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DESCRIPCION
Nueva variante del factor VIl antihemofilico que tiene actividad especifica aumentada
Campo de la invencion

La presente invencion se encuentra en el campo de los factores de coagulacién sanguinea y hemofilia. Se refiere a
una nueva variante del factor VIII antihemofilico (FVIII), designada en el presente documento rFVIIIv3, que tiene una
actividad especifica aumentada en comparacién con los productos de factor VIII conocidos.

Antecedentes de la invencion

La coagulacion de la sangre comienza cuando las plaquetas se adhieren a la pared cortada de un vaso sanguineo
lesionado en el sitio de la lesion. Posteriormente, en una cascada de reacciones reguladas enzimaticamente, la
enzima trombina convierte las moléculas de fibrinégeno solubles en cadenas insolubles de fibrina que mantienen
unidas a las plaquetas en un trombo. En cada etapa de la cascada, un precursor variante se convierte en una
proteasa que escinde el siguiente precursor variante en la serie. Se requieren cofactores en la mayoria de las
etapas.

El factor VIII (también denominado factor VIII antihemofilico o FVIII) circula como un precursor inactivo en la sangre,
unido estrechamente y no covalentemente al factor de von Willebrand. El factor VIl se activa proteoliticamente por la
trombina o factor Xa, que lo disocia del factor de von Willebrand y activa su funcion procoagulante en la cascada. En
su forma activa, el factor variante Vllla es un cofactor que aumenta la eficiencia catalitica del factor IXa hacia la
activacion del factor X en varios érdenes de magnitud.

La clonacion del FVIII humano ha revelado que la variante contiene 2332 aminoacidos organizados dentro de varios
dominios con la secuencia A1-A2-B-A3-C1-C2 (Vehar et al., 1984, Nature 312, 337-342; Toole et al., 1984, Nature
312, 342-347 y Wood et al., 1984, Nature 312, 330-337). La mayor parte del FVIII es heterodimérico en plasma, que
contiene una cadena ligera y diversos derivados de cadena pesada. La estructura heterodimérica se debe a la
escision proteolitica del precursor en la arginina1648, dando como resultado cadenas pesadas y ligeras que
comprenden Ai-A-B y As3-C4-Cy, respectivamente. La heterogeneidad dentro de la cadena pesada se explica por
una protedlisis limitada dentro de su dominio B carboxi-terminal.

Para funcionar como un cofactor para la activacion del factor X, el FVIII requiere una protedlisis limitada por el factor
Xa o trombina. Esta activacion implica la escision en arginina en las posiciones 372 y 740 en la cadena pesada y en
la posicion 1689 en la cadena ligera. Se ha establecido que, en comparacion con el precursor inactivo, el cofactor
activo de FVIII carece de un fragmento de cadena ligera 1649-1689 y el dominio B completo (Mertens et al. 1993).

Las personas con deficiencias en el factor VIl o los anticuerpos contra el factor VIII que no se tratan con el factor VI
padecen una hemorragia interna no controlada que puede provocar una variedad de sintomas graves, desde
reacciones inflamatorias en las articulaciones hasta la muerte temprana. Los hemofilicos graves, que suman
alrededor de 10.000 personas en los Estados Unidos, pueden tratarse con una infusion de factor VIII humano, lo que
restablecera la capacidad de coagulacion normal de la sangre si se administra con suficiente frecuencia y
concentracion. La definicion clasica de factor VIII, de hecho, es la sustancia presente en el plasma sanguineo normal
que corrige el defecto de coagulacion en el plasma derivado de individuos con hemofilia A.

Varias preparaciones de factor VIII derivado de plasma humano de diversos grados de pureza estan disponibles
comercialmente para el tratamiento de la hemofilia A. Estas incluyen un factor VIII parcialmente purificado derivado
de la sangre agrupada de muchos donantes que es tratada con calor y detergente para virus pero contiene un nivel
significativo de variantes antigénicas; un factor VIII purificado por anticuerpos monoclonales que tiene niveles mas
bajos de impurezas antigénicas y contaminacion viral; y el factor VIII humano recombinante.

El desarrollo de anticuerpos (“inhibidores” o “anticuerpos inhibidores”) que inhiben la actividad del factor VIl es una
complicacion grave en la gestion de pacientes con hemofilia.

Los aloanticuerpos se desarrollan en aproximadamente el 20 % de los pacientes con hemofilia A en respuesta a
infusiones terapéuticas de factor VIIl. En pacientes no tratados previamente con hemofilia A que desarrollan
inhibidores, el inhibidor generalmente se desarrolla dentro del afio de tratamiento. Ademas, los anticuerpos
(autoanticuerpos) que inactivan el factor VIl ocasionalmente se desarrollan en individuos con niveles de factor VI
previamente normales. Si el titulo del inhibidor es lo suficientemente bajo, los pacientes pueden gestionarse
aumentando la dosis de factor VIII. Sin embargo, a menudo el titulo de inhibidores es tan alto que no puede ser
superado por el factor VIII. Una estrategia alternativa es evitar la necesidad de factor VIII durante la hemostasia
normal usando preparaciones de concentrado de complejo de protrombina activada (por ejemplo, KONYNE (Cutter
Laboratories), FEIBA (Baxter Healthcare), PROPLEX (Baxter Healthcare)) o factor humano recombinante Vlla.
Ademas, dado que el factor VIII porcino generalmente tiene una reactividad con los inhibidores sustancialmente
menor que el factor VIl humano, se ha usado una preparacion de factor VIl porcino parcialmente purificada
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(HYATE: C (IPSEN Pharma)). Muchos pacientes que han desarrollado anticuerpos inhibidores contra el factor VIl
humano han sido tratados exitosamente con factor VIII porcino y han tolerado dicho tratamiento durante largos
periodos de tiempo.

Sin embargo, las preocupaciones de salud publica con respecto al riesgo de virus u ofros contaminantes
transmitidos por la sangre han limitado la utilidad del factor VIII porcino purificado de la sangre porcina. Por tanto, se
ha desarrollado una variante del factor VIl porcino recombinante, que se denomina “OBI-1” y se describe, por
ejemplo en el documento WO 01/68109. OBI-1 es un FVIII porcino con el dominio B parcialmente delecionado. Esta
molécula se encuentra actualmente en desarrollo clinico.

Se sabe que las variantes del factor VIII con el dominio B delecionado mantienen la actividad procoagulante y
cofactor del factor VIIl. Ademas de esto, Mertens et al. (British Journal of Hematology 1993, 85, 133-142) describen
variantes del factor VIl humano recombinantes que carecen del dominio B y la secuencia de la cadena pesada que
abarca desde la lisina 713 hasta la arginina 740.

Muchos hemofilicos requieren el reemplazo diario del factor VIII para evitar la hemorragia y la artropatia hemofilica
deformante resultante. En vista de esto, existe la necesidad de una molécula de factor VIII mas potente.

Sumario de la invenciéon

Tal como se establece en la reivindicacion 1, la invencion se refiere a una variante del factor VIII (FVIII) aislada y
recombinante, con el dominio B total o parcialmente delecionado, comprendiendo la variante de FVIII una secuencia
que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO.1; y estando desprovista de una secuencia de aminoacidos
correspondiente a los aminoacidos 716 a 742 del factor VIl porcino tal como se representa en la figura 2 o los
aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 7, correspondiendo esta Ultima secuencia de 27 aminoacidos a
DIGDYYDNTYEDIPGFLLSGKNVIEPR (SEQ ID NO: 10). En otra realizacion, los 27 aminoacidos correspondientes a
NTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPR (SEQ ID NO: 11) se delecionan.

En otra realizacion, la invencion se refiere a una variante de FVII porcino aislada, recombinante, con el dominio B
total o parcialmente delecionado desprovista completamente de los 27 aminoacidos correspondientes a
DIGDYYDNTYEDIPGFLLSGKNVIEPR (SEQ ID NO: 10).

En otra realizacion, la memoria descriptiva se refiere a una variante de FVII humano aislada, recombinante, con el
dominio B total o parcialmente delecionado desprovista completamente de los 27 aminoacidos correspondientes a
NTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPR (SEQ ID NO: 11).

En otra realizacién, la memoria descriptiva se refiere a una variante de FVII canino aislada, recombinante, con el
dominio B total o parcialmente delecionado desprovista completamente de los 27 aminoacidos correspondientes a
NIDDYYEDTYEDIPTPLLNENNVIKPR (SEQ ID NO: 12).

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido tal como se define en
el primer aspecto y las realizaciones descritas.

En un tercer aspecto, la invencioén se refiere a un vector de expresién que comprende un polinucleétido tal como se
define en el segundo aspecto.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere a una célula de mamifero que comprende un vector de expresion tal
como se define en el tercer aspecto.

En un quinto aspecto, la invencion se refiere a un método para producir un FVIII tal como se define en el primer
aspecto, que comprende las etapas de:

a. cultivar una célula de mamifero segun el cuarto aspecto; y
b. aislar de la célula de mamifero la variante de FVIII.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una variante de FVIII tal
como se define en el primer aspecto.

En un séptimo aspecto, la invencion se refiere a un método de tratamiento de un paciente que padece hemofilia que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de variante de FVIII segun el primer aspecto de la
invencién a un paciente que lo necesita, tratando de ese modo la hemofilia en dicho paciente.

En un octavo aspecto, la invencion se refiere a una variante de FVIIl segun el primer aspecto para su uso en el
tratamiento de hemofilia.
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Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la cantidad de proteina en ug por dosis requerida para 5 productos de FVIII conocidos (columnas
en blanco) y la nueva rpFVIIlv3 (columna rayada). BDD = dominio B delecionado; FL = longitud completa; u = y;

las figuras 2 a-e son continuaciones de la misma secuencia. La figura 2a-e muestra una alineacién de secuencia
entre las secuencias de factor VIl de humanos (Homo sapiens), cerdo (Sus scrofa), ratén (Mus musculus) y perro
(Canis familiaris). Esta alineacion de secuencia se toma de HADB (también conocido como HAMSTeRS) 2010,
pagina de inicio de la base de datos de mutaciones de hemofilia A y un sitio de recursos para trabajos sobre el factor
VIl (hadb.org.uk). La numeracion sigue la secuencia humana y no es idéntica a los nimeros de aminoacidos de las
secuencias en la lista de secuencias. La secuencia en negrita y doblemente subrayada representa la secuencia que
falta en las variantes FVIIIv3 recombinantes de la invencion. La secuencia subrayada es la secuencia del dominio B
La secuencia resaltada en gris es la parte del dominio B que puede retenerse en las secuencias de Flllv3 con el
dominio B parcialmente delecionado de la invencion; y

la figura 3 muestra el ejemplo tipico del perfil de SEC de los patrones de calibracion y la regresion lineal de la curva
de calibracion tal como se describe en el ejemplo 5.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de FVIIIv3 porcina con el dominio B parcialmente delecionado;
SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de una FVIIlv3 humana con el dominio B delecionado;

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de una FVIIlv3 canina con el dominio B delecionado;

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia del dominio B de FVIII porcino que puede estar presente en una molécula de
FVIII con el dominio B parcialmente delecionado de la invencion (el denominado “ligador de dominio B”);

SEQ ID NO: 5 muestra una secuencia de ligador de dominio B del dominio B de FVIII humano que puede estar
presente en una molécula de FVIII con el dominio B parcialmente delecionado de la invencion;

SEQ ID NO: 6 muestra una secuencia de ligador de dominio B del dominio B de FVIIlI canino que puede estar
presente en una molécula de FVIII con el dominio B parcialmente delecionado de la invencion;

SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de aminoacidos de FVIII porcino de longitud completa;
SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de aminoacidos de FVIII humano de longitud completa;
SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de aminoacidos de FVIII canino de longitud completa;

SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia de 27 péptidos que corresponde a los aminoacidos 716 a 742 del factor VI
porcino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 7;

SEQ ID NO: 11 muestra la secuencia de 27 péptidos que corresponde a los aminoacidos 714 a 740 de factor VI
humano tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 8;y

SEQ ID NO: 12 muestra la secuencia de 27 péptidos que corresponde a los aminoacidos 714 a 740 de factor VI
canino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 708 a 734 de SEQ ID NO: 9.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se basa en el hallazgo de una variante de una proteina del factor VIII porcino recombinante con el
dominio B parcialmente delecionado que contiene una deleciéon de 27 aminoacidos particular. Esta variante, que se
designa en el presente documento rpFVIllv3, ha demostrado tener una actividad especifica aumentada en
comparacion con una proteina similar que contiene el tramo de 27 aminoacidos, concretamente un FVIII porcino
recombinante con el dominio B parcialmente delecionado denominado “OBI-1”. OBI-1, su secuencia de aminoacidos
y polinucledtidos que codifican OBI-1 se conocen, por ejemplo, del documento US 6.458.563.

La invencion se refiere a una variante del factor VIII (FVIII) aislada, recombinante, con el factor B total o parcialmente
delecionado, en la que la variante de FVIII esta desprovista de una secuencia de aminoacidos correspondiente a los
aminoacidos 716 a 742 del factor VIl porcino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de
SEQ ID NO: 7, tal como se describe en las reivindicaciones.

Ademas, la invencion se refiere a una variante de FVIII aislada, recombinante, con el dominio B total o parcialmente
delecionado, estando la variante de FVIII desprovista de una secuencia de 27 aminoacidos correspondiente a los
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aminoacidos 716 a 742 del factor VIII porcino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de
SEQ ID NO: 7, en donde pueden delecionarse 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8,7,6,5, 4, 3,201 aminoacidos. En una variante, se delecionan 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21 o 20 aminoacidos. En
otra variante, se delecionan 27, 26, o 25 aminoacidos. En la variante rpFVIIIv3, se delecionan los 27 aminoacidos
correspondientes a DIGDYYDNTYEDIPGFLLSGKNVIEPR (SEQ ID NO: 10).

Ademas, la memoria descriptiva se refiere a una variante de FVIII aislada, recombinante, con el dominio B total o
parcialmente delecionado, estando la variante de FVIII desprovista de una secuencia de 27 aminoacidos
correspondiente a los aminoacidos 714 a 740 de factor VIIIl humano tal como se representa en la figura 2 o los
aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 8, en donde pueden delecionarse 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17,
16, 15, 14, 13,12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 aminoacidos. En una variante, se delecionan 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21 o 20 aminoacidos. En otra variante, se delecionan 27, 26 o 25 aminoacidos. En una variante FVIlIlv3 humana
(rhFVIIIv3), se delecionan los 27 aminoacidos correspondientes a NTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPR (SEQ ID
NO: 11).

Ademas, la invencion se refiere a una variante de FVIII aislada, recombinante, con el dominio B total o parcialmente
delecionado, estando la variante de FVIII desprovista de una secuencia de 27 aminoacidos correspondiente a los
aminoacidos 714 a 740 de factor VIl canino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 708 a 734 de
SEQ ID NO: 9, en donde pueden delecionarse 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8,7,6,5, 4, 3,20 1aminoacidos. En una variante, se delecionan 27, 26, 25, 24, 23, 22, 21 o 20 aminoacidos. En
otra variante, se delecionan 27, 26 o 25 aminoacidos. En una variante FVIIlv3 canina (rcFVIIIv3), se delecionan los
27 aminoacidos correspondientes a NIDDYYEDTYEDIPTPLLNENNVIKPR (SEQ ID NO: 12).

Tales variantes tienen una actividad especifica elevada en comparacién con variantes similares que contienen la
secuencia de 27 aminoacidos intacta. Preferiblemente, la actividad especifica se aumenta en mas del 25 % o el
30% o0el35%o0eld40 % oel45 % o el 50 % o el 55 % o el 60 %.

El término “actividad especifica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la actividad que corregira el
defecto de coagulacion de plasma deficiente en factor VIII humano. La actividad especifica se mide en unidades de
actividad de coagulacion por miligramo de variante del factor VIII total en un ensayo convencional en el que el
tiempo de coagulacion del plasma deficiente en factor VIII humano se compara con el del plasma humano normal.
Un ensayo convencional adecuado para medir la potencia de los productos de FVIII, que es aceptado por la FDA
para concentrados de FVIII de alta pureza, se denomina ensayo de coagulaciéon en una etapa (OSCA; véase el
Ejemplo 5; Langdell RD, Wagner RH, Brinkhous KM., Effect of antihemophilic factor on one-stage clotting tests: a
presumptive test for hemophilia and a simple one-stage antihemophilic assay procedure, J Lab Clin Med, 1953; 41:
637-47; Brand JT, Measurement of factor VIII: a potential risk factor for vascular disease, Arch Pathol Lab Med,
1993; 117: 48-51; Preston FE, Kitchen S, Quality control and factor VIII assays, Haemophilia, 1998; 4: 651-3;
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS EE.UU.). Determination of factor coagulant activities;
directriz aprobada, documento NCCLS H-48-A 1997; 17: 1-36). La cantidad de proteina FVIII presente en una
muestra puede medirse, por ejemplo, por SEC HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento de exclusion
molecular).

