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(57) Anotacia:

Je opisany sposob produkcie rekombinantnych Pudskych
faktorov krvnej zrazanlivosti, konkrétne faktora VIII
a faktora IX, s vyuZitim nesmrtelnej ludskej bunkovej linie
stabilne exprimujlcej virusovy transkripény aktivainy
protein a nestcej vektor, ktory méa promoétor funké&ne viaza-
ny so sekvenciou DNA kédujicou faktor krvnej zrazanli-
vosti za predpokladu, Ze uvedeny prométor nie je virusovy
prométor, ktory je stimulovany uvedenymi virusovymi
transkripénymi aktivaénymi proteinmi; nesmrtelna I'udské
bunkova linia nestca uvedeny vektor; muteiny faktora VIII
obzvlast’ vhodné na vyssie uvedeny sposob produkeie; far-
maceutické kompozicie obsahujuce muteiny faktora VIII
a pouzitie muteinov faktora VIIl na pripravu lietiva na lie-
¢enie hemofilie.
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PRODUKCIA REKOMBINANTNYCH FAKTOROV KRVNEJ ZRAZANLIVOSTI
V LUDSKYCH BUNKOVYCH LIiNIACH.

Oblast’ techniky

Predkladany wvynalez sa tyka zlepSeného spdsobu produkcie
rekombinantnych fudskych faktorov krvnej zrazanlivosti, konkrétne faktora Vil a
faktora IX, ktory vyuziva nesmrtefné fudské bunkové linie stabilne exprimjuce
virusové transkripéné aktivacné proteiny a nesuce vektor,' ktory ma prométor
funkéne viazany s DNA sekvenciou kédujucou faktor krvnej zrazanlivosti, za
predpokladu, Ze uvedeny prométor nie je virusovy prométor, ktory je
stimulovany uz uvedenymi virusovymi transkripénymi aktivacnymi proteinmi;
nesmrtefnej I’udskej bunkovej linie, ktora nesie uvedeny vektor; muteinov
faktora VIlII zvlas§t vhodnych pre vysSie uvedeny spdsob produkcie;
farmaceutickych kompozicii obsahujucich muteiny faktora VIl a pouZitia

muteinov faktora VIl na pripravu lie¢iva na lie€enie hemofilie.

Doterajsi stav techniky
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Hemofilici trpia na chorobné krvacanie zapric¢inené naru$enou funkciou -

proteinovych komponentov kaskady zraZania krvi. V zavislosti od postihnutého
faktora krvnej zrazanlivosti, rozoznavame dva typy hemofilie. V oboch
pripadoch je vo véeobecnosti potlacena konverzia rozpustného fibrinogénu na
nerozpustny zrazeninu fibrinu. Su to recesivne genetické choroby spojené s X-

chromozémami, ktoré postihuji najma muzsku populaciu.

Hemofilia A postihuje 1 az 2 jedincov z 10 000 muZov. Je zapriCinena
nedostatkom alebo nepritomnostou faktora VIII, velmi velkého glykoproteinu
(Mr priblizne 330 kDa (Furie B., Furie B.C., Cell (1988) 53, 505-518)), ktory
predstavuje ddlezity prvok v kaskade zrazania krvi. Polypeptidova sekvencia
mdZe byt rozdelena na tri oblasti, N-koncovu oblast pozostavajucu z
takzvanych A1 a A2-domén, centralnej B-domény a C-koncovej oblasti zlozenej

z A3, C1 a C2 domén. Pri zrazani krvi sa stava faktor VIil neaktivnym
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prekurzorom. Je tesne a nekovalentne zviazany s von Willebrandovym
faktorom (VWF), ktory pdsobi ako stabilizujuci nosi¢ovy protein. Proteolytické
Stiepenie faktora VIl trombinom na troch $pecifickych poziciach (740, 372,
1689) vedie k jeho disociacii od VWF a uvolfiuje prokoagulaént funkciu vnatri
kaskady. Faktor Vi v aktivnej forme funguje ako kofaktor pre faktor 1Xa, tym
zrychluje proteolytickd aktivaciu faktora X o niekofko radov.

Hemofilia B. postihuje 1 z 25 000 muzZov. Je charakterizovana

nedostatkom serinove] proteazy faktora IX (Christmas faktor). Tento polypeptid
so 415 aminokyselinami sa syntetizuje v pe€eni ako 56 kDa glykoprotein. Aby
sa dosiahla jeho riadna funkcia je potrebna posttransla¢na karboxylacia, ktora

je mozna len za pritomnosti vitaminu K.

