

615

Ser

Ile

Arg

Ser

Cys

695

Ala

Pro

Ser

Glu

Thr

175

Glu

Tyr

Ser

Asn

ES 2651523713

600

Arg

Arg

val

Leu

Val

680

Asp

Gln

Lys

Asp

Glu

760

Val

Ala

Gln

Asp

Leu
840

Ile

Asn

Ile

Tle

665

Asp

Leu

Val

Arg

Lys

745

val

Leu

Gln

Gly

His

825

val

Thr

Phe

Pro

650

Glu

Glu

Ala

Thr

Asn

730

Ile

Ile

Gln

Ser

Gly

810

Ser

Tyr

48

Leu

val

635

val

Lys

Leu

Pro

vVal

715

Ser

Gly

Gln

Tyr

Lys

795

Asn

Phe

Met

Leu

620

Arg

Gly

Gln

Glu

Glu

700

Gly

Met

Glu

Arg

Ser

780

Gly

Arg

Leu

Val

605

Leu

Tyr

Ile

Ala

Gln

685

Ala

Pro

val

Ala

Met

7€5

Tyr

Asp

Thr

val

Thr
845

Met

Val

Gly

Pro

670

Gln

Pro

Gly

Leu

Asp

750

Asp

Met

Ile

Asn

Ser

830

Gly

Ala

Gln

Pro

655

Glu

Arg

Pro

Leu

Asp

735

FPhe

Val

val

Leu

Thr

815

Gln

Asn

Ser

Gly

640

His

Asn

Asp

Pro

Leu

720

val

Asn

Gly

Thr

Gln

800

Gly

Gly

Pro
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Ala Ser Asp Glu Ile Lys Arg Leu Pro Gly Asp Ile Gln Val Val Pro
850 855 860

Ile Gly Val Gly Pro Asn Ala Asn Val Gln Glu Leu Glu Arg Ile Gly
865 870 875 880

Trp Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ile Gln Asp Phe Glu Thr Leu Pro Arg
885 890 895