Una unidad de actividad del factor VIII es la actividad presente en un mililitro de plasma humano normal. En el
ensayo, cuanto mas corto sea el tiempo de formacion de coagulos, mayor sera la actividad del factor VIII que se esta
sometiendo a ensayo. El factor VIII porcino tiene actividad de coagulacién en un ensayo de factor VIII humano.

En linea con la presente invencion, los términos “proteina” y “polipéptido” se usan indistintamente.

Estar “desprovisto de una secuencia de aminoacidos correspondiente a los aminoacidos 716 a 742 tal como se
representa en la figura 2” significa que los aminoacidos 716 y 742, asi como los aminoacidos entre estas posiciones,
se delecionan, es decir, no se incluyen, en la variante de FVIII de la invencion. Este tramo de aminoacidos consiste,
por tanto, en 27 aminoacidos, de los cuales estan desprovistas las variantes de FVIII de la invencién.

Las variantes del factor VIl de la invencién se designan en el presente documento globalmente “variante(s) de FVIII”
o “FVIIIv3” o “rFVIIIv3”. Pueden ser de origen porcino, humano, canino, murino u otro cualquiera que sea apropiado
para terapia humana o animal. La figura 2 representa una alineacion de secuencia de secuencias de FVIII de origen
humano, porcino, murino y canino.

La secuencia delecionada en las variantes de FVIII de la invencion se destaca en negrita y con subrayado doble.
Este tramo de aminoacidos puede identificarse para las variantes de FVIII de otras especies por el experto en la
técnica alineando las secuencias de FVIII de especies adicionales con, por ejemplo, la secuencia porcina o humana
y tomando los aminoacidos que corresponden a los aminoacidos 716 a 742 segun la figura 2 de la presente solicitud
de patente.

Las realizaciones de la invencion se refieren a variantes de FVIII de origen porcino, humano o canino.
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En una realizacion, la variante de FVIII segun la invencion comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1, o una variante
de la misma que comprende una secuencia que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1. Se entiende que el
10 % de variabilidad se refiere a las secuencias fuera del tramo de aminoacidos delecionado, es decir, que la
variante esta completamente desprovista de DIGDYYDNTYEDIPGFLLSGKNVIEPR (SEQ ID NO: 10), una secuencia
de aminoacidos correspondiente a los aminoacidos 716 a 742 del factor VIII porcino tal como se representa en la
figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 7.

En una realizacion adicional, la variante de FVIII de la memoria descriptiva comprende la secuencia de SEQ ID NO:
2, 0 una variante de la misma que comprende una secuencia que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 2. De
nuevo, se entiende que la variante esta completamente desprovista de una secuencia de aminoacidos
NTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPR (SEQ ID NO: 11), correspondiente a los aminoacidos 714 a 740 del factor
VIIl humano tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 8.

En aun una realizacién adicional, la variante de FVIII de la invenciéon comprende la secuencia de SEQ ID NO: 3, o
una variante de la misma que comprende una secuencia que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO: 3. De
nuevo, se entiende que la variante esta completamente desprovista de una secuencia de aminoacidos
NIDDYYEDTYEDIPTPLLNENNVIKPR (SEQ ID NO: 12) correspondiente a los aminoacidos 714 a 740 del factor VI
canino tal como se representa en la figura 2 o aminoacidos 708 a 734 de SEQ ID NO: 9.

Las variantes de FVIII de la invencién también pueden comprender secuencias que son al menos el 91, el 92, el 93,
el 94, el 95, el 96, el 97, el 98, el 99, el 99,5, el 99,6, el 99,7, el 99,8 o el 99,9 % idénticas a las secuencias de SEQ
IDNO:7,8009.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos polipéptidos/proteinas, las secuencias de aminoacidos se alinean
con fines de comparacion 6ptimos (por ejemplo, pueden introducirse huecos en la secuencia de una primera
secuencia de aminoacidos para alineacién 6ptima con una segunda secuencia de aminoacidos). Los residuos de
aminoacido en las posiciones de aminoacido correspondientes se comparan entonces. Cuando una posicion en la
primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido que la posicién correspondiente en la segunda
secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos
secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad = n.° de posiciones idénticas/n.° de posiciones totales (por ejemplo, (posiciones solapantes) x 100).

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede lograrse usando un algoritmo matematico.
Un ejemplo no limitativo preferido de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl Acad Sci. EE.UU. 87: 2264-2268, modificado como en Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl Acad Sci. EE.UU. 90: 5873-5877. Dicho algoritmo esta incorporado en los programas
NBLAST y XBLAST de Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-410. Las busquedas de nucleétidos BLAST
pueden realizarse con el programa NBLAST, puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de
nucledtidos homologas a las moléculas de acido nucleico de la invencion. Las busquedas de variantes de BLAST
pueden realizarse con el programa XBLAST, puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de
aminoacidos homologas a las moléculas variantes de la invencion. Para obtener alineaciones con huecos con fines
de comparacion, puede usarse Gapped BLAST tal como se describe en Altschul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:
3389-3402. Alternativamente, puede usarse PSI-Blast para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones
distantes entre moléculas. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-Blast, pueden usarse los
parametros predeterminados de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST). Otro ejemplo no
limitativo preferido de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de secuencias es el algoritmo de Myers
y Miller, (1988) CABIOS 4: 11-17. Dicho algoritmo esta incorporado en el programa ALIGN (version 2.0) que forma
parte del paquete de software de alineacién de secuencias GCG. Cuando se utiliza el programa ALIGN para
comparar secuencias de aminoacidos, puede usarse una tabla de residuos de peso PAM120, una penalizaciéon de
longitud de hueco de 12 y una penalizacién de hueco de 4. Aun otro algoritmo Util para identificar regiones de
similitud y alineacion de secuencias locales es el algoritmo FASTA tal como se describe en Pearson y Lipman (1988)
Proc. Natl Acad Sci. USA 85: 2444-2448. Cuando se usa el algoritmo FASTA para comparar secuencias de
nucledtidos o aminoacidos, puede usarse una tabla de residuos de peso PAM120, por ejemplo, con un valor de K-
tupla de 2.

El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede determinarse usando técnicas similares a las descritas
anteriormente, con o sin permitir huecos. En el calculo del porcentaje de identidad, sélo se cuentan concordancias
exactas.

La variante de FVIII de la invencion puede tener el dominio B parcial o totalmente delecionado. Esto significa que o
bien todo el dominio B se deleciona o bien una parte del dominio B se conserva en la variante de FVIIl. La parte
restante (conservada) del dominio B se selecciona, por ejemplo, de los aminoacidos 20, 15, 12, 10 o 5 N-terminales
y los aminoacidos 20, 15, 12, 10 o 5 C-terminales del dominio B, fusionados en marco entre si.

Por tanto, preferiblemente, en las variantes de FVIII con el dominio B parcialmente delecionado de la invencién, se
eliminan porciones significativas del dominio B de aproximadamente 900 aminoacidos. En realizaciones de la
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invencion, menos del 5 % o menos del 4 % o menos del 3 % o menos del 2 % o menos del 1% del dominio B
permanece presente en las variantes de FVIII.

En realizaciones de la invencion, la porcion restante del dominio B se selecciona de una secuencia que consiste en
SEQ ID NO: 5 0 SEQ ID NO: 6.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un polinucleétido que codifica un polipéptido/proteina tal como se
describio anteriormente. Un polinucledtido puede ser una molécula de ARN o ADN cuya secuencia de nucledtidos
incorpora informacién de codificaciéon a una célula huésped para la secuencia de aminoacidos de la variante de la
invencion, segun las relaciones conocidas del codigo genético.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un vector de expresion que comprende un polinucledétido tal como
se describié anteriormente.

Un “vector de expresién” es un elemento de ADN, a menudo de estructura circular, que tiene la capacidad de
replicarse de manera auténoma en una célula huésped deseada, o integrarse en un genoma de célula huésped y
que también posee determinadas caracteristicas bien conocidas que permiten la expresién de un ADN codificante
insertado en la secuencia de vector en el sitio adecuado y en la orientacion adecuada. Tales caracteristicas pueden
incluir, pero no se limitan a, una o mas secuencias promotoras para dirigir €l inicio de la transcripcion del ADN
codificante y otros elementos del ADN tales como potenciadores, sitios de poliadenilacion y similares, todos también
conocidos en la técnica. El término “vector de expresion” se usa para denotar tanto un vector que tiene una
secuencia codificante de ADN que debe expresarse insertada dentro de su secuencia, como un vector que tiene los
elementos de control de expresion requeridos asi dispuestos con respecto a un sitio de insercién que puede servir
para expresar cualquier ADN codificante insertado en el sitio, todo tal como se conoce en la técnica. Por tanto, por
ejemplo, un vector que carece de un promotor puede convertirse en un vector de expresion mediante la insercion de
un promotor combinado con un ADN codificante. Un vector de expresion, tal como se usa en el presente documento,
también puede ser un vector viral.

La expresion de las variantes de FVIII recombinante de la invencién se lleva a cabo preferiblemente en cultivos de
células de mamifero.

Por tanto, en un aspecto adicional, la invencién se refiere a una célula de mamifero que comprende un vector de
expresion tal como se describié anteriormente. Por ejemplo, células CHO (ovario de hamster chino) y células BHK
(células de rifién de hamster cria) son células de mamifero que son células huésped adecuadas en el contexto de la
presente invencion.

Segun otro aspecto de la invencién, un método para producir una variante de FVIII de la invencién comprende las
etapas de:

a. cultivar una célula de mamifero tal como se describié anteriormente; y

b. aislar de la célula de mamifero la variante de FVIII.

En una realizacién, el método comprende ademas la etapa de

c. formular la variante del factor VIII junto con excipientes apropiados para dar una composicion farmacéutica.

Excipientes adecuados para administracion humana o animal son, por ejemplo, compuestos de estabilizacion
farmacéutica, conservantes, vehiculos de administracion y/o vehiculos portadores. Una formulaciéon adecuada para
productos de factor VIl se describe, por ejemplo, en el documento WO 03/080108, que se incorpora como referencia
en el presente documento.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una variante de
FVIII de la invencion.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de tratamiento de un paciente que padece una
deficiencia de factor VIl que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la variante de FVIII de
la invencién a un paciente que lo necesita, tratando de ese modo la deficiencia de factor VIl en dicho paciente.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” tal como se usa en el presente documento, significa el nivel de FVIII
en el plasma de un paciente que tiene deficiencia de FVIII, que ha recibido una composicién farmacéutica de la
variante de FVIII, que es suficiente para presentar una mejora medible o un efecto protector en el paciente (por
ejemplo, para detener hemorragia). Los pacientes con deficiencia de FVIII son normalmente pacientes con hemofilia
A congénita, pero también incluyen a aquellos sujetos diagnosticados con “hemofilia adquirida”, un estado en el que
aquellos que no son hemofilicos congénitos desarrollan espontaneamente anticuerpos inhibidores de su FVIII, lo que
crea una grave deficiencia de FVIII.
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La invencion también se refiere a una variante de FVIII de la invencién tal como se describe en las reivindicaciones
para su uso en el tratamiento de deficiencia de factor VIII.

El tratamiento puede tomar la forma de una administraciéon intravenosa unica de la composicién o la administracion
periddica o continua durante un periodo prolongado de tiempo, segun sea necesario. Preferiblemente, la
administracion de la variante de FVIII es por via intravenosa.

“Deficiencia de factor VIII,” tal como se usa en el presente documento, incluye deficiencia en la actividad de
coagulacion provocada por la produccion de factor VIl defectuoso, por la produccion inadecuada o la no produccion
del factor VIII, o por la inhibicién parcial o total del factor VIII por los inhibidores. La hemofilia A es un tipo de
deficiencia de factor VIII que resulta de un defecto en un gen ligado a X y la ausencia o deficiencia de la variante de
factor VIII que codifica.

Las variantes de FVIII de la invencion se usan para tratar hemorragia no controlada debida a deficiencia de factor
VIII (por ejemplo, hemorragia intraarticular, intracraneal o gastrointestinal) en hemofilicos.

En una realizacion de la invencion, la deficiencia de factor VIII es hemofilia A.
En otra realizacion, la deficiencia de factor VIII es hemofilia adquirida.

En una realizacion, la deficiencia de factor VIl se trata en pacientes que han desarrollado anticuerpos contra FVIII
humano.

Tal como se mencioné anteriormente, las variantes de FVIII de la invencion tienen actividad especifica aumentada.
Por tanto, es posible administrar cantidades reducidas de variante de FVIII con el fin de tratar deficiencia de VIII
segun la presente invencion. Las cantidades de variante de FVIII pueden reducirse en al menos el 30 %, el 35 %, el
40 %, el 45 %, el 50 %, el 55 %, el 60 % en comparacién con terapia con un producto de FVIII que no contiene la
delecién de hasta 27 aminoacidos de la invencion.

Reducir la cantidad de terapia de variante de FVIII tiene la ventaja de la inmunogenicidad reducida esperada, es
decir, se espera que la probabilidad de generacion de anticuerpos inhibidores contra la terapia de reemplazo con
FVIII en el paciente se reduzca significativamente.

En una realizacién, una variante del factor VIlIl de la invencién se administra en una cantidad de no mas de
200 pg/dosis o 150 ug/dosis o 145 pg/dosis o 140 ug/dosis o 136 pg/dosis o 130 pg/dosis.

Habiendo descrito completamente esta invencion, los expertos en la técnica apreciaran que la misma puede
realizarse dentro de un amplio intervalo de parametros, concentraciones y condiciones equivalentes sin apartarse
del alcance de la invencion y sin experimentacion excesiva.

Si bien esta invencion se ha descrito en relacién con realizaciones especificas de la misma, se entendera que es
capaz de modificaciones adicionales. Esta solicitud esta destinada a cubrir cualquier variacién, uso o adaptacion de
la invencioén siguiendo, en general, los principios de la invencion e incluyendo tales desviaciones de la presente
divulgacion como parte de la practica conocida o habitual dentro de la técnica a la que pertenece la invencioén y
como pueden aplicarse a las caracteristicas esenciales expuestas en el presente documento anteriormente como
sigue en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

La referencia a etapas de métodos conocidos, etapas de métodos convencionales, métodos conocidos o métodos
convencionales no es de ninguna manera una admision de que cualquier aspecto, descripcion o realizacion de la
presente invencion se divulgue, ensefie o sugiera en la técnica relevante.

La descripcion anterior de las realizaciones especificas revelara de manera tan completa la naturaleza general de la
invencion que otros pueden, mediante la aplicacion de conocimientos dentro de la técnica (incluidos los contenidos
de las referencias citadas en este documento), modificar y/o adaptar faciimente para diversas aplicaciones dichas
realizaciones especificas, sin experimentacion excesiva, sin apartarse del concepto general de la presente
invencion. Por tanto, se pretende que tales adaptaciones y modificaciones estén dentro del significado de un
intervalo de equivalentes de las realizaciones descritas, basadas en la ensefianza y la guia presentadas en el
presente documento. Debe entenderse que la fraseologia o terminologia en el presente documento tiene el propdsito
de descripcion y no de limitacion, de manera que la terminologia o fraseologia de la presente memoria descriptiva
debe ser interpretada por el experto en la materia a la luz de las ensefianzas y orientaciones presentadas en este
documento, en combinacién con el conocimiento de un experto en la técnica.

Ejemplos

Ejemplo 1: expresion de FVIII porcino recombinante con el dominio B parcialmente delecionado (OBI-1) y
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aislamiento de tres proteinas variantes (rpVIllv1, v2 y v3)

La expresion de OBI-1 en células BHK se llevd a cabo esencialmente tal como se describe en el documento US
6.458.563. Se detectaron tres variantes en el material producido (rpVIllv1, v2 y v3). Se aislaron las variantes y se

5 purificaron hasta >95 % de pureza con cromatografia de intercambio i6nico. Para la purificacion, se usé un sistema
AKTA Explorer (AKTA Explorer 10, GE Healthcare Lifesciences n.° 17-5167-01) usando una columna de intercambio
aniénico semipreparativa MonoQ HR10/10 (ahora Mono Q 10/100 GL ,GE Healthcare Lifesciences n.° 17-5167-01).
Se llevo a cabo elucion en un gradiente con los dos tampones siguientes:

10 tampon A: TRIS 10 mM, pH 7,0, polisorbato 80 al 0,01 %
tampon B: tampdn Ay cloruro de sodio 1 M.

