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DESCRIPCION

Un proceso para la concentracion de un polipéptido.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para concentrar una composicion que comprende una alfa-manosidasa,
como se define en las reivindicaciones. También se divulga en el presente documento el uso de una composicion que
comprende un polipéptido concentrado de interés como medicamento para inyeccion subcutanea y una composicion
que comprende al menos 10 mg/ml de polipéptido de interés que no forma parte de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Algunos polipéptidos son utiles como medicamento para la prevencion y/o tratamiento de ciertas enfermedades. La
capacidad de inyectar un medicamento por via subcutanea es una ventaja, ya que facilita a los pacientes administrarse
el medicamento a si mismos.

Como existen restricciones fisioldgicas sobre el volumen que es posible inyectar por via subcutanea, es por lo tanto
una ventaja para los medicamentos que deben administrarse por via subcutanea, el que estén disponibles en una alta
concentracion para garantizar que el paciente reciba una cantidad adecuada del medicamento y/o para evitar multiples
inyecciones subcutaneas.

El documento WO 99/37325 divulga métodos para tratar y prevenir enfermedades causadas por ausencia o deficiencia
de la actividad de enzimas que pertenecen a la ruta biosintética del grupo hemo. El documento WO 03/002731 describe
un proceso para la purificacion de porfobilinégeno desaminasa recombinante a escala industrial y para el uso del
producto purificado para la preparacion de un medicamento. De manera similar, los documentos WO 02/099092 y WO
2005/094874 proporcionan alfa-manosidasa lisosomica y uso terapéutico de la misma. Finalmente, el documento WO
2005/073367 proporciona un proceso para la purificacion de aril sulfatasa A y el uso de la enzima en el tratamiento de
la leucodistrofia metacromatica.

La presente invencion se refiere a un método para concentrar un polipéptido de interés y al uso de una composicion
que comprende un polipéptido concentrado de interés para la fabricacion de un medicamento para inyeccion
subcutanea en mamiferos.

Resumen de la invencion

La presente invencién esta definida por las reivindicaciones. Aqui se describe un método para concentrar una
composicion que comprende un polipéptido de interés que comprende:

a) Centrifugacion y/o filtracion de una composicion que comprende un polipéptido de interés
b) Concentrar el sobrenadante o retenido, respectivamente, obtenido de la etapa a).
En otro aspecto, se describe una composicién que comprende al menos 10 mg/ml de polipéptido de interés.

En otro aspecto mas, se describe el uso de una composiciéon que comprende un polipéptido de 75-250 mg/ml de
interés para la fabricacion de un medicamento para inyeccion subcutanea en un mamifero.

En otro aspecto mas, se describe un método para tratar un mamifero para la porfiria intermitente aguda que comprende
inyectar por via subcutdnea una composicion de 500-300 mg/ml de PGBD.

En otro aspecto mas, se describe un método para tratar un mamifero para la leucodistrofia metacromatica que
comprende la inyeccidn subcutanea de una composicién de 50-300 mg/ml de aril sulfatasa A.

En otro aspecto mas, se describe un método para tratar un mamifero para la alfa-manosidosis del trastorno de
almacenamiento lisosémico que comprende la inyeccion subcutanea de una composicion de 50-300 mg/ml de alfa-
manosidasa lisosémica.

En otro aspecto mas, se describe un método para tratar un mamifero para la enfermedad de Krabbe que comprende
la inyeccion subcutanea de una composicion de 50-300 mg/ml de galactosilcerebrosidasa.

Definiciones
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Para los propdsitos de la presente invencion, las alineaciones de secuencias y el calculo de los puntajes de homologia
se pueden hacer usando una alineacion Smith-Waterman completa, util tanto para alineaciones de proteinas como de
ADN. Las matrices de puntuacion predeterminadas BLOSUMS0 y la matriz de identidad se utilizan para alineamientos
de proteinas y ADN respectivamente. La penalizacién por el primer residuo en un intervalo es -12 para proteinas y -
16 para ADN, mientras que la penalizacion por residuos adicionales en un intervalo es -2 para proteinas y -4 para
ADN.

La alineacién se puede hacer con el paquete FASTA version v20u6 (W.R. Pearson and D.J. Lipman (1988), "Improved
Tools for Biological Sequence Analysis", PNAS 85: 2444-2448, y W.R. Pearson (1990) "Rapid and Sensitive Sequence
Comparison with FASTP and FASTA", Methods in Enzymology, 183: 63-98). Se pueden hacer multiples alineamientos
de secuencias de proteinas usando "ClustalW" (Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, TJ. (1994) CLUSTAL W:
improving the sensitivity de progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, positions-specific
gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, 22: 4673-4680). La alineacion multiple de secuencias
de ADN se puede hacer usando la alineacion de proteinas como plantilla, reemplazando los aminoacidos con el codén
correspondiente de la secuencia de ADN.

En el contexto de la presente invencion, el término "E.C." (Clase de enzima) se refiere al sistema de clasificacion de
enzimas reconocido internacionalmente, Recommendations de the Nomenclature Committee de the International
Union de Biochemistry and Molecular Biology, Academic Press, Inc.

El término "origen" usado en el contexto de secuencias de aminoacidos, por ejemplo, las proteinas o secuencias de
acidos nucleicos deben entenderse como el organismo del que deriva. Dicha secuencia puede ser expresada por otro
organismo utilizando métodos de tecnologia genética bien conocidos por un experto en la materia. Esto también
abarca secuencias que se han sintetizado quimicamente. Ademas, dichas secuencias pueden comprender cambios
menores tales como la optimizacion de codones, es decir, cambios en las secuencias de acidos nucleicos que no
afectan la secuencia de aminoacidos.

Descripcion detallada de la invencion
Polipéptido de interés

El polipéptido de la presente invencién es la alfa-manosidasa. También se describe en el presente documento, pero
sin formar parte de la invencién, una hormona o variante hormonal, una enzima, un receptor o una porcién del mismo,
un anticuerpo o una porcion del mismo, un alérgeno o un informador. El polipéptido puede ser en particular una enzima
seleccionada de uno de los seis grupos enzimaticos principales, como una oxidorreductasa (E.C. 1), una transferasa
(E.C. 2), una hidrolasa (E.C. 3), una liasa (E.C. 4), una isomerasa (E.C. 5), o una ligasa (E.C. 6). En un aspecto mas
particular, el polipéptido puede ser una aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, celulasa,
celobiohidrolasa, quitinasa, cutinasa, ciclodextrina glicosiltransferasa, desoxirribonucleasa, endoglucanasa, esterasa,
alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, invertasa, lacasa, lipasa,
manosidasa, mutanasa, oxidasa, enzima pectinolitica, peroxidasa, fosfolipasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima
proteolitica, ribonucleasa, transglutaminasa, xilanasa o beta-xilosidasa. El polipéptido de interés puede ser en
particular un polipéptido que es util como medicamento.

Un ejemplo de un polipéptido de interés adecuado es la alfa-manosidasa.

En principio, un polipéptido de interés derivable de cualquier fuente puede tratarse segun los métodos de la presente
invencion.

En una realizacién particular, el polipéptido de interés puede ser de origen humano. Especialmente en el contexto del
uso de un polipéptido de interés para la fabricacion de un medicamento que se administrara a humanos, el polipéptido
puede ser de origen humano ya que esto puede minimizar el riesgo de reacciones alérgicas no deseadas. Variaciones
naturales del polipéptido humano debido a, por ejemplo, polimorfismos, se incluyen en el contexto de la presente
invencion en el término "origen humano".

El polipéptido de interés puede producirse en particular como una proteina recombinante, es decir, una secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido de interés puede introducirse en una célula para la expresién del polipéptido de
interés. La expresion recombinante puede ser homologa o heterdloga, es decir, el polipéptido de interés puede
expresarse en una célula que se expresa naturalmente por (expresion homoéloga) o puede expresarse por una célula
que no se expresa naturalmente (expresion heterdloga).
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El polipéptido recombinante de interés puede ser expresado por cualquier célula adecuada para la produccion
recombinante del polipéptido particular de interés. Ejemplos de células adecuadas incluyen, pero sin limitacion, células
procariotas, tales como una célula de E. coli o una célula de Bacillus. Ejemplos de células eucariotas adecuadas
incluyen, pero sin limitacion, una célula de levadura o una célula de mamifero tal como un ovario de hamster chino
(CHO). Alternativamente, puede ser una célula humana.

Las células huésped adecuadas para la expresién del polipéptido glicosilado se derivan de organismos multicelulares.
Ejemplos de células de invertebrados incluyen células de plantas e insectos. Sin embargo, la célula huésped también
puede ser una célula vertebrada, y la propagacion de células vertebradas en cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido
en un procedimiento de rutina.

El término "polipéptido recombinante" o "polipéptido recombinante de interés" denota aqui un polipéptido producido
recombinante.

La referencia a un polipéptido de interés particular incluye en el contexto de la presente invencion también partes o
analogos funcionalmente equivalentes del polipéptido de interés. Por ejemplo, si el polipéptido de interés es una
enzima, una parte funcionalmente equivalente de la enzima podria ser un dominio o subsecuencia de la enzima que
incluye el sitio catalitico necesario para permitir que el dominio o subsecuencia ejerza sustancialmente la misma
actividad enzimatica que la enzima de longitud completa o, alternativamente, un gen que codifica el catalizador. El
término "sustancialmente la misma actividad enzimatica" se refiere a una parte equivalente o analogo que tiene al
menos 70%, mas preferiblemente al menos 75%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos
85%, mas preferiblemente al menos 90%, mas preferiblemente al menos 95% y lo mas preferiblemente al menos 97%,
al menos 98% o al menos 99% de la actividad de la enzima natural. Un ejemplo de un analogo enzimaticamente
equivalente de la enzima podria ser una proteina de fusién que incluye el sitio catalitico de la enzima en una forma
funcional, pero también puede ser una variante homoéloga de la enzima derivada de otra especie. Ademas, las
moléculas completamente sintéticas que imitan la actividad enzimatica especifica de la enzima relevante también
constituirian "analogos enzimaticos equivalentes”. En general, la persona experta podra idear facilmente ensayos
apropiados para la determinacion de la actividad enzimatica. Sin embargo, para PBGD, se describe un ensayo
adecuado en el documento WO 03/002731, en el ejemplo 2, asi como en las secciones experimentales de las
presentes solicitudes. La arilsulfatasa A, ademas de sus sustratos naturales, también puede catalizar la hidrdlisis del
sustrato sintético y cromogeénico, el sulfato de para-nitrocatecol (pNCS). El producto, para-nitrocatecol (pNC), absorbe
la luz a 515 nm. Un ensayo para la determinacién de la actividad de la arilsulfatasa A se describe en detalle en el
documento WO 2005/073367 y en Fluharty et al. 1978, Meth. Enzymol 50: 537-47. Para LAMAN, se describe un
ensayo de actividad enzimatica apropiado en el documento WO 02/099092.

Porfobilinégeno desaminasa

En una realizacion, el polipéptido de interés puede ser la porfobilindgeno desaminasa, (también conocido como
porfobilinégeno amoniaco-liasa (polimerizante)), E.C. 4.3.1.8. (Waldenstrom 1937, J. Acta. Med. Scand. Supl. 8). La
porfobilinégeno desaminasa es la tercera enzima en la ruta biosintética del grupo hemo. E.C. 4.3.1.8 se ha transferido
a E.C. 2.5.1.61, por lo que la porfobilindgeno desaminasa (PBGD) ahora se situa bajo este niumero de E.C.

La porfobilindgeno desaminasa cataliza la reaccion de 4 porfobilinégeno + H20 = hidroximetilbilano + 4 NHs.

ElI PBDG es importante en relacion con la porfiria intermitente aguda (AIP), que es un trastorno autosémico dominante
en el hombre causado por un defecto (reduccion del 50% de la actividad) de PBDG (ver WO01/07065 para més detalles
en relacion con esto).

La porfobilinégeno desaminasa se conoce en resumen como PBGD vy, en el contexto de la presente invencion, estos
dos términos pueden usarse deforma intercambiable entre si.

Para la expresién recombinante de PBGD, una célula huésped puede ser en particular una célula de levadura o una
célula de E. coli.

Para un ejemplo detallado de construcciéon de una célula recombinante de E. coli, se hace referencia al ejemplo 1 de
WOO01/07065 y para la construccion de células HelLa y células NIH 3T3 recombinantes capaces de expresar PBGD de
raton, se hace referencia al ejemplo 6 de WO01/07065.

El término "porfobilinégeno desaminasa recombinante (rPBGD)" denota aqui un PBGD producido recombinante. A

continuacion, esta enzima y la forma recombinante humana se denominaran "PBGD" y "rhPBGD", respectivamente.
Dentro de este término también se incluye una parte enzimaticamente equivalente o analogo de PBGD. Un ejemplo
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de una parte enzimaticamente equivalente de la enzima podria ser un dominio o subsecuencia de la enzima que
incluye el sitio catalitico necesario para permitir que el dominio o subsecuencia ejerza sustancialmente la misma
actividad enzimatica que la enzima de longitud completa o, alternativamente, un gen que codifica el catalizador. El
término "sustancialmente la misma actividad enzimatica" se refiere a una parte equivalente o enzima analoga que
tiene al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, mas preferiblemente al
menos 75%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, mas preferiblemente al menos
90%, mas preferiblemente al menos 95% y lo mas preferiblemente al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de
la actividad de rhPBGD humana natural medida en el ensayo de actividad de rhPBGD descrito en el ejemplo 2 del
documento WO 03/002731. Un ejemplo de un analogo enzimaticamente equivalente de la enzima podria ser una
proteina de fusion que incluye el sitio catalitico de la enzima en una forma funcional, pero también puede ser una
variante homéloga de la enzima derivada de otra especie. Ademas, las moléculas completamente sintéticas que imitan
la actividad enzimatica especifica de la enzima relevante también constituirian "analogos enzimaticos equivalentes".

Un ejemplo de PBGD que puede usarse en la presente invencion incluye cualquiera de los mostrados en la Secuencia
1-10 de la presente solicitud, o en Genebank no. X04217, X04808 o M95623.Aril sulfatasa

En otra realizacion, el polipéptido de interés puede ser una arilsulfatasa A.
La arilsulfatasa A cataliza la reaccién de un cerebrésido 3-sulfato + H2O = un cerebrésido + sulfato.

La ASA se ha purificado a partir de una variedad de fuentes que incluyen higado, placenta y orina humanos. Es una
glucoproteina acida con un bajo punto isoeléctrico. Por encima de pH 6.5, la enzima existe como un dimero con un
peso molecular de aproximadamente 110 kDa. La ASA se somete a una polimerizacion dependiente del pH que forma
un octamero a pH 4.5. En la orina humana, la enzima consta de dos subunidades no idénticas de 63 y 54 kDa. La ASA
purificada a partir de higado, placenta y fibroblastos humanos también consta de dos subunidades de tamarfios
ligeramente diferentes que varian entre 55 y 64 kDa. Como en el caso de otras enzimas lisosomicas, la ASA se
sintetiza en los ribosomas unidos a la membrana como un precursor glicosilado. Luego pasa a través del reticulo
endoplasmico y Golgi, donde sus oligosacaridos unidos a N se procesan con la formacion de oligosacaridos
fosforilados y sulfatados del tipo complejo (Waheed A et al. Biochim Biophys Acta. 1985, 847, 53-61, Braulke T et al.,
Biochem Biophys Res Commun. 1987, 143, 178-185). En fibroblastos cultivados normales, se produce un polipéptido
precursor de 62 kDa, que se transloca a través de la uniéon al receptor de manosa-6-fosfato (Braulke T et al. J Biol
Chem. 1990, 265, 6650-6655) a un endosoma prelisosémico acido (Kelly BM et al., Eur J Cell Biol. 1989, 48, 71-78).

La arilsulfatasa A puede ser en particular de origen humano. La longitud (18 aminoacidos) del péptido de sefalizacion
ASA humano se basa en la secuencia de consenso y un sitio de procesamiento especifico para una secuencia de
sefializacion. Por lo tanto, a partir del ADNc de ASA humana deducida (nimeros de acceso EMBL GenBank J04593
y X521151), la escision del péptido de sefializacion debe realizarse en todas las células después del residuo niumero
18 (Ala), dando como resultado la forma madura de la ASA humana. A continuacion, la arilsulfatasa A recombinante
se abreviara como rASA, la forma madura de arilsulfatasa A, incluida la forma madura de ASA humano, se denominara
"mASA" y la ASA recombinante humana madura se denominara "mrhASA".

Se ha identificado una modificacion proteica en dos sulfatasas eucariotas (ASA y arilsulfatasa A B (ASB)) y en una de
la alga verde Volvox carteri (Schmidt B et al. Cell. 1995, 82, 271-278, Selmer T et al. al. Eur J Biochem. 1996, 238,
341-345). Esta modificacion conduce a la conversién de un residuo de cisteina, que se conserva entre las sulfatasas
conocidas, en un residuo de acido 2-amino-3-oxopropionico (Schmidt B et al. Cell. 1995, 82, 271-278). El nuevo
derivado de aminoacidos también se reconoce como C*-formilglicina (FGly). En ASA y ASB derivados de células MSD,
se retiene el residuo Cys-69. En consecuencia, se propone que la conversion de Cys-69 en FGly-69 sea necesaria
para generar ASA y ASB cataliticamente activos, y que la deficiencia de esta modificacion de proteinas es la causa
de MSD. Cys-69 se refiere al precursor ASA que tiene un péptido de sefalizacion de 18 residuos. En la mASA, el
residuo cisteina mencionado es Cys-51. Investigaciones posteriores han demostrado que una secuencia lineal de 16
residuos que rodean el Cys-51 en la mASA es suficiente para dirigir la conversién y que la modificacién de la proteina
ocurre después o en una etapa tardia de la translocacion de la proteina en cotraduccion al reticulo endoplasmico
cuando el polipéptido aun no esta plegado a su estructura nativa (Dierks T et al. Proc Natl Acad Sci. 1997, 94, 11963-
1196, Wittke, D. et al. (2004), Acta Neuropathol. (Berl.), 108, 261- 271).

Se han demostrado multiples formas de ASA en la electroforesis y el enfoque isoeléctrico de preparaciones
enzimaticas de orina, leucocitos, plaquetas, fibroblastos cultivados e higado humanos. El tratamiento con
endoglicosidasa H, sialidasa y fosfatasa alcalina reduce el tamafio molecular y la complejidad del patron
electroforético, lo que sugiere que gran parte de la heterogeneidad de carga de ASA se debe a variaciones en el
contenido de carbohidratos de la enzima.
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La arilsulfatasa A puede ser en particular una forma de arilsulfatasa A, que es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica y/o una forma de rASA, que posee etiquetas especificas para entrar en las células diana dentro del
cerebro. En particular, puede ser una rASA, que se endocita eficazmente in vivo a través de la ruta de la manosa-6-
fosfato.

Por lo tanto, la ASA en particular puede unirse covalentemente a una denominada etiqueta, péptidos o proteinas como
vehiculos o toxinas como vehiculos que son capaces de aumentar y/o facilitar el transporte de ASA sobre la barrera
hematoencefalica y/o a través de membranas celulares en general (Schwarze et al., Trends Cell Biol. 2000; 10(7):
290-295; Lindgren et al., Trends Pharmacol. Sci. 2000; 21(3): 99-103). Una molécula de ASA que contiene tales
secuencias de péptidos puede producirse mediante técnicas de expresion. El proceso de transduccion de proteinas
no es especifico del tipo de célula y el mecanismo por el cual ocurre no esta dilucidado completamente, sin embargo,
se cree que tiene lugar mediante algun tipo de perturbacion de membrana y proceso de penetracidon que es
independiente del receptor. Un estado parcialmente desplegado de la molécula puede facilitar el proceso, pero no es
esencial.

Un ejemplo de una etiqueta adecuada incluye, pero no se limita a la etiqueta manosa-6-fosfato.

Ejemplos de péptidos o proteinas como vehiculo incluyen, pero sin limitacion, los denominados dominios transductores
de proteinas. Ejemplos de dominios transductores de proteinas adecuados incluyen, pero no se limitan a, los
mencionados en el documento WO 2005/073367, que se incorpora aqui como referencia. Por lo tanto, el dominio
transductor de proteinas puede ser el péptido basico de 11 residuos de la proteina TAT del VIH -YGRKKRRQRRR
(Schwarze et al., Trends Cell Biol. 2000; 10(7): 290-295), una version sintética de TAT - YARAAARQARA que confiere
mas alfa-helicidad y naturaleza anfipatica a la secuencia (Ho et al., Cancer Res. 2001; 61(2): 474-477), un péptido
lider sintético compuesto de poli-R o una mezcla de residuos -R y -K basicos en combinacién con otros aminoacidos
y péptidos basados en restos de secuencia de sefializacién hidréfobos de integrina beta-3 o FGF de sarcoma de
Kaposi (Dunican et al. Biopolymers 2001; 60(1): 45-60).

Ejemplos de toxinas adecuadas como vehiculos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en el documento WO
2005/073367, que se incorpora aqui como referencia.

La ASA puede comprender en particular una secuencia de acidos nucleicos, que codifica:(a) la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 en WO 2005/073367;

(b) una porcidn de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A recombinante humana

(c) un analogo de secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75% de identidad de secuencia con cualquiera de
las secuencias en (a) o (b) y que al mismo tiempo comprende una secuencia de aminoacidos, que es enzimaticamente
equivalente a la arilsulfatasa A recombinante humana A.

En el presente contexto, una secuencia de aminoacidos o una porcién de una secuencia de aminoacidos que es un
polipéptido capaz de hidrolizar una cantidad del sustrato de arilsulfatasa A pNCS a 37°C, una velocidad
correspondiente a una actividad especifica de al menos polipéptido 20 U/mg (preferiblemente polipéptido 50 U/mg)
cuando se determina en un ensayo para medir la actividad de la arilsulfatasa A como se describe en el ejemplo 1 del
documento WO 2005/073367, y/o un polipéptido, que es capaz de hidrolizar al menos el 40% del marcado sustrato de
arilsulfatasa A, fx. palmitoil sulfatida 14C, cargada en fibroblastos MLD, cuando se analiza por incubacién a un nivel
de dosis de 25 mU/ml en un ensayo como se describe en el ejemplo 2 del documento WO 2005/073367.

La ASA puede en otra realizacion en particular comprender:

(a) la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 1 en WO 2005/073367

(b) una porcion de la secuencia en (a), que codifica una secuencia de aminoacidos, que es enzimaticamente
equivalente a la arilsulfatasa A recombinante humana

(c) un analogo de secuencia de acido de acido nucleico que tiene al menos un 75% de identidad de secuencia con
cualquiera de las secuencias en (a) o (b) y al mismo tiempo que codifica una secuencia de aminoacidos, que es
enzimaticamente equivalente a arilsulfatasa A recombinante humana.

Se puede preferir que el grado de identidad de secuencia entre la secuencia de acidos nucleicos mencionada
anteriormente y la SEQ ID NO: 1 del documento WO 2005/073367 sea al menos 80%, tal como al menos 85%, al
menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%. Puede ser igualmente preferido que el
grado de identidad de secuencia entre la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de acidos nucleicos

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2744 499 T3

mencionada anteriormente y la SEQ ID NO: 2 WO 2005/073367 sea al menos 80%, tal como al menos 85%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%.

Para el propédsito de la presente invencion, se prefiere que la arilsulfatasa A sea una enzima recombinante,
particularmente preferida es la arilsulfatasa A recombinante humana (rhASA).

Se prefiere que rASA se produzca en una célula o linea celular de mamifero y que dicha célula o linea celular de
mamifero produzca una glicoforma de rASA, que se endocita de manera eficiente in vivo a través de la via del receptor
manosa-6-fosfato. Especificamente, la glicoforma preferida de rASA comprende una cantidad de manosa-6-fosfato
expuesto, que permite la endocitosis eficiente de rASA in vivo a través de la ruta de manosa-6-fosfato.

En una realizacién particular, al menos una de las glucoformas producidas de rASA es similar a una glucoforma
producida en células CHO.

La modificacion postraduccion del residuo de cisteina en la posicién 51 en la arilsulfatasa A humana madura es
relevante para la actividad de la enzima. Por consiguiente, en una realizacion preferida de la presente invencion, la
produccién de la arilsulfatasa A o su equivalente se produce a una velocidad y bajo condiciones, lo que da como
resultado un producto que comprende una isoforma de la enzima en la que el aminoacido correspondiente a Cys-69
en la SEQ ID NO: 2 del documento WO 2005/073367 se convierte en formilglicina, correspondiente a Fgly-51 en la
SEQ ID NO: 3 del documento WO 2005/073367. La SEQ ID NO: 4 del documento WO 2005/073367 representa la
arilsulfatasa A humana madura después de la escision del péptido de sefializacién de 18 aminoacidos pero antes de
la modificacién de C-51.

Por lo tanto, en otra realizacién de la presente invencion, la ASA o su equivalente enzimatico puede seleccionarse del
grupo que consiste en

(a) la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 del documento WO 2005/073367;
(b) una porcidn de la secuencia en (a), que es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A recombinante humana

(c) un analogo de secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75% de identidad de secuencia con cualquiera de
las secuencias en (a) o (b) y al mismo tiempo es enzimaticamente equivalente a la arilsulfatasa A recombinante
humana.

Se puede preferir que el grado de identidad de secuencia entre la enzima producida de acuerdo con la invencion y la
SEQ ID NO: 3 del documento WO 2005/073367 o SEQ ID NO: 4 del documento WO 2005/073367 sea al menos 80%,
tal como al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%.

Para que la actividad bioldgica y los efectos de la enzima in vivo requieran ser éptimos, es una ventaja si una cantidad
adecuada de la enzima ha adquirido un patrén de glicosilacion como se describié anteriormente y se ha modificado
después de la traduccion en la posicion 51. Por lo tanto, en al menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o 98% de la
ASA de la presente invencion puede estar en la glucoformal/isoforma descrita anteriormente.

La ASA de la presente invencion puede ser, en términos de su estructura, diferente de la rASA de acuerdo con la SEQ
ID NO: 3 de 2005/073367. Puede ser una ventaja que la secuencia de residuos de aminoacidos que rodea al Cys-51
sea idéntica o tenga un alto grado de identidad de secuencia con la secuencia correspondiente en SEQ ID NO: 3. Por
lo tanto, puede preferirse que una secuencia lineal de 20 aminoacidos, tales como 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11,
10, 9, 8, 7, 6, 5 0 4 residuos de aminoacidos que rodean al Cys-51 en la arilsulfatasa A son idénticos o al menos 90%
idénticos, tal como 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idénticos a la secuencia correspondiente en SEQ ID NO: 3 de
2005/073367. Como la forma activa de rASA dentro de los lisosomas es un octamero, la ASA de la presente invencién
puede ser en particular una rASA que es un octdmero o se ensambla en un octamero bajo condiciones fisiolégicas.

La actividad enzimatica de ASA, que debe entenderse como la actividad catalitica de la rASA, puede medirse en un
ensayo enzimatico basado en la hidrélisis mediada por rASA de un sustrato detectable o un sustrato, que conduce a
un producto final detectable. En un aspecto preferido, el ensayo se basa en la hidrdlisis del sustrato cromogénico
sintético, para-nitrocatecol sulfato (pNCS) que tiene un producto final, para-nitrocatecol (pNC) que absorbe la luz a
515 nm.

Alfa-manosidasa lisosémica

El polipéptido de interés segun la invencién es una alfa-manosidasa lisosomica (LAMAN). La alfa-manosidasa
lisosomica pertenece a EC 3.2.1.24 y es una exoglucosidasa que hidroliza los residuos terminales de alfa-D-manosa
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no reductores en los alfa-D-mandsidos del extremo no reductor durante la degradacién ordenada de las glucoproteinas
unidas a N (Aronson and Kuranda FASEB J 3: 2615-2622. 1989). En el contexto de la presente invencion, el término
alfa-manosidasa lisosémica puede usarse indistintamente con LAMAN a corto plazo.

La LAMAN de la presente invencién puede ser en particular de origen humano. La enzima humana se sintetiza como
un polipéptido Unico de 1011 aminoacidos con un supuesto péptido de sefializacion de 49 residuos que se procesa en
tres glucopéptidos principales de 15, 42 'y 70 kD (Nilssen et al. Hum.Mol.Genet. 6, 717-726. 1997).

El gen que codifica LAMAN (MANB) se encuentra en el cromosoma 19 (19cen-q12), (Kaneda et al. Chromosoma 95:
8-12. 1987). MANB consta de 24 exones, que abarcan 21.5 kb (nUmeros de acceso de GenBank U60885-U60899;
Riise et al. Genomics 42: 200-207. 1997). La transcripcion de LAMAN es »3.500 nucleétidos (nts) y contiene un marco
de lectura abierto que codifica 1011 aminoacidos (GenBank U60266.1).

La clonacion y secuenciacion del ADNc humano que codifica LAMAN se ha publicado en tres articulos (Nilssen et al.
Hum.Mol.Genet. 6, 717-726. 1997; Liao et al. J.Biol.Chem. 271, 28348-28358. 1996; Nebes et al.
Biochem.Biophys.Res.Commun. 200, 239-245. 1994). Curiosamente, las tres secuencias no son idénticas. En
comparacioén con la secuencia de Nilssen et al (nUmero de acceso U60266.1), Liao et al. and Nebes et al encontraron
un cambio de TA a AT en las posiciones 1670y 1671, lo que resulté en una sustitucion de valina a acido aspartico.

En una realizacién mas preferida, la alfa manosidasa lisosémica comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1 del documento WO 2005/094874.