Glu Ala Pro Asp Leu Val ILeu Gln Arg Cys Cys Ser Gly Glu Gly Leu
S00 905 910

Gln Ile Pro Thr Leu Ser Pro Ala Pro Asp Cys Ser Gln Pro Leu Asp
915 920 925

Val Ile Leu Leu Leu Asp Gly Ser Ser Ser Phe Pro Ala Ser Tyr Phe
930 935 940

Asp Glu Met Lys Ser Phe Ala Lys Ala Phe Tle Ser Lys Ala Asn Ile
945 950 955 960

Gly Pro Arg Leu Thr Gln Val Ser Val Leu Gln Tyr Gly Ser Ile Thr
965 270 975

Thr Ile Asp Val Pro Trp Asn Val Val Pro Glu Lys Ala His Leu Leu
980 985 990

Ser Leu Val Asp vVal Met Gln Arg Glu Gly Gly Pro Ser Gln Ile Gly
995 1000 1005

Asp Ala Leu Gly Phe Ala Val Arg Tyr Leu Thr Ser Glu Met His
1010 1015 1020

Gly Ala Arg Pro Gly Ala Ser Lys Ala Vval Val Ile Leu Val Thr
1025 1030 1038

Asp Val Ser Val Asp Ser Val Asp Ala Ala Ala Asp Ala Ala Arg
1040 1045 1050

Ser Asn Arg Val Thr Val Phe Pro Ile Gly Ile Gly Asp Arg Tyr
1055 1060 10653

Asp Ala Ala Gln Leu Arg Ile Leu Ala Gly Pro Ala Gly Asp Ser
1070 1075 1080

Asn Val Vval Lys Leu Gln Arg Ile Glu Asp Leu Pro Thr Met val
1085 1090 1085

49



Thr

Arg

Val

Asp

Gly

Glu

Gly

Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

Val

His

Leu

Ile

Leu
1100

Ile
1115

Trp
1130

Gly
1145

Leu
1160

Glu
1175

Ser
1190

Leu
1205

Asp
1220

Arg
1235

Ser
1250

Leu
1265

Tyr
1280

Ile
1295

Ser
1310

Cys
1325

Gly

Cys

Thr

Gln

Arg

Thr

Ser

Thr

Leu

Gln

Val

val

Gly

Phe

Pro

Asp

Asn

Met

Leu

Thr

Pro

Cys

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Ala

Thr

Lys

Glu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

val

Cys

Leu

val

Ile

Phe

Thr

Asn

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

Cys

His

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe

Gly
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Leu
1105

Asp
1120

Gln
1135

Lys
1150

Pro
1165

Arg
1180

Ile
1195

Ser
1210

Leu
1225

Lys
1240

Ser
1255

Tyr
12790

His
1285

Pro
1300

Ala
1315

Ala
1330

His

Gly

Cys

Ser

Asn

Trp

val

Tyr

His

Ser

Asp

val

Glu

Gln

Ser

Asn

lys

Asn

His

His

Ser

Thr

Thr

Val

Asn

Ile

Met

Gly

val

Asn

Lys

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

Cys

Phe

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

50

Cys

Lys

Val

val

Ser

Pro

Asp

Phe

Ala

val

val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Met

Ser
1110

Arg
1125

Thr
1140

Asn
1155

Pro
1170

Cys
1185

Gly
1200

Gln
1215

Cys
1230

Lys
1245

Thr
1260

Mat
1275

Asn
1280

Phe
1305

Gly
1320

Leu
1335

Gly

Pro

Cys

Cys

val

Val

Gln

Asn

Ser

His

Val

Glu

His

Gln

Leu

Arg

Phe

Gly

Gln

Asp

Lys

Cys

Asn

Lys

Pro

Ser

Asn

val

Leu

Leu

Cys

Asp

Val

Asp

Pro

Arg

val

Thr

Phe

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

Gly



Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Pro

Leu

Cys

Val
1340

Arg
1355

val
1370

Ala
1385

Cys
1400

Ala
1415

Trp
1430

Val
1445

Asn
1460

Pro
1475

Ala
14%0

Leu
1505

Cys
1520

Thr
1535

Arg
1550

Asp

Thr

Pro

Pro

Glu

Gln

Ser

Arg

Tyr

val

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

Thr

Gly

Asp

Cys

Gln

Tyr

Thr

Asn

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Lys

Asn

val

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Ser

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Cys

Cys

val

Cys

val

Arg

Pro

Asp

Cys

ES 2651523713

Lys
1345

Cys
1360

His
1375

Val
1390

Cys
1405

Leu
1420

Phe
143%

Glu
1450

Gly
1465

Met
1480

Ile
1485

Pro
1510

Lys
1525

Thr
1540

Gln
1555

Asp

Thr

Gln

Cys

Leu

His

Cys

Cys

His

Asp

Leu

Gly

Asp

val

Cys

Cys

Leu

Leu

Pro

Gln

Ala

Gln

Arg

Ala

Gly

His

Glu

Glu

His

Asn

Gly

Cys

Pro

Val

Ile

Val

Pro

Glu

Thr

Met

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leun

Pro

Pro

51

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Asgn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