Las caracteristicas del método de purificacion se resumen en la tabla 1.

1 Tabla 1: método de purificacion de la variante rpFVIII
Método AKTA: LoopMQ1010
Flujo: 4 ml/min
Columna de equilibrio 8 CV
Flujo de carga 4 ml/min
Volumen de muestra 40-1000 ml
Columna de lavado 10 CV
Gradiente Volumen de la % de B
columna (CV)
7 45
4 50
4 50
6 52
4 52
2 55
7 60
1 65
5 65
1 70
5 70
1 100
7 100
1 10
4 10
Ejecucion total 59 CV
Temperatura de la No controlada
columna
20 Ejemplo 2: la variante 3 (rpVIlIv3) tiene una actividad especifica significativamente mayor que las variantes 1y 2

La actividad especifica de cada variante se evalud dividiendo la potencia evaluada por un ensayo de coagulacion de
una etapa (OSCA) entre la concentracion de proteina tal como se mide mediante el método de SEC HPLC. Los
métodos de OSCA y SEC HPLC se llevaron a cabo tal como se describe en “Materiales y Métodos”, ejemplo 5.

25 Resultados
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Los resultados para las actividades especificas se indican en la tabla 2.

Tabla 2: actividades especificas (método de OSCA) para las variantes purificadas 1, 2 y 3 obtenidas de dos lotes
diferentes de rpF VIl

Muestra basada en| Unidades % de Unidades de % de
SEC OSCA/mI DER* actividad DER*
especifica/ml

V1 - lote 1 1060 1,5 11956 1,7
V2 - lote 1 715 2,7 17267 3,3
V3 - lote 1 216 1,2 25926 2,8
OBI-1 513 1 18150 1,3
V1 - lote 2 980 1,2 12532 1,5
V2 - lote 2 613 0,6 16089 1,3
V3 - lote 2 280 2,9 19718 41
OBI-1 565 4,0 14427 4.4

*desviacion estandar relativa

La observacion de una actividad especifica significativamente mayor para la variante 3 en el ensayo OSCA es
distinta y uniforme. Dado que el método de OSCA es predictivo y representativo para el proceso de coagulacion en
humanos, se espera que la variante 3 sea un producto de valor significativo. Se espera que un aumento de 1,5-2,0
veces en la potencia reduzca la cantidad de FVIII administrado a los pacientes y, por tanto, podria reducir
indirectamente la aparicion de efectos secundarios inmunoldgicos.

Ejemplo 3: determinacién de secuencia de rpFVIIIv3

La secuencia de v3 purificada se determind mediante un mapa de péptidos seguido de CL-EM (cromatografia liquida
de espectrometria de masas) y CL-EM/EM (cromatografia liquida de espectrometria de masas/espectrometria de
masas) en un espectrometro de masas Q-TOF Ultima, con MassLynx 4.0 (Waters Corporation, Milford, MA).

Aproximadamente 250 ug de variante 3 se concentraron usando un concentrador Amicon, Centricon YM-10 con un
filtro de 10 000 MWCO (Millipore Corporation, Billerica, MA) hasta un volumen de <100 ul. Las muestras se
mezclaron con 450 ul de HCI de guanidina 6 M/EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0,002 M/tampén Tris 0,02 M
pH 8 y se transfirieron a tubos de polipropileno de 2,0 ml. Se afiadié DTT 1 M (ditiotreitol) a cada muestra hasta una
concentracion final de 10 mM y se incubé durante 1 hora a 37 °C. Después de la reduccion, se afhadiod
yodoacetamida 2 M a cada tubo hasta una concentracion final de 20 mM y se incubd durante una hora adicional a
temperatura ambiente. Las muestras reducidas y alquiladas se transfirieron a casetes de didlisis y se dializaron
durante 1 hora contra 1 | de tampon de dialisis de bicarbonato de amonio 50 mM que contenia urea 1,0 M, pH 8. Las
muestras se dializaron luego contra 1 | de tampoén de didlisis durante la noche a temperatura ambiente mientras se
mantenia agitacion constante. Después de la dialisis, los voliumenes finales fueron de aproximadamente 0,5 ml cada
uno. Las muestras se dividieron en dos alicuotas de 125 pg.

Después de la dialisis, la muestra de proteina estaba contenida en una matriz que es 6ptima para la digestion
proteolitica con tripsina. Se afnadio tripsina a cada muestra en una razén de enzima con respecto a sustrato de 1:20
(p:p) y se incubo durante 8 horas a 37 °C. Todas las muestras se transfirieron a viales de HPLC y se analizaron por
HPLC-EM.

La proteina reducida y alquilada se inyect6 en una columna de fase inversa Vydac C18 (Grace, Deerfield, IL). Antes
de la inyeccion de la muestra, se analizé una muestra en blanco (fase movil A; agua desionizada que contiene acido
férmico al 0,2 % (v:v)) para equilibrar la columna y demostrar la ausencia de picos de interferencia.

Los datos de espectrometria de masas se recogieron en un espectrometro de masas Q-TOF API-US o un
espectrometro de masas Q-TOF Ultima (Waters Corporation, Milford, MA) usando ionizacién por electrospray (ESI)
en el modo de i6n positivo. Antes del analisis de la muestra, el espectrometro de masas se calibré usando un ajuste
de quinto orden en los iones del fragmento de péptido Glu-fibrinégeno que cubria un intervalo de 175 a 1285 m/z.
Para que la calibracion supere las especificaciones, se requirié un error de RMS (media cuadratica) para la masa de
los fragmentos peptidicos de menos de 5 ppm. El paquete de software Masslynx 4.0™ SP2 y SP4 (Waters
Corporation, Milford, MA) se uso6 para la adquisicion y analisis de datos.

Tanto los datos de EM como los de EM/EM se recogieron usando una unica ejecucion de cromatografia liquida (CL)

10
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Las exploraciones del estudio del espectrometro de masas (EM) completo se recogieron desde 200-1950 m/z.

Se determiné que la secuencia de rpFVIII corresponde a SEC ID NO: 1. Esta secuencia contiene una delecion de 27
aminoacidos en comparacion con la secuencia OBI-1.

Ejemplo 4: rpFVIlIv3 tiene una actividad especifica mayor que otros productos de FVIII conocidos

La actividad especifica de rpFVIIlv3 se compard con tres productos de FVIII disponibles comercialmente,
concretamente Xynthia® (un FVIII humano recombinante con el dominio B delecionado de Wyeth Pharmaceuticals
(Filadelfia, PA)), Kogenate FS® (un FVIII humano de longitud completa de Bayer Healthcare (Tarrytown, NY)) y
Advate® (un FVIII humano de longitud completa de Baxter (Westlake Village, CA)), asi como con OBI-1 (un FVIII
porcino recombinante con el dominio B parcialmente delecionado), que actualmente se encuentra bajo desarrollo
clinico, y un factor VIII canino con el dominio B delecionado (Denise E. Sabatino et.al., Recombinant canine B-
domain-deleted FVIII exhibits high specific activity and is safe in the canine hemophilia A model, Blood, 12 de
noviembre de 2009, vol. 114, n.° 20, pags. 4562-4565).

La actividad especifica de OBI-1 y rpFVIllv3 se determiné mediante los métodos tal como se describen en el ejemplo
5.

Los resultados se muestran en la tabla 3 y en la figura 1. Debido a su mayor actividad especifica, pueden
administrarse menores cantidades de prVIIIv3 por dosis a un paciente. Se espera que esta disminucién de la dosis
lleve a una inmunogenicidad reducida, es decir, a una menor probabilidad de que los pacientes desarrollen
anticuerpos inhibidores.

Tabla 3: actividades especificas de los productos FVIII en comparacién con rpVlliv3

Actividad especifica en|Proteina Amt pug/dosis”
Ul/mg de proteina

Xynthia 7500 400

Kogenate FS 4000 750

Advate 4000 750

OBI-1 11000 273

rpVIlv3 22000 136

FVII BDD canino* | 34000 “ 88

A Proteina Amt = xxxx ug/dosis. Los numeros que se muestran en la
columna para rpVIl113 significan que se requerira una cantidad de 136 ug
por dosis. Una dosis es la cantidad requerida para elevar el nivel del
factor VIl en sangre desde el 0 % hasta el 100 %, es decir, cuanto mayor
sea la actividad especifica (XXX unidades/mg), menor sera la cantidad
(en términos de pg). Obsérvese que 1 mg = 1000 ug. Dado que una
dosis tipica es de 3000 unidades por paciente, la cantidad de proteina
real requerida = 3000/22000 = 0,136 mg = 136 ng.

* BDD significa dominio B delecionado y FL significa longitud completa

En conclusién, estos resultados muestran que rpVIllv3 tiene una actividad especifica significativamente mas alta que
los productos sometidos a prueba que se comercializan actualmente, o estan en desarrollo clinico, para la terapia de
reemplazo con FVIII.

En particular, es muy sorprendente que una delecion de 27 aminoacidos, presente en rpVIliv3 pero no en OBI-1,
lleve a un aumento del 50 % en la actividad especifica (segun lo medido por el ensayo OSCA).

Ejemplo 5: materiales y métodos
ENSAYO DE COAGULACION DE UNA ETAPA — METODO DE OSCA
1. Diluir el patron de referencia en tampoén de ensayo (plasma deficiente en factor VIII al 10 % + tampdn de Owren

Veronal, por litro, 28 mmol de barbital sdédico y 125 mmol de NaCl, pH 7,35) hasta la potencia objetivo de
1,0 unidades/ml.

11
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2. Diluir los patrones de comprobacion, los controles de actividad y las muestras en tampdn de ensayo hasta la
potencia objetivo.

3. Cargar el patron de calibraciéon (referencia) y reactivos en los pocillos apropiados dentro de un instrumento
Symex. (Sysmex CA-1500, analizador de coagulacion, Dade Behring n.° B4260-1500 (Siemans Corporation,
Deerfield, IL)).

4. Cargar el patron de comprobacion, controles y muestras en estantes fuera del instrumento Sysmex.

5. La secuencia de ensayo se produce automaticamente dentro del instrumento tal como sigue:

a. Se diluyen 5 ul de muestra en 45 pl de tampdén de ensayo dentro del tubo de reaccion

b. Se afiaden 50 pl de plasma deficiente en factor VIII al tubo de reaccion

c. Se anaden 50 pl de reactivo de tiempo de tromboplastina parcial activado Dade Actin FS (fosfatidos de soja
purificados en activador de acido elagico 1,0 x 10* M, Dade Behring, Liederbach, Alemania) al tubo de reaccion y se

incuban durante 60 segundos.

d. Se afiaden 50 pl de cloruro de calcio (0,025 M, Dade Behring, Liederbach, Alemania) al tubo de reaccién y se
incuban durante 240 segundos.

e. El tiempo de coagulacion se mide hasta un tiempo maximo de 300 segundos.

6. El tiempo de coagulacion se corrige entonces con la potencia generada por la curva de calibracion de patron de
referencia.

METODO DE HPLC DE EXCLUSION MOLECULAR (SEC)

Se uso6 y se usa normalmente un sistema de HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) o Waters
Bioalliance (Waters Corporation, Milford, MA) para el método de exclusion molecular para la determinacién de la
concentracion de proteina. La columna de exclusiéon molecular tipica usada fue una columna Superdex 200 de GE
(Superdex 200 10.300 GL, 10 x 300 mm, n.° de cat 17-5175-01 (GE Healthcare Lifesciences, Piscataway, NJ)). Un
protocolo de ensayo general es tal como sigue:

1. Se prepar6 una fase movil tipica que contenia NaCl 400 mM con TRIS 20 mM, pH 7,4 y polisorbato 80 al 0,01 %.

2. La fase movil se ejecutd a través del sistema y la columna de HPLC hasta que se observo el equilibrio de la linea
de base.

3. Se ejecutaron patrones para establecer la idoneidad del sistema con un tiempo de ejecucion tipico de 30 minutos
para cada muestra.

4. Se cargaron las muestras normalmente sobre un inyector automatico con una temperatura de la camara de
control de 4 °C.

5. Se cargd un patron de calibracion de concentraciones conocidas que contiene diversas cantidades de muestras
patron, normalmente desde 1, 3, 5, 10 y 25 pg de proteina en la columna en volumenes entre 10 y 50 pl.

6. También se cargaron muestras de concentraciones desconocidas en las columnas normalmente en volimenes
entre 30 y 50 pl.

7. Se programo el sistema de HPLC para ejecutar las muestras automaticamente segun la configuracion de
secuencia.

8. El area pico de los patrones de calibracion y las muestras desconocidas se determinaron basandose en deteccion
de fluorescencia con excitacion y emision a 280 nm y 340 nm respectivamente.

9. Se genero una regresion lineal de los patrones de calibracién y la concentracion de la muestra desconocida se
determiné contra esta curva de calibracion.

En la figura 3 se muestra un ejemplo tipico del perfil de SEC de los patrones de calibracion y la regresion lineal de la
curva de calibracion.
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Ejemplo 6: unién a factor de von Willebrand

El factor de Von Willebrand (VWWF) es una glicoproteina multifuncional que circula en plasma como una forma
multimérica en complejo con el factor VIII (complejo FVIII/VWF). EI complejo FVIIIIVWF sirve para proteger el FVIII
unido de la protedlisis temprana en circulacién in vivo.

Se usa cromatografia de exclusién molecular (SEC) para caracterizar la union en complejos FllI/VWF. Se selecciond
una columna Superose 6 (Superose 6 10/300GL, GE Healthcare n.° 17-5172-01, velocidad de flujo = 0,5 ml/min) por
su biocompatibilidad conocida y alto limite de exclusién de 40 millones de Dalton (tampé6n de formulacion de fase
movil: CaCl; 2 mM, TRIS 10 mM pH 7,0, NaCl 300 mM, PSB-80 al 0,01 %, sacarosa 11 mM, citrato de trisodio
10 mM). Las diferencias en peso molecular entre factor de von Willebrand (dimérico a ~500 kD, n.° de cat Fitzgerald
30C-CP4003U, n.° de lote A09121050, peso molecular de mondmero = 260 kD, conc. =77 pg/ml) y rpFVIII
(~160 kD) son suficientes para resolver las dos especies.

La estequiometria de union se determind mediante la titulacion de una cantidad constante de VWF con cantidades
crecientes de rpFVIIl. El perfil de la formacion de complejacion entre rpFVIII y VWF se determind a partir del
cromatograma de SEC e integracion de los picos apropiados. La forma soluble de las mezclas resultantes en el
sobrenadante se us6 para determinar el punto final de la complejacion de la titulacion con cantidades crecientes de
rpFVIIl. Los complejos mas grandes y estables formados entre rpFVIIl y VWF migran desde el tiempo de retencion
normal hasta el limite de exclusién de la columna. Cuando se produce la saturacién, se observaran cantidades
crecientes de rpFVIIl no unido en el cromatograma de SEC. Este método se usa para distinguir diferencias y
similitudes en las propiedades de las variantes.

Ejemplo 7: Cinética de digestion con trombina
SDS-PAGE

Las moléculas de factor VIII porcino recombinante (rpFVIIl) son heterodimeros de aproximadamente 160 kD
compuestos por una cadena ligera de peso molecular de 78,5 kD (A3-C1-C2, 765-1448) y una cadena pesada con
un peso molecular que varia de 86,7 kD (A1-A2). La cadena pesada de rpFVIll es heterogénea y esta compuesta
por tres variantes principales que se forman tras la secrecidon de la célula y pueden ser escindidas por proteasas
unidas a la membrana de la familia de subtilisinas designada PACE (enzima de escision de aminoacidos basicos
emparejados).