Por razones practicas y econdémicas, se prefiere que el LAMAN de la presente invenciéon se produzca por via
recombinante. Por produccion recombinante también puede ser posible obtener una preparacion de la enzima en la
que una fraccién grande contiene manosa-6-fosfato. La produccion recombinante se puede lograr después de la
transfeccion de una célula usando una secuencia de acidos nucleicos que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 2
del documento WO 2005/094874.

La alfa-manosidasa se prepara preferiblemente en un sistema celular de mamifero, ya que esto dara como resultado
un perfil de glicosilaciéon, que asegura una absorcion mediada por el receptor eficiente en células de, por ejemplo,
organos viscerales del cuerpo. En particular, se ha encontrado que la produccién de la enzima en células CHO, COS
o BHK asegura una modificacién postraduccién adecuada de la enzima mediante la adicidn de residuos de fosfato de
manosa-6. Ademas, se obtiene un perfil de sialilacion correcto. Se sabe que la sialilacion correcta es importante para
evitar la absorcién por el higado, debido a los residuos de galactosa expuestos.

Por lo tanto, en realizaciones aun mas preferidas, el sistema de células de mamifero se selecciona del grupo que
comprende células CHO, COS o células BHK (Stein et al. J Biol Chem. 1989, 264, 1252-1259). Se puede preferir
ademas que el sistema celular de mamifero sea una linea celular de fibroblastos humanos.

En una realizacién mas preferida, el sistema celular de mamifero es una linea celular CHO.

En otra realizacién, la alfa-manosidasa lisosémica puede ser una preparacion de alfa-manosidasa lisosémica en la
que una fraccién de dicha preparacion consiste en alfa-manosidasa lisosémica que tiene uno o mas oligosacaridos
unidos a N que llevan grupos manosa-6-fosfato.

Se prefiere ademés que una fraccién de una preparacion de dicha alfa-manosidasa lisosémica sea capaz de unirse a
los receptores de manosa 6-fosfato.

La capacidad de la enzima para unirse a los receptores de manosa-6-fosfato se puede determinar en un ensayo in
vitro como se describe en el ejemplo 1 del documento WO 2005/094874. Aqui, la unién de la enzima a una matriz 300
de afinidad de MPR proporciona una medida de su capacidad para unirse a los receptores de manosa-6-fosfato. En
una realizacion preferida de la invencion, la union de la enzima a los receptores de manosa-6-fosfato se produce in
vitro.

En realizaciones mas preferidas de la invencion, esta fraccion corresponde del 1 al 75% de la actividad de una
preparacion de alfa-manosidasa lisosémica, tal como del 2 al 70%, tal como del 5 al 60%, tal como de 10 al 50%, tal
como del 15 al 45%, tal como del 20 al 40%, tal como del 30 al 35%.

Por consiguiente, se prefiere que la alfa-manosidasa lisosdmica tenga un contenido de residuos de manosa 6-fosfato
que permita la union dependiente de manosa 6-fosfato de 2 a 100%, 5 a 95%, 10 a 90%, 20 a 80%, 30 a 70% 0 40 a
60% de la cantidad de enzima a una matriz del receptor Man-6-P. En la actualidad, el grado de fosforilacion se ha
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analizado en varios lotes de enzimas y, tipicamente, del 30 al 45% de la enzima se fosforila y se une a la matriz de
afinidad.

Se prefiere ademas que una fraccion constituya entre 2-100%, 5-90%, 10-80%, 20-75%, 30-70%, 35-65% o 40-60%
de la cantidad de dicha alfa-manosidasa lisosémica se una al receptor Man-6-P con alta afinidad. Teéricamente, dos
grupos manosa 6-fosfato deben colocarse uno cerca del otro para que la enzima se una a un receptor Man-6-P con
alta afinidad. Observaciones recientes sugieren que la distancia entre los residuos de manosa fosforilada debe ser de
40 A o0 menos para obtener una unién de alta afinidad. En la alfa-manosidasa lisosémica humana de acuerdo con la
SEQ ID NO: 1 del documento WO 2005/094874, los dos residuos de manosa 6-fosfato pueden situarse en los residuos
de asparaginas en las posiciones 367 y 766. Por consiguiente, se prefiere que el medicamento de acuerdo con la
presente invencion comprenda alfa-manosidasa lisosémica, una fraccion de la cual transporta grupos manosa-6-
fosfato en estos dos residuos de asparagina.

Preferentemente, la alfa-manosidasa se prepara mediante técnicas recombinantes. En una realizacién adicional, la
alfa-manosidasa es de origen humano (hLAMAN) y aun mas preferida es una alfa-manosidasa humana madura
(mhLAMAN) o un fragmento de la misma. El fragmento puede modificarse, sin embargo, los sitios activos de la enzima
deben conservarse.

Es de esperar que, en las preparaciones de alfa-manosidasa segun la presente invencion, una fraccion de la enzima
esté representada por su forma precursora, mientras que otras fracciones representan las formas procesadas
proteoliticamente de aproximadamente 55 y 70 kDa.

Galactocerebrosidasa

En otra realizacion, que no es parte de la invencion, el polipéptido de interés puede ser una galactocerebrosidasa, que
puede acortarse a GALC. La galactocerebrosidasa pertenece a E.C. 3.1.6.46 y son enzimas capaces de catalizar la
reaccion de D-galactosil-N-acilesfingosina + H20 = D-galactosa + N-acilesfingosina, por lo que GALC cataliza la
degradacion de galactolipidos en, por ejemplo, mielina.

La enzima GALC derivada de humanos es una enzima lisosémica glucosilada que comprende 643 aminoacidos y con
un peso molecular de 72.8 kDa. La GALC de la presente invencion puede ser en particular de origen humano. En una
realizacion adicional, la GALC puede expresarse recombinante en una de las células huésped mencionadas
anteriormente. La célula huésped para la expresion recombinante de GALC puede ser en particular una célula CHO.

En la descripcién y en las reivindicaciones se hace referencia a las siguientes secuencias de aminoacidos y acidos
nucleicos:

Descripcion de secuencia Identificador de secuencia
PBGD secuencia de codificacion 1 SEQ ID NO.: 1
PBGD secuencia de codificaciéon 2 SEQID NO.: 2
PBGD secuencia de codificacion 3 SEQID NO.: 3
PBGD secuencia de codificacion 4 SEQID NO.: 4
PBGD secuencia de codificacion 5 SEQID NO.: 5
PBGD secuencia de codificacion 6 SEQID NO.: 6
PBGD secuencia de codificacion 7 SEQIDNO.: 7
PBGD secuencia de codificacion 8 SEQID NO.: 8
PBGD secuencia de codificacion 9 SEQIDNO.: 9
PBGD secuencia de codificacion 10 SEQ ID NO.: 10
PBGD secuencia de codificacion, GenBank Acc. No. X04217 SEQID NO.: 11
PBGD secuencia de codificacion, GenBank Acc. No. X04808 SEQ ID NO.: 12
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(continuacion)

Descripcion de secuencia Identificador de secuencia
PBGD secuencia de codificacion, GenBank Acc. No. M95623 SEQ ID NO.: 13

PBGD secuencia aa de la secuencia de codificacién, GenBank Acc. No. M95623, | SEQ ID NO.: 14
forma constitutiva

PBGD secuencia aa de la secuencia de codificacion, GenBank Acc. No. M95623, | SEQ ID NO.: 15
forma eritropoyética

ASA secuencia de codificacion Genbank Acc. No. J04593 SEQ ID NO.: 16
ASA secuencia de codificacion SEQ ID NO.: 1 de WO 2005/073367 SEQ ID NO.: 17
ASA secuencia aa SEQ ID NO.: 2 de WO 2005/073367 SEQID NO.: 18
ASA secuencia aa SEQ ID NO.: 3 de WO 2005/073367 SEQID NO.: 19
ASA secuencia aa SEQ ID NO.: 4 de WO 2005/073367 SEQ ID NO.: 20
LAMAN secuencia aa SEQ ID NO.: 1 de WO 2005/094874 SEQ ID NO.: 21
LAMAN secuencia de codificacion SEQ ID NO.: 1 de WO 2005/094874 SEQ ID NO.: 22
Secuencia de codificacion de galactocerebrosidasa SEQID NO.: 23
Secuencia aa de galactocerebrosidasa SEQ ID NO.: 24

Con referencia a estas secuencias, el polipéptido de interés, segun la invencién, comprende un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos definida por la SEQ ID NO: 21;
ii) una parte funcionalmente equivalente de una secuencia de aminoacidos como se define en i); y

ii) un analogo funcionalmente equivalente de una secuencia de aminoacidos como se define en i) o ii), siendo la
secuencia de aminoacidos de dicho analogo al menos un 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos como se
define en i) o ii).

En realizaciones particulares, el analogo en iii) es al menos 80% idéntico a una secuencia como se define en i) o ii),
tal como al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99%, o tal como al menos 99.5%
idéntico a una secuencia como se define en i) o ii).

Ademas, el polipéptido de interés puede obtenerse mediante expresion recombinante usando una secuencia de acidos
nucleicos que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia de acidos nucleicos como se define por la SEQ ID NO: 22;

ii) una secuencia de acidos nucleicos que es al menos 75% idéntica a una secuencia de acidos nucleicos como se
define eni).

Para la produccion recombinante del polipéptido, se puede preferir ademas que la secuencia de acido en ii) sea al
menos 80% idéntica a una secuencia como se define en i), tal como al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al
menos 98%, al menos 99%, o tal como al menos 99.5% idéntico a una secuencia como se define en i).

Composiciéon que comprende un polipéptido de interés

La siguiente descripcién de una composicion que comprende un polipéptido de interés se refiere tanto a una
composicion que comprende un polipéptido que se concentra de acuerdo con un método de la presente invencién
como a una composicion que comprende al menos 10 mg/ml de polipéptido de interés.

También se describe en el presente documento, pero no forma parte de la invencién, una composicién que comprende

al menos 10 mg/ml de polipéptido de interés, en donde el polipéptido de interés puede ser cualquier polipéptido, como
en particular rhPBGD, aril sulfatasa, alfa-manosidasa o galactocerebrosidasa. Dicha composicién puede comprender
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en particular al menos 25 mg/ml de polipéptido de interés, tal como al menos 50 mg/ml o al menos 75 mg/ml o al
menos 100 mg/ml de polipéptido de interés. Asi, dicha composicion puede comprender en particular entre 10-1000
mg/ml de polipéptido de interés, tal como entre 10-500 mg/ml o entre 10-300 mg/ml o entre 10-200 mg/ml o entre 25-
500 mg/ml o entre 25-400 mg/ml o entre 40-400 mg/ml o entre 40-300 mg/ml o entre 50-400 mg/ml o entre 50-300
mg/ml o entre 75-400 mg/ml o entre 75-300 mg/ml o entre 100-200 mg/ml o entre 100-150 mg/ml de polipéptido de
interés.

La composicion que comprende un polipéptido de interés puede ser en particular una solucién acuosa.

Ademas de comprender una alta concentraciéon de polipéptido de interés, dicha composicién en particular puede no
comprender ademas ningun agregado del polipéptido de interés o al menos solo muy pocos agregados. Por lo tanto,
la cantidad de polipéptido de interés presente como agregados puede constituir en particular menos del 5% p/p de la
cantidad total de polipéptido de interés en la composicion. En particular, dichos agregados pueden constituir menos
del 4% p/p, como menos del 3% p/p, o menos del 2% p/p, o menos del 1% p/p, o menos del 0.5% p/p , 0 menos del
0.1% p/p de la cantidad total de polipéptido de interés. En el presente contexto, el término "agregados" significa
cualquier forma del polipéptido de interés que no sea monomeérica. Por lo tanto, el término abarca cualquier dimero o
multimero del polipéptido de interés.

Ademas, es una ventaja si dicha composicion comprende solo el polipéptido de interés o al menos solo trazas menores
de otras proteinas, es decir, proteinas diferentes del polipéptido de interés. Por lo tanto, en una realizacién particular,
dicha composicion comprende menos del 1% p/p, tal como menos del 0.5% p/p, o0 menos del 0.1% p/p, o0 menos del
0.05% p/p, o menos del 0.01% p/p en peso de otras proteinas distintas del polipéptido de interés.

Una variedad de factores afectan la estabilidad y la actividad de los polipéptidos y la composicién que comprende un
polipéptido de interés, por lo tanto, puede optimizarse en particular para mantener el polipéptido de interés lo mas
estable posible.

El pH generalmente afecta la estabilidad de un polipéptido de interés, por lo tanto, el pH de una composicion que
comprende un polipéptido de interés puede estar en particular en el rango de 7.5-8.5, como en particular entre pH 7.7-
8.2, mas particularmente entre pH 7.8-8.0 o entre pH 7.85-7.95, como pH 7.8 o pH 7.9. Este puede ser el caso en
particular si el polipéptido de interés es PBGD.

Por lo tanto, la composicion que comprende un polipéptido de interés puede comprender en particular un regulador
capaz de mantener la composicién dentro del intervalo de pH descrito. Ejemplos de tales reguladores incluyen, pero
no se limitan a TRIS-HCL, Na-Citrato y Na2HPOa4. La concentracién de dicho regulador puede depender de la eleccion
del regulador particular y la presencia de otros componentes en la composicién. Si el regulador es Na:HPO4, la
concentracion de NazHPO4 puede estar en el rango de 0.5-15 mM, como en el rango de 1-10 mM, o en el rango de
1.5-7.5 mM, como en el rango de 1.83-7.4 mM, o en el rango de 1.5-3 mM, como en el rango de 1.83-3.7 mM, o en el
rango de 1.83-2.45 mM, o en el rango de 3.5-7.5 mM, como en el rango de 3.6-7.4 mM, o en el rango de 5.4-7.4 mM,
como 1.84 mM, o0 2.45 mM, 0 3.67 mM 0 5.51 mM o 7.34 mM.

Si el regulador es TRIS-HCL, la concentracion de TRIS-HCL puede estar en particular en el rango de 2-50 mM, tal
como 2-40 mM, o 2-30 mM, o 2-20 mM, o 2-10 mM, o 5-25 mM, o 5-20 mM, u 8-12 mM, o 9-11 mM, por ejemplo, 10
mM.

Los ejemplos de otros compuestos que puede comprender la composicion que comprende un polipéptido de interés
incluyen, pero sin limitacion, aminoacidos, azucares, alcoholes y detergentes. Ejemplos de tales compuestos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, glicina, manitol, sacarosa, L-serina, Tween 80 o una combinacién de uno o
mas de dichos compuestos. La concentracion de estos compuestos depende del compuesto particular, pero para la
glicina la concentracion puede estar en particular en el rango de 1-200 mM, como en el rango de 5-190 mM, o en el
rango de 10-180 mM, o en el rango de 10-170 mM, o en el rango de 20-160 mM, o en el rango de 20-150 mM, o en el
rango de 25-125 mM, o en el rango de 5-100 mM, o en el rango de 5-90 mM, o en el rango de 5-80 mM, o en el rango
de 5-70 mM, o en el rango de 5-60 mM, o en el rango de 10-100 mM, o en el rango de 10-90 mM, o en el rango de 10-
80 mM, o en el rango de 10-70 mM, o en el rango de 10-60 mM, o en el rango de 12-60 mM, o en el rango de 12-55
mM, o en el rango de 13.5-54 mM, o en el rango de 10-30 mM, como en el rango de 13.5-27 mM, o en el rango de
13.5-18 mM , o en el rango de 25-55 mM, como en el rango de 27-54 mM, o en el rango de 40-55, como en el rango
de 40.5-54 mM, como 12.5, 13, 13.5, 14, 14.5, 17, 17.5, 18, 18.5, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 39.5, 40, 40.5, 41,4150
53, 53.5, 53, 54.5 0 55 mM.

La concentracion de manitol puede estar en particular en el rango de 50-1000 mM, tal como en el rango de 50-900
mM, o en el rango de 50-800 mM, o en el rango de 50-700 mM , o en el rango de 50-600 mM, o en el rango de 100-
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900 mM, o en el rango de 100-800 mM, o en el rango de 100-700 mM, o en el rango de 100-600 mM , o en el rango
de 100-500 mM, o en el rango de 120-525 mM, o en el rango de 125-500 mM, o en el rango de 100-300 mM, como en
el rango de 120-275 mM, o en el rango de 120-170 mM, o en el rango de 200-600 mM, como en el rango de 225-550
mM, o en el rango de 240-510 mM, o en el rango de 370- 525 mM, como 120, 125, 130, 160, 165, 166.7, 170, 175,
200, 221, 225, 250, 275,300, 365, 370, 375, 380, 385, 490, 495, 500, 505 0 510 mM.

La concentracion de sacarosa puede estar en particular en el rango de 1-200 mM, tal como en el rango de 5-190 mM,
o en el rango de 10-180 mM, o en el rango de 10-170 mM, o en el rango de 20-160 mM, o en el rango de 20-150 mM,
o en el rango de 25-125 mM, o en el rango de 5-100 mM, o en el rango de 5-90 mM, o en el rango de 5-80 mM, o en
el rango de 5-70 mM, o en el rango de 5-60 mM, o en el rango de 10-100 mM, o en el rango de 10-90 mM, o en el
rango de 10-80 mM, o en el rango de 10-70 mM, o en el rango de 10-60 mM, o en el rango de 12-60 mM, o en el rango
de 12-55 mM, o en el rango de 13.5-54 mM, o en el rango de 10-30 mM, como en el rango de 13.5-27 mM, o en el
rango de 13.5-18 mM, o en el rango de 25-55 mM , como en el rango de 27-54 mM, o en el rango de 40-55, como en
el rango de 40.5-54 mM, como 12.5, 13, 13.5, 14, 14.5, 17, 17.5, 18, 18.5, 19, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 39.5, 40, 40.5,
41,41.5 053, 53.5, 53, 54.5 0 55 mM. Si se incluye sacarosa en una composicion que también comprende manitol, la
concentracion de manitol puede reducirse en particular correspondiente a la concentracion de sacarosa; es decir, la
concentracion de manitol y sacarosa juntos puede ser, en particular, la misma que la concentraciéon de manitol si se
usara solo.

La concentracién de Tween 80 puede estar en particular en el rango de 0.001-1% p/v, tal como en el rango de 0.005-
1% p/v, o en el rango de 0.01-1% p/v, o en el rango de 0.001-0.5% p/v, o en el rango de 0.005-0.5% p/v, o en el rango
de 0.01-0.5% p/v, o en el rango de 0.05-0.4% p/v, o en el rango de 0.05-0.3% p/v, o en el rango de 0.05-0.2% p/v, o
en el rango de 0.075-0.4% p/v, o en el rango de 0.075-0.3% p/v, o en el rango de 0.075-0.2% p/v, o en el rango de
0.09-0.2% p/v, como 0.075, 0.08, 0.09, 0.1, 0.125, 0.15, 0.175 0 0.2% plv.

La composicidon que comprende un polipéptido de interés, en donde el polipéptido en particular puede ser un PBGD,
una aril sulfatasa, una alfa-manosidasa lisosémica o una galactocerebrosidasa, puede comprender en particular una
combinacién de uno o mas de los compuestos mencionados anteriormente. Un ejemplo adecuado de tal composicion
puede ser uno que, ademas del polipéptido de interés, comprenda NazHPOu4, glicina y manitol. El pH de la composicion
y la concentracion de los diferentes compuestos pueden ser como se describié anteriormente. Por lo tanto, dicha
composiciéon puede en una realizacion comprender NazHPO4 0.5-15 mM, glicina 1-200 mM, manitol 50-1000 mM y un
pH en el intervalo de 7.5-8.5. La presente invencion abarca cualquier combinaciéon de las concentraciones
mencionadas anteriormente de compuestos y pH. Un ejemplo especifico de una combinaciéon adecuada de otros
compuestos y pH en la composicion que comprende un polipéptido de interés es uno que comprende Na2HPO4 3.67
mM, glicina 27 mM, manitol 250 mM y tiene un pH en el intervalo de 7.7 a 7.9.

Otros ejemplos de composiciones adecuadas incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los siguientes:
* NazHPO4 1.84 mM, glicina 13.5 mM, manitol 125 mM y pH en el rango de 7.7 a 7.9.

* NazHPO4 2.45 mM, glicina 18 mM, manitol 167 mMy pH en el rango de 7.7 a 7.9.

* NazHPO4 5.51 mM, glicina 40.5 mM, manitol 375 mM y pH en el rango de 7.7 a 7.9.

* NazHPO4 7.34 mM, glicina 54 mM, manitol 500 mM y pH en el rango de 7.7 a 7.9.

* NazHPO4 3.67 mM, glicina 27 mM, manitol 220 mM, sacarosa 30 MMy pH en elrangode 7.7 a 7.9.

* Na2HPO4 3.67 mM, manitol 245 mM, sacarosa 32 mMy pH en el rango de 7.7 a 7,9.

* Na2HPO4 3.67 mM, L-serina 27 mM, manitol 250 mM y pH en el rango de 7.7 a 7,9.

* TRIS-HCI 10 mM, glicina 27 mM, manitol 250 mMy pH en el rango de 7.7 a 7.9.

» Na-Citrato 3.67 mM, glicina 27 mM, manitol 250 mM y pH en el rango de 7.7 a 7.9.

* NazHPO4 3.67 mM, glicina 27 mM, manitol 220 mM, sacarosa 29 mM, Tween 80 al 0.1% (p/v) y pH en el rango de
7.7a7.9.

* NazHPO4 3.67 mM, glicina 27 mM, manitol 220 mM, sacarosa 29 mM, Tween 80 al 0.1% (p/v) y pH en el rango de
7.7a7.9.
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La composicion que comprende un polipéptido de interés puede usarse en particular para aplicaciones terapéuticas
en mamiferos. Por lo tanto, la composicién que comprende un polipéptido de interés puede ser en particular isotonica
con respecto al tejido de mamiferos, por ejemplo, en particular, puede tener una osmolalidad en el rango de 200-400
mOsm/kg, como en el rango de 250-350 mOsm/kg o en el rango de 275-325 mOsm/kg o en el rango de 295-305
mOsm/kg, como 295 mOsm/kg o 300 mOsm/kg o 305 mOsm/kg.

Método de concentracion de un polipéptido de interés.

El método de la presente invencién comprende las etapas de a) centrifugacion y/o filtracion de una composicion que
comprende un polipéptido de interés y b) concentrar la composicién de la etapa a). Los inventores de la presente
invencion han descubierto que por centrifugacion y/o filtracién de una composicion que comprende un polipéptido de
interés antes de concentrar dicha composicion, es posible obtener una composicién que comprende un polipéptido
altamente concentrado de interés sin ninguno o con al menos solo unos pocos agregados del polipéptido de interés.
Ademas, generalmente es una ventaja para las aplicaciones terapéuticas de un polipéptido que se reduzca la cantidad
de agregados de polipéptidos, por ejemplo, ya que pueden aumentar el riesgo de provocar una respuesta inmune
hacia el polipéptido.

Para la administracion de un polipéptido por via subcutanea, es una ventaja que la composicién de polipéptido tenga
una alta actividad en un volumen pequefio ya que solo pueden inyectarse pequefios voliumenes por via subcutanea.

Las proteinas o polipéptidos pueden en general formar agregados cuando se concentran. Por lo tanto, es una ventaja
que cuando el método de la presente invencion se usa para concentrar un polipéptido de interés, no causa una alta
tasa de formacion de agregados de polipéptidos. Como se muestra en los ejemplos, la cantidad de agregados de
PBGD en la composicion obtenida por el método de concentracion de la presente invencion es similar a la de una
composicion de PBGD no concentrada.

En una realizacion particular, el paso a) del método se realiza antes del paso b).
Paso a) centrifugacion y/o filtracion

Los inventores de la presente invencion han descubierto que antes de concentrar una composicion que comprende
un polipéptido de interés, es una ventaja tratar previamente la composicién mediante centrifugacion y/o filtracion de la
composicion puesto que, mediante este pretratamiento, se eliminan muchos o la mayoria de los agregados de
polipéptidos.

Cuando la concentracion de la composicion en la etapa b) se realiza mediante un método que se basa en el uso de
un filtro o membrana, como la ultrafiltracion, la presencia de agregados puede bloquear el filtro o la membrana de
modo que las moléculas pequefias y el liquido no pueden atravesar el filiro o la membrana. Esto puede disminuir la
velocidad con la cual se concentra la composicion y/o bloquear completamente cualquier concentracién adicional.

Por lo tanto, para este tipo de concentracion, el pretratamiento segun la etapa a) es una ventaja ya que la eliminacion
de los agregados permite obtener composiciones de un polipéptido de interés que estan mas concentradas que si
dicha composicion no hubiera sido tratada previamente.

Cuando la concentracion de la composicion en la etapa b) se realiza mediante un método que se basa en la eliminacién
de agua, tal como liofilizacién o evaporacion, el pretratamiento en la etapa a) tiene la ventaja de que reduce la cantidad
de agregados presentes en la composicion concentrada.

El paso a) puede realizarse mediante una de las siguientes tres alternativas:

« Centrifugacion,

« Filtracion, o

* Centrifugacion y filtracion.

Si el paso a) comprende tanto la centrifugacion como la filtracion, es una ventaja realizar la centrifugacion antes de la
filtraciéon ya que los inventores de la presente invencion han descubierto que la centrifugacion elimina la mayoria de

los agregados grandes vy la filtracion posteriormente elimina los agregados mas pequefos restantes.

Centrifugacion
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Para poder eliminar los agregados, la composicion que comprende un polipéptido de interés puede centrifugarse a
una fuerza en el intervalo de 1500-3000 g, tal como en el intervalo de 1800-2500 g, o en el intervalo de 2000- 2300 g.

Tipicamente, la composicion puede centrifugarse durante 10-60 minutos, tal como durante 15-50 minutos o durante
20-40 minutos.

Como la temperatura puede afectar la estabilidad del polipéptido de interés, la centrifugacion puede realizarse a una
temperatura en el intervalo de 2-20°C, tal como de 3-15°C o en el intervalo de 3-10°C, o en el rango de 3-8°C, como
a4°Co5°Co6°C.

La centrifugacién da como resultado que el polipéptido de interés se agregue como sedimento, es decir, forme un
granulo, mientras que el polipéptido individual de las moléculas de interés permanece en la solucion. Por lo tanto, el
sobrenadante de la composicion centrifugada se usa posteriormente en el método de la presente invencion.

Filtracion

La composicidon que comprende un polipéptido de interés puede filtrarse a través de un filtro que tiene un tamafio de
poro en el intervalo de 0.20-5 um, tal como en el intervalo de 0.2-2.5 ym.

Ademas del tamafio de poro del filtro, también el material del que esta hecho el filtro puede afectar la filtracion del
polipéptido de interés. Ejemplos de filtros de membrana adecuados incluyen, pero no se limitan a, polietersulfona
(PES), acetato de celulosa, celulosa regenerada y fluoruro de polivinilideno (PVDF).

Cuando se filtran moléculas tales como proteinas, generalmente son las moléculas pequefias las que se eliminan, por
lo tanto, después del filtrado, el polipéptido de interés generalmente puede estar presente en el producto retenido. Por
lo tanto, generalmente es el retenido de la filtracion el que se usa en las etapas posteriores de la presente invencion.

Paso b) concentracion

En principio, cualquier método para concentrar el polipéptido de la composicién de interés puede usarse en la etapa
b) de la presente invencion.

Ejemplos de tales métodos adecuados incluyen, pero no se limitan a, ultrafiltraciéon y concentracion por eliminacion de
agua.

Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es un método de separacion en donde se usa presion hidraulica para forzar moléculas y solventes a
través de una membrana que comprende poros de un tamafo particular, también conocido como el valor de corte del
valor. Solo las moléculas que tienen un peso molecular mas pequefio que el valor de corte de la membrana pueden
atravesar la membrana, mientras que aquellas con un peso molecular mas grande no atraviesan la membrana y forman
el llamado retenido. Las moléculas presentes en el retenido se concentran asi a medida que el disolvente fluye a través
de la membrana.

En una realizacién particular, la concentracién de la solucién o composicidon que comprende un polipéptido de interés
puede realizarse por filtracion de flujo tangencial (TFF). Este método es particularmente util para la concentracién a
gran escala, es decir, para la concentracion de soluciones con un volumen de un litro a varios cientos de litros. Asi,
este método es particularmente util para la produccién de soluciones concentradas de un polipéptido de interés a
escala industrial.

La técnica TFF se basa en el uso de un aparato particular que hace que la solucién que se filtra se filtre a través de
una membrana semipermeable; solo las moléculas que son mas pequefias que los poros de la membrana pasaran a
través de la membrana, formando el filtrado, dejando que se acumule materia mas grande (retenido). Con el método
TFF se aplican dos presiones diferentes; uno para bombear la solucion al sistema y hacerla circular en el sistema
(presién de entrada), y otra presién se aplica sobre la membrana (presion de membrana) para forzar las moléculas
pequefias y el solvente a través de la membrana. La presion de entrada puede estar tipicamente en el rango de 1-3
bar, como entre 1.5-2 bar. La presion de la membrana puede ser tipicamente mayor de 1 bar.

La composicion concentrada de un polipéptido de interés puede recogerse como el retenido cuando se usa TFF para
concentrar la composicion.
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Las membranas utiles para TFF pueden estar hechas tipicamente de celulosa regenerada o polietersolufona (PES).

El tamafio de poro de la membrana puede tener tipicamente un limite de peso molecular que es menor que 10.000
Mw, tal como en el intervalo de 10-10.000 Mw.