val

Glu
1350

Glu
1365

Leu
1380

Thr
1395

val
1410

Gly
1425

Cys
1440

Arg
1455

Glu
1470

Cys
1485

val
1500

Cys
1515

Thr
1530

Glu
1545

Tyr
1560

Pro

Trp

Glu

Leu

Phe

Cys

Val

Pro

His

Gly

val

Gln

Gln

Gln

val

Glu

His

Thr

Gln

Pro

Tyr

Glu

Cys

Pro

Cys

Cys

Pro

His

Ile

Pro

Ala

Cys

Cys

Val

Cys

Leu

Ala

val

Val

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cyvs

Arg

Val

Glu
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1565 1570 1575

Arg Gly Leu Gln Prg Thr Leu Thr Asn Preo Gly Glu Cys Arg Pro
1580 1585 1590

Asn Phe Thr Cys Ala Cys Arg Lys Glu Glu Cys Lys Arg Val Ser
1595 1600 1605

Pro Pro Ser Cys Pro Pro His Arg Leu Pro Thr Leu Arg Lys Thr
1610 1615 1620

Gln Cys Cys Asp Glu Tyr Glu Cys Ala Cys Asn Cys Val Asn Ser
1625 1630 1635

Thr Val Ser Cys Pro Leu Gly Tyr Leu Ala Ser Thr Ala Thr Asn
1640 1645 1650

Asp Cys Gly Cys Thr Thr Thr Thr Cys Leu Pro Asp Lys Val Cys
1655 1660 1665

Val His Arg Ser Thr Ile Tyr Pro Val Gly Gln Phe Trp Glu Glu
1670 1675 1680

Gly Cys Asp Val Cys Thr Cys Thr Asp Met Glu Asp Ala Val Met
1685 1690 1695

Gly Leu Arg Val Ala Gln Cys Ser Gln lys Pro Cys Glu Asp Ser
1700 1705 1710

Cys Arg Ser Gly Phe Thr Tyr Val Leu His Glu Gly Glu Cys Cys
1715 1720 1725

Gly Arg Cys Leu Pro Ser Ala Cys Glu Val Val Thr Gly Ser Pro
1730 1735 174Q

Arg Gly Asp Ser Gln Ser Ser Trp Lys Ser Val Gly Ser Gln Trp
1745 1750 1755

Ala Ser Pro Glu Asn Pro Cys Leu Ile Asn Glu Cys Val Arg Vval
1760 1765 1770

Lys Glu Glu Val Phe Ile Gln Gln Arg Asn Val Ser Cys Pro Gln
1775 1780 1785

Leu Glu Val Pro Val Cys Pro Ser Gly Phe Gln Leu Ser Cys Lys
1790 1795 1800

52



Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Gln

Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Ser
1805

Met
1820

Asp
1835

Ser
1850

Pro
1865

Arg
1880

Tle
1895

Thr
1910

Lys
1925

Ala
1940

Thr
1955

Tyr
1970

His
1985

Asp
2000

Arg
2015

val
2030

Pro
2045

<210> 33

<211>102

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Cys

Met

His

Arg

Glu

Cys

val

Tyr

Ile

Thr

val

Arg

< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial

Cys

Asn

Cys

Phe

Gly

Leu

Thr

Phe

Val

Gly

Glu

Lys

Cys

Asn

Glu

Tyr

Lys

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

val

Gln

Asp

Prc

His

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

val

Met

Glu

ES 2651523713

Ser
1810

Val
1825

Cys
1840

Glu
1855

Glu
1870

Ala
1885

Arg
1900

val
1915

Cys
1930

Ile
1945

Glu
1960

Ser
1975

Lys
1990

Gln
2005

Gln
2020

val
2035

Cys Ser Lys

2050

Cys

Ile

Arg

Cys

Glu

Cys

Asp

Asn

Pro

Met

Cys

Cys

Cys

Asp

Val

Leu

Arg

Gly

Cys

Arg

Asn

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

Asn

Lys

Ala

Gln

Ala

Asn

Cys

Pro

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

53

Glu

Gly

Val

Thr

Thr

Gln

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser

His

Met

Arg
1815

Lys
1830

Gln
1845

Thr
1860

Gly
1875

Leu
1890

Gln
1905

Glu
1920

Glu
1935

Gly
1950

Thr
1965

Val
1980

Ala
1995

Cys
2010

Cys
2025

Glu
2040

Met

Thr

Val

Cys

Glu

Arg

Asp

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Glu

Val

Gly

Asn

Cys

Gly

Gly

Phe

Lys

Cys

Arg

val

Tyr

Ser

Asn

Lys

Ala

Met

Val

Pro

Cys

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Cys
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<220>
< 223> Dominio D' modificado de FvW

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (16)..(16)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (18)..(18)

< 223> Xaa es Leu o Pro

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (24)..(24)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (26)..(26)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (30)..(30)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (31)..(31)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (33)..(33)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (35)..(35)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (39)..(39)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (55)..(55)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (56)..(56)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (62)..(62)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

54
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<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (72)..(72)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (75)..(75)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (90)..(90)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 33
Ser Leu Ser Cys Arg Pro Pro Met Val Lys Leu Val Cys Pro Ala Xaa
1 5 10 15

Asn Xaa Arg Ala Glu Gly Leu Xaa Cys Xaa Lys Thr Cys Xaa Xaa Tyr

Xaa Leu Xaa Cys Met Ser Xaa Gly Cys Val Ser Gly Cys Leu Cys Pro
35 40 45

Pro Gly Met Val Arg His Xaa Xaa Arg Cys Val Ala Leu Xaa Arg Cys
50 55 60

Pro Cys Phe His Gln Gly Lys Xaa Tyr Ala Xaa Gly Glu Thr vVal Lys

Ile Gly Cys Asn Thr Cys Val Cys Arg Xaa Arg Lys Trp Asn Cys Thr
85 20 95

Asp His Val Cys Asp Ala
100

<210> 34

<211>102

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> dominio D’ modificado

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (16)..(16)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (18)..(18)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (26)..(26)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

55
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<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (30)..(30)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (31)..(31)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (39)..(39)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (55)..(55)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (56)..(56)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (72)..(72)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (75)..(75)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (90)..(90)

< 223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 34

Ser Leu Ser Cys Arg Pro Pro Met Val Lys Leu Val Cys Pro Ala Xaa

1 5

10

56
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10

15

20

25

30

Agn Xaa Arg Ala Glu Gly
20

Asp Leu Glu Cys Met Ser
35

Pro Gly Met Val Arg His

Pro Cys Phe His Gln Gly
65 70

Ile Gly Cys Asn Thr Cys
85

Asp His Val Cys Asp Ala
100

<210> 35

<211>102

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> dominio D’ modificado

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (16)..(16)

< 223> Xaa es Asp 0 Asn

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (18)..(18)

< 223> Xaa es Leu o Pro

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (26)..(26)

< 223> Xaaes Thro Ala

<220>

< 221> MISC_FEATURE
< 222> (30)..(30)

< 223> Xaa es GIn o Arg

<220>

< 221> MISC_FEATURE
<222>(31)..(31)

< 223> Xaaes AsnoLys

<220>

< 221> MISC_FEATURE

< 222> (39)..(39)