Al igual que el factor VIII humano, rpFVIIl se transforma en una forma activa por protedlisis limitada a partir de
trombina. La activacion de trombina de rpFVIIl es especifica para el sitio de escision de la cadena pesada en Arg
(372)-Ser (373). La region de escision para la Cadena Ligera en Arg (805)-Ser (806) libera una pequefia fraccion
peptidica de 40 aminoacidos que varia de 765-804 (~4,4 kD). La combinaciéon de estas escisiones iniciales por
trombina forma el factor VIII recombinante porcino activado como un heterotrimero de subunidades designado como
A1 (~50 kD), A2 (~40 kD) y A3-C1-C2 (~70 kD). Las subunidades rpFVIIl A1 y A3-C1-C2 escindidas retienen el
enlace dependiente de i6bn metalico divalente, mientras que la subunidad A2 esta débilmente asociada con el dimero
A1-A3-C1-C2 principalmente por interacciones electrostaticas. En SDS-PAGE, estas subunidades se muestran
como tres bandas distintas. La eficiencia en la conversion de rpFVIIl (2 unidades peptidicas) en tres unidades
peptidicas es caracteristica de la activacion de trombina del producto. Este método distingue la similitud y las
diferencias entre las variantes individuales.

Pueden usarse y se usaron otros dos métodos ortogonales para mapear la cinética de la digestion con trombina del
FVIII. Puede usarse HPLC de fase inversa desnaturalizante; se espera que los perfiles de pico sean similares a los
de SDS-PAGE. También puede usarse cromatografia de intercambio anionico, que conserva la forma nativa de los
péptidos.

HPLC de fase inversa

Equipo:

1. HPLC serie 1100: Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.; n.° de modelo 61312A, n.° de serie
DE10907753.

2. Columna Poroshell 5 um 2,1 x 75 mm: Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.; n.° de pieza 660750-909,
n.° de serie USVV001988.

Reactivos:
1. tampodn A: TFA al 0,1 % (JT B Baker, Phillisburg, NJ; n.° de cat 94700-00, n.° de lote J23J00) en agua

2. tampodn B: TFA al 0,1 % en acetonitrilo (JT Baker, Phillisburg, NJ; n.° de cat 9017-03, n.° de lote J38807).
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Procedimiento:
1. Equilibrar la columna durante 60 minutos usando el 99 % de Ay el 1 % de B a 1 mi/min.
2. Las inyecciones de muestra fueron de 50 ul en volumen; se usaron 25 pl de patrén de referencia como control.

3. Un ejemplo del método usado para ejecutar las muestras se muestra en la tabla 4.

15

20

25

30

35

Tabla 4:
Inyeccion Tiempo Flujo . %deA | %deB
(min) (ml/min)

1 0,00 2 99 1
2 2,00 2 99 1
3 3,00 2 64 36
4 3,50 2 64 36
5 4,00 2 61 39
6 5,00 2 61 39
7 5,10 2 58 42
8 6,50 2 58 42
9 6,51 2 56 44
10 7,20 2 56 44
11 7,21 2 40 60
12 8,50 2 40 60
13 8,51 2 10 90
14 9,00 2 10 90
15 9,10 2 99 1
16 10,00 2 99 1

Cromatografia de intercambio aniénico

Equipo:

1. AllianceBio HPLC, Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.; n.° de modelo 2796; n.° de serie MO8BA1199M.

2. Columna Protein Pak Hi Res Q 5 um 4,6 x 100 mm: Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.; n.° de pieza

186004931, n.° de serie 502N112561VE04.
Reactivos:

tampodn A:

base Tris 10 mM (1,211 g/l)

cloruro de calcio 2 mM (0,588 g/l)

polisorbato 80 al 0,01 % (1 ml de PS-80/ al 10 %)
agua filtrada hasta 11, pH 7,0

tampodn B:

base Tris 10 mM (1,211 g/l)

cloruro de calcio 2 mM (0,588 g/l)

polisorbato 80 al 0,01 % (1 ml de PS-80/ al 10 %)
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cloruro de sodio 1 M (58,44 g/l)

agua filtrada hasta 11, pH 7,0

Procedimiento:

1. Equilibrar la columna durante 60 min usando el 70 % de Ay el 30 % de B a 0,5 ml/min

2. Las inyecciones de muestra fueron de 50 ul en volumen; se usaron 10 pl de patrén de referencia como control.

3. Un ejemplo del método usado para ejecutar las muestras se muestra en la tabla 5.

Tabla 5:
Inyeccion ;I'rir:eir:)po Frl:ljﬁnin) % de A % de B
1 0,01 0,5 70 30
2 0,50 0,5 70 30
3 3,50 0,5 60 40
4 5,00 0,5 60 40
5 10,00 0,5 30 70
6 10,10 0,5 1 99
7 12,00 0,5 1 99
8 12,10 0,5 70 30
9 17,00 0,5 70 30

El experto en la técnica conocera y apreciara que estos y otros métodos pueden usarse para llegar a comprender las
proteinas del factor VIII recombinante tal como se describe en el presente documento.

Lista de secuencias

<110> Ipsen Pharma S.A.S.

<120> Una nueva variante del factor VIII antihemofilico que tiene actividad especifica aumentada
<130> IPH 021

<160> 12

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 1421

<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 1
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<213> Homo sapiens

<400> 2

Ala Thr Arg Arg
1

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

His

Leu

His

Gln

val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

val

val

Lys

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

Gly

Met

Asp

Cys

Phe
195

Asp

20

Lys

val

Trp

val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

Ile

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

val

85

val

Gln

Ser

Ser

val

165

Glu

Leu

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Lys

Gly

Leu

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

ES 2721478 T3

Gly

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala
200

Ala

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Arg

val

Cys

Asn

Ala

185

val

val

10

val

Thr

Leu

Pro

Asn

90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

22

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Leu

Ala

val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Ser

Arg

val

45

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

Ser

Thr

Gly

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Tyr

Pro

Lys

Pro

val

80

val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp



Ala

225

Ser

val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Pro

Arg

Glu

Gly

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

val

Ser

Glu

Lys

Leu

Asn

Thr

val

Leu

Cys

310

val

Glu

val

val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

ES 2721478 T3

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Met

Thr

Glu

265

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

val

Gln

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

val

Ile

Gly

23

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Arg

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

Leu

Phe

His

Thr

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Ala

val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

Ala

Asn

Trp

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

val

Tyr

Gly

Ile

Ser

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile



Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

Phe

Ser

Leu
690

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

Gln

Arg

500

Thr

Tyr

Asn

Asp

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

Met

val

Asn

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

val

Phe

Ser
695
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Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Asn

Thr

Asn

Cys

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

650

Asp

Met

Arg

24

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

val

Thr

Glu

Asn

460

Tyr

Pro

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

Phe

Leu

Asn

Pro

Lys

Phe

Asp

Arg

Glu

val

Glu

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

His

Gly

Lys

Pro

Asp

Ser

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Gly

val

495

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Leu

Thr

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala



Leu

705

Gln

Met

Pro

Glu

Asn

785

Gln

Leu

Glu

Ser

Ala

865

Phe

Cys

His

Asn

Phe
945

Leu

Ser

Lys

Arg

Arg

Arg

Glu

Asn

Asp

Phe

850

Glu

Trp

Lys

Ser

Pro

930

Thr

Lys

Asp

Lys

Ser

755

Leu

Ala

Phe

Glu

Asn

835

Tyr

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

val

Gln

Glu

740

Phe

Trp

Gln

Thr

His

820

Ile

Ser

Arg

val

Trp

Leu

His

Phe

Ser

Glu

725

Asp

Gln

Asp

Ser

Asp

Leu

Met

Ser

Lys

Gln

885

Ala

Ile

Gly

Asp

Ser

710

Glu

Phe

Lys

Tyr

Gly

Gly

Gly

val

Leu

Asn

870

His

Tyr

Gly

Arg

Glu
950

Cys

Ile

Asp

Lys

Gly

Ser

Ser

Leu

Thr

Ile

855

Phe

His

Phe

Pro

Gln

935

Thr
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Asp

Asp

Thr

760

Met

val

Phe

Leu

Phe

840

Ser

val

Met

Ser

Leu

920

val

Lys

Glu

Asp

730

Asp

His

Ser

Gln

Gln

810

Pro

Asn

Glu

Pro

Pro

890

val

val

val

Trp

25

Thr

Thr

Asp

Phe

Pro

780

Lys

Leu

Ile

Ala

Asp

Glu

Lys

Leu

His

Glu

940

Phe

Arg

Ile

Glu

Ile

765

His

Lys

Tyr

Arg

Ser

845

Gln

Thr

Asp

Glu

Thr

925

Phe

Thr

Thr

Ser

Asn

750

Ala

val

val

Arg

Ala

830

Arg

Arg

Lys

Glu

Lys

910

Asn

Ala

Glu

Thr

val

735

Gln

Ala

Leu

val

Gly

Glu

Pro

Gln

Thr

Phe

895

Asp

Thr

Leu

Asn

Leu

720

Glu

Ser

val

Arg

Phe

800

Glu

val

Tyr

Gly

Tyr

880

Asp

val

Leu

Phe

Met
960



Glu

Phe

Thr

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

ES 2721478 T3

Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Ash Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr
965 970 975

Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Ash Gly Tyr Ile Met Asp
980 985 990

Leu Pro Gly Leu val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr
995 1000 1005

Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser TIle His Phe
1010 1015 1020

Gly His val Phe Thr val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met
1025 1030 1035

Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly val Phe Glu Thr val Glu Met
1040 1045 1050

Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg val Glu Cys Leu Ile Gly
1055 1060 1065

His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu val Tyr Ser
1070 1075 1080

Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile Arg
1085 1090 1095

Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro
1100 1105 1110

Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser
1115 1120 1125

Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro
1130 1135 1140

ITe Ile His Gly ITle Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe
1145 1150 1155

Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp
1160 1165 1170

Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu
1175 1180 1185

val Phe Phe Gly Asn val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn
1190 1195 1200

26
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ITe Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Leu His Pro

Arg
1205 1210 1215

Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly
1220 1225 1230

Cys Asp Leu Ash Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys
1235 1240 1245

Ala Ile Ser Asp Ala GIn Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn
1250 1255 1260

Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln
1265 1270 1275

Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln val Asn Asn Pro Lys Glu
1280 1285 1290

Trp Leu GIn val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys val Thr Gly val
1295 1300 1305

Thr Thr GIn Gly val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr val Lys
1310 1315 1320

Glu Phe Leu ITe Ser Ser Ser GIn Asp Gly His GIn Trp Thr Leu
1325 1330 1335

Phe Phe GIn Asn Gly Lys val Lys val Phe Gln Gly Asnh Gln Asp
1340 1345 1350

Ser Phe Thr Pro val val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr
1355 1360 1365

Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp val His Gln Ile Ala
1370 1375 1380

Leu Arg Met Glu val Leu Gly Cys Glu Ala GIn Asp Leu Tyr
1385 1390 1395
<210> 3
<211> 1397
5 <212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 3

Ala Thr Arg Lys Tyr Tyr Leu Gly Ala val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr
10 1 5 10 15

27



Met

Ser

Lys

Pro

65

val

val

Ala

val

Asn

145

Ser

Leu

Leu

Trp

Glu

225

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

50

Arg

Tyr

Ser

Glu

Ile

130

Gly

Leu

Gln

His

210

Leu

val

Thr

Ser

val

35

val

Pro

Asp

Leu

Tyr

115

Pro

Pro

val

val

Glu

195

Ser

Cys

Pro

Asp

20

Pro

Phe

Pro

Thr

His

100

Glu

Gly

Met

Asp

Cys

180

Phe

Glu

Thr

His

Glu

Leu

Gly

val

Trp

val

85

Ala

Asp

Glu

Ala

Leu

165

Lys

val

Thr

Ile

Lys

val

Leu

Ser

Glu

Met

70

val

val

Gln

Ser

Ser

150

val

Glu

Leu

Asn

Asn

230

Arg

Ser

Leu

Phe

55

Gly

Ile

Gly

Thr

His

135

Asp

Lys

Gly

Leu

Ala

215

Gly

Ser

Ser
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Ala

Pro

40

Thr

Leu

val

val

Ser

120

Thr

Pro

Asp

Ser

Phe

200

Ser

Tyr

val

Leu

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Ser

105

Gln

Tyr

Pro

Leu

Leu

185

Ala

Leu

val

Tyr

Phe

His

Thr

Asp

Gly

Lys

Tyr

Lys

val

Cys

Asn

170

Ala

val

Thr

Asn

Trp

Leu

28

Ala

Thr

Leu

Pro

75

Asn

Trp

Glu

Trp

Leu

155

Ser

Lys

Phe

Gln

Arg

His

Glu

Asp
Ser
Phe
60

Thr
Met
Lys
Lys
Gln
140
Thr
Gly
Glu
Asp
Ala
220
Ser

val

Gly

Thr

val

45

Asn

Ile

Ala

Ala

Glu

125

val

Tyr

Leu

Arg

Glu

205

Glu

Leu

Ile

His

Ser
30

Thr

Gln

Ser

Ser

110

Asp

Leu

Ser

Ile

Thr

190

Gly

Ala

Pro

Gly

Thr

Phe

Tyr

Ala

Ala

His

95

Glu

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

Gln

Gly

Met

255

Phe

Ser

Arg

Lys

Glu

80

Pro

Gly

Asnh

Phe

160

Thr

Ser

His

Leu

240

Gly

Leu



val

Leu

305

val

Asp

Ser

Ala

Glu

385

His

Tyr

Arg

Gly

Arg

Thr

290

His

Asp

Lys

Phe

Lys

370

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

450

Pro

Thr

Leu

Asn

275

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

355

Lys

Trp

Asn

Lys

Ala

435

val

Tyr

Gly

Pro

260

His

Gln

Pro

Cys

Tyr

340

Asp

His

Asp

Leu

val

420

Ile

Gly

Asn

Arg

Arg

Thr

Ser

Pro

325

Asp

Asp

Pro

Tyr

Arg

Gln

Asp

Leu
485

Glu

Gln

Phe

His

310

Glu

Asp

Ser

Lys

Ala

390

Leu

Phe

Tyr

Thr

Tyr

470

Pro

Ala

Leu

295

Gln

Glu

Gly

Ser

Thr

375

Pro

Asn

val

Glu

Leu

455

Pro

Lys

Phe
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Ser

280

Met

His

Pro

Leu

Ser

360

Trp

Ser

Asn

Ala

Ser

440

Leu

His

Gly

Lys

265

Leu

Asp

Asp

Gln

Tyr

345

Pro

val

Gly

Gly

Tyr

Gly

Gly

val

Tyr

Glu

Leu

Gly

Leu

330

Asp

Phe

His

Pro

Pro

410

Thr

Ile

Ile

Lys

Lys

29

Ile

Gly

Met

315

Arg

Ser

Tyr

Thr

395

Gln

Asp

Leu

Phe

Asn

475

His

Trp

Ser

Gln

300

Glu

Met

Asp

Gln

Ile

380

Pro

Arg

Glu

Gly

Lys

Tyr

Leu

Thr

Pro

285

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

365

Ala

Asn

Ile

Thr

Pro

445

Asn

val

Lys

val

270

Ile

Leu

Tyr

Asn

350

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

430

Leu

Gln

Thr

Asp

Thr
510

Thr

Leu

val

Asn

335

val

Ser

Glu

Arg

Lys

Lys

Leu

Ala

Pro

Met

495

val

Phe

Phe

val

val

Ser

400

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

480

Pro



Asp

Ser

Leu

545

Met

Arg

Asp

His

Leu

625

Asp

val

Phe

Ser

Leu

705

Gln

Met

Leu

Gly

Phe

530

Leu

Ser

Ser

val

Ser

610

His

Phe

Tyr

Met

Asp

Leu

Pro

Lys

Arg

Pro

515

Ile

Ile

Asp

Trp

val

595

Glu

Leu

Glu

Ser

675

Phe

Lys

Glu

Arg

Ser
755

Thr

Asnh

Cys

Lys

Tyr

580

Gln

Asn

val

Ser

Asp

Met

Arg

val

Glu

Glu

740

Phe

Lys

Leu

Tyr

Pro

Gly

Ala

val

645

Thr

Glu

Asnh

Ser

Asp

Gln

Ser

Glu

Thr

His

Tyr

Tyr

630

Phe

Leu

Asn

Phe

Ser

710

Lys

Phe

Lys

Asp

Arg

Glu

val

Glu

Asp

val

615

Trp

Phe

Thr

Pro

val

695

Cys

Phe

Asp

Lys
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Pro
520

Asp

Ser

Asn

Pro

600

Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

Ile

Asn

Glu

Ile

Thr
760

Arg

Leu

val

Leu

Met

585

Glu

Asp

Gly

Phe

665

Leu

Ile

Arg

Tyr

Tyr

745

Arg

Cys

Ala

Asp

Phe

570

Gln

Phe

Asn

Leu

Tyr

650

Pro

Trp

Ile

Glu

Asp

Gly

His

30

Leu

Ser

Gln

555

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

635

Thr

Phe

val

Asn

Ile

715

Asp

Asp

Tyr

Thr

Gly

Arg

val

Phe

Leu

Gln

620

val

Phe

Ser

Leu

Arg

Thr

Thr

Tyr

Phe

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

605

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

Gly

val

Phe

Glu

Ile
765

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

590

Asn

Ser

Ala

His

Glu

670

Cys

Met

Thr

Ser

Asn

750

Ala

Tyr

Gly

Gln

Glu

575

Asn

Ile

val

Gln

Lys

Thr

His

Thr

Thr

Ile

735

Gln

Ala

Ser

Pro

Met

560

Asn

Ala

Met

Cys

Thr

640

Met

val

Asn

Ala

Leu

720

Glu

Gly

val
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Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Arg Ser Pro His Ile Leu Arg
770 775 780