En otra realizacion, la concentracion de la composicion que comprende un polipéptido de interés puede realizarse
mediante el uso de un dispositivo centrifugo. El principio de este método es que la solucién se filtra sobre una
membrana mediante la aplicacion de una fuerza centrifuga sobre la membrana. Dichas membranas con frecuencia se
caracterizan por un limite de peso molecular (Mw), es decir, este es el tamafio molecular maximo de los compuestos
que pueden atravesar la membrana y el compuesto con un tamafio molecular mayor que este no atravesara la
membrana. El limite de Mw de las membranas usadas en la presente invencion puede ser en particular menor de
30.000 Mw, tal como entre 10-30.000 Mw.

La membrana puede estar hecha en particular de polietersulfona (PES) o celulosa regenerada.
Ejemplos de tales dispositivos de filtro comerciales adecuados pueden ser Centricon Plus-80 o Centricon Plus-15.

La concentracion puede realizarse tipicamente por centrifugacion a 2000-4500 g, tal como entre 2500-4000 g, o entre
2750-3500 g, o entre 3000-3500 g, tal como a 3000 g 0 3100 g 0 3200 g o0 3300 g o 3400 g o 3500 g.

Normalmente, la centrifugacion puede realizarse durante varias horas, por ejemplo, por mas de una hora, como por 1-
10 horas.

Para minimizar cualquier efecto negativo sobre la estabilidad del polipéptido de interés, la centrifugacion puede
realizarse en particular a una temperatura en el intervalo de 2-20°C, tal como en el intervalo de 3-15°C o en el rango
de 3-10°C o en el rango de 3-6°C.

Concentracion por eliminacion de agua.

El principio de concentracion mediante la eliminacion de agua es generalmente que todo, o la mayor parte, del agua
se elimina para obtener un sdélido, y luego diluir o disolver este sélido en un volumen de agua que es menor de lo que
estaba anteriormente diluido o disuelto. Sin embargo, en principio puede realizarse simplemente eliminando la cantidad
necesaria de agua para obtener la concentracion deseada sin volver a diluir o disolver posteriormente el compuesto.

Ejemplos de métodos adecuados de concentracién por eliminacion de agua incluyen liofilizacién y evaporacion.

Tanto para la liofilizacion como para la evaporacion, los tres parametros mas relevantes son la temperatura, la presion
y el tiempo.

El método de liofilizacién puede comprender los siguientes tres o cuatro pasos; una fase de congelacion, una fase de
secado primaria y una fase de secado secundaria y opcionalmente un paso de fusion después de la fase de
congelacion. La liofilizaciéon se puede realizar en particular como se describe con respecto a la liofilizacion incluida
como una etapa adicional del método de la presente invencién.

Pasos adicionales

El polipéptido de interés puede derivar de una fuente natural, es decir, de células que expresan de forma natural el
polipéptido de interés, o en particular puede expresarse por via recombinante.

Independientemente de dénde se deriva el polipéptido de interés, puede haberse purificado antes de someterse a un
método de la presente invencion.

Dicha "purificacién" puede incluir, en particular, pero sin limitacion, la eliminacion de restos celulares, la eliminacion
de otras proteinas que no sean polipéptidos de interés y la eliminacién de otros componentes que pueden estar
presentes en la fuente de la que se deriva el polipéptido de interés. Por lo tanto, en una realizacion particular de la
presente invencion, la composicién que comprende un polipéptido de interés comprende menos del 5% p/p, o0 menos
del 1% p/p o menos 0.5% p/p o menos del 0.1% p/p 0 menos de 0.05% p/p o menos de 0.01% p/p de otras proteinas
distintas del polipéptido de interés.
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Por lo tanto, otras proteinas que son expresadas, por ejemplo, por una célula huésped, se pueden eliminar de la
composicion que comprende un polipéptido de interés antes de que se use en un método de la presente invencion.

Asi, en una realizacion particular, el método de la presente invencidon puede comprender uno o mas de los siguientes
pasos antes del paso a):

i) expresion recombinante de un polipéptido de interés
ii) purificacion de la composicion de polipéptidos de interés por uno o mas pasos de cromatografia

iii) intercambio del regulador de formulacion

La expresion recombinante de un polipéptido de interés puede realizarse en particular como se describié previamente
con respecto al polipéptido de interés.

Si el polipéptido de interés es PBGD, ejemplos de tipos adecuados de cromatografia incluyen, pero sin limitacion,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio idnico (IEC) y cromatografia en una columna de hidroxiapatita.
En principio, se puede usar cualquier combinacion de estos métodos de cromatografia. Los inventores de la presente
invencion han encontrado previamente para PBGD que es una ventaja realizar al menos el paso de cromatografia de
afinidad y si esto se combina con cualquiera de los otros métodos de cromatografia es una ventaja realizar el paso de
cromatografia de afinidad antes de los otros pasos de cromatografia (véase, por ejemplo, el documento WO
03/002731).

Para la realizacion en la que el polipéptido de interés es PBGD, los ejemplos de columnas de cromatografia de afinidad
disponibles comercialmente incluyen el acoplamiento de afinidad, la afinidad especifica de grupo y las columnas de
afinidad de quelato metalico.

El catalogo de productos 2001 de la compafia Amersham Pharmacia Biotech da ejemplos de columnas de
acoplamiento de afinidad tales como columnas que comprenden ligandos inmovilizantes que contienen -NHz y
columnas que comprenden ligandos que contienen grupos amino primarios.

Las columnas de afinidad de quelatos metalicos son especialmente preferidas para purificar proteinas mediante la
formacion de complejos de iones metdlicos con grupos de histidina expuestos. El ejemplo 3 del documento
WOO01/07065 describe la construccion de una porfobilindgeno desaminasa recombinante humana con una "etiqueta
His" (rhPBGD-His). Con el fin de purificar rhPBGD-His, se prefiere usar una columna de afinidad de quelato metalico,
tal como una columna que tiene una resina de afinidad de metal cobalto.

Los ejemplos de otros métodos adecuados de cromatografia de afinidad incluyen, pero no se limitan a, columnas que
tienen heparina porcina como ligando o columnas que tienen acido 1-amino-4-[[4-[[4-cloro-6-[[3 (o 4)-sulfofenillJamino]-
1,3,5-triazin-2-ilJamino]-3-sulfofenillJamino]-9,10-dihidro-9,10-dioxo-2-antracenosulfénico, también conocido como
Cibracon Azul 3G, como ligando y usando acoplamiento con triazina como método de acoplamiento de ligando. Un
ejemplo comercial de este Ultimo es Blue Sepharose 6 Fast Flow (FF) de Amersham Pharmacia Biotech. Por
consiguiente, una realizacion preferida de la invenciéon se refiere al proceso, como se describe en el presente
documento, en donde la columna de cromatografia de afinidad de la etapa (i) es una columna que usa un acoplamiento
con triazina como método de acoplamiento de ligando, y mas preferiblemente en donde el ligando es Cibacron Blue
3G.

El término "cromatografia de intercambio iénico (IEC)" debe entenderse de acuerdo con la técnica como una columna
que separa moléculas tales como proteinas sobre la base de su carga neta a un pH determinado mediante unién
electrostatica a un grupo cargado en la columna. El intercambio i6nico denota la absorcién de iones de un tipo en una
columna a cambio de otros que se pierden en la solucién.

Ejemplos de columnas IEC adecuadas son columnas tales como una columna Q Sepharose, una columna Q SP
Sepharose o una columna CM Sepharose, en particular puede ser una columna DEAE Sepharose.

Un ejemplo de una columna de hidroxiapatita adecuada es una columna de hidroxiapatita ceramica. La hidroxiapatita
(Cas(PO4)30H)2 es una forma de fosfato de calcio que puede usarse para la separacion y purificacién de proteinas,
enzimas, acidos nucleicos, virus y otras macromoléculas. La hidroxiapatita de ceramica es una forma esférica y
macroporosa de hidroxiapatita. La CHT Tipo | (Bio-Rad) es un ejemplo de una columna de cromatografia de
hidroxiapatita ceramica disponible comercialmente.
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También se describe en el presente documento un método que puede comprender los siguientes pasos antes del paso
a):

i) expresiéon recombinante de PBGD

ii) someter la composicion de PBGD del paso i) a cromatografia de afinidad

iii) someter la composicién de PBGD de la etapa ii) a cromatografia de intercambio iénico
En otra realizacion, el método puede comprender los siguientes pasos antes del paso a):
i) expresiéon recombinante de PBGD

ii) someter la composicion de PBGD del paso i) a cromatografia de afinidad

iii) someter la composicion de PBGD del paso ii) a cromatografia de intercambio i6nico

iv) someter la composicién de PBGD del paso iii) a una columna de hidroxiapatita.

Ambos métodos pueden incluir opcionalmente un paso adicional de diluciéon de diafiltracion de la composicion de
PBGD obtenida del paso ii). Por lo tanto, dicho paso debe ser posterior al paso ii) y antes del iii), es decir, un paso iia).
El paso iia) tiene el propdsito de reducir la concentracion de sales a una conductividad adecuada, por ejemplo, <10
mS/cm. Esto puede ser relevante en particular si se utiliza DEAE Sepharose como resina en la etapa de cromatografia
de intercambio iénico, es decir, la etapa iii), ya que esto puede facilitar la uniéon del PBGD capturado a la resina de
DEAE Sepharose. La dilucion se puede obtener mediante la adicién de agua purificada directamente o mediante
ultrafiltracion contra agua purificada.

La expresion recombinante de PBGD, etapa i) puede realizarse por cualquiera de los métodos descritos anteriormente.

Ejemplos de columnas de cromatografia de afinidad adecuadas en la etapa ii) pueden ser cualquiera de los
mencionados anteriormente.

Ejemplos de métodos adecuados para realizar la cromatografia de intercambio idnico en la etapa iii) pueden ser
cualquiera de los mencionados anteriormente.

Ejemplos de columnas de cromatografia de hidroxiapatita adecuadas en la etapa iv) pueden ser cualquiera de los
mencionados anteriormente.

En una realizacion particular, la columna de cromatografia de afinidad puede ser una columna que usa un
acoplamiento con triazina como método de acoplamiento de ligando, y en particular dicho método en donde el ligando
es Cibracon Blue 3G. Esto puede ser en particular una columna Blue Sepharose 6 Fast Flow, y la columna de
cromatografia de intercambio idénico puede ser una columna DEAE Sepharose, y en la realizacion en la que el método
también comprende una etapa iv) esta columna puede ser en particular una columna de hidroxiapatita ceramica.

El método de la presente invencién también puede comprender pasos adicionales después del paso b) del método.
Tales pasos uno o mas de los siguientes:

« liofilizacion de la composicién que comprende un polipéptido concentrado de interés,

» cambio del regulador de la composicién que comprende un polipéptido concentrado de intereés,

« filtracion estéril de la composicién que comprende un polipéptido concentrado de interés

* evaporacion.

Se pueden usar diferentes liofilizadores, volumen de soluciones por liofilizar y otros parametros en el método de la
presente invencion. Un ejemplo de un liofilizador adecuado incluye, entre otros, un liofilizador Lyostar (sistemas FTM)
como se usa en los ejemplos, que no cae dentro del alcance de la invencién, donde las soluciones comprenden un
polipéptido concentrado de interés, es decir en este caso PBGD, se rellenaron en viales de vidrio de inyeccién de 2 y
6 ml (tipo 1) y se taponaron con tapones de goma (clorobutilo). La liofilizacién se puede realizar mediante los siguientes

tres pasos;

i) congelacion,
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ii) secado primario, y
iii) secado secundario.

Paso i) la congelacion puede realizarse en particular cargando primero una muestra a temperatura ambiente y
enfriandola a 0°C y manteniéndola a 0°C durante 30 minutos, antes de bajar la temperatura en 1°C por minuto a -40°C
y manteniéndolo a -40°C durante 30 minutos.

Paso ii) el secado primario puede realizarse en particular estirando la presion de vacio 126 mTorr, elevando la
temperatura en 1°C por minuto a 0°C y manteniendo la muestra a 0°C durante 360 minutos.

Paso iii) el secado secundario puede realizarse en particular retirando el vacio completo simultdneamente con
elevacion de la temperatura en 0.5°C por minuto hasta +30°C y manteniendo la muestra a +30°C durante 360 minutos.

Después del secado secundario, la muestra puede cerrarse adicionalmente al vacio o cerrarse después de llenarse
con nitrégeno.

Un ejemplo de un método de liofilizacion adecuado incluye el descrito en los ejemplos de la presente invencion.

La liofilizacion puede comprender en una realizacion adicional una etapa de fusion antes de la fase de secado primario.
Los inventores de la presente invencidn han descubierto que la inclusién de una etapa de fusion en el método de
liofilizacion mejora la apariencia visual, tal como se visualiza con menos grietas, y/o da como resultado un tiempo de
reconstitucion mas corto del producto liofilizado en comparacién con la utilizacion del mismo método de liofilizacion,
pero sin el paso de fusion. Es una ventaja que se reduzca el tiempo para la reconstitucién de un producto liofilizado,
especialmente si se va a usar como un producto farmacéutico que se administra como una solucién. Una apariencia
visual mejorada generalmente también se considera una ventaja para la mayoria de los productos.

Asi, la liofilizacién puede comprender los siguientes pasos:
i) congelacion

i) fusion

i) secado primario

iv) secado secundario.

Los pasos de congelacion, secado primario y secado secundario pueden realizarse en particular como se describe
anteriormente. El paso de fusion, es decir, el paso ii) puede realizarse en particular después de 30 minutos de
congelacion, elevando la temperatura a, por ejemplo, una velocidad de 2°C por minuto a -10°C o -20°C y mantener
esta temperatura durante 120 o 420 minutos y luego bajar la temperatura, por ejemplo, una velocidad de 2°C por
minuto a -40°C, temperatura a la cual la muestra puede mantenerse entre 60 y 90 minutos antes de comenzar la etapa
de secado primario.

El cambio del regulador de la composicion que comprende un polipéptido concentrado de interés puede realizarse en
particular a) diluyendo, por ejemplo, 5-15 veces, la composicion comprende un polipéptido concentrado de interés en
un regulador o formulacion, b) concentrar la composicion diluida nuevamente y realizar los pasos a) y b) un nimero
suficiente de veces para que la cantidad de excipientes en el regulador o la formulacién presente en la composicion
antes de estos pasos constituya menos del 5% v/v o menos del 1% v/v de excipientes en el regulador o formulacién
presente en dicha composicion después de realizar dichos pasos.

En particular, la composicién que comprende un polipéptido de interés obtenido de la etapa b) de la presente invencion
puede comprender en particular una etapa de filtracion estéril de dicha composicién y/o una etapa de liofilizacion de
la composicion. La filtracion estéril se realiza generalmente por filtracién de la composicion a través de un filtro con un
tamanfo de poro de 0.22 uym o 0.20 um. La liofilizacion se puede realizar en particular como se describe anteriormente.

También se describe en el presente documento una composicién liofilizada obtenida por un método de la presente
invencion.

Inyeccién subcutanea
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También se describe en el presente documento el uso de una composicion que comprende en el intervalo de
polipéptidos de 50-300 mg/ml de interés para la fabricacion de un medicamento para inyeccion subcutanea en un
mamifero.

El polipéptido de interés puede ser cualquier polipéptido de interés de acuerdo con la presente invencion, que incluye,
pero no se limita a PBGD, arilsulfatasa A, alfa-manosidasa lisosémica y galactocerebrosidasa.

El término “subcutanea” con frecuencia se abrevia a s.c. y los dos términos pueden usarse indistintamente en el
contexto de la presente invencion.

Cuando la inyeccién se realiza por via subcutanea, generalmente no es posible inyectar mas de 1.5 ml debido a
restricciones fisioldgicas.

Como el paciente generalmente necesita una cierta cantidad del polipéptido particular de interés, existe una correlacion
entre el volumen de la composicidon que comprende un polipéptido de interés que debe administrarse al paciente y la
concentracion de polipéptido de interés en dicha composicion.

Por lo tanto, es una ventaja que la composicion que comprende un polipéptido de interés comprenda una alta
concentracion del polipéptido de interés y que esta alta concentracion del polipéptido de interés se puede obtener sin
la formacion de grandes cantidades de agregados de polipéptidos. El uso de tales composiciones concentradas de
polipéptidos de interés hace posible inyectar un volumen mas pequefo de dicha composicion y al mismo tiempo
asegurar que el paciente reciba una cantidad adecuada del polipéptido de interés; facilitando asi la administracion
subcutanea del polipéptido de interés.

La composicién mencionada anteriormente que comprende un polipéptido de interés puede comprender en particular
entre 75-250 mg/ml, tal como entre 75-200 mg/ml o entre 75-150 mg/ml o entre 100-150 mg/ml o entre 100-125 mg/ml
o entre 125-150 mg/ml de polipéptido de interés.

Como se describié anteriormente, el volumen de composicién que comprende un polipéptido de interés que es
necesario inyectar en el paciente para asegurar que el paciente reciba una cantidad adecuada del polipéptido de
interés se correlaciona con la concentracion del polipéptido de interés en dicha composicion.

Por lo tanto, el volumen de dicha composicién generalmente se ajustara de acuerdo con la concentracion del
polipéptido de interés en la composicion. Sin embargo, el volumen generalmente puede estar en el rango de 0.1-1.5
ml, tal como en el rango de 0.1-1.5 ml o en el rango de 0.5-1.5 ml o en el rango de 0.5-1.5 ml o en el rango de 0.75-
1.5 ml o en el rango de 0.75-1.5 ml o en el rango de 1-1.5 ml o en el rango de 1-1.5 ml.

La cantidad de polipéptido de interés que es relevante para administrar a un paciente generalmente depende del peso
del individuo y del polipéptido particular de interés.

También se describe en el presente documento, pero no forma parte de la invenciéon un método de tratamiento de un
mamifero para la porfiria intermitente aguda que comprende la inyeccion subcutanea de una composicion de 50-300
mg/ml de PBGD.

La administracion de PBGD puede ser particularmente util para el tratamiento de la porfiria intermitente aguda. Sin
embargo, se contempla que la administracion de PBGD también puede ser util para el tratamiento de otras porfirias,
como la coproporfiria hereditaria o la porfiria Variegata. Porfiria es un término utilizado para describir colectivamente
una serie de enfermedades causadas por diferentes deficiencias en la via biosintética del grupo hemo. Por lo tanto,
se contempla que la administracion de PBGD, por ejemplo, en combinacion con otras terapias, para un paciente que
sufre cualquier tipo de porfiria puede ayudar a aumentar la rotacion general de los diferentes intermedios en la via.
Por ejemplo, Meissner PN et al., 1986, European Journal de Clinical Investigation, vol. 16, 257-261; Hift RJ et al., 1997,
S. Afr. Medicina. J., vol. 87, 718-27 y Meissner P et al., 1993, J. Clin. Invest., Vol. 91, 1436-44 describen la acumulacién
de ALA y PBG en la coproporiria hereditaria y la porfiria Variegata. En estas enfermedades, la acumulacion de ALA 'y
PBG resulta de defectos enzimaticos que se encuentran cuatro y cinco pasos corriente abajo de la conversion de ALA
a PBG, respectivamente. En los dos articulos mas recientes se describe cémo el porfirindbgeno que se acumula en
pacientes con porfiria Variegata es capaz de inhibir la PBG-desaminasa.

También se describe en el presente documento, pero no forma parte de la invencién, un método de tratamiento de un

mamifero para leucodistrofia metacromatica que comprende la inyeccion subcutanea de una composicion de 50-300
mg/ml de aril sulfatasa A.
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La leucodistrofia metacromatica (MLD) es causada por un defecto genético autosémico recesivo en la enzima
lisosdmica Arilsulfatasa A (ASA), lo que da como resultado una ruptura progresiva de las membranas de la vaina de
mielina (desmielinizacion) y la acumulacion de sulfato de galactosilo (sulfato de cerebrésido) en la sustancia blanca
tanto del sistema nervioso central (SNC) como del sistema nervioso periférico. En las preparaciones histolédgicas, el
sulfato de galactosilo forma masas esféricas granulares que se tifien metacromicamente. El sulfato de galactosilo
también se acumula dentro del rifidn, la vesicula biliar y ciertos otros érganos viscerales y se excreta en cantidades
excesivas en la orina.

La galactosil sulfatida se metaboliza normalmente mediante la hidrélisis del enlace 3-O-sulfato para formar
galactocerebrosida a través de la acciéon combinada de la enzima lisosémica arilsulfatasa A (EC 3.1.6.8) (Austin et al.
Biochem J. 1964, 93, 15C-17C) y una proteina activadora de esfingolipidos llamada saposina B. Se produce una
deficiencia profunda de arilsulfatasa A en todos los tejidos de pacientes con formas tardias de MLD infantil, juvenil y
adulta (ver mas abajo). A continuacion, la proteina arilsulfatasa A se denominara "ASA". Una deficiencia profunda de
ASA ocurre en todos los tejidos de pacientes con MLD.

En otra realizacién mas, la presente invencion se refiere a un método para tratar un mamifero para el trastorno de
almacenamiento lisosémico alfa-manosidosis, que comprende la inyeccion subcutanea de una composicion de 50-300
mg/ml de alfa-manosidasa lisosémica.

La alfa-manosidosis es una enfermedad autosémica recesiva que se produce en todo el mundo con una frecuencia
de entre 1/1.000.000 y 1/500.000. La manosidosis se encuentra en todos los grupos étnicos en Europa, América,
Africa y también Asia. Se detecta en todos los paises con un buen servicio de diagnéstico para trastornos de
almacenamiento lisosémico, con una frecuencia similar. Nacen aparentemente sanos; sin embargo, los sintomas de
las enfermedades son progresivos. La alfa-manosidosis muestra heterogeneidad clinica, que va desde formas muy
graves hasta formas muy leves. Los sintomas clinicos tipicos son: retraso mental, cambios esqueléticos, sistema
inmunitario deteriorado que resulta en infecciones recurrentes, discapacidad auditiva y, con frecuencia, la enfermedad
se asocia con caracteristicas faciales tipicas, como cara gruesa, frente prominente, puente nasal aplanado, nariz
pequefa y boca ancha. En los casos mas graves (manonosidosis tipo 1), los nifios sufren de hepatoesplenomegalia y
mueren durante los primeros afios de vida. Posiblemente esta muerte temprana es causada por infecciones graves
debido a la inmunodeficiencia causada por la enfermedad. En casos mas leves (manosidosis tipo 2) los pacientes
generalmente alcanzan la edad adulta. Las debilidades esqueléticas de los pacientes provocan la necesidad de sillas
de ruedas entre los 20 y los 40 afios. La enfermedad causa una disfuncién difusa del cerebro que con frecuencia
resulta en un rendimiento mental débil que excluye cualquier cosa que no sean las habilidades mas basicas de la
simple lectura y escritura. Estos problemas asociados con la discapacidad auditiva y otras manifestaciones clinicas
impiden que el paciente tenga una vida independiente, por lo que se necesita cuidados de por vida.

Se describe adicionalmente en el presente documento, pero no forma parte de la invencion, un método para tratar un
mamifero para la enfermedad de Krabbe, que comprende la inyeccién subcutanea de una composicion de 50-300
mg/ml de galactosilcerebrosidasa.

En los humanos, una deficiencia en la enzima GALC da como resultado una enfermedad de almacenamiento
lisosémico, genética, heredada autosémica, conocida como enfermedad de Krabbe o leucodistrofia de células
globoides. La enzima generalmente se expresa en los testiculos, los rifiones, la placenta, el higado y el cerebro de los
seres humanos y una deficiencia en la enzima GALC generalmente produce un trastorno en el metabolismo de la
mielina y en el sistema nervioso central y periférico (SNC y SNP, respectivamente).

La enfermedad de Krabbe se ha observado en humanos de cualquier edad, nacionalidad y sexo.

Debe observarse que las realizaciones y caracteristicas descritas en el contexto de uno de los aspectos de la presente
invencién también se aplican a los otros aspectos de la invencion. En particular, todas las realizaciones descritas para
la composicion que comprende un polipéptido de interés, tal como la presencia de compuestos adicionales,
reguladores y pH también se aplican a la composicién que comprende un polipéptido de interés utilizado en las
presentes aplicaciones.

Cuando un objeto de acuerdo con la presente invencion o uno de sus rasgos o caracteristicas se menciona en singular,
esto también se refiere al objeto o sus rasgos o caracteristicas en plural. Como ejemplo, cuando se hace referencia a
"un polipéptido" se debe entender que se refiere a uno o mas polipéptidos.

A lo largo de la presente especificacion, se entendera que la palabra "comprenden”, o variaciones tales como
"comprende" o "que comprende", implica la inclusiéon de un elemento, nUmero entero o paso, o grupo de elementos,
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numeros enteros o pasos establecidos, pero no la exclusién de ningun otro elemento, nimero entero o paso, o grupo
de elementos, numeros enteros o pasos.

Se describen detalles adicionales en las siguientes secciones Experimentales.

Parte experimental (no cae dentro del alcance de la invencion reivindicada)

Materiales

rhPBGD

ElIthPBGD usado en los siguientes experimentos se obtuvo de acuerdo con el proceso 2 en el ejemplo 1 del documento
WO 03/002731, donde el proceso 2 es el proceso que incluye la etapa IV, es decir, la etapa de cromatografia de
hidroxiapatita ceramica.

Regulador de formulacién

ElI rhPBGD recombinante y purificado estaba presente en el siguiente regulador de formulacién acuosa:
NazHPO43.67 mM

Glicina 27 mM

Manitol 250 mM

yunpHde 7.9

El regulador de formulacidn se filtrd luego para esterilidad a través de un filtro de 0.22 ym.

Métodos

Liofilizacién

La liofilizacion de las soluciones de rhPBGD purificadas se realizé en un liofilizador Lyostar (FTM-systems) de acuerdo
con el siguiente programa:

Fase de congelacién | 0°C 30 min 760 Torr
0°C a-40°C | 1°C/min 760 Torr
-40°C 30 min 760 Torr

Secado primario -40°C a 0°C | 1°C/min 169 mTorr
0°C 240 min 169 mTorr

Secado secundario |0°C a 30°C | 10°C/60 min, 180 min |20 mTorr
30°C 720 min 20 mTorr
Observacion visual (claridad y color)
El liquido se estudié visualmente con respecto al color, la claridad y precipitados de acuerdo con el siguiente esquema.
Color: 1: sin color; 2: ligeramente amarillo; 3: amarillo
Claridad: 1: Claro; 2: ligeramente turbio; 3: turbio

Otras observaciones: en algunos casos se incluyeron otras observaciones del operador (por ejemplo, precipitados,
material no disuelto, etc.)

Medicién de pH
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El medidor de pH (Metrohm 691 pH Meter) y el electrodo (electrodo combinado de pH LL) se calibraron con 3
soluciones de referencia estandar (Merck) en el rango de 4.00 a 9.00. El liquido finalmente se analizé.

Concentracion de proteinas

La concentracion de proteina en extracto, muestras en proceso, sustancia farmacoldgica a granel y producto final se
determind mediante un método que utiliza principios de reducciéon de Cuz+ a Cu+ por proteina en un medio alcalino
(la reaccion de Biuret). Los iones Cu+ se hicieron reaccionar luego con un reactivo que contenia acido bicinconinico,
dando como resultado una deteccion colorimétrica altamente sensible y selectiva.

Pureza

Las variantes recombinantes de porfobilindgeno desaminasa humana (rhPBGD) y rhPBGD se separaron de acuerdo
con su capacidad para adsorber y desorber en medios estacionarios basados en silice dependiendo del porcentaje de
modificador organico (acetonitrilo) en la fase movil.

Actividad de rhPBGD

La porfobilindgeno desaminasa (PBGD) cataliza la adicion de 4 moléculas de porfobilindgeno (PBG) para formar un
tetramero lineal, preuroporfirindgeno, el cual se libera de la enzima y se circulariza in vivo en uroporfirinégeno Ill por
la accion de la uroporfirindgeno sintasa lll. El preuroporfirinégeno se puede oxidar quimicamente con benzoquinona
para formar uroporfirina, que absorbe la luz a 405 nm.

Los analisis se realizaron en un solo vial en cada ocasién de prueba. Para la determinacién de la actividad de rhPBGD
y la concentracion de proteinas, las pruebas se realizaron por duplicado y por triplicado, respectivamente, para cada
vial.

Osmolalidad

Se resuspendié un vial de rhPBGD liofilizado en 1.00 ml de agua MilliQ. El vial de solucién acuosa congelada de
rhPBGD fue descongelado. EI osmdmetro (osmémetro Vapro) se calibré con 3 soluciones estandar en el rango de
100-1000 mOsm/kg (100, 290, 1000 mOsm/kg). Luego se analiz6 el liquido.

Ejemplo 1
Concentracion con dispositivos de filtro centrifugo.

La solucién de PBGD a granel congelada (7 mg/ml de rhPBGD, Na2HPO4 3.67 mM, glicina 27 mM, manitol 250 mM,
pH 7.9) fue descongelada en un bafio de agua a 20°C, se centrifugd a 3200 g durante 10 minutos y posteriormente se
esterilizo por filtracion con filtros de 0.20 um-PES (filtros de polietersulfona Nalgene). La solucion a granel de PBGD
se concentré a 100 mg/ml utilizando los dispositivos de filtracién centrifugos Centricon Plus-80 (Mw corte 30000) y
Centricon Plus-15 (Mw corte 30000) a 3200 g durante varias horas. La solucién concentrada, es decir, el retenido, se
esterilizo por filtracion filtros de 0.22 ym (Millex GV) y finalmente una parte de esta solucion se diluyé con regulador
de formulacion estéril para obtener 50 mg/ml. La solucion de 5 mg/ml se preparé diluyendo directamente la hPBGD
recombinante y se purificd con regulador de formulacion estéril.