< 223> Xaa es Met o Arg o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE

Leu

Xaa

Xaa

55

Lys

Val

ES 2651523713

Glu

Gly

40

Xaa

Xaa

Cys

Cys

25

Cys

Arg

Tyr

Arg

Xaa

val

Cys

Ala

Xaa
90

57

Lys

Ser

Val

Xaa

75

Arg

Thr

Gly

Ala

60

Gly

Lys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Xaa

30

Leu

Glu

Thr

Asn

Xaa

Cys

Arg

val

Cys
95

Tyr

Pro

Cys

Lys

8o

Thr
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20

25

< 222> (55)..(55)
< 223> Xaa Gluo Alao Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (56)..(56)
< 223> Xaa Asn o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (72)..(72)
< 223> Xaa Glu o GIn

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (75)..(75)
< 223> Xaa Pro o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (90)..(90)
< 223> Xaa Asp o0 Asn

<400> 35

Ser

1

Asn

Asp

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Leu

Xaa

Leu

Gly

50

Cys

Gly

His

<210> 36
< 211> 2332
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 36
Ala Thr Arg Arg Tyr

Ser

Arg

Glu

35

Met

Phe

Cys

val

Cys

Ala

Cys

val

His

Asn

Cys
100

Arg

Glu

Met

Arg

Gln

Thr

85

Asp

Pro

Gly

Ser

His

Gly

70

Cys

Ala

Tyr

ES 2651523713

Pro Met Vval

Leu Glu Cys
25

Xaa Gly Cys
40

Xaa Xaa Arg
55

Lys Xaa Tyr

Val Cys Arg

Lys

10

Xaa

val

Cys

Ala

Xaa
90

Leu

Lys

Ser

Val

Xaa

75

Arg

Val

Thr

Gly

Ala

60

Gly

Lys

Cys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Pro

Xaa

Leu

Glu

Thr

Asn

Ala

15

Xaa

Cys

Arg

Val

Cys
a5

Xaa

Tyr

Pro

Cys

Lys

8o

Thr

Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr

58



Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Gln

Val

Leu

50

Ero

Asp

Leu

Tyr

Fro

130

Ero

Val

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Asp

20

Lys

val

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Leu

Ser

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Ser

val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu
245

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

ES 2651523713

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Len

Ser

Gln

120

Tyr

Len

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

val

Cys

Asn

Ala

185

val

Met

Thr

His

10

Val

Thr

Leu

Pro

Asn
20

Trp

Glu

Tzp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

val

Arg
250

59

Asp

Ser

Phe

Thr

15

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

Ala

Val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Arg

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Val

Fhe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

val

Tyr

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp
255

Pro

Lys

Pro

val

80

Val

Ala

Val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His



Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

AsSp
500

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Thr

Val

Leu

Cys

310

val

Glu

Val

vVal

Glu

3%0

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Thr

Arg

Thr

295

Hisg

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

ES 2651523713

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

val

Tyr

Arg

Pro
505

val

Arg

Thr

Ser

Fro

330

Tyr

Asp

Eis

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

60

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ile

Ser

285

Met

Hig

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Lau

Pro

Lys

Phe

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

Hisg

Gly

Lys
510

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Ile

480

Lys

Lys



Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Fhe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Len

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln
755

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

val

Glu

Arg

740

Phe

Val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

Val

Gln

645

Lys

Thr

Hisg

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

Val

Agn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

€15

Leu

Asp

val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

ES 2651523713

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr
760

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Val

Ser

€50

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

130

Ser

Fro

61

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

His

Asn

Asp

525

Arg

Glu

val

Glu

Asp

605

Val

Trp

Fhe

Thr

Pro

€85

Gly

Asp

Lys

Arg

Asp
765

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

€70

Gly

Met

Tyr

Asn

Ser

750

Ile

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Lle

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Lys
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Thr Asp Pro Trp Phe Ala His Arg Thr Pro Met Pro Lys Ile Gln Asn
770 775 780

Val Ser Ser Ser Asp Leu lLeu Met Leu Leu Arg Gln Ser Pro Thr Pro
785 790 795 800

His Gly Leu Ser Leu Ser Asp Leu Gln Glu Ala Lys Tyr Glu Thr Phe
805 810 815

Ser Asp Asp Pro Ser Pro Gly Ala Ile Asp Ser Asn Asn Ser Leu Ser
820 825 830

Glu Met Thr His Phe Arg Pro Gln Leu His His Ser Gly Asp Met Val
835 840 845

Phe Thr Pro Glu Ser Gly lLeu Gln Leu Arg Leu Asn Glu Lys Leu Gly
850 855 B60

Thr Thr Ala Ala Thr Glu Leu Lys Lys Leu Asp Phe Lys Val Ser Ser
865 870 875 880

Thr Ser Asn Asn Leu Ile Ser Thr Ile Pro Ser Asp Asn Leu Ala Ala
885 890 895

Gly Thr Asp Asn Thr Ser Ser Leu Gly Pro Pro Ser Met Pro Val His
900 905 910

Tyr Asp Ser Gln Leu Asp Thr Thr Leu Phe Gly Lys Lys Ser Ser Pro
915 920 925

Leu Thr Glu Ser Gly Gly Pro Leu Ser Leu Ser Glu Glu Asn Asn Asp
830 935 940

S%er Lys Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu Ser Ser Trp
945 950 955 960