Asn Arg Ala GIn Ser Gly Asp val Gln Gln Phe Lys Lys val val Phe
785 790 795 800

Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu
805 810 815

Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu val
820 825 830

Glu Asp Asn Ile val val Thr Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr
835 840 845

Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Asp Glu Asp Glu Gly Gln Gly
850 855 860

Ala Glu Pro Arg Arg Lys Phe val Asn Pro Asn Glu Thr Lys Ile Tyr
865 870 875 880

Phe Trp Lys val Gln His His Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp
885 890 895

Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp Vval Asp Leu Glu Lys Asp Vval

His Ser Gly Leu ITle Gly Pro Leu Leu Ile Cys Arg Ser Asn Thr Leu
915 920 925

Asn Pro Ala His Gly Arg GIn val Thr val Gln Glu Phe Ala Leu val
930 935 940

Phe Thr ITe Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Leu
945 950 955 960

Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn val Gln Lys Glu Asp Pro Thr
965 970 975

Leu Lys Glu Asn Phe Arg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr val Lys Asp
980 985 990

Thr Leu Pro Gly Leu val Met Ala Gln Asp GIn Lys val Arg Trp Tyr
995 1000 1005

Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser 1Ile His Phe
1010 1015 1020

31



Ser

Ala

Leu

Glu

Lys

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Thr

Cys

Ala

Pro
1055

His
1070

Lys
1085

Phe
1100

Leu
1115

Lys
1130

Ile
1145

Ser
1160

Asn
1175

val
1190

Phe
1205

His
1220

Asp
1235

Ile

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Asp

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Phe

Ser

val

Asn

Gln

Gln

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Phe

Leu

val

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

val

His

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Ser

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

val
1030

Pro
1045

Ile
1060

Met
1075

Leu
1090

Ser
1105

Tyr
1120

Trp
1135

Met
1150

Gln
1165

Tyr
1180

val
1195

Ile
1210

Ser
1225

Ser
1240

Ile
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Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Gly

Ser

Gln

Leu

Pro

Ala

Lys

Phe

Ile

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser
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Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Met

Gly

Ser

Glu
1035

Thr
1050

Cys
1065

Leu
1080

Gln
1110

Asn
1125

Leu
1140

Arg
1155

Tyr
1170

Thr
1185

Ile
1200

Arg
1215

Glu
1230

Met
1245

Tyr

Tyr

val

Leu

val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Leu

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Leu

Ser

Ser

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys

Ser
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15

20

1250

Met Leu Ala Thr
1265

Gly Arg Thr Asn
1280

Trp Leu GIn val
1295

Thr Thr GIn Gly
1310

Glu Phe Leu Ile
1325

Phe Leu GIln Asnhn
1340

Ser Ser Thr Pro
1355

Arg Tyr val Arg
1370

Leu Arg Leu Glu
1385

<210> 4

<211> 24

<212> PRT
<213> Sus scrofa

<400> 4

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

val

Leu

val

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Arg

Leu

1255

Pro
1270

Arg
1285

Arg
1300

Ser
1315

Ser
1330

val
1345

Asn
1360

Pro
1375
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Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Arg

Gln

Cys

Gln

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Asp

Ala

Ala

Met

Ile

Gly

Phe

Glu

Trp

Thr

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

Ala

Gln

1260

Leu
1275

Asn
1290

val
1305

Met
1320

Asn
1335

Pro
1365

His
1380

Gln
1395

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

His

Pro

Leu

Lys

Gly

val

Thr

Arg

val

Ile

Ala

Gln

Lys

Leu

Asp

Ser Phe Ala Gln Asn Ser Arg Pro Pro Ser Ala Ser Ala Pro Lys Pro
1

5

Pro val Leu Arg Arg His GIn Arg
20

<210>5

<211>24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

1

Pro val Leu Lys Arg His Gln Arg
20

<210>6
<211> 24
<212> PRT
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<213> Canis familiaris

<400> 6

Ser Phe Ser Gln

1

Pro val Ser Lys

<210>7

<211> 2114
<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 7

Ala Ile Arg
1

Arg

Ala

Lys

Pro

65

val

val

Ala

val

Gln

Thr

Thr

50

Arg

Tyr

Ser

Glu

Leu
130

Ser

Ala

35

val

Pro

Asp

Leu

Tyr

115

Pro

20

Arg

Glu

20

Pro

Phe

Pro

Thr

His

100

Glu

Gly

Asn

His

Tyr

Leu

Gly

val

Trp

val

85

Ala

Asp

Lys

Ser

His

Tyr

Leu

Ala

Glu

Met

70

val

val

His

Ser

Arg

Gln

Leu

Arg

Leu

Phe

55

Gly

val

Gly

Thr

Gln
135
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His Pro Ser Thr Lys Ser Gln Asn Pro

Arg

Gly Ala

Glu Leu
25

Pro Leu
40

Thr Asp

Leu Leu

Thr Leu

val Ser
105

Ser Gln
120

Thr Tyr

10

val

10

His

Gly

Gln

Gly

Lys

Phe

Arg

val

34

Glu

val

Pro

Leu

Pro

75

Asn

Trp

Glu

Trp

Leu

Asp

Ser

Phe

60

Thr

Met

Lys

Lys

Gln
140

Ser

Thr

val

45

Ser

Ala

Ser

Glu

125

val

Trp

Arg

30

Leu

val

Gln

Ser

Ser

110

Asp

Leu

15

Asp

15

Phe

Tyr

Ala

Ala

His

95

Glu

Asp

Lys

Tyr

Pro

Lys

Arg

Glu

80

Pro

Gly

Lys

Glu



Asn

145

Ser

Leu

Leu

Trp

Pro

225

Arg

His

Glu

Gly

Met

Arg

Ser

Ile

Tyr

Gly

His

Leu

His

Ser

val

Gly

Ser

290

Gln

Glu

Arg

Asp

Gln
370

Pro

val

val

Glu

195

Ser

Arg

Leu

His

275

Pro

Phe

Ala

Lys

Met

355

Ile

Ser

Thr

Asp

Cys

180

Phe

Ala

Ala

Pro

Gly

Thr

Leu

Leu

His

Ala

340

Asp

Arg

Ala

Ala

Leu

165

Arg

val

Arg

Gln

Gly

Met

Phe

Thr

Leu

val

325

Asp

val

Ser

Glu

Ser

150

val

Glu

Leu

Asn

Pro

230

Leu

Gly

Leu

Phe

Phe

310

Arg

Glu

val

val

Glu
390

Asp

Lys

Gly

Leu

Asp

Ala

Ile

Thr

val

Leu

295

Cys

val

Glu

Arg

Ala

375

Glu
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Pro

Asp

Ser

Phe

200

Ser

Met

Gly

Ser

Arg

Thr

His

Glu

Leu
360

Lys

Asp

Pro

Leu

Leu

185

Ala

Trp

His

Cys

Pro

265

His

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

Lys

Trp

Cys

Asn

170

Thr

val

Thr

Thr

His

250

Glu

His

Gln

Ser

Cys
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Tyr

Gly

His

Asp

35

Leu

155

Ser

Arg

Phe

Arg

val

235

Lys

val

Arg

Thr

Ser

315

Ala

Asp

Asp

Pro

Tyr

Thr

Gly

Glu

Asp

Ala

220

Asn

Lys

His

Gln

Phe

300

His

Glu

Asp

Asp

Tyr

Leu

Arg

Glu

205

Met

Gly

Ser

Ser

Ala

285

Leu

His

Glu

Asn

val

365

Thr

Pro

Ser

Thr

190

Gly

Asp

Tyr

val

Ile

270

Ser

Met

His

Pro

Leu

350

Ser

Trp

Ala

Tyr

Gly

Gln

Lys

Pro

val

Tyr

255

Phe

Leu

Asp

Gly

Gln

335

Tyr

Pro

val

val

Leu

160

Ala

Asn

Ser

Ala

Asn

240

Trp

Leu

Leu

Gly

Leu

Asp

Phe

His

Pro
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Ser

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Pro

Arg

val

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

val

Ser

Thr

435

Pro

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Asp

Gly

Phe

Leu

Lys

Ser

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

Asn

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala

Ala

485

Met

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Met

Asn

Pro

Met

Tyr
Tyr
Arg
Gly
4

Arg
His
Ile
Asp
Ser
535
Leu
Met
Gln
Asp
His
615

Leu

Asp
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Lys

Lys

Lys

Glu

Pro

Pro

Leu

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

His

Phe

Ser

Lys

Ala

val

Tyr

Gly

Pro

505

Pro

Ile

Asp

Trp

Leu

Glu

Leu

Leu

410

Ala

Ile

Gly

Asn

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

36

Tyr

Arg

Pro

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Leu

Tyr

555

Arg

Leu

Pro

Gly

Ala

635

val

Leu

Phe

Tyr

Thr

460

Tyr

Leu

Thr

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Ala

Gln

Tyr

620

Tyr

Phe

Asn

val

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Lys

Glu

val

Glu

Trp

Phe

Ser

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Tyr

Gly

Ile

Gly

Trp

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

Pro

Thr

Ile

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Gln

Phe

Ser

Leu

640
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Thr

Phe

val

Leu

705

Asn

Ile

Gln

Asp

Pro

785

Tyr

Arg

Glu

Ser

865

Ala

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Thr

Glu

Lys

Pro

770

Ser

Ser

Leu

Leu

Pro

850

Asp

Glu

Lys

Gly

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

755

Gln

Gly

Ser

Pro

Arg

Glu

Leu

Thr

His

660

Glu

Cys

val

Glu

Arg

Phe

Ser

Asp

Ser

Gly

Pro

Lys

Leu

Glu

645

Lys

Thr

His

Tyr

Asp

Ser

Gln

Gly

Gly

Ser

805

Ala

Glu

Glu

Lys

Arg

Met

val

Asn

Ser

710

Phe

Thr

Glu

Ser

790

Asp

Arg

Leu

Leu

Thr

870

Thr

val

Phe

Ser

695

Cys

Pro

Ala

Ile

Arg

Met

Leu

Glu

His

Lys

Ser

His
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Tyr

Met

680

Asp

Asp

Gly

Gln

Thr

760

Thr

Leu

Gln

Arg

His

840

Lys

Pro

Ser

Glu

665

Ser

Leu

Arg

Phe

Asn

745

Ser

Gln

Leu

Glu

Asn

825

Ser

Leu

Thr

Leu

650

Asp

Met

Arg

Asp

Leu

730

Ser

Pro

Ala

Gly

Ala

810

Thr

Ala

Asp

Ile

Gly

37

Thr

Glu

Asn

Ile

715

Leu

Arg

Glu

Leu

Gln

795

Arg

Ala

Glu

Ser

Pro

875

Pro

Leu

Asn

Arg

Gly

Ser

Pro

Asp

Glu

780

Asn

Asn

Pro

Arg

Pro

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Gly

Pro

Asp

Glu

Pro

Glu

Ser

val

845

Met

Asp

His

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Lys

Ser

750

val

Leu

Ala

Ala

Ala

830

Leu

Ser

Thr

Pro

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Ala

Glu

Ser

Pro

Asp

815

Ala

Thr

Ser

Leu

Gln
895

Pro

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Leu

val

His

800

Asp

Ala

Pro

Ser

Ser

880

val
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Asn Phe Arg Ser GIn Leu Gly Ala Ile val Leu Gly Lys Asnh Ser Ser
900 905 910

His Phe Ile Gly Ala Gly val Pro Leu Gly Ser Thr Glu Glu Asp His
915 920 925

Glu Ser Ser Leu Gly Glu Asn val Ser Pro val Glu Ser Asp Gly Ile
930 935 940

Phe Glu Lys Glu Arg Ala His Gly Pro Ala Ser Leu Thr Lys Asp Asp
945 950 955 960

val Leu Phe Lys val Asn Ile Ser Leu val Lys Thr Asn Lys Ala Arg
965 970 975

val Tyr Leu Lys Thr Asn Arg Lys Ile His ITe Asp Asp Ala Ala Leu
980 985 990

Leu Thr Glu Asn Arg Ala Ser Ala Thr Phe Met Asp Lys Asn Thr Thr
995 1000 1005

Ala Ser Gly Leu Asn His val Ser Asn Trp Ile Lys Gly Pro Leu
1010 1015 1020

Gly Lys Asnh Pro Leu Ser Ser Glu Arg Gly Pro Ser Pro Glu Leu
1025 1030 1035

Leu Thr Ser Ser Gly Ser Gly Lys Ser val Lys Gly Gln Ser Ser
1040 1045 1050

Gly GIn Gly Arg Ile Arg val Ala val Glu Glu Glu Glu Leu Ser
1055 1060 1065

Lys Gly Lys Glu Met Met Leu Pro Asn Ser Glu Leu Thr Phe Leu
1070 1075 1080

Thr Asn Ser Ala Asp val GIn Gly Asn Asp Thr His Ser GIn Gly
1085 1090 1095

Lys Lys Ser Arg Glu Glu Met Glu Arg Arg Glu Lys Leu val Gln
1100 1105 1110

Glu Lys Vval Asp Leu Pro GIn Vval Tyr Thr Ala Thr Gly Thr Lys
1115 1120 1125

Asn Phe Leu Arg Ash Ile Phe His GIn Ser Thr Glu Pro Ser Vval
1130 1135 1140
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Glu

Arg

His

Asn

Lys

Pro

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

Lys

Gly
1145

Ser
1160

Phe
1175

Arg
1190

Gln
1205

Glu
1220

Ser
1235

Pro
1250

Ala
1265

Glu
1280

Lys
1295

Leu
1310

Asn
1340

Pro
1355

Ser
1370

Phe

Leu

Ser

Thr

Ser

Arg

Ser

Phe

Leu

Lys

Ala

Pro

Gln

Lys

Pro

Thr

Asp

Asnh

Ala

Gly

Leu

Gly

Pro

Leu

Gly

Ala

Glu

Gln

Glu

val

Met

Ala

Gly

Asp

Ile

Pro

Lys

val

Ile

Thr

Lys

val

Phe

Lys

Ile

Asn

Pro

Leu

Gly

Ser

Arg

Gly

Gln

val

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Thr

Phe

Arg

Lys

Arg

Ser
1150

Ala
1165

Glu
1180

Pro
1195

Ile
1210

Leu
1225

Gln
1240

Glu
1255

Ala
1270

Ser
1285

Pro
1300

Ser
1315

Leu
1330

Pro
1345

Glu
1360

Thr
1375
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Glu

Glu

Arg

Arg

Asn

Gly

Met

Ala

Ser

Lys

Asnh

Gln

Gly

Trp

Lys

Ala

Arg

Ala

Ser

Leu

Ala

Ala

Ala

Gly

Ala

val

val

Lys

Arg

Glu

Asp

Pro

Ala

Pro

Ala

Pro

Thr

Lys

Gly

Pro

Gly

Arg

Ser

Thr

Thr

Ser

Ile
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val

Glu

Leu

val

Leu

Ser

Arg

Gly

Leu

Leu

val

Cys

Arg

Pro

Leu

Ile

Pro
1155

Thr
1170

Glu
1185

Pro
1200

Glu
1215

Thr
1230

Asn
1245

Gln
1260

Ala
1275

Ser
1290

His
1305

Ala
1320

Ser
1350

Glu
1365

Ser
1380

Gln

His

Ala

Arg

Glu

Arg

Asn

Gly

Ser

Glu

Arg

His

Pro

Lys

Lys

Leu

Asp

Ile

Pro

Arg

Ile

Trp

Leu

Lys

Gly

Ala

Glu

Gly

val

Leu

Ser

Pro

Ser

Gly

val

Lys

Ser

Ser

Lys

Ser

Asp

Asp

Asn

Leu

Pro

Leu



Asp

Gln

Pro

Gln

Met

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

val

Pro

Glu

Thr

Glu

Arg
1385
Ala

1400

Gly
1415

Arg
1430

Asp
1445

Asp
1460

Lys
1475

Asp
1490

Gln
1505

Phe
1520

Asn
1535

Glu
1550

Tyr
1565

Gln
1580

Arg
1595

Asp

His

Glu

Arg

Asp

Tyr

Ile

Arg

Tyr

Asn

Ala

Lys

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

Thr

Leu

Ile

Asp

Tyr

Thr

Gly

Gly

Asp

His

Asn

Phe

Ala

Tyr

Phe

Ser

Gln

Cys

Ser

Asp

Gly

Arg

Met

Glu

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asn

Arg

Ala

Leu

Ile

Glu

His

Ser

val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

His
1390

Glu
1405

Pro
1420

Pro
1435

Phe
1450

Asp
1465

Tyr
1480

Glu
1495

Pro
1510

Phe
1525

Leu
1540

val
1555

Ser
1570

Arg
1585

Lys
1600

Lys
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Ser

Ala

Lys

Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Arg

Thr

Leu

Thr

Leu

His

val

Ala

Ile

Ala

Pro

Phe

Thr

Asn

Ile

Pro

Phe

Gln

Gly

Phe

Asn

Gln

Trp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Gln

Ala

Arg

Lys

Pro

Pro

Lys

Ser

Phe

His

Ala

40

Ala

Thr

val

Pro

Thr

Asp

Ala

Ala

Lys

Ser

Tyr

Asn

Tyr

val

His

T){I"