Los 5 mg/ml, 50 mg/ml y 100 mg/ml de rhPBGD se liofilizaron como se describié anteriormente. Se almacenaron varios
viales de cada una de las soluciones de rhPBGD liofilizadas con 5, 50 y 100 mg/ml de rhPBGD vy de la solucién acuosa
de 5 mg/ml de rhPBGD a 40°C+2°C, 75%+5% humedad relativa (RH). Los viales se almacenaron protegidos de la luz
en un paquete secundario bien sellado (caja de papel).

En los puntos de tiempo indicados (es decir, tiempo de almacenamiento) un vial de cada muestra liofilizada se
resuspendio en 1.00 ml de agua Millipore.

Cada uno de los viales resuspendidos y el vial acuoso de rhPBGd se observaron visualmente con respecto al color, la
claridad y los precipitados, y el pH, la concentracion de proteinas, la pureza y la actividad de rhPBGD se midieron
como se describio anteriormente.

Los resultados se dan en las siguientes tablas 1-4:
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Tabla 1: Producto liofilizado, 5 mg/ml.

Punto de tiempo | Actividad Concentracién Actividad  especifica | Pureza Observacion

(mes) (U/ml) (mg/ML) (U/mg) (%) visual

0 93.2 4.3 21.5 99.6 Color: 1, claridad:
1

0.5 81.0 5.2 15.6 ND Color: 1, claridad:
1

1 76.6 5.9 13.1 99.9 Color: 1, claridad:
1

1.5 87.0 5.5 15.9 99.7 Color: 1, claridad:
1

2 53.3 4.7 11.4 99.6 Color: 1, claridad:
1

3 50.8 4.8 10.7 99.6 Color: 1, claridad:
1

6 34.3 5.3 6.5 99.6 Color: 1, claridad:

1

Tabla 2; Producto liofilizado; 50 mg/ml

Punto de tiempo | Actividad Concentracién | Actividad especifica | Pureza (%) | Observacion visual
(mes) (U/ml) (mg/ML) (U/mg)

0 888 41.4 215 99.1 Color: 2, claridad: 1
0.5 842 50.6 16.6 ND Color: 2, claridad: 1
1 746 50,6 14.8 100 Color: 2, claridad: 1
2 640 52.9 12.1 100 Color: 2, claridad: 1
3 634 49.0 12.9 100 Color: 2, claridad: 1
6 422 43.0 9.8 100 Color: 2, claridad: 1

Tabla 3: Producto liofilizado; 100 mg/ml

Punto de tiempo | Actividad Concentracion Actividad  especifica | Pureza (%) | Observacion

(mes) (U/ml) (mg/ML) (U/mg) visual

0 1944 83.7 23.2 99.1 Color: 3, claridad:
1

1 1470 98.7 14.9 100 Color: 3, claridad:
1

2 1282 94.8 13.5 100 Color: 3, claridad:
1

3 1253 82.6 15.2 100 Color: 3, claridad:
1

6 739 75.5 9.8 100 Color: 3, claridad:

1
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Tabla 4: Producto acuoso; 5 mg/ml

Punto de tiempo |Actividad Concentracion Actividad especifica | Pureza Observacion visual
(mes) (U/ml) (mg/ML) (U/mg) (%)

0 95.6 4.0 23.7 99.1 Color: 1, claridad: 1
0.5 48.1 54 8.9 ND Color: 1, claridad: 1
1 28.6 5.9 4.8 96.1 Color: 1, claridad: 1
1.5 12.3 5.6 2.2 914 Color: 1, claridad: 1
2 4.5 4.4 1.0 90.7 Color: 1, claridad: 1
3 71 3.1 2.3 87.3 Color: 2, claridad: 2
6 4.4 2.1 2.1 58.1 Color: 2, claridad: 2
Ejemplo 2

Concentrar una composicion de rhPBGD mediante dispositivos de filtro centrifugo

Una solucién de PBGD a granel congelada (7 mg/ml de rhPBGD, 3.67 mM NazHPO4, glicina 27 mM, manitol 250 mM,
pH 7.9) fue descongelada en un bafio de agua a 20°C, se centrifugd a 3200 g durante 10 minutos y posteriormente se
esterilizd por filtracion con filtros de 0.20 um-PES (filiros de polietersulfona Nalgene). La solucién a granel de PBGD
se concentré a 100 mg/ml utilizando los dispositivos de filtro centrifugo Centricon Plus-80 (Mw corte 30000) y Centricon
Plus-15 (Mw corte 30000) a 3200 g durante varias horas. La soluciéon concentrada, es decir, el retenido, se filtro estéril
mediante filtros de 0.22 ym (Millex GV) y se diluy6 con regulador de formulacion filtrado estéril (véase mas arriba) para
obtener soluciones de concentraciones mas bajas. Una fracciéon en volumen de cada concentracion se liofilizd como
se describio anteriormente.

Las diferentes concentraciones de rhPBGD liofilizado y solucion acuosa de rhPBGD se almacenaron a 5°C+3°C o -
20°C+5°C (humedad relativa ambiental (HR)). Todos los viales se almacenaron protegidos de la luz en un paquete
secundario bien sellado (caja de papel).

En los puntos de tiempo indicados (es decir, tiempo de almacenamiento), un vial de cada muestra liofilizada se
resuspendi6 en 1.00 ml de agua Millipore y luego se analizé junto con la solucién acuosa de rhPBGD observando
visualmente el color, la claridad y los precipitados, y midiendo el pH, la concentraciéon de proteinas, la pureza, la
osmolalidad y la actividad de rhPBGD.

Los resultados se dan en las siguientes tablas 5-19:

Tabla 5: Producto acuoso; 11 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: +5°C

Punto de |Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucion
Agregados

0 10.9 255.0 23.4 100.0 7.80 1290 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

1 9.5 216.8 22.8 100.0 7.81 1305 Color: 2
Claridad: 1

Claro

Ninguno/pocos
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(continuacion)

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacién

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

2 10.9 230.2 211 98.0 7.80 | 300 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

3 11.2 226.6 20.2 100.0 7.76 | 290 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Pocos

6 14.7 271.1 18.4 100.0 7.77 | 300 Color 2
Claridad: 1
Claro

Varios

Tabla 6: Producto acuoso: 11 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: -20°C
Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3

Claridad 1-3
Solucion
Agregados

0 10.4 236.1 22.6 100 7.80 | 290 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

1 11.7 270.3 231 100 7.81 1302 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

2 ND ND ND ND ND |ND ND

3 124 247.7 20.0 100 7.77 | 288 Color: 2
Claridad: 1

Claro

Ninguno
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Punto

tiempo (mes) | conc. (mg/ml)

Punto

tiempo (mes) | conc. (mg/ml)

de | Proteina

13.4

Tabla 7: Producto liofilizado, 11 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: +5°C

de | Proteina

10.9

ND
ND
13.3

14.7

Actividad
(U/ml)

291.5

Actividad
(U/ml)

230.0

ND
ND
269.3

237.9

ES 2744 499 T3

(continuacion)

Actividad
especifica
(U/mg)

21.8

Actividad
especifica
(U/mg)

21.2

ND
ND
20.2

16.2

26

Pureza
(%)

100

Pureza
(%)

100.0

ND
ND
100.0

100.0

PH

7.77

PH

7.80

ND
ND
7.74

7.76

Osmolalidad
(mOsm/kg)

301

Osmolalidad
(mOsm/kg)

290

ND
ND
282

290

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno

Observacion
visual

Color 1-3;
Claridad 1-3;
Solucion;
Agregados
Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

ND

ND

Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 2
Claridad: 1

Claro

Ninguno
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Tabla 8: Producto acuoso, 17 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: +5°C

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucioén
Agregados

0 18.0 471.0 26.1 100.0 7.80 | 298 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

1 17.5 360.4 20.6 100.0 7.81 | 311 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

2 18.3 397.0 21.7 100.0 7.83 | 302 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

3 16.6 376.5 227 100.0 7.77 | 294 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Pocos

6 16.0 257.3 16.1 100.0 7.76 | 305 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Varios

Tabla 9: Producto acuoso, 17 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: -20°C
Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3

Claridad 1-3
Solucién
Agregados

0 17.9 411.6 23.0 100.0 7.80 | 298 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno
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(continuacion)

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

1 17.4 439.5 253 100.0 7.80 | 310 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

2 ND ND ND ND ND |ND ND

3 16.4 389.4 237 100.0 7.77 | 292 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

6 18.0 373.8 20.8 100.0 7.76 | 305 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno

Tabla 10: Producto liofilizado, 17 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

0 16.9 380.1 225 100.0 7.80 | 298 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

1 ND ND ND ND ND |ND ND

2 ND ND ND ND ND |ND ND

3 15.6 391.9 251 100.0 7.76 | 285 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno
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(continuacion)

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

6 16.6 341.3 20.6 100.0 7.75 | 297 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno

Tabla 11: Producto acuoso; 36 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: +5°C

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

0 36.0 844 .4 234 100.0 7.81 | 305 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

1 35.5 778.1 219 100.0 7.82 314 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

2 354 798.5 226 100.0 7.81 310 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno/pocos

3 28.9 687.9 23.8 100.0 7.77 | 303 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Pocos

6 37.2 537.3 14.4 100.0 7.77 | 312 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Varios
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Punto de
tiempo (mes)

Punto de
tiempo (mes)

Tabla 12: Producto acuoso, 36 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: -20°C

Proteina
conc. (mg/ml)

34.0

38.0

ND
31.6

30.6

Tabla 13: Producto liofilizado, 36 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C

Proteina
conc. (mg/ml)

29.5

ND
ND

Actividad
(U/ml)

853.4

853.6

ND
776.3

543.8

Actividad
(U/ml)

657.0

ND
ND

ES 2744 499 T3

Actividad
especifica
(U/mg)

25.1

22.5

ND
24.6

17.8

Actividad
especifica
(U/mg)

22.3

ND
ND

Pureza

(%)

100.0

100.0

ND
100.0

100.0

Pureza

(%)

100.0

ND
ND

PH

7.81

7.83

ND
7.76

7.75

PH

7.81

ND
ND

Osmolalidad
(mOsm/kg)

305

321

ND
299

311

Osmolalidad
(mOsm/kg)

305

ND
ND

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucion
Agregados
Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno
ND

Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados
Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

ND

ND
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(continuacion)

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion
tiempo (mes) | conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

3 28.7 747.6 26.0 100.0 7.75 1290 Color: 2
Claridad: 1
Claro
Ninguno

6 29.8 579.3 19.4 100.0 7.76 | 300 Color: 2
Claridad: 1
Claro

Ninguno

Tabla 14: Producto acuoso, 50 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C

Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucion
Agregados

0 46.2 780.9 16.9 96.3 7.59 317 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
1 47.9 915 19.1 90 7.58 | 305 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
2 47.2 898.3 19.0 100 7.60 318 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno

3 60.8 1102.6 18.1 100 7.72 | 314 Color: 3
Claridad: 1
Claro

Ninguno
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Punto de
tiempo (mes)

12

Punto de
tiempo
(mes)
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(continuacion)

Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion
conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

62.5 902.8 14.4 100 7.60 | 331 Color: 3
Claridad: 2
Claro
Ninguno

41.7 618.5 14.8 100 7.60 | 336 Color: 3
Claridad: 2
Claro
Ninguno

50.2 540.8 10.8 97.5 7.60 | 329 Color: 3
Claridad: 2
Claro

Ninguno

Tabla 15: Producto acuoso, 50 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: -20°C

Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion
conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucion
Agregados

46.2 780.9 16.9 96.3 7.59 | 317 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
47.2 899.1 19.0 93.7 7.58 313 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
53 1222.7 23.1 100.0 7.60 | 315 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
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Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion

tiempo conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual

(mes) (U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

3 61.2 1336.2 21.8 100.0 7.75 1320 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
6 52.2 1001.3 19.2 100.0 7.60 | 321 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
12 50.4 887.9 17.6 100.0 7.60 | 320 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Tabla 16: Producto liofilizado, 50 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C
Punto de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion visual
tiempo conc. (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) Color 1-3
(mes) (mg/ml) (U/mg) Claridad 1-3
Torta/solucién
Agregados
0 42.7 759.4 17.8 100.0 7.58 | 292 Color: 3
Claridad: 1
Torta: amairillo,

algunas grietas
Solucién: Clara

Ninguno
1 42.6 840.4 19.7 63.1 7.58 | 293 Color: 3
Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas
Solucién: clara

Ninguno
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Punto
tiempo
(mes)

12

Punto
tiempo
(mes)
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(continuacion)

de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad
conc. (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg)
(mg/ml) (U/mg)
421 937.0 22.3 100.0 7.60 | 292
47.4 1014.7 21.4 100.0 7.75 | 291
49.0 876.5 17.9 100.0 7.60 | 304
51.3 945.0 18.4 100.0 7.60 | 308

Observacion visual
Color 1-3

Claridad 1-3
Torta/solucion
Agregados

Color: 3
Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas
Solucién: clara

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas
Solucién: claro

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas
Solucién: clara

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Torta: amarillo,
algunas grietas
Solucién: claro

Ninguno

Tabla 17: Producto acuoso, 100 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C

de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad
conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg)
(U/mg)
81.8 1705.7 20.9 99.9 7.60 | 350

34

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

Color: 3

Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno



Punto
tiempo
(mes)

1"

de | Proteina

conc. (mg/ml)

85.9

95.7

104.3

96.0

102.8

86.2

Actividad
(U/ml)

1942.4

1690.8

1671.2

1642.6

1270.8

1140.2

ES 2744 499 T3

(continuacion)

Actividad Pureza
especifica (%)
(U/mg)

22.6 96.9
17.7 96.9
16.0 100.0
17.1 100.0
12.4 100.0
13.2 100.0

35

PH

7.55

7.65

7.65

7.62

7.63

7.60

Osmolalidad
(mOsm/kg)

3562

357

350

360

352

353

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 2

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 2

Ligeramente
opalescente

Ninguno



Punto
tiempo
(mes)

12

15

18

Punto
tiempo
(mes)

de

de
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(continuacion)

Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacioén
conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucion
Agregados

113.9 1550.6 13.6 100.0 7.58 | 350 Color: 3
Claridad: 2

Ligeramente
opalescente

Ninguno
114.7 1160.6 10.1 98.3 7.61 [ 350 Color: 3
Claridad: 2

Ligeramente
opalescente

Ninguno
86.2 907.4 10.5 100.0 7.67 | 340 Color: 3
Claridad: 2

Ligeramente
opalescente

Ninguno

Tabla 18: Producto acuoso, 100 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: -20°C

Proteina Actividad Actividad Pureza |PH |Osmolalidad Observacion
conc. (mg/ml) | (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) visual
(U/mg) Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

81.8 1705.7 20.9 99.9 7.60 316 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
89.3 2108.8 23.6 100.0 7.56 | 350 Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
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Punto de
tiempo
(mes)

1"

12

15

Proteina
conc. (mg/ml)

112.0

100.2

87.5

97.1

104.6

94.5

118.0

Actividad
(U/ml)

2066.5

21724

2672.3

2040.3

2234.0

1608.8

2015.9

ES 2744 499 T3

(continuacion)

Actividad Pureza
especifica (%)
(U/mg)

18.5 100.0
21.7 96.7
30.6 100.0
21.0 100.0
214 100.0
17.0 100.0
17.1 100.0

37

PH

7.65

7.65

7.62

7.62

7.60

7.57

7.62

Osmolalidad
(mOsm/kg)

353

352

352

353

353

350

351

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 3
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 3
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 3
Claridad: 1
Claro
Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno
Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno



Punto
tiempo
(mes)

18

Punto
tiempo
(mes)

de | Proteina
conc. (mg/ml) | (U/ml)

90.6 1736.4

Actividad
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(continuacion)

Actividad Pureza |PH |Osmolalidad
especifica (%) (mOsm/kg)
(U/mg)

19.2 100.0 7.69 338

Observacion
visual

Color 1-3
Claridad 1-3
Solucién
Agregados

Color: 3
Claridad: 1

Ligeramente
opalescente

Ninguno

Tabla 19: Producto liofilizado, 100 mg/ml; Temperatura de almacenamiento: 5°C

de | Proteina Actividad
conc. (U/ml)
(mg/ml)
76.0 1638.3
71.6 1747.6
81.6 1769.9
84.1 1616.6

Actividad Pureza |PH | Osmolalidad
especifica (%) (mOsm/kg)
(U/mg)

21.5 100.0 7.60 316

24.4 100.0 7.55 318

21.7 100.0 7.63 313

19.2 98.2 7.65 320

38

Observacion visual
Color 1-3

Claridad 1-3
Torta/solucion
Agregados

Color: 3

Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas

Solucion: Claro
Ninguno

Color: 3
Claridad: 1

Torta: amarillo,
algunas grietas

Solucion: Claro
Ninguno

Color: 3
Claridad: 1

Torta: amairillo,
algunas grietas

Solucién: Claro
Ninguno

Color: 3
Claridad: 1

Torta: amarillo,
algunas grietas

Solucién: Claro

Ninguno
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20
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(continuacion)

Punto  de | Proteina Actividad Actividad Pureza |PH | Osmolalidad Observacion visual

tiempo conc. (U/ml) especifica (%) (mOsm/kg) Color 1-3

(mes) (mg/ml) (U/mg) Claridad 1-3
Torta/solucion
Agregados

6 96.7 2197.6 22.7 100.0 7.60 324 Color: 3
Claridad: 1
Torta: amairillo,

algunas grietas

Solucioén: Claro

Ninguno
9 ND ND ND ND ND |ND ND
12 96.0 1978.4 20.6 100.0 7.57 | 322 Color: 3
Claridad: 1
Torta: amairillo,

algunas grietas

Solucioén: Claro

Ninguno
15 ND ND ND ND ND |ND ND
18 80.6 1602.6 19.9 100.0 7.75 310 Color: 3
Claridad: 1
Torta: amairillo,

algunas grietas
Solucién: Claro

Ninguno
Ejemplo 3
Concentracion de una composicion de rhPBGD por filtracién de flujo tangencial (TFF)

La solucién a granel de rhPBGD fue descongelada luego durante un minimo de tres dias a 5°C y en la oscuridad.

La solucion descongelada se centrifugd luego con tubos de centrifuga cénicos de 200 ml durante aproximadamente
10 minutos a 2200 g.

La solucion se filtré luego a través de una serie de filtros con los siguientes tamarfios de poro: 5.0 ym; 0.65 ym; 0.45
um y 0.20 um antes de que se concentrara por filtracion de flujo tangencial (TFF).

La concentracion por TFF se realizé con un sistema Millipore Labscale TFF y un filtro Millipore Pellicon® XL con una
presion de entrada de la bomba de aproximadamente 20-25 psi y una presion sobre el filtro Pellicon® XL de
aproximadamente 4-6 psi. EI rhPBGD se protegio de la luz durante el procedimiento cubriendo el recipiente de muestra
del sistema TFF con laminas de papel de aluminio.

La solucién concentrada de rhPBGD obtenida del procedimiento TFF se cambié entonces en regulador contra un
regulador de formulaciéon que contenia NazHPO4 x 2H20 3.67 mM, glicina 27 mM y manitol 220 mM preparado en
agua estéril. Esto se realizé agregando continuamente dicho regulador al sistema TFF y presionandolo a través de la
membrana hasta que dicho regulador hubiera reemplazado el regulador anterior.
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La solucién de rhPBGD concentrada y cambiada con regulador se filtré luego estéril haciéndola pasar a través de un
filtro con un tamano de poro de 0.22 ym. Esta filtracion estéril se realizé dos veces con un filtro nuevo cada vez.

La solucion concentrada estéril de rhPBGD se colocd luego en viales antes de liofilizar como se describe en la seccion
del método.

Ejemplo 4
El efecto de diferentes modos de liofilizacion y/o la cantidad de excipientes en el tiempo de reconstitucion

PBGD se concentr6 como se describe en el ejemplo 3 y después del intercambio del regulador se determiné la
concentracién de PBGD.

La solucion de PBGD concentrada se liofilizé en un liofilizador Lyostar (sistemas FTM). Las soluciones se llenaron en
viales de vidrio de inyeccion de 2 y 6 ml (tipo 1) y se taparon con tapones de goma (clorobutilo).

Ciclo de liofilizacion original:

Las muestras se cargaron a temperatura ambiente y los estantes se enfriaron a 0°C durante 30 minutos. La
temperatura se redujo a -40°C (1°C por minuto) y se mantuvo alli durante 30 minutos y luego la presién de vacio se
redujo a 126 mTorr y el secado primario comenzé elevando la temperatura a 0°C (1°C por minuto). Después de 360
minutos de secado primario, la temperatura se elevd a +30°C (0.5°C por minuto) y se extrajo el vacio completo
simultaneamente (inicio del secado secundario). La temperatura se mantuvo a +30°C durante 360 minutos y los viales
se taparon al vacio.

Liofilizacién con inclusion de un paso de fusion:

Después de 30 minutos a -40°C, la temperatura se elevé con una velocidad de 2°C por minuto a -10°C o -20°C ,
temperatura a la cual se mantuvieron durante 120 o 420 minutos antes de que la temperatura bajara nuevamente con
2°C por minuto a -40°C donde las muestras se mantuvieron durante 60-90 minutos antes del inicio del secado primario.

Los resultados se muestran en la Tabla 20 donde los términos cortos utilizados con respecto a los excipientes y el
ciclo de liofilizacién significan lo siguiente:

1x cantidad de excipientes se refiere a que la solucién de PBGD comprende NazHPO4 3.67 mM x 2H20, glicina 27 mM
y manitol 220 mM preparado en agua estéril.

Una cantidad de excipientes de 1.5x se refiere a que la solucién de PBGD comprende Na:HPO4 5.51 mM x 2H20,
glicina 40.5 mM y manitol 375 mM preparados en agua estéril, es decir, 1.5x de cada uno de los componentes
presentes en el regulador 1x.

Los excipientes 2x se refieren a que la solucion de PBGD comprende NazHPO4 7.34 mM x 2H:0, glicina 54 mM y
manitol 500 mM preparados en agua estéril, es decir, 2x de cada uno de los componentes presentes en el regulador
1x.

El ciclo de liofilizacién original es como se describi6é anteriormente.

El ciclo de liofilizacion de fusion es como se describié anteriormente, donde el paso de fusion comprende elevar la
temperatura a -10°C manteniendo la muestra a esta temperatura durante 120 minutos antes de bajarla nuevamente a
-40°C.

El ciclo de liofilizacion de fusion extendido es como se describié anteriormente, donde el paso de fusién comprende

elevar la temperatura a -20°C manteniendo la muestra a esta temperatura durante 420 minutos antes de bajarla
nuevamente a -40°C.
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Tabla 20:
Cantidad de | Concentraciéon de proteinas | Tiempo de reconstitucion para diferentes ciclos de
excipientes. (mg/ml) secado libre.
Original Fusién Fusién extendida

1x 198 600 550 480

1x 175 540 500 450

1x 150 450 480 180

1x 125 330 100 10

1x 100 40 10 10

1x 80 25 10 10

1.5x 200 480 40 60

1.5x 175 220 10 10

1.5x 150 60 10 10

1.5x 125 15 10 10

1.5x 100 10 10 10

2x 200 120 20

2x 175 40 20

2x 150 20 10

2x 100 10 10

Ejemplo 5
El efecto de diferentes modos de liofilizacion y/o la cantidad de excipientes en la apariencia del producto liofilizado

Se prepararon soluciones concentradas vy liofilizadas de PBGD como se describe en el ejemplo 4 y las referencias a
la cantidad de excipientes y el tipo de ciclo de liofilizacion tienen el mismo significado que en el ejemplo 4.

Los siguientes resultados se obtuvieron mediante inspeccién visual de los productos liofilizados:

A: La comparacion de tres productos preparados a partir de soluciones que comprenden respectivamente 4.6 mg/mi
66.6 mg/ml y 109.4 mg/ml de rhPBGD mostré que el nimero de grietas en el producto liofilizado aument6é a medida
que aumentaba la concentracion de rhPBGD.

B: La comparacion de dos productos, preparados a partir de una solucion que contiene 150 mg/ml de rhPBGD, y que
comprende una cantidad de excipientes 1x y 1.5x, mostré que el nimero de grietas en el producto liofilizado fue menor
para el producto que comprendié 1.5x cantidad de excipientes que el producto que comprende 1x cantidad de
excipientes.

C: La comparacioén de dos productos liofilizados preparados a partir de una solucion de rhPBGD de 150 mg/ml, que
comprende una cantidad de excipientes 1x y 2x, mostré que el nimero de grietas en el producto liofilizado con una
cantidad de excipientes 2x fue menor que el producto que comprende la cantidad 1x de excipientes.

D: La comparacion de tres productos liofilizados preparados a partir de una solucién de rhPBGD de 150 mg/ml
utilizando el ciclo de liofilizacion original, la fusién y la fusién prolongada mostré que el numero de grietas en el producto
liofilizado fue menor en el producto que se preparé de acuerdo con el ciclo de liofilizacidon de fusién que el producto
preparado de acuerdo con el ciclo de liofilizacion original. Ademas, el numero de grietas en el producto preparado de
acuerdo con el ciclo de liofilizacion de fusion extendido fue menor que en el producto preparado de acuerdo con el
ciclo de liofilizacion de fusion.

E: Se prepararon tres productos liofilizados a partir de una solucion de rhPBGD de 150, 175 y 200 mg/ml,
respectivamente. Los productos liofilizados comprendian cada uno 1.5x la cantidad de excipientes y se liofilizaron con
el ciclo de fusion. Ninguno de los productos liofilizados tenia grietas.
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F: Se prepararon dos productos de rhPBGD liofilizados a partir de una solucion de rhPBGD de 150 mg/ml. Uno de
ellos comprendia 1x cantidad de excipientes y se prepard de acuerdo con el ciclo de liofilizacién original, mientras que
el otro comprendia 1.5x cantidad de excipientes y se preparé de acuerdo con el ciclo de secado libre de fusidn
extendido. El producto que comprende una cantidad 1.5x de excipientes y preparado de acuerdo con el ciclo extendido
de liofilizacion de fusidbn comprende menos grietas que el producto que comprende una cantidad 1x de excipientes y
preparado de acuerdo con el ciclo original de liofilizacion.

G: Se prepararon dos productos de rhPBGD liofilizados a partir de una soluciéon de rhPBGD de 150 mg/ml. Uno de
ellos comprendia 1x cantidad de excipientes y se prepard de acuerdo con el ciclo original de liofilizacién, mientras que
el otro comprendia 0.1% de Tween 80 en combinacion con la cantidad 1x de excipientes y se preparé de acuerdo con
el ciclo de liofilizacion de fusion extendido. El producto que comprende el Tween 80 al 0.1% en combinacién con la
cantidad 1x de excipientes y que se prepard de acuerdo con el ciclo de liofilizacion de fusion extendido comprendio
menos grietas que el producto que comprendi6 la cantidad 1x de excipientes y que se prepard de acuerdo con el ciclo
de liofilizacién original.

Ejemplo 6

El efecto del volumen de recuperacion, la cantidad de excipientes y el modo de liofilizaciéon sobre la estabilidad de la
rhPBGD liofilizada

Se prepararon soluciones concentradas de rhPBGD para muestras liofilizadas como se describe en el ejemplo 4.
La "solucion a granel" es una solucién concentrada de PBGD antes de la liofilizacion.

La Tabla 21 muestra los resultados de las soluciones de rhPBGD que tienen las siguientes caracteristicas con respecto
a la concentracion de rhPBGD, la cantidad de excipientes (se usaron las mismas definiciones que en el ejemplo 4), el
modo de liofilizacién (fueron las mismas definiciones como en el ejemplo 4) y la relacion del volumen de llenado
(Volumen de llenado es el volumen de la composicion antes de liofilizarla) frente al volumen de recuperacion (Volumen
de recuperacion es el volumen en el cual se resuspende el producto liofilizado):

Solucién 1: « Aproximadamente 5 mg/ml de rhPBGD
 1x cantidad de excipiente

* Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = Volumen de recuperacion
Solucién 2:

» Aproximadamente 70 mg/ml de rhPBGD

* 1x cantidad de excipiente

« Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = 2 x Volumen de recuperacién
Solucién 3:

» Aproximadamente 110 mg/ml de rhPBGD

* 1x cantidad de excipiente

* Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = Volumen de recuperacion
Solucion 4:

» Aproximadamente 70 mg/ml de rhPBGD
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* 1x cantidad de excipiente

« Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = 1.5 x Volumen de recuperacion
Solucion 5:

» Aproximadamente 90 mg/ml de rhPBGD

 2/3x cantidad de excipiente

* Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = 1.5 x Volumen de recuperacion
Solucién 6:

» Aproximadamente 60 mg/ml de rhPBGD

» 1/2x cantidad de excipiente

« Ciclo de liofilizacién original.

* Volumen de llenado = 2 x Volumen de recuperacion
Solucion 7:

» Aproximadamente 110 mg/ml de rhPBGD

* 1x cantidad de excipiente

« Ciclo de liofilizacion de fusion.

» Volumen de llenado = Volumen de recuperacion
Solucion 8:

» Aproximadamente 60 mg/ml de rhPBGD

* 1x cantidad de excipiente

« Ciclo de liofilizacion de fusion.

* Volumen de llenado = 2 x Volumen de recuperacién
Solucién 9:

» Aproximadamente 150 mg/ml de rhPBGD

 1x cantidad de excipiente

» Ciclo de liofilizacién de fusion.