Gly Lys Asn Val Ser Ser Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe Lys Gly Lys
965 970 975

Arg Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys
980 985 990

Val Ser Ile Ser Leu Leu lys Thr Asn Lys Thr Ser Asn Asn Ser Ala
995 1000 1005

Thr Asn Arg Lys Thr His Ile Asp Gly Pro Ser Leu Leu Ile Glu
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1010 1015 1020

Asn Ser Pro Ser Val Trp Gln Asn Ile Leu Glu Ser Asp Thr Glu
1025 1030 1035

Phe Lys Lys Val Thr Pro Leu Ile His Asp Arg Met Leu Met Asp
1040 1045 1050

Lys Asn Ala Thr Ala Leu Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr
1055 1060 1065

Thr Ser Ser Lys Asn Met Glu Met Val Gln Gln Lys Lys Glu Gly
1070 1075 1080

Pro Ile Pro Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys
1085 1090 1085

Met Leu Phe Leu Pro Glu Ser Ala Arg Trp Ile Gln Arg Thr His
1100 1105 1110

Gly Lys Asn Ser Leu Asn Ser Gly Gln Gly Pro Ser Pro Lys Gln
1115 1120 1125

Leu Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys Ser Val Glu Gly Gln Asn Phe
1130 1135 1140

Leu Ser Glu Lys Asn Lys Val Val Val Gly Lys Gly Glu Phe Thr
1145 1150 1155

Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu Met Val Phe Pro Ser Ser Arg Asn
1160 1165 1170

Leu Phe Leu Thr Asn Leu Asp Asn Leu His Glu Asn Asn Thr His
1175 1180 1185

Asn Gln Glu Lys Lys Ile Gln Glu Glu Ile Glu Lys Lys Glu Thr
1190 1195 1200

Leu Ile Gln Glu Asn Val Val Leu Pro Gln Ile His Thr Val Thr
1205 1210 1215

Gly Thr Lys Asn Phe Met Lys Asn Leu Phe Leu Leu Ser Thr Arg
1220 1225 1230

Gln Asn Val Glu Gly Ser Tyr Asp Gly Ala Tyr Ala Pro Val Leu
1235 1240 1245
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Gln

His

Gly

Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln

Ser

Val

Lys

Asp
1250

Thr
1265

Leu
1280

Thr
1295

Arg
1310

Thr
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu
1430

Leu
1445

Gly
1460

val
1475

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Sear

Ala

Ser

Glu

Arg

His

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

Ser

Phe

Gln

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

Hisg

Leu

Gly

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

val

ES 2651523713

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1390

Thr
1405

Ser
1420

Leu
1435

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Asp

Lys

Gln

Thr

Lys

Ile

His

Glu

Arg

Ala

Arg

Tyr

Gln

Glu

Ala

Pro

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Leu

Llys

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

Met

Thr

Lys

Thr

Glu

Val

Gln

Fhe

Val

Thr

Gly

His

val

Leu

Lys

Ala

Thr

Asn

Pro

64

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1290

Asn
1305

Leu
1320

Asp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1395

Gln
1410

Asp
1425

Lys
1440

Asp
1455

Val
1470

Leu
1485

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Asn

Gln

Thr

Pro

Lys

Leu

Ala

val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Asan

Arg

Tyr

Lys

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

Val

Leu

Glu

Lys

Thr



Ser

Asp

Asp

Lys

val

Pro

Glu

Lys

Ala

val

Asn

Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1595

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu
1655

val
1670

Asn
1685

Ile
1700

Pro
1715

Lys

Phe

Val

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Gln

Ala

His

Val

Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

Ser

Met

Ser

Ala

val

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

Val

Leu

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

Gln

Lys

Arg

Glu

Arg
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Leu
1495

Thr
1510

Leu
1525

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Glu
1660

Glu
1675

Ser
1690

Arg
1705

Asn
1720

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

Glu

Asp

Phe

Leu

Arg

lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

Asp

Lys

Asp

Gln

65

His

Ser

Thr

val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Ser

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Thr
1695

Gly
1710

Gly
1725

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Asp

Asp

Arg

Met

Ser

Gln

Hisg

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Glu

Hig

Ser

val

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Lys

His

Glu

Gln

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser

Pro



Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1730

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe
1880

Met
1885

Pro
1910

Ile
1925

Ile
1940

Ser

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Lys

Leu

Tyxr

Asn

Tyr

Val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp

His

Val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

Val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser
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Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Fro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu
1885