Lys
1395

Lys
1410

Leu
1425

Glu
1440

Lys
1455

Pro
1470

val
1485

Leu
1500

val
1515

Tyr
1530

Ile
1545

Gln
1560

Pro
1575

Gln
1590

Met
1605

Phe

Asn

Gln

Arg

Glu

Gly

Arg

Glu

Arg

val

Arg

Arg

Ala

Asp

Pro

Ala

Ser

Glu

Gly

Arg

Asp

Glu

Ser

Gln

Asn

Phe

Gly

Ala

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Gly

Gly

Lys

Asp

Phe

Leu

Arg

Arg

Glu

Glu

Arg

Thr

val



Asp

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

Gln

Gln

Arg

1610

Leu
1625

Cys
1640

val
1655

Ser
1670

Cys
1685

Phe
1700

val
1715

Phe
1745

Leu
1760

val
1775

Ala
1790

Ala
1805

Thr
1820

Leu
1835

Glu

Arg

Gln

Trp

His

His

Met

Ser

Ser

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Lys

Ala

Glu

Tyr

Leu

Ala

Ala

Asn

val

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyr

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asn

Asn

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

1615

His
1630

Leu
1645

Leu
1660

Glu
1675

Glu
1690

Gln
1720

Ile
1735

Lys
1750

Phe
1765

Ile
1780

Thr
1795

Ala
1810

Tyr
1825

Ser
1840
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Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Gly

Ala

Phe

val

Pro

val

Ser

Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

Asn

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

val

Leu

val

Arg

Trp

Ala

41

Ile

His

Arg

Leu

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Phe
1665

Asn
1680

Lys
1695

Thr
1710

Tyr
1725

Phe
1740

Met
1755

Met
1770

Ser
1800

Arg
1815

Pro
1830

Ser
1845

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Lys

Asp

Lys

Thr

Leu

Gln

Glu

Arg

Asn

Pro

Leu

Gly

val

Pro

His

Glu

Phe

Leu

Lys

Leu

val

Thr

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Asp



Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

val

Asp

Pro

Arg

Glu

His
1850

Ile
1880

Gln
1895

Gly
1910

Pro
1925

Ile
1940

Ser
1955

Ser
1970

Trp
1985

Ala
2000

Asp
2015

val
2030

Ser
2045

val
2075
Ile
2090

val
2105

Ser

Ser

Ser

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Leu

Lys

Ser

His

val

His

Leu

Trp

Met

Gln

Tyr

val

val

Ser

Ser

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

Thr

Asn

Pro

Gly

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ala

Thr

Cys

Lys

Gln

Gly

Ala

Arg

Leu

Pro

Ala

Gln

Arg

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

val
1855

Ile
1885

Asn
1900

Ser
1915

Tyr
1930

Arg
1945

Leu
1960

Ser
1975

Ala
1990

val
2005

val
2020

Ser
2035

Gl
2

Phe
2065

Asp
2080
Trp
2095

Ala
2110
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Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Ser

Lys

Ser

Arg

Gln

Pro

Ala

Gln

Leu

Arg

Tyr

Thr

Ile

Arg

Glu

Met

His

Leu

Ser

val

Met

Arg

Gly

Pro

Gln

Asp

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Gln

Leu

His

Ala

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

His

Leu

42

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Asn

Ser

Leu

Glu

Gly

val

Thr

Gln

Phe

Ile

Tyr

Pro
1860

Phe
1875

Asp
1890

Leu
1905

Asn
1920

Pro
1935

Lys
1965

Asn
1980

Gln
1995

Glu
2010

Ile
2025

Lys
2040

Leu
2055

Asp
2070

Thr
2085
Ala
2100

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Ile

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Ile

Ser

Arg

val

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Phe

Leu

Ser

Tyr

Arg

Leu

Asn

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Thr

Leu

Thr

Leu

Leu



<210>8

<211> 2332
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ala Thr Arg Arg

1

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

His

Leu

Gln

val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

val

val

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

Met

Asp

Cys

Asp

20

Lys

val

Trp

val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

val

85

val

Gln

Ser

Ser

val

165

Glu

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Lys

Gly

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser
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Gly

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

val

Cys

Asn

Ala
185

val

10

val

Thr

Leu

Pro

Asn

90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

43

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Leu

Ala

val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Lys

Ser

Arg

val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

Ser

Ile

Thr

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln
190

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Tyr

Pro

Lys

Pro

val

80

val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu



His

Ala

225

Ser

val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala

Gln

Asp

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Pro

Arg

Glu

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr
435

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

val

Ser

Glu

Arg

Arg

Lys

Leu

Asn

Thr

val

Leu

Cys

val

Glu

val

val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg
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Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu
440

val

Met

Thr

His

Glu

265

Gln

Ser

Cys

Asp

Asp

Lys

Trp

Ser

Phe

Gln

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

val

Ile

44

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

Arg

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

Leu

Phe

His

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu
445

Lys

Ala

val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

val

Gly

Tyr

Gly

Trp

Ser

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr



Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

Phe

Ser

Leu

Pro

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr

His

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

Met

val

Asn

Gly

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

val

Phe

Ser
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Glu

Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

val

Ile

Asp

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Gly

Asn

Gly

Thr

Asnh

Cys

Lys

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

650

Asp

Met

Arg

45

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

val

Thr

Glu

Asn

Thr
460

Tyr

Pro

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

Leu

Pro

Lys

Phe

Arg

Glu

val

Glu

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Ile

Gly

val

495

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Leu

Thr

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala



Leu
705

Asp

Gln

Thr

val

785

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr
930

Lys

Tyr

Pro

Gln

755

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

Asp

Ser

915

Glu

val

Glu

Arg

Phe

Trp

Ser

Ser

Pro

820

Glu

Ala

Asn

Asn

900

Gln

Ser

Ser

Asp

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly

Ser

710

Phe

Ala

Ala

Leu

790

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

870

Ile

Ser

Asp

Gly

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro
935
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Asp

Ala

Gln

Thr

760

Arg

Met

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr

920

Leu

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Leu

Gln

Ile

Leu

Leu

Lys

Ile

Ser

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

810

Asp

Arg

Leu

Pro

890

Pro

Phe

Leu

46

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

Ala

Ser

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Ser

700

Gly

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

860

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu
940

Asp

Lys

Pro

Asp

Lys

Ser

Tyr

Asn

Gly

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

Glu

Tyr

Asn

Ser
750

Pro

Glu

Ser

830

Asp

Lys

val

Leu

Pro

910

Ser

Asn

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

val

Ser

Asn

Glu

720

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Phe

Ser

val

Gly

Ser

880

Ala

His

Pro

Asp
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Ser 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 Ash Ash Ser Ala
995 1000 1005

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

Asn Ser Pro Ser val Trp GIn Asn Ile Leu Glu Ser Asp Thr Glu
1025 1030 1035

Phe Lys Lys val Thr Pro Leu 1Ile His Asp Arg Met Leu Met Asp
1040 1045 1050

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

Thr Ser Ser Lys Ash Met Glu Met val Gln Gln Lys Lys Glu Gly
1070 1075 1080

Pro ITe Pro Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys
1085 1090 1095

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

Gly Lys Asn Ser Leu Ash 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 Vval Gly Leu Lys Glu Met val Phe Pro Ser Ser Arg Asn
1160 1165 1170

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

Leu

Gly

Gln

Gln

His

Gly

Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln
1190

Ile
1205

Thr
1220

Asn
1235

Thr
1265

Leu
1280

Thr
1295

Arg
1310

Thr
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu

Gln

Lys

val

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Lys

Glu

Asn

Glu

Arg

His

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Pro

Lys

Asn

Phe

Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

Ile

val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Ala

Gln
1195

val
1210

1225

Tyr
1240

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1390

Thr
1405

Ser
1420

ES 2721478 T3

Glu

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

Gln

Thr

Lys

His

Glu

Arg

Ala

Arg

Tyr

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ser

Gln

Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

val

Arg

Ile

Gln

Phe

Ala

Thr

Glu

val

Gln

Phe

val

Thr

Gly

His

val

Leu

Lys

48

Glu

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys
1200

His
1215

Leu
1230

Ala
1245

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

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Glu

val

Thr

val

Lys

Leu

Ala

val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

val



Gln

Ser

val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

val

Pro

Glu

Lys

Ala

val

Asn

Thr

Glu
1430

Leu
1445

Gly
1460

val
1475

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1595

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu

Ser

Ala

Ser

Glu

Lys

Phe

val

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Ser

Ile

Leu

Asn

val

Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

val

Ser

His

Leu

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Lys

Leu

Asp

Phe

Thr

Thr

val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

Gln

Leu
1435

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1495

Thr
1510

Leu
1525

Arg
1540
Ala

1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615
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Gln

Glu

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

Glu

Gly

Met

Thr

Lys

Lys

Asnh

Gln

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Ala

Thr

Asn

Pro

val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp
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Lys

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Lys
1440

Asp
1455

val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp

Asn

Gln

Thr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Asp

Asn

Arg

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Leu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Lys

Glu

Gln

Thr

Ile



Ser

Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

1655

val
1670

Asn
1685

Ile
1700

Pro
1715

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1790

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Pro
1865

Phe
1880

Glu

Gln

Ala

His

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

Ala

Leu

Ala

Thr

Met

Ser

Ala

val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Lys

Pro

val

Leu

val

Tyr

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Lys

Arg

Glu

Arg

val

Arg

Arg

Ala

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

1660

Glu
1675

Ser
1690

Arg
1705

Asn
1720

Phe
1735

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu
1885
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Asp

Phe

Leu

Arg

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

val

Leu

val

Thr

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

val

Thr

Lys

Asp

Lys

Asp

Gln

Phe

Asnh

Glu

Tyr

Gln

Lys

Asp

Leu

Cys

val

Ser

50

Ile

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

1665

Tyr
1680

Thr
1695

His
1755

Asn
1770

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1890

Asp

Arg

Met

Ser

Gly

Leu

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Glu

His

Ser

val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys
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Thr
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Thr

Asp

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu



Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Asp

Ala

Met

Ser

Met
1895

Pro
1910

Ile
1925

Ile
1940

Ser
1955

Glu
1970

Thr
1985

Cys
2000

Leu
2015

Gln
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Thr
2120

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

val

Leu

val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Arg

Phe

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Arg
1900

Asn
1915

Pro
1930

Leu
1945

Leu
1975

Pro
1990

His
2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2095

Lys
2110

val
2125
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Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Pro

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Cys

Phe

val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly
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Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile
1905

Ala
1920

Ala
1935

Asn
1950

val
1965

Pro
1980

Ile
1995

Met
2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

Gln
2100

Tyr
2115

val
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Gln

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Thr

Phe

Arg

Asp

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Gly

Ser

Gly

Gln

Lys

Phe

val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn

Ser



Gly

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

val

Gln

Ile
2135

Arg
2150

Glu
2165

Met
2180

Tyr
2195

Leu
2210

Asn
2225

val
2240

Met
2255

Gln
2270

Pro
2300

His
2315

Asp
2330
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<211> 2324
<212> PRT
<213> Canis familiaris
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Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Phe
2140

His
2155

Ile
2185

Phe
2200

Arg
2215

Leu
2230

Thr
2245

Phe
2260

Phe
2275

Phe
2290

Tyr
2305

Arg
2320
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Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Asn

Pro

Arg

Glu

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

val

Ile

val
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Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