* Volumen de llenado = Volumen de recuperacion
Solucion 10:

» Aproximadamente 150 mg/ml de rhPBGD
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* 1x cantidad de excipiente
« Ciclo de liofilizacién de fusion.

* Volumen de llenado = 1 Volumen de recuperacion

Aunque no se muestra en la Tabla 21, la pureza también se probo para cada punto de tiempo puesto que se encontré
al 100% en todos los casos.

Para la solucién 2 en el punto de tiempo de la semana 4 y 9 y para la solucion 4 el punto de tiempo de la semana 9 se
us6 un volumen de recuperacion incorrecto.

Tabla 21:

Solucién | Punto de | Vol. Vol. pH | mOsmolalidad | Concentraciéon  de | Actividad | Actividad
medicién Llen. |Rec. proteinas(mg/ml) (U/ml) especifica
(semana) (ml) (ml) (U/mg)

1 granel 4.6 78 171
0 0.67 |0.67 7.54 | 274 4.8 85 17.8
2 0.67 |0.67 7.22 | 274 46 87 19.4
4 0.67 0.67 7.78 | 279 5.1 75 14.5
7 0.67 0.67 7.87 | 284 5.1 68 13.3
9 0.67 0.67 7.67 | 403 7.0 93 13.2

2 granel 66.6 1129 16.9
0 0.67 0.335 |7.64 525 113 1915 16.9
2 0.67 0.335 |7.63 459 93.6 1593 17.0
4 0.67 |0.67 7.75 | 264 64.6 1104 17.1
7 0.67 |0.335 |7.95 451 106.4 2106 19.8
9 0.67 |0.67 7.59 | 247 51.4 859 16.7

3 granel 109.4 1491 13.6
0 0.67 0.67 7.75 | 274 99.9 1598 16.0
2 0.67 |0.67 7.64 | 269 914 1543 16.9
4 0.67 |0.67 7.68 | 274 101.2 1825 18.0
7 0.67 |0.67 7.71 278 103.4 2045 19.8
9 0.67 0.67 7.67 | 274 88.3 1656 18.8

4 granel 715 1244 17.4
0 0.67 |0.45 7.64 | 448 113.8 1748 15.4
2 0.67 |0.45 7.63 411 86.4 1806 20.9
4 0.67 0.45 7.77 | 362 109.9 1897 17.3
7 0.67 0.45 7.90 | 379 95.2 686 (7.2)
9 0.67 0.67 7.63 | 273 59.7 1090 18.3

44



5

ES 2744 499 T3

(continuacion)

Solucién | Punto de | Vol. Vol. pH | mOsmolalidad | Concentracion  de | Actividad | Actividad
medicién Llen. |Rec. proteinas(mg/ml) (U/ml) especifica
(semana) (ml) (ml) (U/mg)

5 granel 91.0 1610 17.7
0 0.67 0.45 7.65 | 296 119.4 2014 16.9
2 0.67 0.45 7.61 |285 112.3 2093 18.6
4 0.67 0.45 7.90 | 292 125.1 2409 19.3
7 0.67 0.45 7.88 | 297 116.4 1928 16.6
9 0.67 0.45 7.34 | 278 102.5 1490 14.5

6 granel 60.7 992 16.3
0 0.67 0.335 |7.63 295 112.6 1753 15.6
2 0.67 0335 |7.60 288 86.9 1787 20.6
4 0.67 0.335 |7.83 287 116.4 2106 18.1
7 0.67 0.335 |8.20 |299 109.7 695 (6.3)
9 0.67 0.335 |7.44 287 95.2 1636 17.2

7 granel 116.4 1926 16.5
0 0.67 |0.67 7.56 | 275 101.1 1750 17.3
2 0.67 |0.67 7.51 | 276 93.4 1831 19.6
4 0.67 |0.67 7.60 | 270 101.6 1774 17.5
7 0.67 0.67 7.53 | 283 102.2 1639 16.0
9 0.67 |0.67 7.46 | 274 89.9 960 10.7

8 granel 64.5 1119 17.4
0 0.67 0.335 |7.52 511 100.7 1718 17.1
2 0.67 0.335 |7.51 459 99.3 1900 19.1
4 0.67 0.335 |7.70 482 114.5 1913 16.7
9 0.67 |0.335 |7.29 |425 102.3 1650 16.1

9 granel 165 3587 21.7
0 0.60 0.60 7.71 309 121.4 2819 23.2
4 0.60 0.60 7.74 |- 140.3 2014 14.4
7.5 0.60 |0.60 7.61 292 135.9 1640 121

10 granel 165 3587 21.7
0 0.60 |0.60 7.86 | 276 142.1 2397 16.9
3 040 0.40 8.20 | 314 141.9 2381 16.8
5 0.60 0.60 7.60 | 302 131.8 2304 17.5

Ejemplo 7

Efecto de diferentes excipientes sobre la estabilidad de rhPBGD
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Se concentré rhPBGD como se describe en el ejemplo 4 y luego el regulador se cambié a uno de los cuatro reguladores
descritos a continuacion. Los productos se liofilizaron como se describe en el ejemplo 4 con una etapa de fusion
original incluida y la estabilidad de las muestras se ensayd como se describe en el ejemplo 6.

Se probo el efecto de las siguientes cuatro formulaciones sobre la estabilidad de rhPBGD:

Formulacién A (corresponde a la solucion 9 en el ejemplo 6): manitol 250 mM, glicina 27 mM y Na2HPO4 3.67 mM.
Formulacién B: manitol 250 mM, glicina 27 mM y TRIS-HCL 10 mM.

Formulacién C: manitol 250 mM, glicina 27 mM, Na2HPO4 3.67 mM y Tween 80 al 0.1%.

Formulacién D: manitol 221 mM, sacarosa 29 mM, glicina 27 mM, NazHPO4 3.67 mM y Tween 80 al 0.1%.

Los resultados se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22

Formulacion | Punto de Vol. Vol. pH | mOsmolalidad | Concentracion de | Actividad | Actividad
medicion Llen. | Rec. proteinas(mg/ml) (U/ml) especifica
(semana) Vol (ml) (U/mg)

(ml)

A Granel 7.69 | 366 165 3587 217
0 0.60 0.60 |7.71 309 121.4 2819 23.2
4 0.60 0.60 |7.74 |- 140.3 2014 14.4
7.5 0.60 0.60 |7.61|292 135.9 1640 12.1

B Granel 7.54 |320 173 3595 20.8
0 0.60 0.60 |7.58 284 148.1 3726 252
3 0.60 0.60 |7.57 280 165.4 2947 17.8
4 0.60 0.60 |7.69 |- 167.5 2367 14.1
7.5 0.60 0.60 |7.60 283 150.4 2235 14.9

C Granel 7.40 | 338 178 3606 20.2
0 0.60 0.60 |7.76 | 290 142.9 2662 18.6
3 0.60 0.60 |7.43 285 181.7 2332 12.8
4 0.60 0.60 |7.42 |- 173.1 1436 8.3
6 0.60 0.60 |7.55 274 156.6 1254 74
7.5 0.60 0.60 |7.34 274 141.5 1252 8.9

D Granel 7.41 337 175 3869 221
0 0.60 0.60 |7.80 292 127.5 2355 18.5
3 0.60 0.60 |7.35 288 143.9 1988 13.8
4 0.60 0.60 |7.26 |- 159.3 1644 10.3
6 0.60 0.60 |7.30 281 135.7 1236 9.1
7.5 0.60 0.60 |7.28 |282 125.7 1146 9.1
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<120> Un proceso para la concentracion de polipéptidos.

<130> 39840pc01

<150> PA 2006 00488

<151> 2006-04-04

<150> PA 2006 00922

<151> 2006-07-05

<160> 24

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 1035

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 1

atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggyg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaaga
ttcccgecate
gacgagcagec
tggcacaacc
ggggccttyg
ctgcacgatc
gaaggaggct
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact

aacgatgcce
<210> 2
<211> 1035

<212> ADN

ttcgegtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggttgggca
gcgtggaagt
ccgagactct
gcagtgtgecc
gagtctggag
tccectgecca
gtaacattcc
tgttgctgag
attaa

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaag
tcctectggce
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttcgectge
agtagccgtg
tctagacqggce
gcatgaagat
acgagggccc

caaaggagcec

agccagcettyg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgg
Ltcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatagca
ggccclgagy
cagttggctg

aaaaacatcc

47

ctcgecataca
Ltgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctg
ggaagaccct
cagcccagct
acacccggcet
ctggcctgca
gcatgtatgc
tcttggatct
gggccttect
tgaaggatgg
tacaagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttge

gacggacagt
tgctatgtcc
aagcctgttt
tcacteccttg
caagcgggaa
agaaaccctyg
gcagagaaag
tcggaagctg
gcgeatggge
tgtgggccag
ggtgggtgtyg
gaggcacctg
gcaactgtac
catgcaggct
gttggtaggce
gggcatcagc
acggcaattg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1035
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<213> Homo Sapiens

<400> 2

atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggyg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaaga
ttceegeate
gacgagcagc
tggcacaacc
ggggcecttyg
ctgcacgatc
gaaggaggct
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggeccaact

aacgatgcce
<210> 3
<211> 1035

<212> ADN

ttcgcgtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggtggggca
gcecgtggaagt
ccgagactet
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccetgecceca
gtaacattcc
tgttgctgag

attaa

<213> Homo Sapiens

<400> 3

ES 2744 499 T3

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaag
tcectectgge
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttcgctge
agtagccgtyg
tctagacggce
gcatgaagat
acgagggccc

caaaggagcc

agccagcettyg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgg
Ltcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaaccltca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatageca
ggccctgagg
cagttggctyg

aaaaacatcc

48

ctcgecataca
Ltgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctyg
ggaagaccct
cagcccagct
acacccgget
ctggcctgca
gcatgtatgc
tcttggatct
gggccttoct
tgaaggatgg
tacazagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttge

gacggacagt
tgctatgtcc
aagcctgttt
tcacteccttg
caagcgggaa
agaaaccctyg
gcagagaaag
tcggaagcetg
gcgcatggge
tgtgggccag
ggtgggtgtyg
gaggcacctyg
gcaactgtac
catgcaggct
gttggtaggc
gggcatcagc
acggcaattg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1035
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atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaagdga
ttccecgecatce
gacgagcagc
tggcacaacc
ggggccttgg
ctgcacgatc

gaaggaggct
ctgactggag

accatccatg
atcactgctc
ctggccaact

aacgatgcecc
<210> 4
<211> 1034

<212> ADN

ttcgegtggy
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatge
ccactgtget
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggtggggca
gcgtggaagt
ccgagactcet
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccctgcececa
gtaacattcc
tgttgctgag

attaa

<213> Homo Sapiens

<400> 4

atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggyg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
cagagaagag
tcecegeatcet
acgagcagca
ggcacaaccg
gggccttggg
tgcacgatcc
aaggaggcetyg
tgactggagg
ccatccatgt
tcactgctcyg
tggccaactt

acgatgccca

<210>5

ttcgegtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
tgtggtggga
ggagttcagg
ggagttcagt
ggtggggcag
cgtggaadgtyg
cgagactctg
cagtgtgcca
agtctggagt
ccectgeccaqg
taacattcca
gttgctgagce
ttaa

ES 2744 499 T3

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaaqg
tectectygge
ctttcaccca
aaccagctce
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttegetge

agtagccgtyg
tctagacggce

gcatgaagat
acgagggccce

caaaggagcc

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaag
tcctectgge
cttcacccaa
accagcteccc
agtattcggyg
gccatcatcc
atcctgcacc
cgagccaagg
cttcgctgca
gtagccgtgce
ctagacggct
catgaagatg
cgagggcccc
aaaggagcca

agccagcttyg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgg
ttcaccatceg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa

catacagcta
tcagatagca

ggccctgagqg
cagttggctyg

aaaaacatcc

agccagcttg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtcg
ttcaccatcg
aatttgttgg
tgcgaagagc
gaaacctcaa
tggcaacagc
ctgaggaatg
accaggacat
tcgctgaaag
atacagctat
cagatagcat
gccocctgagga
agttggctge
aaaacatcct

49

ctcgcataca
ttgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctyg
ggaagaccct
cagcccagcet
acacccggceth
ctggcctgceca
gcatgtatgc
tcttggatet
gggccttcect
tgaaggatgg

gacggacagt
tgctatgtcc
aagcctgttt
tcacteccttg
caagcgggaa
agaaaccctyg
gcadgagaaag
tcggaagcetyg
gcgcatgggce
tgtgggccag
cgtgggtgtg
gaggcacctg

gcaactgtac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

tacaagagac catgcaggcet 840

atgacccaca gttggtaggc 200

cccagaactt gggcatcagce

tggatgttgce

ctcgcataca
ttgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctg
gaagacccta
agcccagctg
caccecggett
tggcctgcag
catgtatgct
cttggatcty
ggccttecty
gaaggatggyg
acaagagacc
tgacccacag
ccagaacttyg

ggatgttgca

acggcaattg

gacggacadgt
tgctatgtce
aagcctgttt
tcacteccttyg
caagcgggaa
gaaaccctge
cadagaaadgt
cggaagctgg
cgcatgggcet
gtgggccagg
gtgggtgtgce
aggcacctgg
caactgtacc
atgcaggcta
ttggtaggca
ggcatcagcc

cggcaattga

960
1020
1035

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1034



10

15

20

<211>1035

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 5

atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaaga

ttccegeate
gacgagcagc

tggcacaacc
ggggccttygyg
ctgcacgatce
gaaggaggct
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact

aacgatgccc
<210>6
<211> 1035

<212> ADN

ttcgegtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtgog
tggagttcag
aggagttcag
dggttgggca
gcgtggaagt
ccgagactet
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccectgccca
gtaacattcc
tgttgctgag

attaa

<213> Homo Sapiens

<400> 6

ES 2744 499 T3

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaaqg
tcectectygge
ctttcaccca
aaccagctcc

gagtattcgg
tgtcatcatc

gatcctgcac
gcgagccaag
gcttegetagce
agtagccgtyg
tctagacggce
gcatgaagat
acgagggccc

caagggagcc

agccagcttyg
ggcctgecagt
ctctectaaga
aatgaagtgg
ttcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag

ggaaacctca
ctggcaacag

cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatagca
ggccctgagyg
cagttggctg

aaaaacatcc

50

ctcgcataca
ttgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctyg
ggaagaccct
cagcccagct

acacccggcet
ctggcctgea

gcatgtatgc
tcttggatct
gggeacttect
tgaaggatgg
tacaagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttgc

gacgggcagt
tgctatgtcce
aagcctgttt
tcactccttyg
caagcgggaa
agaaaccctg
gcagagaagyg
Lcggaagctg
gcgcatgggc
tgtgggccayg
ggtgggtgtg
gaggcacctyg
gcaactgtac
catgcaggcet
gttggtaggce
gggcatcagc
acggcaattg

60

120
180
240
300
360
420

480
540

600
060
720
780
840
200
960
1020
1035



10

15

atgagagtga
gtggtggcaa
accacaggygy
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatyg
ccagagaaga
ttcecegeatce
gacgagcage
tggcacaacc
ggggccttgy
ctgcacgatc
gaaggaggtt
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact
aacgatgccce

<210>7
<211> 1034

<212> ADN

ttcgegtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggtggggca
gcgtggaagt
ccgagactct
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccectgeccca
gtaacattcc
tgttgctgag
attaa

<213> Homo Sapiens

<400> 7

atgagagtga

gtggtggcaa

accacagggyg
accaaggagc

aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaaga
ttcccgeate
gacgagcagc
tggcacaacc
ggggccttgy
ctgcacgatc
gaaggaggct
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact

acgatgccca

<210>8

ES 2744 499 T3

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaag
tcectectgge
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttegectge
agtagccgtg
Lctagacgge
gcatgaagat
acgagggecc

caaaggagcc

agccagcttyg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgg
Ltcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
Lcagatagca
ggccclgagy
cagttggcectyg
aaaaacatcc

ctcgcataca
Ltgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctg
ggaagaccct
cagcccagct
acacccggcet
ctggcctgeca
gcatgtatgc
tcttggatct
gggccttcct
tgaaggatgg
tacaagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttgce

gacdggacagt
tgctatgtcc
aagcctgttt
tcacteccttg
caagcgggaa
agaaaccctg
gcagagaaag
tcggaagetyg
gcgcatggge
tgtgggccag
ggtgggtgtyg
gaggcacctg
gcaactgtac
catgcaggct
gttggtaggce
gggcatcagc
acggcaattyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1035

ttcgegtggg tacccgcaag agccagcttg ctcegcataca gacggacagt 60

cattgaaagc
acaagalttct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggtggggeca
gcgtggaagt
ccgagactct
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccctgcecca
gtaacattcc
tgttgctgag
ttaa

ctegtaceet ggectgcagt ttgaaatcat tgctatgtec 120

tgatactgca ctctcectaaga ttggagagaa aagcecctgttt 180

cctggagaag
tcctectgge
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttcgctge
agtagccgtg
tctagacqgge
gcatgaagat
acgagggccce
caaaggagcc

aatgaagtgg
ttcaccatcg
aaatttgttg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacayg
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatagca
ggcccltgagy
cagttggcectyg

aaaaacatcc

51

acctggttgt
gagccatctg
ggaagaccct
cagcccagcet
acacccggcet
ctggcctgeca
gcatgtatgc
tcttggatct
gggccttcct
tgaaggatgg
tacaagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttgc

tcacteccttg
caagcgggaa
agaaaccctyg
gcagagaaag
tcggaagctg
gcgecatgggce
tgtgggccag
ggtgggtgtyg
gaggcacctg
gcaactgtac
catgcaggct
gttggtaggce
gggcatcagc

acggcaatta

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1034



10

15

20

<211>1035

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 8

atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggy
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaada
ttccegeatce
gacgagcagc
tggcacaacc
ggggceccttygg
ctgcacgatc
gaaggaggcet
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact

aacgatgcce
<210>9
<211> 1260

<212> ADN

ttcgecgtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggtggggca
gcgtggaagt
ccgagactct
gcagtgtgcc
gagtctggag
tccctaccca
gtaacattcc
tgttgctgag

attaa

<213> Homo Sapiens

<400>9

ES 2744 499 T3

tacccgcaag
ctcgtaccct
tgatactgca
cctggagaag
tcctecectgge
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcac
gcgagccaag
gcttcgcectge
agtagccgtg
tctagacggce
gcatgaagat
acgagggccc

caaaggagcc

agccagcttg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgyg
ttcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatageca
ggccctgagg
cagttggctyg

aaaaacatcc

52

ctcgcataca
ttgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctg
ggaagaccct
cagcccaget
acacccggcet
ctggcctgea
gcatgtatgc
tcttggatct
gggccttect
tgaaggatygyg
Lacaagagac
atgacccaca
cccagaactt

tggatgttgc

gacggacagt
tgctatgtce
aagcctgttt
tcacteccttyg
caagcgggaa
agaaaccctg
gcagagaaag
tcggaagctg
gcgcatgggc
tgtgggccag
ggtgggtgtyg
gaggcacctg
gcaactgtac
catgcaggcc
gttggtaggc
gggcatcagc
acggcaattg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1035



10

cacaggaaac
acaaaagctg
gcaggaattc
gacggacagt
tgctatgtce
aagcctgttt
tcactccttyg
caagcgggaa
agaaaccctyg
gcagagaaag
tcggaagctyg
gcgcatggge
tgtgggccag
ggtgggtgtg
gaggcacctyg
gcaactgtac
catgcaggct
gttggtagge
gggcatcagc
acggcaattyg

ccggtaccca
<210> 10
<211> 1113

<212> ADN

agctatgacc
gagctccacc
atgagagtga
gtggtggcaa
accacagggyg
accaaggagc
aaggacctgc
aaccctcatg
ccagagaaga
ttcccocgecatce
gacgagcagc
tggcacaacc
ggggccttygg
ctgcacgatc
gaaggaggct
ctgactggag
accatccatg
atcactgctc
ctggccaact
aacgatgccc

attcgcccta

<213> Homo Sapiens

<400> 10

ES 2744 499 T3

atgattacgc
gcggtggegg
ttegegtggg
cattgaaagc
acaagattct
ttgaacatgc
ccactgtgct
atgctgttgt
gtgtggtggg
tggagttcag
aggagttcag
gggttgggca
gcgtggaagt
ccgagactct
gcagtgtgec
gagtctggag
tccctgecca
gtaacattcc
tgttgctgag
attaataagc

tagtgagtcg

caagctcgaa
ccgctctaga
tacccgcaag
ctcgtacecct
tgatactgca
cctggagaag
tcectectgge
ctttcaccca
aaccagctcc
gagtattcgg
tgccatcatc
gatcctgcecac
gcgagcecaag
gcttcgetge
agtagccgtg
tctagacggce
gcatgaagat
acgagggccce
caaaggagcc
ttatcgatac
tattacaatt

53

attaaccctc
actagtggat
agccagcttg
ggcctgcagt
ctctctaaga
aatgaagtgg
ttcaccatcg
aaatttgttyg
ctgcgaagag
ggaaacctca
ctggcaacag
cctgaggaat
gaccaggaca
atcgctgaaa
catacagcta
tcagatagca
ggccctgagg
cagttggctg
aaaaacatcc
cgtcgacctc

cactggccgt

actaaaggga
cccoccgggct
ctcgecataca
ttgaaatcat
ttggagagaa
acctggttgt
gagccatctg
ggaagaccct
cagcccagcet
acacccggct
ctggcctgcea
gcatgtatgc
tcttggatcet
gggccttcect
tgaaggatgy
tacaagagac
atgacccaca
cccagaactt
tggatgttgc
gagggggggc
cgttttacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1200
1260



10

cacacagcct
gaagaaaaca
cgcatacaga
gaaatcattg
ggagadaaaa
ctggttgttc
gccatctgca
aagaccctag
gcccagetge
acccggettce
ggcctgcagc
atgtatgctg
ttggatctgg

gccttcecctga
aaggatgggc
caagagacca
gacccacagt
cagaacttgg
gatgttgcac

<210> 11
<211> 1380

<212> ADN

actttccaag
gcccaaagat
cggacagtgt
ctatgtccac
gcctgtttac
actccttgaa
agcgggaaaa
aaaccctgcc
agagaaagtt
ggaagctgga
gcatgggctg
tgggccaggg
tgggtgtget

ggcacctgga
aactgtacct

tgcaggctac
tggtaggcat
gcatcagcet

ggcaattgaa

<213> Homo Sapiens

<400> 11

ES 2744 499 T3

cggagccaty
gagagtgatt
ggtggcaaca
cacaggggac
caaggagctt
ggacctgccc
cccectecatgat
agagaagagt
cccgeatetg
cgagcagcag
gcacaaccgg

ggccttgggce
gcacgatccc
aggaggctgc
gactggagga
catccatgtc
cactgctegt
ggccaacttg

cgatgcccat

tctggtaacy
cgcgtgggta
ttgaaagcct
aagattcttg
gaacatgccc
actgtgcttc
gctgttgtcet
gtggtgggaa
gagttcagga
gagttcagtyg
gttgggcaga
gtggaagtgc
gagactctgce
agtgtgccag

gcaatgegge
ccecgcaagag
cgtaccctgg
atactgcact
tggagaagaa
ctcctggcett
ttcacccaaa
ccagctccct
gtattegggy
ccatcatcct
tcectgcacce
gagccaagga
ttcgctgecat
tagccgtgcea

gtctggagtc tagacggctc

cctgcccage atgaagatgg

gacattccac gagggoccca

ttgctgagca aaggagccaa

taa

54

tgcaacggcy
ccagcttgect
cctgcagttt
ctctaagatt
tgaagtggac
caccatcgga
atttgttggg
gcgaagagca
aaacctcaac
ggcaacagct
tgaggaatgc
ccaggacatc
cgctgaaagg

Ltacagctatg
agatagcata

ccctgaggat
gttggctgce

aaacatcctg

60

120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900

960

1020
1080
1113



10

agcaggtcct
aaggaagaaa
gctcgeatac
tttgaaatca
attggagaga
gacctggttyg
ggagccatct
gggaagaccc
gcagccecage
aacacccggc
gctggectgc
tgcatgtatg
atcttggatc
agggccttee
atgaaggatyg
atacaagaga
gatgacccac
gcccagaact
ctggatgttg
gggttgctge
ggggagtgat
accttggggc

gaagtccaag
<210> 12
<211> 1377

<212> ADN

actatcgcct
acagcccaaa
agacggacag
ttgctatgtc
aaagcctgtt
ttcactcett
gcaagcggga
tagaaaccct
tgcagagaaa
ttcggaagcet
agcgcatggg
ctgtgggcca
tggtgggtgt
tgaggcacct
ggcaactgta
ccatgcaggc
agttggtagg
tgggcatcag
cacggcagct
tgtcecagtgc
taccccggga
cttgatgact

caacagcctt

<213> Homo Sapiens

<400> 12

ES 2744 499 T3

ccctetagte
gatgagagtg
tgtggtggca
caccacaggg
taccaaggag
gaaggacctyg
aaaccctcat
gccagagaag
gttcccgecat
ggacgagcag
ctggcacaac
gggggcectty
gctgcacgat
ggaaggaggc
cctgactgga
taccatccat
catcactgct
cctggccaac
taacgatgcc
ctacatcccg
gactgaactg
gccttgectce
tgaatgtaac

tctgcttett
attcgcgtgg
acattgaaag
gacaagattc
cttgaacatg
ccecactgtge
gatgctgttg
agtgtggtgy
ctggagttca
caggagttca
cgggttgggce
ggcgtggaag
cccgagactc
tgcagtgtgc
ggagtctgga
gtccectgecce
cgtaacattc
ttgttgctga
cattaactgg
ggcctcagtg
cagggttcaa
ctcagtatgt

caatcctact

55

tggatccectg
gtacccgcaa
cctegtacce
ttgatactgc
ccctggagaa
ttcectectgg
tctttcacece
gaaccagctc
ggagtattcg
gtgccatcat
agatcctgca
tgcgagccaa
tgcttcgetg
cagtagccgt
gtctagacgy
agcatgaaga
cacgagggcce
gcaaaggagc
tttgtggggc
ccccattcecte
gccttccagg

gggggcttca
aataaaccag

aggagggcag
gagccagctt
tggectgecag
actctctasag
gaatgaagtg
cttcaccatc
aaaatttgtt
cctgcgaaga
gggaaacctc
cctagcaaca
ccctgaggaa
ggaccaggac
catcgctgaa
gcatacagct
ctcagatagce
tggcccectgag
ccagttggct
caaaaccatc
acagatgcct
actgctatct
gatttgcctc
tctectttaga
ttctgaaggt

60
120
180
240
300
3e0
420
480
540
600
060
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



10

cacacagcct
gaagaaaaca
cgcatacaga
gaaatcattg
ggagagaaaa
ctggttgttc
gcecatcetgea
aagaccctag
gcccagctge
acccggctte
ggcctgcage
atgtatgctg
ttggatctgg
geccttectga
aaggatgggc
caagagacca
gacccacagt
cagaacttgg
gatgttgcac
ttgctgctgt
gagtgattac
ttggggcctt

gtccaagcaa
<210> 13
<211> 10024

<212> ADN

actttccaag
gcccaaagat
cggacagtgt
ctatgtccac
gcctgtttac
actccttgaa
agcgggaaaa
aaaccctgcec
agagaaagtt
ggaagctgga
gcatgggctg
tgggccaggy
tgggtgtgct
ggcacctgga
aactgtacct
tgcaggctac
tggtaggcat
gcatcagcct
ggcagcttaa
ccagtgccta
cccgggagac
gatgactgcc
cagcctttga

<213> Homo Sapiens

<400> 13

ES 2744 499 T3

cggagccatg
gagagtgatt
ggtggcaaca
cacaggggac
caaggagctt
ggacctgccc
ccetecatgat
agagaagagt
cccgcatctyg
cgagcageayg
gcacaaccgg
ggccttgggc
gcacgatccc
aggaggctgc
gactggagga
catccatgtce
cactgctcgt
ggccaacttyg
cgatgcccat
catcccgggce
tgaactgcag
ttgcctectce

atgtaaccaa

tctggtaacg
cgcgtgggta
ttgaaagcct
aagattecttg
gaacatgccc
actgtgcttc
getgttgtet
gtggtgggaa
gagttcagga
Jagttcagtg
gtggggcaga
gtggaagtgc
gagactctgce
agtgtgccag
gtctggagtc
cctgcccage
aacattccac
ttgctgagca
taactggttt
ctcagtgcce
ggttcaagcc
agtatgtggg
tcctactaat

56

gcaatgcggc
cccgcaagag
cgtaccectgg
atactgcact
tggagaagaa
ctcectggett
ttcacccaaa
ccagctecct
gtattcgggg
ccatcatcct
tecetgeaccee
gagccaagga
ttcgctgcat
tagccgtgca
tagacggctc
atgaagatgg
gagggcccca
aaggagccaa
gtggggcaca
cattctcact
ttccagggat
ggcttcatct

aaaccagttc

tgcaacggcg
ccagcttget
cctgcagttt
ctctaagatt
tgaagtggac
caccatcgga
atttgttggy
gcgaagagca
aaacctcaac
agcaacagcet
tgagaaatgc
ccaggacatc
cgctgaaadgg
tacagctatg
agatagcata
ccctgaggat
gttggctgcc
aaacatcctg
gatgcctggg
gctatctggyg
ttgcctcacc
ctttagagaa
tgaaggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1377



aatcatgatt
gcactttggg
ctaacatgga
tgcctgtaat
ggaggttgca
ctccgtctca
ttttctcact
ttaatctctce
cacgcctgta
ttcgagacta
tagaaattag
tggggggatc
ctctagtctg
gttgtagcaa
ctcatgtcac
aattcccgee

ctctgcggag

gttaattatg
aggccgaggt
gaaacctcat
cccagctact
gtgagctgag
aaaaaaaaaa
acatgtaggt
tgaaccagtt
atcccagcac
gcctgggcaa
tcccacgtgg
gctgaageccg
gggacacagt
agctaagttt
agctggggaa
cagagggagyg
accaggagtc