Arg
1300

Asn
1515

Pro
1930

Leu
1945

Gly

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

Val

Leu

val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Glu

Leu

Val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

val

Phe

Asn

Glu

Tyr

Gln

Lys

Asp

Leu

Cys

val

Ser

Cys

Phe

val

Gly

Phe

66

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asn

Hisg

Met

Ser

Thr

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1890

Ile
1905

Ala
1920

Ala
1935

Asn
1950

val

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Phe

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

Lys
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1955 1960 1965

Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val Phe
1970 1975 1980

Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val
1985 1990 1985

Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu
2000 2005 2010

Phe Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala
2015 2020 2025

Ser Gly His Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly Gln Tyr
2030 2035 2040

Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser
2045 2050 2055

Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val
2060 2065 2070

Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile 1Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly
2075 2080 2085

Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile
2090 2095 2100

Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn
2105 2110 2115

Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser
2120 2125 2130

Gly Ile Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile BAla Arg Tyr
2135 2140 2145

Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg
2150 2155 2160

Met Glu Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu
2165 2170 2175

Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser
2180 2185 21%0

67



Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

val

Gln

Tyr
2195

Leu
2210

Asn
2225

Vval
2240

Met
2255

Gln
2270

Gly
2285

Pro
2300

His
2315

Asp
2330

<210> 37
< 211> 1444
< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Factor VIl de cadena sencilla maduro

<400> 37

Ala

1

Met

Arg

Thr

Thr

Gln

Val

Leu

Phe Thr Asn

His Leu Gln

Pro Lys Glu

Thr Gly val

Tyr Val Lys

Trp Thr Leu

Asn Gln Asp

Leu lLeu Thr

Gln Ile Ala

Leu Tyr

Arg Arg Tyr
5

Ser Asp Leu
20

Pro Lys Ser
35

Phe val Glu

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Tyr

Gly

Phe

Phe
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Phe
2200

Arg
2215

Leu
2230

Thr
2245

Phe
2260

Phe
22715

Phe
2290

Tyr
2305

Arg
2320

Leu Gly

Glu Leu

Pro Phe

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

Ala

Pro

Thr

Asn

Val

Gly

Tle

Asn

Pro

Arg

Glu

Trp

Ala

Aszp

val

Ser

Gly

val

Ile

val

10

25

40

Thr Asp

Asn

His

68

Ser

Irp

Phe

Lys

Ser

Lys

val

Hig

Leu

Pro Ser Lys Ala
2205

Arg Pro Gln Val
2220

Gln Lys Thr Met
2235

Ser Leu Leu Thr
2250

Ser Gln Asp Gly
2265

Val Lys Val Phe
2280

Asn Ser Leu Asp
2295

Pro Gln Ser Trp
2310

Gly Cys Glu Ala
2325

Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr

15

Val Asp Ala Arg Phe Pro Pro

30

Thr Ser Val Val Tyr Lys Lys

45

Leu Phe Asn Ile Ala Lys Pro



Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

val

Gly

Ser

80

Bro

Asp

Leu

Tyr

Bro

130

Pro

Val

val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro
230

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Met

Val

85

val

Gln

Ser

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr
295
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Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Pro

Asn
90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

69

Thr

15

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

60

Ile

Ala

Ala

Glu

Val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu
300

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

150

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Val

80

Val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly



Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser
545

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

aAsp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

val

515

Arg

Leu

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Phe

Lys

325

Glu

val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Cys

310

Val

Glu

val

val

Glu

3%0

Ser

Lys

Thr

Iyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro
550

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu
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Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Len

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

val

Tyr

Arg

Pro

505

DPro

Val

Ile

Ser

Ero

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

4110

Val

Ile

Gly

aAsn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

70

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr
555

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

435

Tyr

Arg

Leu

val

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thxr

Ile

Ile

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp
560



Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Ser

Lys

785

Arg

Arg

Val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Lys

Ser

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

755

Gln

Glu

Phe

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

€60

Glu

Cys

val

Glu

Arg

740

Phe

Glu

Asp

Gln

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Glu

Phe

Lys
805

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

vVal

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Ile

Asp

780

Lys

Met

Arg

Ala

Hisg

615

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Asp

775

Ile

Thr
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Ser

Ser

Gly

€00

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr

760

Tyxr

Tyr

Arg

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Sar

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Asp

Asp

His

Lys

370

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

€50

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Asp

Glu

Tyr
810

71

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Thr

Asp

795

Phe

Asn

Thr

Glu

Tyxr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

His

Asn

Ile

780

Glu

Ile

Val

Glu

Asp

€05

val

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Arg

Thr

765

Ser

Asn

Ala

Ile

Asn

530

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

€70

Gly

Met

Tyr

Asn

Ser

750

Thr

val

Gln

Ala

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Leu

Glu

Ser

val
815

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Gln

Met

Pro

800

Glu
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Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn
820 825 830

Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Prc Gln Phe Lys Lys Val val Phe Gln
835 840 845

Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leu
850 B55 B&0O

Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu
865 870 875 880

Asp Asn Ile Met vVal Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser
885 890 895

Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala
900 905 910

Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe
815 920 925

Trp Lys Val Gln His His Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys
330 935 940

Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His
945 950 955 960

Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn
965 970 975

Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe
980 985 990

Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu
985 1000 1005

Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr
1010 1015 1020

Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Ile Met
1025 1030 1035

Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg
1040 1045 1050

Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile

72
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1055 1060 1065

His Phe Ser Gly His Val Phe Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr
1070 1075 1080

Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val
1085 1090 1095

Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys Leu
1100 1105 1110

Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val
1115 1120 1125

Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His
1130 1135 1140

Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp
1145 1150 1155

Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser TIle Asn Ala
1160 1165 1170

Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile lLys Val Asp Leu Leu
1175 1180 1185

Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln
1190 1195 1200

Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser
12Q5 12190 1215

Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly
1220 1225 1230

Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys
1235 1240 1245

His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu
1250 1255 1260

His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu
1265 1270 1275

Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu
1280 1285 1290

73
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Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe
1295 1300 1305

Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His
1310 1315 1320

Leu Gln Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln Val Asn Asn Pro
1325 1330 1335

Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val Thr
1340 1345 1350

Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr
1355 1360 1365

vVal Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp
1370 1375 1380

Thr Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn
1385 1390 1395

Gln Asp Ser Phe Thr Pro Val Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu
1400 1405 1410

Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln
1415 1420 1425

Ile Ala Leu Arg Met Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu
1430 1435 1440

Tyr

<210> 38

<211>585
<212>PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 38
Agp Ala His Lys Ser Glu Val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu
1 5 10 15

Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln
20 25 30

Gln Cys Pro Phe Glu Asp His Val Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu
35 40 45

74



Phe

Ser

65

Arg

Glu

Pro

Asp

Arg

145

Tyr

Cys

Ser

Arg

Lys

225

Val

Arg

Ser

Cys

Ala

Leu

Glu

Arg

Arg

Asn

130

His

Lys

Leu

Ala

Ala

210

Ala

His

Ala

Lys

Ile
290

Lys

His

Thr

Asn

Leu

115

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

195

Phe

Glu

Thr

Asp

Leu

275

Ala

Thr

Thr

Tyxr

Glu

100

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

180

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Cys

Leu

Gly

85

Cys

Arg

Thr

Phe

Phe

165

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

245

Ala

Glu

val

Val

Phe

70

Glu

Phe

Pro

Phe

Tyr

150

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

230

Cys

Lys

Cys

Glu

Ala

Gly

Met

Leu

Glu

Leu

135

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

218

Val

His

Tyr

Cys

Asn
295
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Asp

Asp

Ala

Gln

val

120

Lys

Pro

Cys

Glu

Cys

200

val

Ser

Gly

Ile

Glu

280

Asp

Glu

Lys

Asp

His

105

Asp

Lys

Glu

Cys

Leu

185

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

265

Lys

Glu

Ser

Leu

Cys

20

Lys

val

Tyr

Leu

Gln

170

Arg

Ser

Leu

Leu

250

Glu

Fro

Met

75

Ala

Cys

15

Cys

Asp

Met

Leu

Leu

155

Ala

Asp

Leu

Leu

Val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

Glu

Thr

Ala

Asp

Cys

Tyr

140

Phe

Ala

Glu

Gln

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala
300

Asn

Val

Lys

Asn

Thr

125

Glu

Fhe

Asp

Gly

Lys

205

Gln

Asp

Cys

Asp

Glu

285

Asp

Cys

Ala

Gln

Pro

110

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

130

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asp

Thr

Glu

95

Asn

Phe

Ala

Lys

Ala

175

Ala

Gly

Phe

Thr

Asp

255

Ile

Ser

Pro

Lys

Leu

80

Pro

Leu

His

Arg

Arg

160

Ala

Ser

Glu

Pro

Lys

240

Asp

Ser

His

Ser
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Leu Ala Ala Asp Phe Val Glu Ser Lys Asp Val Cys Lys Asn Tyr Ala
305 310 315 320