val

His

Leu

Ile
2145

Ser
2160

Ser
2175

Ile
2190

Pro
2205

Arg
2220

Gln
2235

Ser
2250

Ser
2265

val
2280

Asn
2295

Pro
2310

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala



Ala

Met

Ser

Lys

Pro
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val

val

Ala

val

Asn

145

Ser

Leu

Leu

Trp

Glu

225

Thr

Thr

Gln

Arg

Thr

50

Arg

Tyr

Ser

Glu

Ile

130

Gly

His

Leu

Gln

His

Leu

val

Arg

Ser

val

35

val

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

Pro

val

val

Glu

195

Ser

His

Cys

Lys

Asp

20

Pro

Phe

Pro

Thr

His

100

Glu

Gly

Met

Asp

Cys

180

Phe

Glu

Thr

His

Tyr

Leu

Gly

val

Trp

val

85

Ala

Asp

Glu

Ala

Leu

165

Lys

val

Thr

Ile

Lys

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

70

val

val

Gln

Ser

Ser

150

val

Glu

Leu

Asn

Asn

230

Arg

Leu

Ser

Leu

Phe
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Gly

Ile

Gly

Thr

His

Asp

Lys

Gly

Leu

Ala

215

Gly

Ser
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Gly

Ala

Pro

40

Thr

Leu

val

val

Ser

120

Thr

Pro

Asp

Ser

Phe

200

Ser

Tyr

val

Ala

Leu

25

Leu

Asp

Leu

Leu

Ser

105

Gln

Tyr

Pro

Leu

Leu

185

Ala

Leu

val

Tyr

val

10

His

Thr

Asp

Gly

Lys

val

Cys

Asn

170

Ala

val

Thr

Asn
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Glu Leu

Ala Asp

Thr Ser

Leu Phe
60

Pro Thr
75

Asn Met

Trp Lys

Glu Lys

Trp Gln
140

Leu Thr
155

Ser Gly

Lys Glu

Phe Asp

Gln Ala
220

Arg Ser
235

His val

Ser

Thr

val

45

Asn

Ala

Ala

Glu

val

Tyr

Leu

Arg

Glu

205

Glu

Leu

Trp
Ser

30

Thr

Gln

Ser

Ser

110

Asp

Leu

Ser

Thr

190

Gly

Ala

Pro

Gly

Asp

15

Phe

Tyr

Ala

Ala

His

95

Glu

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

Gln

Gly

Met
255

Tyr

Ser

Arg

Lys

Glu

80

Pro

Gly

Asn

Glu

Phe

160

Ala

Thr

Ser

His

Leu

240

Gly



Thr

val

Leu

305

val

Asp

Ser

Ala

Glu

385

Tyr

Arg

Ile

Thr

Arg

Thr

290

His

Asp

Lys

Phe

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

450

Pro

Thr

Leu

Pro

Asn

275

Ala

Ile

Ser

Asp

Asp

355

Lys

Trp

Asn

Lys

Ala

435

val

Tyr

Gly

Pro

Glu

260

His

Gln

Pro

Cys

Tyr

340

Asp

Asp

Leu

val

420

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

val

Arg

Thr

Ser

Pro

325

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

405

Arg

Gln

Asp

Leu
485

Glu

Gln

Phe

His

310

Glu

Asp

Ser

Lys

Ala

390

Leu

Phe

Tyr

Thr

Tyr

470

Pro

Ile

Ser

Ala

Leu

295

Gln

Glu

Gly

Ser

Thr

375

Pro

Asn

val

Glu

Leu

455

Pro

Lys

Phe
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Ile

Ser

280

Met

His

Pro

Leu

Ser

360

Trp

Ser

Asn

Ala

Ser

440

Leu

His

Gly

Lys

Phe

265

Leu

Asp

Asp

Gln

Tyr

345

Pro

val

Gly

Gly

Tyr

425

Gly

Gly

val

Tyr

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

330

Asp

Phe

Pro
Pro
410

Thr

Ile

Ile

Lys

Lys
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Glu Gly
Ile Ser
Gly Gln

300

Met Glu
315

Arg Met
Ser Asp
Ile Gln
Tyr Ile

380
Thr Pro
395
Gln Arg
Asp Glu
Leu Gly
Phe Lys
Asn Tyr
475

His Leu

Trp Thr

His

Pro

285

Phe

Ala

Lys

Met

Ile

365

Ala

Asn

Ile

Thr

Pro

445

Asn

val

Lys

val

Thr

270

Ile

Leu

Tyr

Asn

Asp

350

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

430

Leu

Gln

Thr

Asp

Thr

Phe

Thr

Leu

val

Asn

335

val

Ser

Glu

Arg

Lys

Lys

Leu

Ala

Pro

Met

495

val

Leu

Phe

Phe

val

val

Ser

400

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

480

Pro



Asp

Ser

Leu

545

Met

Arg

Asp

His

Leu

625

Asp

val

Phe

Ser

705

Pro

Ser

Gly

Phe

530

Leu

Ser

Ser

val

Ser

610

His

Phe

Tyr

Met

Thr

Gln

Pro

515

Ile

Ile

Asp

Trp

val

595

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

675

Phe

Arg

Pro

Asn

500

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

Ser
740

Lys

Leu

Tyr

Pro

Gly

Ala

val

645

Thr

Glu

Asn

Leu
725

Arg

Ser

Glu

Asn

Thr

His

Tyr

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

Asp

710

Asn

His

Asp

Arg

Glu

val

Glu

Asp

val

615

Trp

Phe

Thr

Pro

Asp

Glu

Pro
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Pro
520

Asp

Ser

Asn

Pro

600

Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

Met

Tyr

Asn

Ser

505

Arg

Leu

val

Leu

Met

585

Glu

Asp

Gly

Phe

665

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr
745

Cys

Ala

Asp

Phe

570

Gln

Phe

Asn

Leu

Tyr

650

Pro

Trp

Ala

Glu

val

730

Lys

55

Leu

Ser

Gln

555

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

635

Thr

Phe

val

Leu

Glu

Thr

Arg

val

Phe

Leu

Gln

620

val

Phe

Ser

Leu

Leu

700

Thr

Lys

Lys

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

605

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

510

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

590

Asn

Ser

Ala

His

Glu

670

Cys

val

Glu

Arg

Leu
750

Tyr

Gly

Gln

Glu

575

Asn

Ile

val

Gln

Lys

Thr

His

Ser

Asp

Ser

735

Lys

Ser

Pro

Met

560

Asn

Ala

Met

Cys

Thr

640

Met

val

Asn

Ser

Ile

720

Phe

Ala
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Thr Thr Thr Pro Glu Asn Asp Ile Glu Lys ITe Asp Leu Gln Ser Gly
755 760 765

Glu Arg Thr GIn Leu Ile Lys Ala Gln Ser val Ser Ser Ser Asp Leu
770 775 780

Leu Met Leu Leu Gly GIn Asn Pro Thr Pro Arg Gly Leu Phe Leu Ser
785 790 795 800

Asp Leu Arg Glu Ala Thr Asp Arg Ala Asp Asp His Ser Arg Gly Ala
805 810 815

ITe Glu Arg Asn Lys Gly Pro Pro Glu val Ala Ser Leu Arg Pro Glu
820 825 830

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

Leu Arg Leu Asn Glu Asn Leu Gly Thr Asn Thr Thr val Glu Leu Lys
850 855 860

Lys Leu Asp Leu Lys Ile Ser Ser Ser Ser Asp Ser Leu Met Thr Ser
865 870 875 880

Pro Thr Ile Pro Ser Asp Lys Leu Ala Ala Ala Thr Glu Lys Thr Gly
885 890 895

Ser Leu Gly Pro Pro Asn Met Ser Vval His Phe Asn Ser His Leu Gly
900 905 910

Thr Ile val Phe Gly Asn Asn Ser Ser His Leu Ile GIn Ser Gly val
915 920 925

Pro Leu Glu Leu Ser Glu Glu Asp Asn Asp Ser Lys Leu Leu Glu Ala
930 935 940

Pro Leu Met Asn Ile Gln Glu Ser Ser Leu Arg Glu Asn val Leu Ser
945 950 955 960

Met Glu Ser Asn Arg Leu Phe Lys Glu Glu Arg Ile Arg Gly Pro Ala
965 970 975

Ser Leu Ile Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys val Asn Ile Ser Ser val
980 985 990

Lys Thr Asn Arg Ala Pro val Asn Leu Thr Thr Asn Arg Lys Thr Arg
995 1000 1005
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val

Gln

Ser

Leu

val

Ala

Asp

Arg

val

Glu

Asn

Asnh

Arg

Leu

Thr

Ala
1010

Asp
1025

Leu
1040

Glu
1070

Glu
1085

Trp
1100

Pro
1115

Lys
1130

Asp
1145

Asn
1160

Asp
1175

Lys
1190

Thr
1205

Ser
1220

Pro
1235

Ile

Ile

Ile

Leu

Met

Asn

Ile

Ser

Asp

Glu

Lys

Thr

Glu

Met

Thr

Pro

Met

His

Asn

Ala

Pro

Lys

Pro

Gln

Phe

Ser

Tyr

Lys

Ile

Lys

Leu

Thr

Leu

Asn

His

His

Asp

Thr

Lys

Asn

Thr

Asnh

Leu

Gly

Gln

Gln

Leu

Glu

Glu

val

Gln

Leu

His

Gln

Phe

Lys

Phe

Gln

Thr

Thr

Asn

Asp

Leu
1015

Arg
1030

Thr
1045

Ser
1060

Lys
1075

Ser
1090

Leu
1120

Leu
1135

Asp
1150

Phe
1165

Glu
1180

Gln
1195

Lys
1210

val
1225

Thr
1240
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Ile

Asnh

Phe

Asn

Lys

Ser

Lys

Thr

Ser

Thr

Ala

Lys

Glu

Asn

Ala

Arg

Glu

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

Asn

Ser

Glu

Glu

Asn

Lys

Asn

Phe

Gly

Ser

Asn

Glu

Asp

Thr

Asp

Lys

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

Ser

val

Leu

Leu

Leu
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Ser

Phe

Arg

Thr

Pro

Leu

Gly

Lys

Gln

Ala

Pro

Ala

Lys

Glu

Asn

Thr
1020

Asn
1050

Leu
1065

val
1080

Pro
1095

Ser
1110

Ser
1125

val
1140

Glu
1155

Asn
1170

Glu
1185

Leu
1200

Asn
1215

Glu
1230

Asp
1245

Ser

Glu

Thr

Ser

Pro

Phe

Ser

Glu

val

Ile

val

Glu

Pro

Leu

Gln

Ser

val

val

Thr

Lys

Leu

Leu

Glu

Lys

val

Phe

Gln

Ile

Gln

Phe

Pro

Pro

Trp

Thr

Asn

Arg

Pro

Gln

Ser

Gly

Pro

Leu

Tyr

His



Ser

Ala

Arg

val

Ser

Thr

Thr

Thr

Ser

His

Arg

Glu

Ile

Thr

Gln

Glu
1250

Asn
1265

Phe
1280

Ile
1295

Gln
1310

Ser
1325

Leu
1340

Gln
1355

Gln
1370

Pro
1385

Asn
1400

Glu
1415

Ala
1430

Thr
1445

Asn
1460

Pro

Gly

Leu

Pro

Thr

Gly

Thr

Thr

Ser

Met

Ser

Ser

Arg

Lys

Glu

Gln

Gly

Ile

Glu

Ser

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

val

Ser

Thr

Arg

Gly

Pro

Leu

His

Gly

Thr

Arg

Ile

Trp

Ile

Leu

Asp

Arg

His

Ser

Asn

Gln

Met

Ser

Met

Leu

Thr

Gly

Lys

Ser

Glu

Ser

Ser

His

Leu

Gly

Asn

Gly

Tyr

Glu

Ala
1255

Lys
1300

Phe
1315

Lys
1330

Tyr
1345

Asp
1360

Ala
1375

Thr
1390

Pro
1405

val
1420

Leu
1435

Lys
1450

Lys
1465

Thr
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Asn

Asn

Met

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Asp

Ala

Gln

Ser

Phe

Lys

Ser

Phe

Gln

Ser

Ser

Arg

Met

Glu

Ser

Pro

Leu

Ser

Glu

Leu

Ser

Leu

Asp

Ser

Thr

Ser

Leu

Lys

Asn

Lys

Met

val

Thr

Ala

Gly

Ala

Ser

Glu

Lys
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Lys

Asn

Asn

Lys

val

Tyr

Glu

Arg

Ala

Lys

Cys

Ser

Phe

Leu

Asn

val

Ile
1260

Gln
1275

Ala
1290

Gln
1305

Ile
1320

Leu
1335

Lys
1350

Asn
1365

Lys
1380

Ile
1395

Asn
1410

His
1425

val
1440

Gly
1455

Thr
1470

Glu

Arg

Met

Ser

Pro

Ala

Ala

Arg

His

Glu

Pro

Tyr

Phe

Thr

Lys

val

Leu

Glu

val

Gln

Arg

Asn

Gln

Ala

val

Ser

Ser

Thr

Leu

Leu

Ser

Leu

Leu

Glu

His

Leu

Asp

Gly

Ile

Thr

Phe

Gly

Ala

Leu

Ser



Gln

Asn

Gln

Gly

Asp

Gln

Gly

Gln

Pro

Gln

Phe

Phe

Gln

Trp

1475

val
1490

Asp
1505
Lys

1520

Lys
1535

Pro
1550

Thr
1565

Thr
1580

Pro
1595

Asp
1610

Arg
1640

Glu
1655

Asp
1670
Lys

1685

Asp
1700

His

Ser

Thr

val

Ser

Gln

Asn

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

Tyr

val

Pro

Gln

Pro

Lys

Ile

Thr

Glu

Pro

Leu

Ile

Asp

Tyr

Thr

Gly

Asp

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Asn

Gln

Cys

Thr

Asp

Gly

Arg

Met

Gln

His

Pro

Leu

Leu

Ser

Phe

Asn

Arg

Ser

val

Thr

Asp

His

Ser

1480

Glu
1495

Leu
1510

val
1525

Lys
1540

Glu
1570

Lys
1585

Asp
1600

Glu
1615

Gln
1630

Thr
1645

Phe
1660

Tyr
1675

Tyr
1690

Arg
1705
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Asp

Asp

Lys

Trp

val

Glu

Arg

Ser

Ala

Asn

Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Ser

Leu

Met

Ala

Leu

Trp

Lys

Thr

Met

Pro

Leu
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Asn

Ile

Pro

Phe

Met

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Gln

Ala

His
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Pro

Gly

Lys

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

val

Pro

Met

Gly

Ala

Ile

1485

Thr
1500

Lys
1515

Thr
1530

Ser
1545

Asp
1560

Gln
1575

Ile
1590

Ile
1605

Lys
1620

Ser
1635

Glu
1650

Lys
1665

Leu
1680

val
1695

Leu
1710

Lys

Ile

Asn

Ser

Asn

Lys

Leu

Asn

Gln

Lys

Glu

Arg

Arg

Glu

Arg

Thr

Phe

Ser

Glu

His

Lys

Pro

Glu

Gly

His

Asp

Glu

Ser

Arg

Asn

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Glu

His

Lys

Asp

Phe

Leu

Arg



Ala

Glu

Leu

val

Pro

Gly

Thr

Lys

Asp

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

Gln
1715

Phe
1730

Asn
1745

Glu
1760

Tyr
1775

Gln
1790

Lys
1805

Asp
1820

Leu
1835

Cys
1850

val
1865

Ser
1880

Cys
1895

Phe
1910

val
1925

Gly
1940

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Glu

Glu

Arg

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Gly

Asp

His

Asn

Phe

Ala

Tyr

Phe

Lys

Ser

Glu

Tyr

val

Ala

Ala

Asn

Asp

Gly

Leu

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

val

Ser

Gly

val

Ser

Pro

Trp

Cys

val

Thr

Ala

Thr

Lys

Asn

Asp

Asn

Gln
1720

Phe
1735

Leu
1750

val
1765

Ser
1780

Arg
1795

Lys
1810

Lys
1825

His
1840

Leu
1855

Leu
1870

Glu
1885

Glu
1900

Gly
1915

Gln
1930

Ile
1945
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Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Arg

val

Ala

Ser

Asn

val

Asnh

Asp

Tyr

Lys

Phe

Gln

Gly

Phe

Lys

Gln

Trp

Gly

Pro

Phe

Leu

Pro

val

val

Ser

Lys

Pro

Pro

Lys

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Lys

Arg
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Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Arg

Leu

Asp

Trp

His

val
1725

Tyr
1740

Ile
1755

Gln
1770

Asp
1785

Asn
1800

Met
1815

Phe
1830

Phe
1875

Asn
1890

Lys
1905

Thr
1920

Tyr
1935

Phe
1950

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Phe

Gly

Ala

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Leu

Gln

Glu

Arg

Asn

Pro

Leu

Gly

Gln

Glu

Glu

Arg

Thr

val

Leu

val

Thr

Ala

Phe

Gly

Ser



val

Asn

Gln

Gln

Gln

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Phe
1955

Leu
1970

val
1985

Ala
2000

Thr
2015

Thr
2030

Leu
2045

Phe
2060

val
2090

His
2105

Pro
2135

Ile
2150

Ser
2165

Ala
2180

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ser

Ser

Asn

Arg

Cys

Gln

val

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyr

Trp

Met

Gln

Tyr

val

Ile

Ser

Ser

Ile

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Gln

Leu

Pro

Ala

Lys
1960

Phe
1975

Ile
1990

Leu
2005

Ala
2020

Tyr
2035

Ser
2050

val
2065

Ile
2095

Asn
2110

Ser
2125

Tyr
2140

Arg
2155

Leu
2170

Ser
2185
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Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Met

Gly

Ser

Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

Asn

Leu

Arg

Tyr

Thr

Ile

Arg

Glu

Met

Tyr

Tyr

val

Leu

val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Leu
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Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

Leu

Ser

Ser

Met
1965

Met
1980

Ser
2010

Arg
2025

Pro
2040

Ser
2055

Pro
2070

Phe
2085

Leu
2115

Asn
2130

Pro
2145

Lys
2175

Ser

12190

Ala

Leu

Glu

Lys

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

val

Pro

His

Lys

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

Asn

val

Phe

His

Asp

Ile

Leu

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Phe

Ser

Ala
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Thr Trp Ser Pro Ser Gln Ala Arg Leu His Leu
2195 2200

Asn Ala Trp Arg Pro Gln Ala Asn Asn Pro Lys
2210 2215

val Asp Phe Arg Lys Thr Met Lys val Thr Gly
2225 2230

Gly val Lys Ser Leu Leu Ile Ser Met Tyr val
2240 2245

Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Asn Trp Thr
2255 2260

Asn Gly Lys val Lys val Phe Gln Gly Ash Arg
2270 2275

Pro val Arg Asnh Arg Leu Glu Pro Pro Leu Vval
2285 2290

Arg Leu His Pro Gln Ser Trp Ala His His Ile
2300 2305

Glu val Leu Gly Cys Asp Thr Gln Gln Pro Ala
2315 2320

<210> 10

<211> 27

<212> PRT
<213> Sus scrofa

<400> 10

Gln
2205

Glu
2220

Ile
2235

Lys
2250

Leu
2265

Asp
2280

Ala
2295

Ala
2310

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Arg

Leu

Thr

Phe

Leu

Ser

Tyr

Arg

Thr

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

val

Leu

Asp Ile Gly Asp Tyr Tyr Asp Asn Thr Tyr Glu Asp Ile Pro Gly Phe
1 5 10 15

Leu Leu Ser Gly Lys Asn Vval Ile Glu Pro Arg
20 25

<210> 11

<211> 27

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Asn Thr Gly Asp Tyr Tyr Glu Asp Ser Tyr Glu Asp Ile Ser Ala Tyr
15

1 5 10
Leu Leu Ser Lys Ash Ash Ala Ile Glu Pro Arg
20 25

<210> 12

<211> 27

<212> PRT

<213> Canis familiaris

<400> 12
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Asn Ile Asp Asp Tyr Tyr Glu Asp Thr Tyr Glu Asp Ile Pro Thr Pro
1 5 10 15

Leu Leu Asn Glu Asn Asn val Ile Lys Pro Arg
20 25
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REIVINDICACIONES

Variante del factor VIII (FVIII) aislada y recombinante, con el dominio B total o parcialmente delecionado,
comprendiendo la variante de FVIIl una secuencia que es al menos el 90 % idéntica a SEQ ID NO. 1;y
estando desprovista de una secuencia de aminoacidos correspondiente a los aminoacidos 716 a 742 del
factor VIII porcino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 7.
Variante de FVIII segun la reivindicacion 1, que comprende una secuencia que es al menos el 95 %, al
menos el 96 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 %, al menos el 99,5 %, al menos el
99,6 %, al menos el 99,7 %, al menos el 99,8 % o al menos el 99,9 % idéntica a SEQ ID NO: 1, estando
desprovista la variante de la secuencia de aminoacidos correspondiente a los aminoacidos 716 a 742 del
factor VIII porcino tal como se representa en la figura 2 o los aminoacidos 714 a 740 de SEQ ID NO: 7.
Variante de FVIII segun la reivindicacion 2, en la que dicha variante es SEQ ID NO: 1.