ES 2744 499 T3

ttcatgatta
gggcgaatca
ctctaccaaa
cggggagety
atcgtgccat
aaaattatgt
ttgtgctccc
tcctecatttt
tttgggaggce
catagtgagg
tgatgtgcgce
ggaggtcaag
gagaccccgt
gaacagagca
tggggaggtc
gacctccecct

agactgtagg

caggcgegat
cctgaggtceca
aatacaaaat
aggcaggaga
tgcattccayg
tcatgggaaa
acttcagtta
aagaattgaa
caaggcgaga
ccacctccee
ctgtagtccc
gctgcagtga
atcaaaaaga
aaggaagcgc
gaatggggag
tcgagggagg
acgacctcgg

57

ggctcacgee
ggagttcaag
tagcecgggtyg
attgcttgaa
cctgggcaac
gcacttttcc
cttgtcttta
atgctggctyg
tgactgcttg
gctgtctcta
agctgcttgg
cccgtggtea
aaaatgctgc
catagaaget
gtccactgtc
gcgccggaag
gtcccacgtyg

tgtacteccca
acctgecctga
tggtggtgceg
ccegggagge
aagagcgaaa
taacaagccc
ggcatgacct
ggccagtcgt
agtccaggag
tazaaaaaatc
gaggctgagg
tgcecgcectgea
ctatttcaag
gcactacttg
gcaatgttcc
tgacgcgagg
tccececggtac

60
120
180
240
300
360
420
4380
540
600
660
720
780
840
900
960
1020



tcgececggeey
cctactttce
ctgagccggt
gttgccatcc
tttttggtce
gaaatcagag
gtccctgegg
gtgacccaga
gaggcggatg
gagtatcagc
gttatagtgg
gaattactac
gccectggget
aagaaagaga
ctttgctctt
cccaactcete
ccaccegttg
tttgagacga
ttttttaatg
gtttgaacct
tttttggtgg
aatttattgg
cttcggcaat
catggtgaaa
cctgtaatcce
agaccagcct
acgtggtggc
gaacctggga
gacagagcge
tacacacata
aggctgagtc
tgccactgca
aggaactaca
tctacagtgg
cgcctgtaat
ctggccaaca
gaacatgctyg
ccactgcact
agagaaatgg
acttttgtce
ggctctggee
aactttaggc
ccaacctttt
acccagccaa

atgcagtcca

gagccteccgg
aagcggagcc
gaccagcaca
tcagtcgtct
gagtagcttt
agcggtgata
gcatctgggt
ccaagaacgt
cagatacggc
caagcctcceg
tctececagee
cgtgggtggg
tgtgcacaga
tggggagctyg
gcagtcattc
tttcggttat
cttctgtaac
caacaatatg
aaacggtttg
agtagttctyg
ccacgtttaa
agtgatcaca
agaggcccca
ccecegtetet
tagcactttg
agggaacaca
atgcgecctgce
ggtggaggtt
aactceccect
ttttagctgg
aggagaatcg
ctccagcctg
taggatgaac
ctactgtctg
cccagctctt
cagtgaaacc
tagttccage
ccagoctgag
gaccteccgtce
aaggtactct
tgttaatatt
agcgcagcct
cattttatag
gaggctgagc
gccagattaa
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cttcecgggg
atgtctggta
ctttgggett
attggtcaga
taaagggcca
ctgggttaag
gggattccca
tcgtctacac
ccctttggga
aactgcacac
acagccaacg
aggccgecgt
caaactgcag
ctaatctccc
cagagccctyg
tagctctgtyg
atggtcccaa
caaaagcaat
acttggatat
ggaccttaga
tatcaagcct
tggagtagac
gatgtctggg
actaaaaata
ggaggccgag
gtgaaacccc
agtcccagcect
gcactgagcc
caaaaaaaga
gcatggtggt
cttgaacctg
ggcaacagag
atcccagatc
atgtagaaag
tgggaggctyg
cecgtetcectac
ttgaacccag
caaaacagtg
ttagactgaa
ggcaggagga
tccatgttgg
cctagtctta
atgaacaaac
aggactgtac
gggaccctta

ccgggggacc
acggcaatgce
ctggacgagc
acggctatct
gtagctcggt
agtggaagga
tcaggcectgg
agacggggtce
agacacgttc
aaacgtctta
ctccaagtcc
gggcctttcc
agctggtgga
cctgtccage
gactaggagt
accctaggca
aggtgcctgt
agcttcaaca
gctgtgcaca
gtcectttetyg
agcctaattt
cagagtctga
tgcaaaagaa
taaaaattag
gcaggtggat
gtttctacta
acttgggagyg
gagaccgcgc
aaaaaatata
gtgcgtctgt
gaaggcagtyg
ggagactctyg
agggaatgtt
aaatgggatc
gggcaggagg
taaaaatgtg
gogtggaget
agactctgtc
gaattcagtt
agaggcgtgt
tgaaaccaga
tggaacatct
agatcctgat
gtcagatccg
atactgtcag

58

ttagcggcac
ggctgcaacg
cgtgcagcga
tttttttott
tgcectecgg
ttgtttggaa
gatgcacgge
ctttcattcg
cacttttgat
gaagtgcgce
ccagctgtga
attacgagcc
ggccactgec
ctgttggtga
aggaagatct
agtcacctca
cttgtccacce
ftagaagtgct
ttcaatgaac
tgggctcect
gcaaagggtc
gggcagaaad
ctccatagca
gccgageaca
tgcctgaget
aaaatacaaa
ctaagacagg
cattgcactc
tatatatata
agtagtccca
gttgtagtta
tctcaaaaaa
gactgtcgac
aggctaggeyg
atcacaagtt
aaaattagct
tgtagtgagce
Laaaaaaaaa
ctacgtgectt
cctettgagt
ggcagcacte
gaggcagaag
gggacagtgt
tttacctcag

ctttcececcac

ccacacacag
gecggtgagty
ttggcecccag
tttttttttt
aaggaatggg
cggaactccg
tctagattta
aggctgggcet
tcataggaga
ttectttttgt
cacacctact
tgcttgececga
aggccgagat
gggctgggat
gaattgtggc
tcecttgatyg
tgataggatt
cagtgtttta
ttaaggaatt
gtggcccaga
tcccagggtt
ctgtcacctg
ccocgaccaa
gtggctcatg
caggagttcg
aaattagccg
agaatcgctt
cagcctgggt
tatatatata
gctacttggg
gctgagaaca
aaaaaaaaaa
agtatcagta
tggtggctca
cgagaccagc
gggcatggty
ctagatcacg
aaaaaaaaaa
agcagtgaat
tcttgacttg
taggtgaacg
aaacctgagt
acccaaggtc
tcecttaatge
tgtgggatct

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720



tcatcctctt
cttgctgctc
caagtgcctt
cagtgtggtc
gctgatggge
cttggtcaag
gtcctactat
actgaggaag
cacaggccag
tgttgaggaa
aacagcccaa
geecggagtyyg
actcagaggg
gaaatggcag
cagagggctc
cctaacctgt
atctctaccc
cgtaccctgg
gaagcccagt
ccgtcecget
gaatacctcc
ctttttatga
gggattatgt
tgatcaataa
ggacaagatt
cceccactett
gagagaaaaqg
agataggaga
tgctgggacc
agctcatagg

ggctgcctygg
agtgagagga
ccectaggete
gctcatacce
ctccttgaag
gtaagagtct
tcecectttagg
tggtggcaga
ctgaacttaa
ctcatgatgc
agaagaggta
atgggaggag
tctgggcagt

ccecgecatctyg

gagtgacgga

gacttectttt
ttagactcta
gtctgttgta
ctggctgcee
cttatctett
gtgggcttca
cgccteccte
gttaaaggga
gttctgaatt
cactagaaac
agatgagagt
aggaggtttg
ttagttccta
attacattct
ccaagccecht
gacagtctaa
gcagcttget
cctgcagttt
accccgagag
gccccgagat
agctctgact
gtgtttctgg
gcctctgtec
tgagcacctg
cttgatactg
cttteccttece
cctgtttacce
gtgtggtgcc
cggggtgtca
tgggtttttt
actgcaagaa
gagcagtttt
caccactgaa
tttctettityg
gacctgccca
tgcaagtaag
gcectgaccecet
aaactcaaga
atctettecee
tgttgtcttt
agtggggcct
gaggaaadgga
gtggtgggaa
gagttcagga

gacagcagcc
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gtagccagac
gtctactcca
gataatgaat
tgcecectgece
tacccacctg
gggctcagtg
tagtctctge
ccagcecttgyg
tcctttectte
agaggggact
gattcgcgtg
tcagaacagt
gtatgaagga
atggcaagat
tctcatgcce
agagtctgag
cgcatacaga
gaaatcagtg
gagagaacac
tccttetggg
acctggatta
tcttecctgcect
ccatcatgaa
attgattgac
cactctctaa
ctgaagggat
aaggagcttg
ctcccagtct
gataggctgc
caggcttcag
tggctggggg
catgctcctg
gtagaggcag
cceceectete
ctgtgcttcc
ggacttggge
ctgcttcagg
aataccagtyg
tcattctgtg
cacccaaaat
ggataggcag
acagtgactg
ccagctccct
gtattgtatc

aaggaaaaaq

atctgggcect
tgtggcatct
ctatcctcecca
agctgcaggce
gctgtgcaca
tcctggttac
ttctctggat
agtatttcce
caagccagtg
gtgacctggg
ggtacccgca
tatgatgctc
gatggggtgg
catccctagyg
agatggaaat
ccgtggetgy
cggacagtgt
agttttctgg
aacatttctg
ctgctceccag
gcctggcatt
cgattgtata
tcgtagcaca
tctctectea
ggtaacaaca
tcactcaggc
aacatgccct
cttgctggga
tgggcttaaa
aaaaggagag
agggagggta
agatcttgag
gggtygggtgy
ccatctectat
tcctggctte
aggggtaggce
gttatctcct
agttggcaat
ccctteecte
ttgttgggaa
cttggtggga
cctagtgtta
gcgaagagca
cttttagaag

acaaggtcta

59

cttgctggag
ggatggcact
gtgactcagc
cccaccctte
gcactceccac
tgcagcggca
cecctgaggag
cactctgaga
attctggttc
gactttttct
agagccaggt
acagcatcac
ctgggcgtta
ctgggaaaat
tccagtecct
gaagggcagg
ggtggcaaca
aaaggagtgg
gctttgcecta
ttctgaaggt
taacatcttg
tactcagagg
gtgctaggcet
gttgctatgt
tcttectece
tctttctgtc
ggagaagaat
ccctagtatg
ccctcagaga
tgtetggttc
ggagggagag
aaggtgtgct
agaaggggtyg
agagtggacc
accatcggag
atcatgtgaa
ctgccectgag
cgagagagaa
ctcececccagg
gaccctagaa
tgtgcccaga
aaatctcatt
gcccagctgce
agtgacggat
gagggctctg

aaggtggcag
gazattttct
acaggttccc
ctgtggccag
tgacaactgc
gcaacagcag
ggcagaaggt
ctcagctggce
ttggacaagg
gcaggaagaa
gggtgcagga
aaattggggyg
agttccccgg
tgttggagty
tcaggatctg
actaatccaa
ttgaaagcct
aagctaatgg
tagctaaagc
gectttectet
agctttgggt
gcaggaacca
cagtaaatgc
ccaccacagg
cagttcttgt
cggcagattg
gagtaagtaa
ctaggtctct
ggctgaaggc
tgagccatct
taggagggag
tcctgaactyg
aaggctggct
tggttgttca
ccatctgcaa
cctttgectt
gagtgttgac
tagaggtgat
cgggaaaace
accctgccag
agatgcagyg
gtaacttctc
agagaaagtt
ccttttggaa
ggagtccgga

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
56040
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
0180
6240
6300
0360
6420



gagtggaagyg
cactcatccg
gtgcaaggca
acgtcttact
tagggagtac
aggttggagt
aatcttcctg
tttttgtatt
tgacctcagg
ccgcacccgg
aatatgtagt
agtgaagttg
gtgtcaggga
tcattttecct
aagatgaaat
tatgatgtaa
ccagctagag
cgacactgtg
gatggacgag
gggctggcac
gcatctectt
tgaaagcgat
tactttcagt
tcagatgatt
aggctaggtyg
atgtaaccct
acaccgtagyg
tttacaaaaa
gatagggaac
actccctgtt
ggtacacttg
aagcttgtct
gaccttggga
tgctttgcge
gggggccttyg
gctgcacgat
ggtagggcct
gggaagattt
tgtatggata
tggtcacagyg
aggctgcagt
gaaatgggceg
ttctaggtag
gactggagga
catccatgtc

ggcttccagce
tccactcatt
ttggggataa
tagggataat
ttcetttttt
gcagtggcgc
cctcagcctc
tttagtagag
tgatccacca
tcagtacttc
acatttcata
ggaattttct
aggtttctca
tatctgtaaa
gagctgacat
ctgttagctg
agggaaagac
gtccttagca
cagcaggagt
aaccgggttyg
tctgccttac
atacgttcag
acagtattca
ttgtcecaact
tattaaatgc
attgtaagtc
ctgggaagat
daaaaaaaaq
tccecatctca
ccgcecteccac
accagggaag
cacaaccttc
tgctaccggt
cattggttgg
ggcgtggaag
ccegagacte
gtgctccacc
cttacatgaa
ggaccaggtc
gtggtgttaa
gtgccagtag
ggaagccagqg
tccecotcectea
gtctggagtc

cctgcccagg
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aagcagcccg
tacagtctaa
tggtgagcaa
gcagttatac
tttttttttt
aatctaggct
ctaagtagtt
actgggtttc
gcctcggecet
catttttata
aaactaaatt
ggaaacttct
gaggtcttgt
gtggggataa
atggaaagta
ttaacattaa
agactcaggce
actctccaca
tcagtgccat
ggcaggtagy
agtcatccce
tagaaactgt
ttacatgaga
ataataggct
attttcagcect
aaggaccatc
tgtgaatcag
aggccagact
ctgccaggtyg
agatcctgca
ccacatggtg
tgcatctgct
ccaaaaggcg
ggaaagatca
tgcgagccaa
tgcttecgetyg
tetggaggge
tgctctgtat
tgggcccaca
gagcccttgce
ccgtgcatac
gaaaggagga
gactgtgctg
tagacggctc

taccaaagct

tggggtcagt
tgttttctta
gataaacatt
tgaactgaat
tttctgagac
cactgcaact
gggattacag
accatgttag
cccaaagggc
tgctactata
Laaaaatagt
agttggaaca
aaccttggca
taatactacc
cttttagage
gctgagagcet
agagggaacc
gcggggaaac
catcctggca
gcctgeceet
aatttaggat
acttagtacc
tattcacttt
aatcttaagt
tgttttcaac
tgtcttcact
aggccagact
cacacttagg
cttttagaca
ccctgaggaa
acatatgcct
tcceccagaat
ctggggagea
ggcctgatgt
ggaccaggac
catcgctgaa
tggggacttg
acagtgctaa
gttgecctttt
agctcacaag
agctatgaag
ctgtggcatt
aggcaactgt

agatagcata

ggadgdggcgag

60

ggcctgtctg
gccccagaca
cccctgecata
agtgactact
ggagtctcge
tctgecectecet
gltgccaccac
tcaggctggt
tgggattaca
ttgtcttgac
atgtgctaag
tctaaacaca
agttatttag
ttcctcacag
agtgtctggce
ggaagatgac
gcacgaggca
ctcaacaccc
acagctggcc
atcctctcce
ttttagactt
catacagcca
attgtaaaac
gttctgagea
ttaacaatgg
tcttgaccac
ctaggcttte
cctacccagyg
cccecgtgto
tgcatgtatg
tcecetttgtt
agcattctca
agtagataga
cctaggatgt
atcttggatc
agggcecttcc
gagagctgyyg
ctcattcttg
cagtgatgtc
aacttcttgt
gatgggcaag
tcttecctgtyg
tttcttccece
caagagacca

ggggtaataa

tctttecatg
agtgttcaga
tgtagagttt
tctggaggga
tctgttgece
gagttcaagc
acctggctaa
ctcaaactcc
ggcttgagcc
ttttacaatg
tgctccaata
gaagtctggy
cctcecectatg
ggttgttgtyg
atgtagtaag
tgaaagtcag
ccagattgcce
ggcttcggaa
tgcagcgcat
cagctcatct
tatgattgtg
ttctgttttt
aggcttagtyg
catgtaaggt
gtttatcagg
cccacctcta
atggagaaaa
ctttctagat
cacccttttg
ctgtgggcca
ctcaaccaag
gggaggggca
ggtggtccca
ttttccatca
tggtgggtgt
tgaggcacct
aaaggtggca
ttgaatgttyg
ctcaggtctyg
tacaggaagg
taagtgggyg
catcccaggt
agctgtacct
tgcaggctac

acaagagtgc

6480
6540
6600
6660
6720
6780
0840
6900
6260
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
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atataatctc
ctgaggatga
tggctgcceca
acatcctgga
tgcctgggtt
tatctgggga
gcctecacctt
ttagagaagt
aaggtgttgt
tcatccttac
ttctgectea
cagagccaca
tattgcatgg
actctcttgc
ttagtccate
attc

<210> 14
<211> 361

<212> PRT

ttgttctcac
cccacagttyg
gaacttgggc
tgttgcacgg
gctgectgtcc
gtgattaccc
ggggccttga
ccaagcaaca
gtgtgcgcgt
ctcagaggcet
atagttttca
atcttaaatt
cceeteceac
aaaatgaaaa

taaaactccc

<213> Homo Sapiens

<400> 14
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caaatcccac
gtaggcatca
atcagcctgy
cagcttaacg
agtgcctaca
cgggagactyg
tgactgcctt
gcctttgaat
gtggagttygy
gggacttttyg
tttcacacag
cctatggttt
cectattate
caaatgctcc

caatgcctaa

ctccttecct
ctgctcegtaa
ccaacttgtt
atgcccatta
tcececgggect
aactgcaggg
gccectectcag
gtaaccaatc
cgggaagata
cccagagtte
aataaattgt
gccecttcag
aggaaagtat
atttaaaaaa

ggttctagtc

61

catacagcat
cattccacga
gctgagcaaa
actggtttgt
cagtgcccca
ttcaagcctt
tatgtggggy
ctactaataa
ggaacaaaca
tectggtacyg
cteccecaggaa
ttaacagtag
agaaagtcac
aaaacaatcc

gtggaagggt

gaagatggcc
gggeccceagt
ggagccaaaa
ggggcacaga
ttctcactge
ccagggattt
cttcatctcect
accagttctg
caaagccctt
tcetttetge
caccaagaaa
agcctgttta
taattctaca
tttaataaaa

tagctgeaga

9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10024



Met

Lys

Ile

Leu

Ile

Phe

Thr
145

Ser

Met

Gln

Gln

50

Thr

Glu

Lys

Cys

Val

130

Ser

Gly
Arg
Thr
35

Phe
Ala
His
Asp
Lys
115

Gly

Ser

Asn

Val

20

Asp

Glu

Leu

Ala

Leu

100

Arg

Lys

Leu

Gly

Ile

Ser

Ile

Ser

Pro

Glu

Thr

Arg

Asn

Arg

Val

Ile

Lys

70

Glu

Thr

Asn

Leu

Arg
150
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Ala

Val

Val

Ala

55

Ile

Lys

Val

Pro

Glu

135
Ala

Ala
Gly
Ala
40

Met
Gly
Asn
Leu
His
120

Thr

Ala

Ala

Thr

25

Thr

Ser

Glu

Glu

Pro

105

Aszp

Leu

Gln

62

Thr

10

Arg

Leu

Thr

Lys

Val

20

Pro

Ala

Pro

Leu

Ala

Lys

Lys

Thr

Ser

75

Asp

Gly

Val

Glu

Gln
155

Glu

Ser

Ala

Gly

60
Leu

Phe
Val
Lys

140
Arg

Glu

Gln

Ser

45

Asp

Phe

Val

Thr

Phe

125

Ser

Lys

Asn

Leu

30

Tyr

Lys

Thr

val

Ile

110

His

Val

Phe

Ser
15

Ala
Pro
Ile
Lys
His
95

Gly
Pro

Val

Pro

Pro

Arg

Gly

Lys

Gly

His
160
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Leu

Met

Leu

Glu

Arg

225

Pro

Leu

Asp

Asp

His

305

Ser

Val

Glu

Asp

Gln

Glu

210

Ala

Glu

Glu

Gly

Ser

290

Glu

Asn

Leu

Ala

<210> 15

<211> 344

<212> PRT

Phe
Glu
Arg
195
Cys
Lys
Thr
Gly
Gln
275
Ile
Asp
Ile

Ala

Arg
355

Arg
Gln
180
Met
Met
Asp
Leu
Gly
260
Leu
Gln
Gly
Pro
Asn

340
Gln

<213> Homo Sapiens

<400> 15

Ser
165
Gln

Gly

Tyr

Tyr

Glu

Pro

Arg

325

Leu

Ile
Glu
Trp
Ala
Asp
230
Arg
Ser
Leu
Thr
Glu
310
Gly

Leu

Asn
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Phe

His

Val

215

Ile

Cys

Val

Thr

Met

295

Asp

Pro

Leu

Asp

Gly
Ser
Asn
200
Gly
Leu
Ile
Pro
Gly
280
Gln
Asp
Gln

Ser

Ala
360

Asn
Ala
185
Arg
Gln
Asp
Ala
Val
265
Gly
Ala
Pro
Leu
Lys

345

His

63

Leu
170
Ile
Val
Gly
Leu
Glu
250
Ala
Val
Thr
Gln
Ala

330
Gly

Asn

Ile

Gly

Ala

Val

235

Arg

Val

Trp

Ile

Leu

315

Ala

Ala

Thr
Leu
Gln
Leu
220
Gly
Ala
His
Ser
His
300
Val

Gln

Lys

Arg

Ala

Ile

205

Val

Phe

Thr

Leu

285

Val

Gly

Asn

Asn

Leu

Thr

120

Leu

Val

Leu

Leu

Ala

270

Asp

Pro

Ile

Leu

Ile
350

Arg
175
Ala
His
Glu
His
Arg
255
Met
Gly
Ala
Thr
Gly

335

Leu

Lys
Gly
Pro
Val
AsSp
240
His
Lys
Ser
Gln
Ala
320

Ile

Asp



Met

Gln

Gln

Thr

Glu

65
Lys

Arg

Thr

Phe

Ala

50

His

Asp

Val
Asp
Glu
35

Leu

Ala

Leu

Ile

Ser

20

Ile

sSer

Leu

Pro

Arg

Val

Ile

Lys

Glu

Thr

Val

Val

Ala

Ile

Lvs

70
Val

ES 2744 499 T3

Gly Thr

Ala Thr

Met Ser
40

Gly Glu

55

Asn Glu

Leu Pro

Arg
Leu
25

Thr
Lys

Val

Pro

64

Lys
10

Lys
Thr
sSer

Asp

Gly

Ser

Ala

Leu

Leu
75
Phe

Gln

Ser

Asp

Phe

©0

Val

Thr

Leu
Tvr
Lys
45

Thr

Val

Ile

Ala
Pro
30

Ile
Lys

His

Gly

Arg
15
Gly

Leu

Ile

Leu

Bsp

Leu

Leu

80
Ile
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Cys
Val
Ser
Glu
145
Asp
Gln
Glu
Ala
Glu
225
Glu
Gly
Ser
Glu
Asn
305

Leu

Ala

Lys
Gly
Ser
130

Phe

Glu

Cys
Lys
210
Thr
Gly
Gln
Ile
Asp
290
Ile

Ala

Arg

<210> 16

<211> 2022

<212> ADN

Arg

Lys

115

Leu

Arg

Gln

Met

Met

1395

Leu

Gly

Leu

Gln

275

Gly

Pro

Asn

Gln

Glu
100
Thr
Arg
Ser
Gln
Gly
180
Tyr
Gln
Leu
Cys
Tyr
260
Glu
Pro
Arg

Leu

Leu
340

<213> Homo Sapiens

<400> 16

85
Asn

Glu
165
Trp
Ala

Asp

Arg

Glu

Gly

Leu

325

Asn

Pro

Glu

Ala

Arg

150

Phe

His

Val

Ile

Cys

230

Val

Thr

Met

Asp

Pro

310

Leu

Asp

ES 2744 499 T3

His
Thr
Ala
135
Gly
Ser
Asn
Gly
Leu
215
Tle
Pro
Gly
Gln
Asp
295
Gln

Ser

Ala

Asp
Leu
120
Gln
Asn
Ala
Arg
Gln
200
Asp
Ala
Val
Gly
Ala
280
Pro
Leu

Lys

His

Ala
105
Pro
Leu
Leu
Ile
Val
185
Gly
Leu
Glu
Ala
Val
265
Thr
Gln

Ala

Gly

65

90
Val

Glu

Gln

Asn

Ile

170

Gly

Ala

val

Arg

Val

250

Trp

Ile

Leu

Ala

Ala
330

Val

Lys

Arg

Thr

155

Leu

Gln

Leu

Gly

Ala

235

His

Ser

His

Val

Gln

315
Lys

Phe
Ser
Lys
140
Arg

Ala

Ile

Val
220
Phe
Thr
Leu
Val
Gly
300

Asn

Asn

His

Val

125

Fhe

Leu

Thr

Leu

Val

205

Leu

Leu

Ala

Asp

Pro

285

Ile

Leu

Ile

Pro
110
Val
Prc
Arg
Ala
His
190
Glu
His
Arg
Met
Gly
270
Ala
Thr

Gly

Leu

95
Lys

Gly

His

Lys

Gly

175

Pro

Val

Asp

His

Lys

255

Ser

Gln

Ala

Ile

Asp
33%

Fhe

Thr

Leu

Met

160

Leu

Glu

Arg

Pro

Leu

240

Asp

Asp

His

Arg

Ser

320
Val
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ccggtacceygyg
agcgccaagt
tcteccgeteyg

tctececggta
gagtatttgg

gcctgcectgga
gggggcaccy
caacatcgtg
ccccagctcet
cttctacgtyg
ccecggttcgg
cctggaggag
cggcaagtgg
ccatcgattt
cttcecececgeey
gttggccaac
catggctttc
gtactatgcc
ttcaggccge
gatgacagcc
caatggacct
aaagggaacyg
tatcgctcece
agccctggcet
gctgetggge
cgaggtccgt
gggctctgcce
tgctcatgag
gctggggggt
gctcaaggceco
ggaccccgcee
ttgcccagat
ctgggagecct

acaccagtgg
<210> 17
<211> 1524

<212> ADN

ctcecctectgg
gacttacgcce
agaatctgaa
ctgctcgece
gtcecggggtce
gccaagtagce
cggtecctee
ctgatctttg
accactccca
cctgtgtcte
atgggcatgt
gtgaccgtgg
caccttgggg
ctaggcatcc
gccactcectt
ctgtcegtgg
gcccatgacc
tctcaccaca
gggccatttg
ataggggacc
gagaccatgce
acctacgagg
ggcgtgaccce
ggggccccac
acaggcaaga
ggggtttttg
cacagtgata
cceceegcectge
gtggccgggg
cagttagacg
ctgcagatct
ccccatgect

gtgggggagg
agacttgcac

<213> Homo Sapiens

<400> 17

ES 2744 499 T3

gcteccteta gegeotteoe
cacgacecty agcocggace

ggtgccctgg teoctggagga
cggccectetyg gagettcagg

tcagggaagg
cctecectete
tcctggecct
ccgacgacct
acctggacca
tgtgcacacc
accctggcgt
ccgaagtcect
tggggcctga
cgtactccca
gcgacggtgg
aggegcagee
tcatggccga
cccactacce
gggactccct
tggggctget
gtatgtceceg
gcggtgtecg
acgagctgge
tgcccaatgt
gccctcecggcea
ctgtgcggac
ccactgcaga
tctatgacct
ccaccccaga
cagctgtgac
gctgtcatcc
gagggcccctht
ctcaggtgtc

atctgaaaaa

gcggegectyg
ttgggacaga
ggctgetgge
cggctatggg
gctggcggeg
ctctagggcc
cctggtgcece
ggctgecceccga
gggggectte
cgaccagggc
ctgtgaccag
ccectggetyg
cgcccagege
tcagttcagt
gatggagctyg
tgaagagacg
aggcggctge
agagcctgcc
cagctccctg
caccttggat
gtctctcectte
tggaaagtac
ccctgectge
gtccaaggac
ggtgctgcaa
cttcggeccece
tggctgcacc
cggctggcect

tggagggggt
ddaddadaddaada

66

cccggeccega ctgectggte
gctaggegag gaggatcaga
gttccgtcecee agccctgegyg
aggcggcegt cagggtcggg

ggtctgeggt
cceccecteggte
ctggeccgttg
gacctgggcet
ggagggctge
gccctcecectga
agctcecoggg
ggctacctca
ctgccecccece
ccectgeccaga
ggcctggtce
cceggactag
caggatcgcec
gggcagaget
gatgcagctg
ctggtcatct
tceggtetet
Ltggececttct
gacctgctge
ggctttgacc
ttctaccegt
aaggctcact
cacgcctcca
cctggtgaga
gccctgaaac
agccaggtgg
ccceogeccag
gggcatgtyga
ttgtgcctga

aa

atcggaaaga
ccatgtccat
ccegtecgece
gctatgggca
ggttcacaga
ccggccggct
ggggcectgee
caggaatggc
atcagggctt
acctgacctg
ccatcccact
aggeccegeta
ccttcttect
ttgcagagcg
tggggaccct
tcactgcaga
tgcggtgtygg
ggccaggtca
ctaccctgge
tcagcecccect
cctacccaga
tcttcacccea
gctctctgac
actacaacct
agcttcagct
ccecggggcega
cttgctgcca
tggcteoctca

taacgtaata

60
120
180

240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1880
2022
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atgggggcac
cccaacatcg

caccccagcet
gacttctacg
ctcceggttce
cccectggagg
gccggcaagt

ttccatcgat
tgcttceccge

ctgttggcca
tacatggctt
ctgtactatg
cgttcaggce
ctgatgacag
gacaatggac
ggaaagggaa
catatcgctc
gcagccecctygg
ctgctgctygg
gacgaggtcc
cagggctctg
actgctcatg
ctgctggggyg
ctgctcaagyg
gaggaccccyg

cattgcccag
<210> 18
<211> 507

<212> PRT

cgcggtecct
tgctgatcectt
ctaccactcc
tgecectgtgtc
ggatgggcat
aggtgaccgt
ggcaccttgg

ttctaggcat
cggccactcc

acctgtccgt
tcgcccatga
cctcteacca
gcgggcecatt
ccatagggga
ctgagaccat
cgacctacga
ccggcgtgac
ctggggccecce
gcacaggcaa
gtggggtttt
cccacagtga
agcccececgcet
gtgtggccgg
cccagttaga
ccclgecagat

atcecccatge

<213> homo Sapiens

<400> 18

ES 2744 499 T3

cctectgygec
tgccgacgac
caacctggac
tctgtgcaca
gtaccctggc
ggccgaagtc
ggtggggcect
cccecgtactece
ttgcgacggt

ggaggcgcag

cctcatggcec

cacccactac

tggggactcc

cctggggcetyg

gcgtatgtcc

gggcggtgtce

ccacgagctg

actgcccaat

gagccctegg

tgctgtgegg

taccactgca

gctctatgac

ggccacccca

cgcagctgtyg

ctgctgtcat

ctga

ctggectgctyg
ctcggetatg
cagctggcgy
ccctectaggg
gtcctggtgce
ctggctgecc

gagggggcct

cacgaccagqg
ggctgtgacc

ccececectgge
gacgcccage
cctcagttca
ctgatggagc
cttgaagaga
cgaggcggct
cgagagcctg
gccagctcec
gtcaccttgg
cagtctctct
actggaaagt
gaccctgcct
ctgtccaagg
gaggtgctge
accttcggcec

cctggctgea

67

gcetggecgt
gggacctggy
cgggagggcot
cageccctect
ccagctecceg
gaggctacct
tcctgceecee
gcccecctgcecca
agggcctaogt
tgccceggact
gccaggatcyg
gtgggcagag
tggatgcagc
cgctggtcat
gctccggtct
ccttggeccett
tggacctgct
atggctttga
tcttctacce
acaaggctca
gccacgecte
accctggtga
aagccctgaa
ccagceccaggt

cccoecgece

tgcacgtccg
ctgctatggg
gcggttcaca
gaccggceegg
ggggggectyg
cacaggaatg
ccatcagggc

gaacctgacc
ccccatccca

agaggcccgc
ccecettette
ctttgcagag
tgtggggacc
cttcactgca
cttgcggtgt
ctggccaggt
gcctaccctyg
cctcagcccece
gtcctaccca
cttcttcacce
cagctctctg
gaactacaac
acagcttcag
ggccegggge
agcttgetge