Glu Ala Lys Asp Val Phe Leu Gly Met Phe Leu Tyr Glu Tyr Ala Arg
325 330 335

Arg His Pro Asp Tyr Ser Val Val Leu Leu Leu Arg Leu Ala Lys Thr
340 345 350

Tyr Glu Thr Thr Leu Glu Lys Cys Cys Ala Ala Ala Asp Pro His Glu
355 360 365

Cys Tyr Ala Lys Val Phe Asp Glu Phe Lys Pro Leu Val Glu Glu Pro
370 375 380

Gln Asn Leu Ile Lys Gln Asn Cys Glu Leu Phe Glu Gln Leu Gly Glu
385 390 395 400

Tyr Lys Phe Gln Asn Ala Leu Leu Val Arg Tyr Thr Lys Lys Val Pro
405 410 415

Gln Val Ser Thr Pro Thr Leu Val Glu Val Ser Arg Asn Leu Gly Lys
420 425 430

Val Gly Ser Lys Cys Cys Lys His Pro Glu Ala Lys Arg Met Pro Cys
435 440 445

Ala Glu Asp Tyr Leu Ser Val val Leu Asn Gln Leu Cys Val Leu His
450 455 460

Glu Lys Thr Pro Val Ser Asp Arg Val Thr Lys Cys Cys Thr Glu Ser
465 470 475 480

Leu Val Asn Arg Arg Pro Cys Phe Ser Ala Leu Glu Val Asp Glu Thr
485 490 495

Tyr Val Pro Lys Glu Phe Asn Ala Glu Thr Phe Thr Phe His Ala Asp
500 505 810

Ile Cys Thr Leu Ser Glu Lys Glu Arg Gln Ile Lys Lys Gln Thr Ala
515 520 525

Leu Val Glu Leu Val Lys His Lys Prc Lys Ala Thr Lys Glu Gln Leu
530 535 540

Lys Ala Val Met Asp Asp Phe Ala Ala Phe val Glu Lys Cys Cys Lys
545 550 555 560

Ala Asp Asp Lys Glu Thr Cys Phe Ala Glu Glu Gly Lys Lys Leu Val
565 5370 575

Ala Ala Ser Gln Ala Ala Leu Gly Leu
580 585
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado (FvW),

en donde la secuencia de aminoacidos de dicho FYW modificado tiene al menos una mutacién dentro del dominio D’
en relacion con la secuencia de aminoacidos del dominio D’ de FYW de tipo silvestre como se muestra en SEQ ID
NO: 31,

y en donde la afinidad de la unién de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, con el Factor VIII (FVIII)
es mayor que la de un polipéptido de referencia, en donde la secuencia de aminoacidos de dicho polipéptido de
referencia es idéntica a la secuencia de aminoacidos de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado ex-
cepto que la secuencia de aminoacidos del dominio D' del polipéptido de referencia es idéntica a SEQ ID NO: 31.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que

(a) la afinidad de la union del polipéptido con el Factor VIl supera la del polipéptido de referencia en al menos
10 por ciento; y/o

(b) la constante de disociacién Kp de un complejo del polipéptido y el Factor VIl de SEQ ID NO: 37 es menor
del 90% de la constante de disociacion Kp de un complejo del polipéptido de referencia y el Factor VIl de SEQ
ID NO: 37.

3. El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha al menos una mutacién dentro
del dominio D' incluye una sustitucion de aminoacidos en donde la afinidad de la unién con FVIII se ha incrementado
mediante (i) una sustitucion de al menos un residuo acido del dominio D' de FVvW con un aminoacido neutro o basico,
(ii) mediante una sustitucion de al menos un residuo neutro del dominio D' de FvW con un aminoacido basico, y/o (iii)
mediante una sustitucion de al menos un residuo del dominio D' de FVvW con un aminoacido diferente que esta pre-
sente en la misma posicion en uno o varios polimorfos u ortdlogos de FYW que tienen un dominio D' diferente de
SEQ ID NO: 31.

4. El polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas una proteina que mejo-
ra la semivida (HLEP), preferiblemente dicha HLEP es una albumina, mas preferiblemente el extremo N-terminal de
la albumina se fusiona con el extremo C-terminal de la secuencia de aminoacidos de FvW.

5. Un complejo que comprende una molécula de Factor VIl y el polipéptido seguin una cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 4.

6. El complejo segun la reivindicacion 5, en el que el Factor VIl es el polipéptido de SEQ ID NO: 37, y en donde la
constante de disociacion Kp del complejo es menor que el 90% de la constante de disociacion Kp de un complejo del
polipéptido de referencia y el Factor VIIl de SEQ ID NO: 37.

7. El polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el complejo segun la reivindicacion 5 o 6, para
uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorragico.

8. El polipéptido o el complejo para uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorragico segun la reivin-
dicacion 7, en donde el trastorno hemorragico es la enfermedad de von Willebrand (EvW) o la hemofilia A.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o
el complejo segun la reivindicacion 5 o 6.

10. Un polinucleodtido que codifica el polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

11. Un plasmido o un vector, preferiblemente un vector de expresion, que comprende el polinucledtido segun la
reivindicacion 10.

12. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido segun la reivindicacién 10 o el plasmido segun la
reivindicacion 11.

13. Un método para producir un polipéptido que comprende un FvW modificado, que comprende:

(a) cultivar las células hospedadoras segun la reivindicacion 12 en condiciones tales que se expresa el polipép-
tido que comprende un FYW modificado; y

(b) opcionalmente recuperar el polipéptido que comprende un FvW modificado a partir de las células hospeda-
doras o del medio de cultivo.

14. Un FYW modificado que tiene afinidad hacia FVIII mayor que un FVYW no modificado para uso en un método para
incrementar la semivida de FVIIl, en donde dicho FYW modificado es el polipéptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4.
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15. Un método para preparar un complejo que comprende FVIIl y FvW, que comprende mezclar un FVIII con el poli-
péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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