Variante de FVIII segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la variante de FVIII tiene el
dominio B parcialmente delecionado y la porcion restante del dominio B es SEQ ID NO: 4.

Polinucledtido que codifica un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.
Vector de expresion que comprende un polinucleétido segun la reivindicacion 5.

Célula de mamifero que comprende un vector de expresion segun la reivindicacion 6.
Método para producir una variante de FVIII, que comprende las etapas de:

a. cultivar una célula de mamifero segun la reivindicacion 7;

b. aislar de la célula de mamifero la variante de FVIII; y, opcionalmente,

c. formular la variante del factor VIl junto con excipientes apropiados para dar una composicion
farmacéutica.

Composicion farmacéutica que comprende una variante del factor VIII segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

Variante de FVIII segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en medicina.

Variante de FVIII segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento de
hemofilia.

Variante de FVIII para su uso segun la reivindicaciéon 11, en la que la hemofilia es hemofilia A o hemofilia
adquirida, en la que la hemofilia se trata opcionalmente en pacientes que han desarrollado anticuerpos
contra FVIII humano.

Variante de FVIII para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en la que la variante del
factor VIl se administra en una cantidad de no mas de 200 pg/dosis o 150 pg/dosis o 140 ug/dosis.
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HUMEVIII
P1GEVLILL
MURI'VIII
CANFVITII

HUMEVITI
PIGEVIII
MURFVIII
CANEVIII

HUMEFVIII
PIGEVIII
MURFVIII
CANFVIII

HUMEVLILL
PIGI'VIII
MURFVIII
CANFVITII

HUMEVIII
PIGEFVIII
MUREVIII
CANFVITII

HUMEVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVITII

IIUMI'VIII
PIGFVIII
MURFVIII
CANFVITII

HUMEVIII
PIGFVIII
MURFVIII
CANFVITII

HUMEVIII
PIGEFVIII
MURFVIII
CANFVITII

HUMEVIII
PIGEVIII
MURFVIII
CANEVIII

1

ATRRYYLGAV
ALRRYYILGAV
ATIRRYYLGAV
ATRKYYLGAV

51

LEVEFTDHLE
VEVEFTDQLE
VEVEYKDQLE
VEVEFTDDLE

101

AVGVSYWKAS
AVGVSEFWKSS
AVGVSYWKAS
AVGVSYWKAS

151

DPLCLIYSYL
DPPCLTYSYL
DPPCLTYSYM
DPPCLTYSYFE

201

AVEDEGKSWH
AVEFDEGKSWH
AVFDEGKSWH
AVEDEGKSWH

251

RKSVYWHVIG
KKSVYWHVIG
RKSVYWHVIG
KRSVYWHVIG

301

LMDLGQI'LLI"
LMDLGQFLLF
LIDLGQFLLFE
LMDLGQFLLFE

351

DLTDSEMDVV
NLYDSDMDVV
DLY . SEMDME
GLYDSDMDVV

401

VLAPDDRSYK
VPSPSDRSYK
VPTSDNGSYK
GPTPNDRSHK

451

LGPLLYGEVG
LGPLLYGEVG
LGPLLYGEVG
LGPLLYGEVG

501
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ELSWDYMQSD
ELSWDYRQSE
CLSWNYIQSD
ELSWDYMQSD

NIAKPRPPWM
SVARPRPPWM
NINKPRPPWM
NIAKPRPPWM

EGAEYDDQTS
EGAEYEDHTS
EGDEYEDQTS
EGAEYEDQTS

SHVDLVKDLN
SIIVDLVKDLN
SHVDLVKDLN
SHVDLVKDLN

SETKNSLMQD
SARNDSWTRA
SETNDSYTQS
SETNASLTQ.

MGTTPEVHST
MGTSPEVHSTI
MGTTPEIHST
MGTTPEVHST

CIITSSIIQIIDG
CHISSHHHGG
CHISSHKHDG
CHIPSHQHDG

REFDDDNSPSFE
RLDGDDVSPF
TLDYD.SSPF
SEFDDDSSSPFE

SOYLNNGPQR
SLYLNSGPQR
SQOYLSNGPHR
NLYLNNGPQOR

DTLLIIFKNQ
DTLLIIFKNK
DTLLIIFKNQ
DTLLIIFKNQ

.LGELPVDAR
LLRELHVDIR
LLSVLIITDSR
LLSALHADTS

GLLGPTIQAE
GLLGPTIQAE
GLLGPTIWTE
GLLGPTIQAE

OREKEDDKVE
QOREKEDDKVL
OMEKEDDKVE
QKEKEDDNVI

SGLIGALLVC
SGLIGALLVC
SGLIGALLVC
SGLIGALLVC

RDAASARAWP
MD>APARAQP
MDSASARDWP

FLEGHTEFLVR
FLEGHTFLVR
FLEGHTEFEVR
FLEGHTEFLVR

MEAYVEVDSC
MEAHVRVESC
MEAYVEKVDSC
MEAYVEVDSC

IQIRSVAKKH
IOIRSVAKKH
IQIRSVAKKY
IQIRSVAKKH

IGRKYKKVRE
IGRKYKKARE
IGRKYKKVRE
IGKKYKKVRE

ASRPYNIYPH
ASRPYNIYPH
ASRPYNIYPH
ASRPYNIYPH

Fig. 2a
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FPPRVPKSFEP
FPATAPGALP
I'LPRMSTSI'P
FSSRVPGSLP

VYDTVVITLK
VYDTVVVTLK
VHDTVVITLK
VYDTVVIVLK

PGGSHTYVWO
PGKSQTYVWQ
PGESHTYVWQ
PGESHTYVWQ

REGSLAKEK'T
REGSLTRERT
KEGSLSKERT
KEGSLAKERT

KMHTVNGYVN
AMHTVNGYVN
KMHTVNGYVN
ELHTINGYVN

NHRQASLEIS
HHRQASLEIS
NHRQASLEIS
NHRQASLEIS

PEEPOLRMK.
AEEPQLRRK.
PEESOWOKKN
PEEPQLRMK.

PKTWVHYIAA
PKTWVHYISA
PKTWIHYISA
PKTWVHYIAA

MAYTDETEKT
VAYTDVTEKT
IAYTDETEKT
VAYTDETEKT

GITDVRPLYS
GITDVSALHP
GITDVSPLHA
GINYVTPLHT

50
FNTSVVYKKT
LGPSVLYKK'!
I'NTSIMYKKT
LTTSVIYRKT

100
NMASHPVSLH
NMASHPVSLH
NMASHPVSLH
NMASHPVSLH

150
VLKENGPMAS
VLKENGPTAS
VLKENGPMAS
VLKENGPMAS

200
QULHKELLLE
ONLIEIVLLT
OMLYQOFVLLF
OTLOEFVLLF

250
RSLPGLIGCH
RSLPGLIGCH
RSLPGLIGCH
RSLPGLTVCH

300
PITFLTAQTL
PLTEFLTAQTE
PITFLTAQTL
PITEFLTAQTE

350
NNEEALEDYDD
ADEE .EDYDD
NNEEMEDYDD
NNED.KDYDD

400
EEEDWDYAPL
EEEDWDYAPA
EEEDWDYAPS
EEEDWDYAPS

450
REAIQHESGI
RKAIPYESGI
RETIQHESGL
REAIQYESGI

500
RRLPKGVKHL
GRLLKGWKHL
RRLPRGIKHV
GRLPKGVKHL

550



HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

KDFPILPGET
KDMPILPGET
KDLPIHPGET
KDMPILPGET

551

GPLLICYKES
GPLLICYKES
GPLLICYKES
GPLLICYKES

601

AGVQLEDPEF
DGLOPODPEF
AKTQPODPGF
DVVQPHDPEF

651

LSVEFSGYTFE
LSVEFSGYTFE
LSIFFSGYTFE
LSVEFSGYTFE

701

NRGMTALLKV
NRGMTALLKV
KRGMTALLKV
NRGMTALLKV

751
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FKYKWTVTVE
FKYKWTVTVE
FKYKWTVTVE
FKYKWTVTVE

VDORGNQIMS
VDORGNOMMS
VDORGNOMMS
VDORGNOMMS

QASNIMHSIN
QASNIMHSIN
QASNIMHSIN
QLSNIMHSIN

KHKMVYEDTL
KHKMVYEDTL
KHKMVYEDTL
KHKMVYEDTL

SSCDKNTGDY YEDSYEDISA YLLSKNNAIE PR
YSCDRDIGDY YDNTYEDIPG FLLSGKNVIE PR

SSCDKSTSDY YEEIYEDIPT QLVNENNVID P
SSCNRNIDDY YEDTYEDIPT PLLNENNVIK PR

TTIPENDIEK

DGPTKSDPRC
DGPTKSDPRC
DGPTKSDPRC
DGPTKSDPRC

DKRNVILESV
DKRNVILESV
DKRNVILFEFSI
DKRNVILESV

GYVFDSLQLS
GYVFDSLQLS
GYVFDSLELT
GYVFDNLQLS

TLEPEFSGETV
TLEPEFSGETV
TLEPEFSGETV
TLEPEFSGETV

TDPWEAHRTP

LTRYYSSEVN
LTRYYSSSIN
LTRYYSSEIN
LTRYYSSEIN

FDENRSWYLT
FDENQSWYLA
FDENQSWYIT
FDENRSWYLT

VCLHEVAYWY
VCLHEVAYWY
VCLHEVAYWH
VCLHEVAYWY

FMSMENPGLW
FMSMENPGLW
FMSMENPGLW
FMSMENPGLW

MPKIQNVSSS

MERDLASGLI
LEKDLASGLI
PERDLASGLTI
LERDLASGLI

600
ENIQRFLPNP
ENIQRFLPNP
ENMORFLPNA
ENMORFLPNA

650
ILSIGAQTDF
ILSVGAQTDF
ILSVGAQTDF
ILSVGAQTDF

700
ILGCHNSDFR
VLGCHNSDLR
VLGCHNSDFR
VLGCHNSDFR

750

800
DLLMLLROS.

ITSPEDDVE.

LDPOSGERTOQ

ALEELSVPSG

DGSMLLGON.

STIPKNDMEK

TIEPQFEETAE

MLKVQSVSVS

DMLMLLGOSH

TTTPENDIEK

IDLOSGERTOQ

LIKAQSVSSS

DLLMLLGON.

801
PTPHGLSLSD

LOEAKYETFES

DDPSPGAIDS

NNSLSEMTHE

850
RPOLHHSGDM

PAPHGSSSSD

LOEARNE. .A

DDYLPGARER

NTAPSAAARL

RPELHHSAER

PTPHGLFLSD

GOEAIYEATH

DDHSPNAIDS

NEGPSKVTQL

RPESHHSEKI

PTPRGLFLSD

LREA. .TDRA

DDHSRGAIER

NKGPPEVASL

RPELRHSEDR

851
VETPESGLOL

RLNEKLGTTA

ATELKKLDI'K

VSSTSNNLI.

900
.STIPSDNLA

VLTPEPE. ..

.KELKKLDSK

MSSSSDLLKT

SPTIPSDTLS

VETPOQPGLOL

RSNKSLETTI

EVKWKKLGLO

VSSLPSNLMT

. TTILSDNLK

EFTPEPELQL

RLNENLGTNT

TVELKKLDLK

ISSSSDSLMT

SPTIPSDKLA

901
AGTDNTSSLG

PPSMPVHYDS

QLDTTLEGKK

SSPLTESGGP

950
LSLSEENNDS

AETERTHSLG

PPHPOVNERS

QLGAIVLGKN

SSHEIGAGVP

LGSTEED. . .

ATFEKTDSSG

FPDMPVHSSS

KLSTTAFGKK

AYSLVGSHVP

LNASEENSDS

AATEKTGSLG

PPNMSVHENS

HLGTIVEGNN

SSHLIQSGVP

LELSEEDNDS

951
KLLESGLMNS

QESSWGKNVS

STESGRLFKG

KRAHGPALLT

1000
KDNALFKVSI

HESSLGENVS

PVESDGIFEK

ERAHGPASLT

KDDVLEKVNI

NILDSTLMYS

QESLPRDNIL

SIENDRLLRE

KREFHGIALLT

KDNTLEKDNV

KLLEAPLMNI

QESSLRENVL

SMESNRLEKE

ERIRGPASLI

KDNALEFKVNI

Fig. 2b
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HUMEVIII
PIGFVIII
MUREFVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEVIII
PIGFVIII
MURFVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEVIII
PIGFVIII
MURFVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGEFVIII
MUREVIII
CANI'VIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

HUMEFVIII
PIGFVIII
MUREVIII
CANFVIII

1001
SLLKTNKTSN
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NSATNRKTHI

DGPSLLIENS

PSVWONI.LE

1050
SDTEFKKVTP

SLVKTNKARV

YLKTNRKIHI

DDAALLTENR

SLMKTNKTYN

HSTTNEKLHT

ESPT.SIENS

TTDLODAILK

VNSEIQEVTA

SSVKTNRAPV

NLTTNRKTRV

ATIPTLLIENS

TSVWQDIMLE

RNTEFKEVTS

1051
LIHDRMLMDK

NATALRLNHM

SNKTTSSKNM

EMVOOKKEGP

1100
IPPDAQNPDM

NTTASGLNHV

LIHDGTLLGK

NSTYLRLNHM

LNRTTSTKNK

DIFHRKDEDP

IPODEENTIM

LIHNETEMDR

NTTALGLNHV

SNKTTLSKNV

EMAHQKKEDP

VPLRAENPDL

1101
SFFKMLFEFLPE

SARWIQRTHG

KNSLNSGQGP

SPKQLVSLGP

1150
EKSVEGONE'L

. . .WIKGPLG

KNPLSSERGP

SPELLTSSGS

GKSVKGQOSSG

PEFSKMLFEFLSE

SSNWEKKTNG

NNSLNSEQEH

SPKOLVYLMFE

KKYVKNQSE'L

SSSKIPEFLPD

WI....KTHG

KNSLSSEQRP

SPKQLTSLGS

EKSVKDONE'L

1151
SEKNKVVVGK

GEFTKDVGLK

EMVEFPSSRNL

FLTNLDNLHE

1200
NNTHNQEKKI

QGRIRVAVEE

EELSKG...K

EMMLPNSELT

FLTNSADVQG

NDTHSQGKKS

SEKNKVIVEQ

DGFTKNIGLK

DMAFPHNMS I

FLTTLSNVHE

NGRHNQEKNI

SE.EKVVVGE

DEFTKDTELQ

E.IFPNNKST

FEFANLANVQE

NDTYNQEKKS

1201
QEEIEKKETL

IQENVVLPQOI

HTVTGTKNEM

KNLFLLSTRO

1250
NVEGSYDGAY

REEMERREKL

VOEKVDLPQOV

YTATGTKNEL

RNIFHQSTEP

SVEGFDGGSH

QEEIE.KEAL

IEEKVVLPQV

HEATGSKNEL

KDILILGTRQ

NISLYE..VH

PEEIERKEKL

TQENVALPOQA

HTMIGTEKENEL

KNLELLSTKQ
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