60

120
180
240
300
360
420

480
540

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1524



Met

Val

Arg

Ala

Gly

Ala

Gly

Asp

50

Val

Pro

Gly

Arg

Pro

130
Gly

Ala
Arg
Asp
35

Gln
Ser
val
Gly
Gly
115

Glu

Ile

Pro
Pro
20

Leu
Leu
Leu
Arg
Leu
100
Tyr

Gly

Pro

Arg

Pro

Gly

Ala

Tyzr

Ser

Asn

Cys

Ala

Thr

70

Gly

Leu

Thr

FPhe

Ser
150

ES 2744 499 T3

Leu
Ile
Tyr
Gly
55

Pro
Met
Glu
Gly
Leu

135

His

Leu
Val
Gly
40

Gly
Ser
Tyr
Glu
Met
120

Pro

Asp

Leu

Leu

25

His

Leu

Arg

Pro

Val

105

Ala

Pro

Gln

68

Ala
10

Tle
Pro
Arg
Ala
Gly
80

Thr
Gly
His

Gly

Leu

Phe

Ser

Phe

Ala

75

val

Val

Lys

Gln

Pro
155

Ala

Ala

Ser

Thr
60
Leu

Trp

Gly
140
Cys

Ala

Asp

Thr

45

Asp

Leu

Val

Glu

His

125

Phe

Gln

Gly
Asp
30

Thr
Phe
Thr
Pro
Val
110
Leu
His

Asn

Leu
15

Leu
Pro
Tyr
Gly
Ser
95

Leu
Gly

Arg

Leu

Ala

Gly

Asn

Val

Arg

Ala

Val

Phe

Thr
160



Cys
Val
Trp
Met
Ser
225
Arg
Ala
Glu
Met
Thr
305
His
Leu
Leu
Pro
Gly
385
Gln
Ser
Lys
Thr
Gln
465

Glu

Pro

Phe
Pro
Leu
Ala
210
His
Ser
Val
Thr
Ser
290
Tyr
Ile
Pro
Asp
Arg
370
Val
Gly
Ser
Asp
Pro
450
Leu

Asp

Ala

Pro
Ile
Pro
195
Asp
His
Gly
Gly
Leu
275
Arg
Glu
Ala
Thr
Gly
355
Gln
Phe
Ser
Ser
Pro
435
Glu
Asp

Pro

Cys

Pro
Pro
180
Gly
Ala
Thr
Arqg
Thr
260
Val
Gly
Gly
Pro
Leu
340
Phe
Ser
Ala
Ala
Leu
4120
Gly
Val
Ala

Ala

Cys
500

Ala
165
Leu
Leu
Gln
His
Gly
245
Leu
Ile
Gly
Gly
Gly
325
Ala
Asp
Leu
Val
His
405
Thr
Glu
Leu
Ala
Leu

485
His

Thr

Leu

Glu

Arg

Tyr

230

Pro

Met

Phe

Cys

val

310

Val

Ala

Leu

Phe

Arg

390

Ser

Ala

Asn

Gln

Val

470

Gln

Cys

Pro

Ala

Ala

Gln

215

Pro

Thr

Thr

Ser

295

Arg

Thr

Leu

Ser

FPhe

375

Thr

Asp

His

Tyr

Ala

455

Thr

Ile

Fro

ES 2744 499 T3

Cys
Asn
Arg
200
Asp
Gln
Gly
Ala
Ala
280
Gly
Glu
His
Ala
Pro
360
Tyr
Gly
Thr
Glu
Asn
440
Leu
Phe

Cys

Asp

Asp

Leu

185

Tyr

Arg

Phe

Asp

Ile

265

Asp

Leu

Pro

Glu

Gly

345

Leu

Pro

Lys

Thr

Pro

425

Leu

Lys

Gly

Cys

Pro
505

Gly
170
Ser
Met
Pro
Ser
Ser
250
Gly
Asn
Leu
Ala
Leu
330
Ala
Leu
Ser
Tyr
Ala
410
Pro
Leu
Gln
Pro
His

430
His

69

Gly
Val
Ala
Phe
Gly
235
Leu
Asp
Gly
Arg
Leu
315
Ala
Pro
Leu
Tyr
Lys
395
Asp
Leu
Gly
Leu
Ser
475

Pro

Ala

Cys
Glu
Phe
Phe
220
Gln
Met
Leu
Pro
Cys
300
Ala
Ser
Leu
Gly
Pro
380
Ala
Pro
Leu
Gly
Gln
460

Gln

Gly

Asp
Ala
Ala
205
Leu

Ser

Glu

Glu
285
Gly
Phe
Ser
Pro
Thr
365
Asp
His
Ala
Tyr
Val
445
Leu

Val

Cys

Gln
Gln
190
His

Tyr

Phe

Leu
270
Thr
Lys
Trp
Leu
Asn
350
Gly
Glu
Fhe
Cys
Asp
430
Ala
Leu

Ala

Thr

Gly
175
Pro
Asp
Tyr
Ala
Asp
255
Leu
Met
Gly
Pro
Asp
235
Val

Lys

Val

Lys

Arg

Pro
495

Leu

Pro

Ala
Glu
240
Ala
Glu
Arg
Thr
Gly
320

Leu

Thr

Arg

Thr
100
Ala

Ala
Ala
Gly

480
Arg
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15

<210>19

<211> 489

<212> PRT

<213> Homo Sapiens
<220>

<221> FORMILACION
<222> 51

<223> C-alfa Formilglicina

<400> 19

ES 2744 499 T3

70



Gln
Ser
Val
65

Gly
Gly
Glu
Ile
Pro
145
Ile
Pro
Asp
His
Gly
225

Gly

Leu

Pro

Leu

Leu

Leu

50

Arg

Leu

Tyr

Gly

FPro

130

Pro

Pro

Gly

Ala

Thr

210

Thr

Val

Pro
Gly
Ala
35

Xaa
Met
Pro
Leu
Ala
115
Tyr
Ala
Leu
Leu
Gln
195
His
Gly

Leu

Ile

Asn
Cys
20

Ala
Thr
Gly
Leu
Thr
100
Phe
Ser
Thr
Leu
Glu
180
Arg
Tyr
Pro

Met

Phe

Ile

Tyr

Gly

Pro

Glu
85
Gly

Pro
Ala
165
Ala
Gln
Pro
Phe
Thr

245
Thr

ES 2744 499 T3

Val Leu

Gly His

Gly Leu

Ser Arg
55

Tyr Pro

70

Glu Val

Met Ala

Pro Pro

&sp Gln
135

Cys Asp

150

Asn Leu

Arg Tyr
Asp Arg
Gln Phe

215
Gly Asp
230

Ala Ile

Ala Asp

Ile
Pro
Arg
40

Ala
Gly
Thr
Gly
His
120
Gly
Gly
Ser
Met
Pro
200
Ser
Ser

Gly

Asn

Phe

Ser

25

Phe

Ala

Val

vVal

Lys

105

Gln

Pro

Gly

Val

Ala

185

Phe

Gly

Leu

Asp

71

Ala
10

Ser
Thr
Leu
Leu
Ala
90

Trp
Gly
Cys
Cys
Glu
170
Phe
Phe
Gln
Met
Leu

250

Pro

Asp
Thr
Asp
Leu
Val
75

Glu
His
Phe
Gln
Asp
155
Ala
Ala
Leu
Ser
Glu
235

Gly

Glu

Asp

Thr

Phe

Thr

60

Pro

val

Leu

His

Asn

140

Gln

Gln

His

Tyr

Phe

220

Leu

Leu
Fro
Tyr
45

Gly
Ser
Leu
Gly
Arg
125
Leu
Gly
Pro
Asp
Tyr

205
Ala

Leu

Met

Gly

Asn

30

Val

Arg

Ser

Ala

Val

110

Phe

Thr

Leu

Pro

Leu

190

Ala

Glu

Ala

Glu

Arg

Tyr
15

Leu
Pro
Leu
Arg
Ala
95

Gly
Leu
Cys
Val
Trp
175
Met
Ser
Arg
Ala
Glu

255
Met

Gly
Asp
Val
Pro
Gly
80

Arg
Pro
Gly
Phe
Pro
160
Leu
Ala
His
Ser
Val
240

Thr

Ser
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Arg
Glu
Ala
305
Thr

Gly

Gln

Pro

Glu

Asp

Pro

465
Cys

Gly
Gly
290
Pro
Leu
FPhe
Ser
Ala
370
Ala
Leu
Gly
Val
Ala
450

Ala

Cvys

<210> 20

<211> 489

<212> PRT

Gly
275
Gly
Gly
Ala
Asp
Leu
355
Val
His
Thr
Glu
Leu
435
Ala

Leu

His

260
Cys

Val

Val

Ala

Leu

340
Phe

Ser

Ala

Asn

420

Gln

Val

Gln

Cys

<213> Homo Sapiens

<400> 20

Ser

Arg

Phe

Thr

Asp

His

405

Tyr

Ala

Thr

Ile

Pro
485

Gly
Glu
His
310
Ala

Pro

Tyr

Thr
390
Glu

Asn

Leu

Phe

Cys

470
Asp

ES 2744 499 T3

Leu
Pro
295
Glu
Gly
Leu
Pro
Lys
375
Thr
Pro
Leu
Lys
Gly
455

Cys

Pro

Leu

280

Ala

Leu

Ala

Leu

Ser

3060

Tyr

Ala

Pro

Leu

Gln

440

Pro

His

His

265
Arg

Leu

Ala

Pro

Leu

345

Tyr

Lys

Asp

Leu

Gly

425

Leu

Ser

Pro

Ala

72

Cys
Ala
Ser
Leu
330
Gly
Pro
Ala
Pro
Leu
410
Gly
Gln

Gln

Gly

Gly Lys

Phe Trp

300
Ser Leu
315

Pro Asn

Thr Gly

Asp Glu

His Phe
380

Ala Cys

395

Tyr Asp

val Ala

Leu Leu

Val Ala

460
Cys Thr
475

Gly
285
Pro
Asp
Val
Lys
Val
365
Phe
His
Leu
Gly
Lys
445

Arg

Pro

270
Thr

Glvy

Leu

Thr

Ser

350

Arg

Thr

Ala

Ser

Ala

430
Ala

Arg

Thr

His

Leu

Leu

335

Pro

Gly

Gln

Ser

Lys

415

Thr

Gln

Glu

Pro

Tyr

Ile

Pro

320

Asp

Arg

Val

Gly

Ser

400

Asp

Pro

Leu

Asp

Ala
480



Gln

Ser

ES 2744 499 T3

Pro Pro Asn Ile Val Leu Ile

5

Leu Gly Cys Tyr Gly His Pro

20

Leu Ala Ala Gly Gly Leu Arg

35

40

Leu Cys Thr Pro Ser Arg Ala

50

55

Phe
Ser
25

Phe

Ala

73

Ala Asp
10
Ser Thr

Thr Asp

Leu Leu

Asp

Thr

Phe

Thr
60

Leu
Pro
Tyr

45
Gly

Gly
Asn
30

Val

Arqg

Tyr Gly
15
Leu Asp

Pro Val

Leu Pro



Val
65

Gly
Gly
Glu
Ile
Pro
145
Ile
Pre
Asp
His
Gly
225
Gly
Leu
Arg
Glu
Ala
305
Thr
Gly
Gln
Phe
Ser
385

Ser

Pro

Arg
Leu
Tyr
Gly
Pre
130
Pro
Pro
Gly
Ala
Thr
210
Arg
Thr
Val
Gly
Gly
290
Pro
Leu
Phe
Ser
Ala
370
Ala

Leu

Gly

Met
Pro
Leu
Ala
115
Iyr
Ala
Leu
Leu
Gln
195
His
Gly
Leu
Ile
Gly
275
Gly
Gly
Ala
Asp
Leu
355
Val
His
Thr

Glu

Gly

Leu

Thzr

100

Phe

Ser

Thr

Leu

Glu

180

Arg

Tyxr

Pro

Met

Phe

260

Cys

Val

Val

Ala

Leu

340

Phe

Arqg

Ser

Ala

Aszn

Met
Glu
85

Gly
Leu
His
Pro
Ala
165
Ala
Gln
Pro
Phe
Thr
245
Thr
Ser
Arg
Thr
Leu
325
Ser
Phe
Thr
Asp
His

405
Tyr

Tyr
70

Glu
Met
Pro
Asp
Cys
150
Asn
Arg
Asp
Gln
Gly
230
Ala
Ala
Gly
Glu
His
310
Ala
Pro
Tyr
Gly
Thr
390

Glu

Asn

Pro

Val

Ala

Pro

Gln

135

Asp

Leu

Tyr

Arg

Phe

215

Asp

Ile

Asp

Leu

Pro

285

Glu

Gly

Leu

Pro

Lys

375

Thr

FPro

Leu

ES 2744 499 T3

Gly Val

Thr val

Gly Lys
105

His Gln

120

Gly Pro

Ser Val

Met Ala
185

Pro Phe

200

Ser Gly

Ser Leu
Gly Asp
Asn Gly
265
Leu Arg
280
Ala Leu
Leu Ala
Ala Pro
Leu Leu
345
Ser Tyr
360
I'vr Lys
Ala Asp

Pro Leu

Leu Gly

Leu
Ala
20

Trp
Gly
Cys
Cys
Glu
170
Phe
Phe
Gln
Met
Leu
250
Pro
Cys
Ala
Ser
Leu
330
Gly
Pro
Ala
Pro
Leu

410
Gly

74

Val
75

Glu
His
Phe
Gln
Asp
155
Ala
Ala
Leu
Ser
Glu
235
Gly
Glu
Gly
Phe
Ser
315
Pro
Thr
Asp
His
Ala
395

Tyr

Val

Pro

val

Leu

His

Asn

140

Gln

Gln

His

Tyr

Phe

220

Leu

Leu

Thr

Lys

Trp

300

Leu

Asn

Gly

Glu

Phe

380

Cvys

Asp

Ala

Ser
Leu
Gly
Arg
125
Leu
Gly
Pro
Asp
Tyr
205
Ala
Asp
Leu
Met
Gly
285
Pro
Asp
Val
Lys
Val
365
Phe
His
Leu

Gly

Ser

Ala

Val

110

Phe

Thr

Leu

Pro

Leu

190

Ala

Glu

Ala

Glu

Arg

270

Thr

Gly

Leu

Thr

Ser

350

Arg

Thr

Ala

Ser

Ala

Alza
95

Gly
Leu
Cys
Val
Trp
175
Met
Ser
Arg
Ala
Glu
255
Met
Thr
His
Leu
Leu
335
Pro
Gly
Gln
Ser
Lys

415
Thr

Gly
80

Arg
Pro
Gly
Phe
Pro
160
Leu
Ala
His
Ser
Val
240
Thr
Ser
Tyr
Ile
Pro
320
Asp
Arg
Val
Gly
Ser
400

Asp

Pro



ES 2744 499 T3

120 425 430
Glu Val Leu Gln Ala Leu Lys Gln Leu Gln Leu Leu Lys Ala Gln Leu
435 440 445
Asp Ala Ala Val Thr Phe Gly Pro Ser Gln Val Ala Arg Gly Glu Asp
450 455 460
Pro Ala Leu Gln Ile Cys Cys His Pro Gly Cys Thr Pro Arg Pro Ala
465 470 475 480
Cys Cys His Cys Pro Asp Pro His Ala
485
<210> 21
<211> 1011
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 21

75



Pro

Ala

vVal

65

Val

Val

Thr

His

Gln

145

Ala

Arg

Trp

Ala

Gly
Ser
Pro
Gly
50

His
Asp
Gln
Arqg
Gln
130
Gly
Ala
Phe
His

Gln
210

Ala
Ala
Leu
35

Gly
Leu
Gln
Tyr
Arg
115
Gln
Arg
Thr
Leu
Ile

195
Met

Tyr

Gly

20

Cys

Tyr

Leu

Tyr

Ile

100

Phe

Thr

Leu

His

Glu

180
Asp

Ala

Pro

Phe

Glu

Pro

Phe

Asn

Glu

Tyr

165

Asp

Pro

Phe

Trp

Phe

Thr

His

70

Tyr

Asp

Tyr

Ala

Phe

150

Thr

Phe

Asp

ES 2744 499 T3

Ala
Thr
Leu
Cys
55

Thr
Gly
Ser
Val
Thr
135
Ala
Ala
Phe

Gly

Gly
215

Ser

Met

Leu

40

Pro

His

Ile

Val

Glu

1Z20

Gln

Asn

Ile

Gly

His

200
Phe

Gly
Ser
25

Leu
Thr
Asp
Lys
Ile
105
Ile
Glu
Gly
Val
Asn

185

Ser

76

Val

10

Leu

Val

Asp

Asn

90

Ser

Ala

Val

Gly

Asp

170
Asp

Phe

Cvys

Ala

Ala

Gln

Val

75

Asp

Ala

Phe

Val

Trp

155

Gln

Gly

Glu

Gly

Ala
Pro
00

Gly

Ile

Arg
140
val
Met
Arg

Gln

Arg
220

Arg

Ala

45

Asn

Trp

Gln

Leu

Ser

125

Asp

Met

Thr

Pro

Ala

205

Leu

Gly
Pro
30

Gly
Met
Leu
His
Ala
110
Arg
Leu
Asn
Leu
Arg
190

Ser

Asp

Cys
15

Pro
Ala
Leu
Lys
Ala
85

Asp
Trp
Val
Asp
Gly
175
Val

Leu

Tyr

Arg
Asn
Thr
80

Gly
Pro
Trp
Arg
Glu
160
Leu
Ala

Phe

Gln
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Asp Lys Trp Val Arg Met Gln Lys Leu Glu Met Glu Gln Val Trp Arg
225 230 235 240
Ala Ser Thr Ser Leu Lys Pro Pro Thr Ala Asp Leu Phe Thr Gly Val
245 250 255
Leu Pro Asn Gly Tyr Asn Pro Pro Arg Asn Leu Cys Trp Asp Val Leu
260 265 270
Cys Val Asp Gln Pro Leu Val Glu Asp Pro Arg Ser Pro Glu Tyr Asn
275 280 285
Ala Lys Glu Leu Val Asp Tyr Phe Leu Asn Val Ala Thr Ala Gln Gly
290 295 300
Arg Tyr Tyr Arg Thr Asn His Thr vVal Met Thr Met Gly Ser Asp Phe
305 310 315 320
Gln Tyr Glu Asn Ala Asn Met Trp Phe Lys Asn Leu Asp Lys Leu Ile
325 330 335
Arg Leu Val Asn Ala Gln Gln Ala Lys Gly Ser Ser Val His Val Leu
340 345 350
Tyr Ser Thr Pro Ala Cys Tyr Leu Trp Glu Leu Asn Lys Ala Asn Leu
355 360 365
Thr Trp Ser Val Lys His Asp Asp Phe Phe Pro Tyr Ala Asp Gly Pro
370 375 380
His Gln Phe Trp Thr Gly Tyr Phe Ser Ser Arg Pro Ala Leu Lys Arg
385 390 395 400
Tvr Glu Arg Leu Ser Tyr Asn Phe Leu Gln Val Cys Asn Gln Leu Glu
405 410 415
Ala Leu Val Gly Leu Ala Ala Asn Val Gly Pro Tyr Gly Ser Gly Asp
420 425 430
Ser Ala Pro Leu Asn Glu Ala Met Ala Val Leu Gln His His Asp Ala
435 440 445
Val Ser Gly Thr Ser Arg Gln His Val Ala Asn Asp Tyr Ala Arg Gln
450 455 460
Leu Ala Ala Gly Trp Gly Pro Cys Glu Val Leu Leu Ser Asn Ala Leu
465 470 475 480
Ala Arg Leu Arg Gly Phe Lys Asp His Phe Thr Phe Cys Gln Gln Leu
485 490 495
Asn Ile Ser Ile Cys Pro Leu Ser Gln Thr Ala Ala Arg Phe Gln Val
500 505 510
Ile Val Tyr Asn Prc Leu Gly Arg Lys Val Asn Trp Met Val Arg Leu
515 520 525
Pro Val Ser Glu Gly Val Phe Val Val Lys Asp Pro Asn Gly Arg Thr
530 535 540
Val Pro Ser Asp Val Val Ile Phe Pro Ser Ser Asp Ser Gln Ala His
545 550 555 560
Pro Pro Glu Leu Leu Phe Ser Ala Ser Leu Pro Ala Leu Gly Phe Ser
565 570 575
Thr Tyr Ser Val Ala Gln Val Pro Arg Trp Lys Pro Gln Ala Arg Ala

77
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580 585 590
Pro Gln Pro Ile Pro Arg Arg Ser Trp Ser Pro Ala Leu Thr Ile Glu
595 600 605
Asn Glu His Tle Arg Ala Thr Phe Asp Pro Asp Thr Gly Leu Leu Met
610 615 620
Glu Ile Met Asn Met Asn Gln Gln Leu Leu Leu Pro Val Arg Gln Thr
625 630 635 640
Phe Phe Trp Tyr Asn Ala Ser Tle Gly Asp Asn Glu Ser Asp Gln Ala
645 650 655
Ser Gly Ala Tyr Ile Phe Arg Pro Asn Gln Gln Lys Pro Leu Pro Val
660 665 670
Ser Arg Trp Ala Gln Tle His Leu Val Lys Thr Pro Leu Val Gln Glu
675 680 685
Val His Gln Asn Phe Ser Ala Trp Cys Ser Gln Val Val Arg Leu Tyr
690 695 700
Pro Gly Gln Arg His Leu Glu Leu Glu Trp Ser Val Gly Pro Ile Pro
705 710 715 720
val Gly Asp Thr Trp Gly Lys Glu vVal Ile Ser Arg Phe Asp Thr Pro
725 730 735
Leu Glu Thr Lys Gly Arg Phe Tyr Thr Asp Ser Asn Gly Arg Glu Ile
740 745 750
Leu Glu Arg Arg Arg Asp Tyr Arg Pro Thr Trp Lys Leu Asn Gln Thr
755 760 765
Glu Pro Val Ala Gly Asn Tyr Tyr Pro Val Asn Thr Arg Ile Tyr Ile
770 775 780
Thr Asp Gly Asn Met Gln Leu Thr Val Leu Thr Asp Arg Ser Gln Gly
785 790 795 800
Gly Ser Ser Leu Arg Asp Gly Ser Leu Glu Leu Met Val His Arg Arg
805 810 815
Leu Leu Lys Asp Asp Gly Arg Gly Val Ser Glu Pro Leu Met Glu Asn
820 825 830
Gly Ser Gly Ala Trp Val Arg Gly Arg His Leu Val Leu Leu Asp Thr
835 840 845
Ala Gln Ala Ala Ala Ala Gly His Arg Leu Leu Ala Glu Gln Glu Val
850 855 860
Leu Ala Pro Gln Val Val Leu Ala Pro Gly Gly Gly Ala Ala Tyr Asn
865 870 875 880
Leu Gly Ala Pro Pro Arg Thr Gln Phe Ser Gly Leu Arg Arg Asp Leu
885 890 895
Pro Prc Ser Val His Leu Leu Thr Leu Ala Ser Trp Gly Pro Glu Met
900 905 910
Val Leu Leu Arg Leu Glu His Gln Phe 2la Val Gly Glu Asp Ser Gly
915 920 925
Arg Asn Leu Ser Ala Pro Val Thr Leu Asn Leu Arg Asp Leu Phe Ser
230 935 940

78
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15

Thr Phe
245

Leu Arg
Thr Pro

Glu Pro

Val Asp

1010

<210> 22

<211> 8079

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Thr

Glu

His

Met

995
Gly

Ile

Ala

Gln

980
Glu

Thr
Ala
965

Thr

Ile

Arg
950
Ser

Pro

Arg

ES 2744 499 T3

Leu

Arg

Tyr

Thr

<223> Plasmido de expresion pLamanExp1

<400> 22

Gln Glu
Leu Lys
Gln Leu

985

Phe Leu
1000

79

Thr
Trp
970

Asp

Ala

Thr Leu
955
Thr Thr

Pro Ala

Ser Val

Val

Asn

Asn

Gln
1005

Ala

Thr

Ile

990
Trp

Asn
Gly
975

Thr

Lys

Gln
960

Pro

Leu

Glu



agatcttcaa
tggctattygg
atgtccaata
tacggggtca
tggcccgect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
caactgcgat
tatataagca
tatcacagtt
tgcagtgact
tatcaaggtt
aagactcttyg
ctccacaggt
ctcactatag
gtctgegectc
ccaccgctce
gggggatacg
cacacacatg

aatgacatcc

tattggccat
ccattgcata
tgaccgccat
ttagttcata
ggctgaccgc
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
cgcececgcece
gagctecgttt
aaattgctaa
ctcttaaggt
acaagacagg
cgtttctgat
gtccactccce
gctagccteg
gaggctgcct
cgcctcetetyg
agacatgccc
atgacgtggyg
agcacgccgg
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tagccatatt
cgttgtatct
gttggcattg
gcccatatat
ccaacgaccc
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
gttgacgcaa
agtgaaccgt
cgcagtcagt
agccttgecag
tttaaggaga
aggcacctat
agttcaatta
agaattcgcc
ggactcagca
ctttttcctt
cacagtgcag
ctggcectcaaa
tgtgcagtac

attcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccge
ccgcccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattacce
ctcacgggga
aaatcaacgg
atgggcggta
cagatcacta
gcttctgaca
aagttggtecg
ccaatagaaa
tggtcttact
cagctcttaa
gccatgggeg
ggccecctgga
ttgttgctgg
ccgaacatge
accgtggacc
atcctggact

80

tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtccgceccee
atgaccttac
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccasa
ggcgtgtacy
gaagctttat
caacagtctc
tgaggcactg
ctgggcttgt
gacatccact
ggctagagta
cctacgcgeg
ccatgtcccg
cggctgecgdg
tgaacgtgca
agtactttta
cggtcatctc

aaatcaatat
atattggctc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccacccecat
aatgtcgtaa
gtgggaggte
tgcggtagtt
gaacttaagc
ggcaggtaag
cgagacagag
ttgcctttet
cttaatacga
ggcttcggygg
cgcccectgecgg
tgctcgggcece
cctgctgcct
tggaatcaag
tgccttgcectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



gcagatccca
cagcagacaa
ttcgececaatyg
gaccagatga
cgtgtggeet
cagatgggct
atgcagaagc
gcggacctet
gatgtgctgt
aaggagctgg
aaccacactg
aagaaccttg
catgttctct
tggtcagtga
ggttactttt
caggtgtgceca
tccggagaca
agcggcacct
gggccttgeg
ttcacctttt
ttccaggteca
gtcagcgaag
gtaatattte
ctgcccecgecec
gcccgegeac
gagcacatcc
aatcagcaac
gacaacgaaa
ctgcctgtga
caccagaact
ctggagctag
atcagccgtt
cgggagatcc
ccecgtggcag
cagctgactyg
gagctcatgg
atggagaacyg
caggctgecag
gtgctggeccea
tcagggctgc
ccecgaaatgg
aacctgagecg
cgcctgcagg
tggacaacaa

atcacgctgg

ccecgtegett
atgccacaca
gtggctgggt
cacttgggct
ggcacattga
tcgacggcett
tggagatgga
tcactggtgt
gtgtcgatca
tcgattactt
tgatgaccat
acaagctcat
actccacccc
aacatgacga
ccagtcggcc
accagctgga
gtgcacccct
cccgccagca
aggttcttct
gccaacagcet
tcgtttataa
gcgttttegt
ccagctcaga
tgggcttcag
cacagcccat
gggcaacgtt
tcctgetygec
gtgaccaggc
gecgetggge
tctcagcecttg
agtggtcggt
ttgacacacc
tggagaggag
gaaactacta
tgctgactga
tgcaccgaag
ggtcggggygc
ccgoccggaca
cgggtggcgyg
gcagggacct
tgctgetgeg
cceceecgttac
agaccacgct
acacaggccc

aacccatgga
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catttacgtg
ggaagtcglyg
gatgaacgat
gcgctttctg
cceecttegge
cttectttggg
gcaggtgtgg
gctteccaat
gccgcectggtg
cctaaatgtyg
gggctcggac
ccggctggta
cgcttgttac
cttctteecct
ggcectcaaa
ggcgetggty
caatgaggcyg
cgtggccaac
gagcaacgcyg
aaacatcagc
tcceectgggg
tgtgaaggac
cagccaggcyg
cacctattca
ccccagaaga
tgatcctgac
tgttcgccag
ctcaggtgcc
tcagatccac
gtgttcccag
ggggccgata
gctggagaca
gcgggattat
tccagtcaac
ccgctcccag
gctgctgaag
gtgggtgcga
ccggctectyg
cgccgectac
gccgcccteg
cttggagcac
cttgaacttg
ggtggccaac
cacaccccac

aatccgcact

gagattgcct
cgagaccttg
gaggcagcoca
gaggacacat
cactctcggg
cgccttgatt
cgggccagca
ggttacaacc
gaggaccctc
gccactgcec
Ltccaatatg
aatgcgcagc
ctctgggagce
tacgcggatg
cgctacgage
ggcctggegy
atggctgtge
gactacgcgc
ctggcgcggce
atctgcccge
cggaaggtga
cccaatggeca
caccctcecgg
gtagcccagqg
tcectggtecc
acagggctgt
accttcttcect
tacatcttca
ctggtgaaga
gtggttcgcc
cctgtgggeg
aagggacgct
cgacccacct
acccggattt
ggggdceagca
Jgacgatggac
gggcgecace
geggageagyg
aatctcgggg
gtgcacctgce
cagtttgccg
agggacctgt
cagctccgeg
caaactccgt

ttcectyggect

81

tcttecteceg
tgcgccaggyg
cccactacgg
ttggcaatga
agcaggectc
atcaagataa
ccagcectgaa
cgccaadgaa
gcagccccga
agggccggta
agaatgccaa
aggcaaaagyg
tgaacaaggc
gcccccacca
gcctcagcta
ccaacgtggg
tccagcatca
gccagcttgce
tcagaggctt
tcagccagac
attggatggt
ggacagtgcecc
agctgctgtt
tgcctegetg
ctgctttaac
tgatggagat
ggtacaacgc
gacccaacca
cacccttggt
tgtacccagg
acacctgggg
tctacacaga
ggaaactgaa
acatcacgga
gcctgagaga
gcggagtate
tggtgctygct
aggtcctggce
ctcetecegeg
tcacgctggce
taggagagga
tcteccacctt
aggcagcctc
accagctgga

cagttcaatg

ttggtggcac
gecgectggag
tgccategtg
tgggcgacce
gctgtttgeg
gtgggtacgg
gcceceegace
tctgtgetygy
gtacaacgcc
ttaccgcacc
catgtggttc
aagcagtgtc
caacctcacc
gttctggacc
caacttcctg
accctatggce
cgacgccgte
ggcaggcltgg
caaagatcac
ggcggcgege
acggctgceg
cagcgatgtg
ctcagcctca
gaagceccag
catcgaaaat
tatgaacatg
cagtataggt
acagaaaccg
gcaggaggtyg
acagcggcac
gaaggaggtc
cagcaatggc
ccagacggag
tggaaacatg
tggctecgctyg
ggagccacta
ggacacagcec
ccctcaggtyg
cacgcagtte
cagctggggce
tteccggacgt
caccatcacc
caggctcaag

ccoggocaac

gaaggaggtg

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140



gatggttagyg
gtgagggtta
aactagaatg
tgtaaccatt
tcaggttcag
taaaatccga
ccttcccaac
gcgcggcygygd
ccgcteccttt
ctctaaatcg
adaaaacttga
gcectttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
tgcatctcaa
gtatgcaaag
tcececgecect
ttatttatgce
gcttttttgg
catcgtegec
gctcaggaac
acagaatctyg
tttaaaggac
tcattttctt
aagtaaagta
tcaaccaggc
gtttttccca
ctctgaggtc
ctaattcgaa
tatctttatt
tccgegtatyg
gacacccgcc
acagacaagc
cgaaacgcgc
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattececctt
aagtaaaaga
acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgcegeat
atcttacgga

acactgcggc

tctgctggga
atgcttcgag
cagtgaaaaa
ataagctgca
ggggagatgt
taaggatcga
agttgcgcecag
tgtggtggtt
cgctttcttc
ggggcteccct
tttgggtgat
gttggagtcc
tatctceggtce
aaatgagctg
gggtgtggaa
ttagtcagca
catgcatctc
aactccgecce
agaggcecgag
aggcctaggce
gtgtcccaaa
gagttcaagt
gtgattatgg
agaattaata
gccaaaadgtt
gacatggttt
caccttagac
gaaattgatt
caggaggaaa
atgaccgacc
ttcattacat
gtgcactctc
aacacccgcet
tgtgaccgtc
gagacgaaad
ttcttagacyg
tttctaaata
ataatattga
ttttgeggeca
tgctgaagat
gatccttgag
gctatgtggce
acactattct
tggcatgaca

caacttactt
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tgggccctcet
cagacatgat
aatgctttat

ataaacaagt

gggaggtttt
tccgggetgg
cctgaatggce
acgcgcageg
ccttecttte
ttagggttce
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttag
atttaacaaa
agtcecccagg
accaggtgtyg
aattagtcag
agttccgccc
gccgcectetyg
ttttgcaaaa
atatggggat
acttccaaag
gtaggaaaac
tagttctcag
tggatgatgc
ggatagtcgg
tctttgtgac
tggggaaata
aaggcatcaa
aagcgacgcc
ctgtgtgttyg
agtacaatct
gacgcgcect
tccgggagcet
ggcctcecgtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgcette
cagttgggtyg
agttttcgee
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat

ctgacaacga

agagtcgacc
aagatacatt
ttgtgaaatt
taacaacaac
ttaaagcaag
cgtaatagcyg
gaatggacgc
tgaccgetac
tcgccacgtt
gatttagagc
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctccccagge
gaaagtcccc
caaccatagt
attctccgce
cctctgaget
agctccececggg
tggcaagaac
aatgaccaca
ctggttctcc
tagagaactc
cttaagactt
aggcagttct
aaggatcatyg
taaacttctc
gtataagttt
caacctgcca
gttttttgtg
gctctgatge
gacgggctty
gcatgtgtca
tacgcctatt
cttttecgggyg
tgtatcecgct
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggacc

82

cgggcggeceqg
gatgagtttg
tgtgatgcta
aattgcattc
taaaacctct
aagaggcccyg
gccctgtagce
acttgccagce
cgccggcttt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgggg
gaattaattc
aggcagaagt
aggctcccca
cccgeccecta
ccatggctga
attccagaag
atggttcgac
ggagacctac
acctcttcag
attcctgaga
aaagaaccac
attgaacaac
gtttaccagg
caggaatttg
ccagaatacc
gaagtctacg
tcacgatggc
tgaatcgata
cgcatagtta
tctgctcceg
gaggttttca
tttataggtt
aaatgtgcge
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc

gaaggagcta

cttcececttta
gacaaaccac
ttgectttatt
attttatgtt
acaaatgtgg
caccgatcgc
ggcgeattaa
gcectagcegce
cceccgtecaag
ctcgaccgea
acggtttttc
actggaacaa
atttcggecet
tgtggaatgt
atgcaaagca
gcaggcagaa
actccgcceca
ctaatttttt
tagtgaggag
cattgaactyg
cctggectec
tggaaggtaa
agaatcgacc
cacgaggagc
cggaattggce
aagccatgaa
aaagtgacac
caggcgtcct
agaagaaaga
cgcaataaaa
gcgataagga
agccagcccco
gcatccgcett
ccgtcecatcac
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgeccece
acgctggtga
ctggatctca
atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgcttttt

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5340
6000
6060
6120
180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
0600
6660
6720
6780
6840
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tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tcecactgage
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacageg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc
tcectggectt

<210> 23
<211> 3761

<212> ADN

gggggatcat
cgacgagcght
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccgygt
ctcecegtatce
acagatcgct
ctcatatata
gatcettttt
gtcagacccce
ctgctgcttg
gctaccaact
ccttetagtyg
cctecgcetcectg
cgggttggac
ttecgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct

a4gg9ggggcgy
ttgctggecct

<213> Homo Sapiens

<400> 23
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gtaactcgcc
gacaccacga
cttactctag
ccacttctgce
gagegtgggt
gtagttatct
gagataggtyg
ctttagattyg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttcecga
tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagct
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc
agcctatgga
tttgctcaca

ttgatcgttyg
tgcctgtage
cttcecggea
gctcggeccect
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggc
agttaccgga
tggagcgaac
cgcecttecega
agcgcacgag
gccacctcectyg
aaaacgccag

tggctcgac
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ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tcecggetggce
cattgcagca
gagtcaggca
taagcatitgg
tcatttttaa
ccecttaacgt
ttecttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggadaaag
ggagcttcca
acttgagcgt

caacgcggcc

ctgaatgaag
acgttgcgca
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccay
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ccttttttte
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagceac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacq
cgatttttgt
tttttacggt

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
1560
7620
1680
71740
7800
7860
7320
7980
8040
8079



ggctactctce
cgggecgcegco
tgctcgacga
gcggdgdeaac
attatctctt
gtgatgggcea
attatttccyg
ttacactcat
cttatgtcaa
gttaccatga
attatattaa
tagcaagtga
tcaaggtggt
agttgactgg
gtgcaggctyg

ggcttcecectgy
cgcggtgece
ctcecgacggg
ctcecegactt
taagccgaat
gacaacagac
aggatacgag
tgggttgcca
tcttcagctg
tttggacatt
gatattaaga
taatctctgg
tgatgttata
gaagaagctt
ctggggtcge
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caacgccgag
ttgctgcectgt
ctgggceggg
ctagtaaatt
tttggtgcct
ggcactgagc
tggtggtiga
tggtcattcc
actgcctatt
gattatattqg
aaaatgctga
gagtccatct
ggggctcatt
tggtcttctg
attttaaatc

cgaaagctat
gtgcgcectgcet
agttcgacgg
acccagagcc
ctttgcatat
ccteccacat
tgaaagaagc
ctggatggct
atgtcgtgac
gaatttggaa
attatcaagy
ctgcatcecat
atcctggaac
aagactttag
agaattatat
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gactgcggec
ggcgccedgge
catcggecgeg
ctatcgttcet
tttaaaagtyg
gcattatgca
taagaagagg
gggaaaaggt
ctggattgtyg
tgagaggtca
tctecagega
gctecttgat
ccattcagca
cactttaaat

caatggctat

gcgggttegyg
ggcgcgtacyg
gtecagcggeg
cagatattgg
gaaataggtg
ctagatgaga
aatcccaata
ttecgactggce
ggcgccaadgc
tataatgcca
gtgaaaatca
gccgaactcet
aaagatgcaa
agtgacatgg

atgacttcca

60

120
180
240
200
360
420
480
540
600
e¢cl
720
780
840
900



caatcgcatg
tgatgacggc
cagctcatac
tagagaaagg
ttgaaaccat
tgtcacaaca
aggtatggta
ctctatggcet
tcacactcac
agcccttcece
ctccaaactt
gcgagcatca
atgcatccaa
gtgatgttta
aaggtggtat
cttacagggt
ttacagcaaa
tgctgaatga
ctgcaattgg
cacgctaata
tttggttcag
ataatgaaga
tagaattaat
cattcaaact
ccttgctget
cagtaacttg
agtgtcttca
tttttgaaaa
ctttttaaga
ctctttaata
ggttatttgc
ctctgtgaac
gttgtagtcg
ggtaacagac
cacttagaca
aagtccaaat
tactaagcat
ftagaattatt
tctaacatag
agaataaata
atctaatatt
tactttaaat
ccagtcaagc
cagttceccttt
gttttctttyg

gaatttagtg
ccaagagcca
cactcagttt
aggaagctac
gagtcataaa
atttgccacc
taccaaactt
ccttgacagce
cactctcacc
aagtacctat
tgctgatcaa
cttcacgcta
cacaatcagt
catagagacc
tttgattaga
tacaggtgat
aaaatggtat
caagtctctg
aactcactcc
cttaacaggg
agccaattcet
gtaaaaggygyg
tccaagggga
gtgcattgge
aacactgagg
atcatcactg
tcacaagatg
ccacttcaac
tgatactttt
aactacctct
attatttaat
gtttttccag
tttcctcage
tcacacagct
tttgctaact
atgtttatat
taatgtggct
tataagaatt
gcttagctac
agattacaga
ttttaaaaca
atacaattca
ttcagaatat
cactcccaat

ttccagaaca
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gctagttact
tggagtgggce
actcaacctg
gtagctctga
cattctaagt
tttgttctta
ggaaaaacat
gatggcagtt
actggtcgca
aaggatgatt
actggtgtat
cgccaagttc
attataggag
cctgacacag
agtgccagag
ttagctggat
acactcacgt
tggacagaca
tttgaatttyg
catcatagaa
tgtttcattg
agagaaattt
aaactggtga
cataccctta
tagctctcectt
agatgtattt
atgctgccat
ctgttatgct
gaaatgcagg
aacactattt
ttttttgatt
gtggctggaa
ctcatctcac
gatgaatgct
cccagaattg
ttaaatatac
ctatgtagca
actcattgaa
agtgaagttt
gaaaattttt
aacattatag
gtgagttttg
ttccatcacc
tgttggcagc

tcatgaaagc

atgaacagtt
actacgtggt
gctggtatta
ctgatggctt
gcatacggcc
agggatcttt
ccgaaagatt
tcacactgag
aaggcagcta
tcaatgttga
Ltgaatattt
tcaaccagag
actacaactg
gaggtgtgtt
gaattttctt
ggattatata
taactattaa
tccectgtgaa
cacagtttga
tactctggat
gaacagtata
atttttaatt
atctttaaca
ggagtggttt
catcttattt
atgcatgctg
aatagaaagc
ttatgctcta
atatgatgag
ctgcggtaat
ccaagttttg
gaaggaagaa
tgtgctgtgg
tttctctect
gatcatctcc
Jgtgagcatgt
aatcagttat
ctaattctac
tgcattgett
tgttaaaacc
aggtgtaatt
ataaattgat
ccagaaggtt
cattgatagg
ggcgtcatgt
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gccttatggg
agaatctcct
cctgaagaca
agggaacctc
atttcttecct
tagtgaaata
tctttttaag
cctgecatgaa
ccecgettect
ttacccattt
tacaaatatt
acccattacg
gaccaatctg
cattgcagga
ctggattttt
tgctttagga
gggtcatttc
ttttccaaag
caactttctt
tttcttecect
tgaggetttt
taccctgtgg
ttacctggtyg
gagtagtaca
gcaagcggte
accgtgtgtc
tgaagaacac
aaaagtattt
tgggatgatt
agatattagc
gtcttgtaac
aacctgatat
tctgtecctceca
tatgtgtgga
taagatgtac
tcatcatgtt
tcatgtaggt
tatttaggaa
ttgaagacaa
aagtgatttc
tatttacaat
atacccatgt
ctcttgtata
aattctatca

actgtgtatt

agatgcgggt
gtctgggtat
gttggccatt
accatcatca
tatttcaatg
ccagagctac
cagctggatt
gatgagctgt
ccaaaatccc
tttagtgaag
gaagaccctg
tgggctgcey
actataaagt
agagtaaata
gcaaatggat
cgtgttgaag
gcctcectggea
aatggctggg
gtggaagcca
tctttttggt
gagactaaaa
aagattttat
tgttcecctaa
gacctcgaag
ctgtagatgg
caagtgagcc
tagaagtagc
ttttattttc
ttaaaaacgc
agattaattg
cactataact
agccaatgct
catgtgcact
aggaggggayg
ttacttttta
gtatgattta
aaagtaaatc
tttataagag
gaaaagtgct
cagctgatgt
aaaatgttce
aaccaacact
cctgctcagt
ctataggtta
cttatgaatg

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
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gtttctttece atcagecataa tgatttgaga ttggtccatg ttgtgtgatt cagtggtttg 3660
ttccttetta tttectgaaga gttttccatt gtatgaatat accacaattt gtttecctecece 3720
caccagttte tgatactaca attaaaactg tctacattta c 3761

<210> 24

<211> 669

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 24
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Met

Leu

Asp

Gly

Gln

65

Ile

Glu

Tyr

Thr

Phe

145

Thr

Ile

Leu

Ala

Ala

225
Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

50

Ile

Leu

Pro

Glu

Leu

130

Asp

Trp

Gly

Arqg

Ser

210

Glu

His

Glu

Arg

Ala

Ala

Leu

35

Thr

Leu

Lys

Ser

Trp

115

Ile

Trp

Ile

Ile

Lys

135

AsSp

Leu

Ser

ASp

Ile

Ala
Leu
20

Gly

Ser

Val
His
100
Trp
Gly
Pro
Val
Trp
180
Met
Asn
Phe
Ala
Phe

260

Leu

Ala

Leu

Arg

Arg

Tyr

Glu

Leu

Leu

Tyr

Gly

165

Asn

Gly

Ala

Glu

Leu

Leu

70

Ile

His

Met

Pro

val

150

Ala

Glu

Asn

Trp

Val

230

Asp

Thr

Gln
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Ser

Pro

Phe

Leu

55

Phe

Gly

Tyr

Lys

135

Asn

Lys

Arg

Tyr

Glu

215

Val

Ala

Leu

Asn

Ala
Gly
AsSp
40

val
Lys
Gly
Ala
Glu
120
Ser
Leu
Arg
Ser
Gln
200
Ser
Asp
Lys

Asn

Tyr

Gly
Gly
25

Gly
Asn
Pro
Asp
Leu
105
Ala
Phe
Gln
Tyr
Tyr
185
Gly
Ile
Val
Leu
Ser

265
Ile

87

Arg
10

Ala
Ile
Tyr
Asn
Gly
90

Asp
Lys
Pro
Leu
His
170
Asn
Leu
Ser
Ile
Thr
250

Asp

Asn

Ala
Tyr
Gly
Pro
Phe
75

Gln
Glu
Lys
Gly
Thr
155
Asp
Ala
Gln
Ala
Gly
235
Gly

Met

Gly

Ala

Val

Ala

Glu

60

Gly

Thr

Asn

Arg

Trp

140

Ala

Leu

Asn

Lys

Gly

Tyr

Val

Leu

Val

45

Pro

Ala

Thr

Tvyr

Asn

125

Leu

Tyr

Asp

Tyr

Val

205

Met

His

Lys

Ala

Met

Pro
Asp
30

Ser
Tyr
Ser
Asp
Phe
110
Pro
Gly
Tyr
Ile
Ile
1390
Lys
Leu
Tyr
Leu
Gly

270
Thr

Leu
15

Asp
Gly
Arg
Leu
Gly
95

Arg
Asn
Lys
val
Asp
175
Lys
Ile
Leu
Pro
Tre
255

Cys

Ser

Leu
Ser
Gly
Ser
His
80

Thr
Gly
Ile
Gly
val
160
Tyr
Ile
Ile
AsSp
Gly
240
Ser

Trp

Thr



Ile
Arg
305
Val
Pro
Ser
Glu
Tyr
385
Phe
Thr
Asp
Thr
Pro
465
Asp
Val
Thr
Ala
Thr

545
Phe

Gly

Thr

Ala
625

Ala
290
Cys
Glu
Gly
Tyr
Thr
370
Phe
Ser
Ser
Ser
Leu
450
Lys
Tyr
Phe
Leu
Ser
530
Ile
Ile
Gly
Asp
Ala

610
Ser

275
Trp

Gly
Ser
Trp
Val
355
Met
Asn
Glu
Glu
Asp
435
Thr
Ser
Pro
Glu
Arg
515
Asn
Lys
Ala
Ile
Leu
5585

Lys

Gly

Asn
Leu
Pro
Tyr
340
Ala
Ser
Val
Ile
Arg
420
Gly
Thr
Gln
Phe
Tyr
500
Gln
Thzr
Cys
Gly
Phe
580
Ala

Lys

Met

Leu
Met
Val
325
Tyr
Leu
His
Ser
Pro
405
The
Ser
Leu
Pro
Phe
485
Phe
val
Ile
Asp
Arg
565
Phe
Gly

Trp

Leu

Val
Thr
310
Trp
Leu
Thr
Lys
Gln
390
Glu
Leu
Fhe
Thr
Phe
4770

Ser

Thr

Ser

Val

550

Val

Trp

Trp

Tyr

Asn
030

Ala
295
Ala
Val
Lys
Asp
His
375
Gln
Leu
Phe
Thr
Thr
455
Pro
Glu
Asn
Asn
Ile
535
Tyr
Asn
Ile
Ile
Thr

615
Asp
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280

Ser

Gln

Ser

Thr

Gly

360

Ser

Phe

Gln

Lys

Leu

440

Gly

Ser

Ala

Ile

Gln

520

Ile

Ile

Lys

Phe

Ile

600

Leu

Lys

Tyr

Glu

Ala

Val

345

Leu

Lys

Ala

Val

Gln

425

Ser

Arg

Thr

Pro

Glu

505

Arg

Gly

Glu

Gly

Ala

585

Tyr

Thr

Ser

Tyr
Pro
His
330
Gly
Gly
Cys
Thr
Trp
410
Leu
Leu
Lys
Tyr
Asn
490
Asp
Pro
Asp
Thr
Gly
570
Asn
Ala

Leu

Leu

88

Glu
Trp
315
Thr
His
Asn
Ile
Phe
395
Tyr
Asp
His
Gly
Lys
475
Phe
Pro
Ile
Tyr
Pro
555
Ile
Gly
Leu

Thr

Trp
635

Gln
300
Ser
Thr
Leu
Leu
Arg
380
Val
Thr
Ser
Glu
Ser
460
Asp
Ala
Gly
Thr
Asn
540
Asp
Leu
Ser
Gly
Ile

620
Thr

285

Leu
Gly
Gln
Glu
Thr
365
Pro
Leu
Lys
Leu
Asp
445
Tyr
Asp
Asp
Glu
Trp
525
Trp
Thr
Ile
Tyr
Arg
605

Lys

Asp

Pro
His
Phe
Lys
350
Ile
Phe
Lys
Leu
Trp
430
Glu
Pro
Phe
Gln
His
510
Ala
Thr
Gly
Arg
Arg
590
Val

Gly

Ile

Tyr
Tyr
Thr
335
Gly
Ile
Leu
Gly
Gly
415
Leu
Leu
Leu
Asn
Thr
495
His
Ala
Asn
Gly
Ser
575
Val
Glu
His

Pro

Gly
Val
320
Gln
Gly
Ile
FPro
Ser
400
Lys
Leu
Phe
Pro
Val
480
Gly
Phe
Asp
Leu
Val
560
Ala
Thr
Val

Phe

Val
640
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Asn Phe Pro Lys Asn Gly Trp Ala Ala Ile Gly Thr His Ser Phe Glu

645 650 655
Phe Ala Gln Phe Asp Asn Phe Leu Val Glu Ala Thr Arg
660 665
<210> 25
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Péptido basico de 11 residuos de la proteina TAT del VIH
<400> 25

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido TAT sintético

<400> 26

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gln Ala Arg Ala
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para concentrar una composicién que comprende alfa-manosidasa y partes y analogos funcionalmente
equivalentes del mismo, comprendiendo dicho método:

a) Eliminar los agregados de dicha alfa-manosidasa por centrifugacién y/o filtracion de una composicion que
comprende dicha alfa-manosidasa

b) concentrar el sobrenadante o filtrado, respectivamente, obtenido de la etapa a);

c) obtener una composicion en la que la cantidad de alfa-manosidasa presente como agregados constituye menos del
5% p/p de la cantidad total de alfa-manosidasa en la composicién y en la que las partes y analogos funcionalmente
equivalentes ejercen sustancialmente la misma actividad enzimatica que la enzima de longitud completa y en donde

dicha composicion es una solucion isotonica;

d) formular dicha solucion isotonica para inyeccion, y en donde la alfa-manosidasa y sus partes y analogos
funcionalmente equivalentes comprenden un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos como se define en la SEQ ID NO: 21;

ii) una parte funcionalmente equivalente de una secuencia de aminoacidos como se define en i); y

i) un analogo funcionalmente equivalente de una secuencia de aminoacidos como se define en i) o ii), la secuencia
de aminoacidos de dicho analogo es al menos un 75% idéntica a una secuencia de aminoacidos como se define en i)
0 ii).

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa b) se realiza por liofilizacion o evaporacion.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa b) se realiza por
ultrafiltracion.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la etapa b) se realiza por filtracion de flujo tangencial.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la etapa b) se realiza con un dispositivo centrifugo.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicion que comprende
una alfa-manosidasa comprende ademas uno o mas de los componentes seleccionados del grupo que consiste en:
glicina, L-serina, sacarosa y manitol.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la composicion que comprende
una alfa-manosidasa comprende ademas uno o mas reguladores seleccionados del grupo que consiste en: TRIS-HCL,

Na-citrato y Na2HPOas.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho método comprende ademas
una etapa de esterilizacion de la composicién concentrada que comprende alfa-manosidasa obtenida de la etapa b).

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho método comprende ademas
una etapa de liofilizacion de la composicion concentrada que comprende una alfa-manosidasa obtenida de la etapa
b).

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la centrifugacion en la etapa a)
se realiza a 1800-2500 g.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el filtro utilizado para la filtracion
en la etapa a) tiene un tamafio de poro en el intervalo de 0.20 a 5.0 micrometros.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho método comprende
ademas uno o mas de los siguientes pasos antes del paso a):

i) expresion recombinante de una alfa-manosidasa de interés en una célula procariota o en células de vertebrados en
cultivo;
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ii) purificacion de una alfa-manosidasa de interés por uno o mas pasos de cromatografia; y
iii) intercambio del regulador de formulacién.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde la cromatografia en la etapa ii) se selecciona del grupo
que consiste en: cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio idnico y cromatografia de hidroxiapatita.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde dicho método comprende los siguientes pasos antes del
paso a):

i) expresiéon recombinante de alfa-manosidasa
ii) someter la composicién que comprende alfa-manosidasa de la etapa i) a cromatografia de afinidad; y
iii) someter la composicion que comprende alfa-manosidasa de la etapa ii) a cromatografia de intercambio iénico.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicho método comprende los siguientes pasos antes del
paso a):

i) expresion recombinante de alfa-manosidasa

ii) someter la composicidon que comprende alfa-manosidasa de la etapa i) a cromatografia de afinidad;

iii) someter la composicion que comprende alfa-manosidasa de la etapa ii) a cromatografia de intercambio i6nico; y
iv) someter la composicién que comprende alfa-manosidasa de la etapa iii) a una columna de hidroxiapatita.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicho método comprende la expresion recombinante
usando una secuencia de acidos nucleicos que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en:

i) una secuencia de acidos nucleicos como se define por la SEQ ID NO: 22;

ii) una secuencia de acidos nucleicos que es al menos 75% idéntica a una secuencia de acidos nucleicos como se
define en i).

17. El método de acuerdo con las reivindicaciones 14 o 15, en donde dicho método comprende ademés una etapa de
dilucién o diafiltracion de la composicion que comprende alfa-manosidasa obtenida de la etapa ii).
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