Pri lieCbe oboch typov krvacania sa traditne pouzivaju infuzie
koncentratov proteinov faktora VIII alebo faktora IX derivovanych z fudskej
plazmy. Hoci tento spdsob predstavuje uéinna terapiu pre hemofilikov, nesie zo
sebou riziko prenosu réznych infekénych pdévodcov, ako napriklad virusu
hepatitidy alebo AIDS alebo tromboembolické faktory. Alternativne je
opisanych niekolko rekombinantnych DNA technik na produkciu faktorov
zrazanlivosti. Na tento ucel boli zodpovedajuce cDNA Standardného typu (wild
type) faktora Vil a faktora IX izolované a klonované do vhodnych expresnych
vektorov (EP-A-160457; WO-A-86/01961, US patenty 4,770,999, 5,521,070 a
5,521,070). '

V pripade faktora VIII je znama zo stavu techniky rekombinantna
expresia podjednotiek pre produkciu komplexov vykazujucich zraZaciu aktivitu.
(napr. z EP-A-150735, EP-A-232112, EP-A-0500734, WO-91/07490, WO-
95/13300 US patenty 5,045,455 a 5,789,203). NavySe bola opisana expresia
skratenej cDNA-verzie s Ciastoéne alebo Upine chybajicou sekvenciou na
kédovanie vysoko glykozylovanej B-domény (napr. vo WO-86/06101, WO-
87/04187, WO-87/07144, WO-88/00381, EP-A-251843, EP-A-253455, EP-A-
254076, US patenty 4,868,112 a 4,980,456, EP-A-294910, EP-A-265778, EP-
A-303540 a WO-91/09122). Nedavno boli predstavené rozlicné vybrané bodove
mutacie na inhibiciu proteolytickej inaktivacie faktora VI aktivovanym



proteinom C alebo na redukciu imunogenicity veducej k tvorbe inhibicnych
protilatok lieGenymi pacientami (napr. US patenty 5,859,204, 5,422,260 a
5,451,521, W0O-97/49725 a WO-99/29848).

Rekombinantné faktory krvnej zraZanlivosti sa zvy&ajne izolovali z média
stabilne transfekovanych eukaryotickych a vyhodne cicav€ich bunkovych finii.

Vieobecnou praxou vSak bolo vyuzitie nie-fudskych bunkovych linii pri

produkénych metdodach podfa vy$sie uvedenych odkazov s tym, Ze sa vylucilo

riziko zanesenia infekénych Cinidiel, ktoré mdzu byt prenadané a exprimované

fudskymi bunkami.

Avsak pouzitie nie-fudskych bunkovych linii nardza na urcité nevyhody,
najma v pripade faktora VIII. Napriklad bola zaznamenana neuspokojiva
hladina sekrécie exprimovaného proteinu do média. Toto mdZe byt spésobené
jemnymi odli§nostami medzi rozdielnymi cicavéimi bunkami, ktoré sa tykaju
intracelularnych ciest pre translaciu a modifikaciu proteinu, a mézu tiez mat
Géinok na biologicku aktivitu exprimovaného polypeptidu. Okrem toho boli
obavy, Ze terapeutické proteiny purifikované z nie-fudskych expresnych
systémov su kontaminované bunkovymi komponentmi, ktoré moézu viest u

pacientov ku vzniku antigénovej reakcie.

Navyse, proteiny exprimované nie-fludskymi expresnymi systémami
mozu mat nie-fudské glykozylaéné vzory, ¢o méze mat za nasledok narast
antigénovych reakcii u pacienta. AvS8ak na biologicku stabilitu a aginnost
zrazacich faktorov podstatne vplyva N-glykozylaéna schéma. Délezité su najma
periférne a terminaine monosacharidy, pretoZe tie su detegované Specifickymi
bunkovymi receptormi, ktoré si zodpovedné za ich degradaciu. Faktory krvnej
zrazanlivosti nesu ako terminalne monosacharidy zvySky kyseliny sialove;.
Modifikacie v zloZeni sialovych kyselin vo viaknach glykoproteinov, ktorym je
napriklad faktor krvnej zrazanlivosti, maju za nasledok heterogénne
glykozylatné schémy. Preto ma biologicka stabilita a ulinnost podstatny
vyznam v pripade modifikacie. Z tohto dbévodu je ddiezite pri produkcii
rekombinantnych faktorov krvnej zrazanlivosti zhodnotit vplyv glykozylacie z
nie-fudskych produkénych bunkovych linii verzus ludskych bunkovych linii.
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VSeobecne povedané, zda sa prijatelné, Ze [udské bunkové linie su
kvalifikovanejsie pre produkciu rekombinantnych faktorov krvnej zraZanlivosti
ako nie-fudské. Dévod pre tento predpokiad je pravdepodobne ten, Ze Ziaden
cudzorody oligosacharid neméze byt véleneny do retazca oligosacharidov
pocas syntezy rekombinantnych faktorov.

Na druhej strane, boli nedavno spristupnené (napr. US patent 5,712,119)

vSeobecné metddy pre exprimovanie vysokej hladiny proteinov poZadovaného

génu zahriujuce nesmrtelné, stabilne transfekované cicavéie bunkové linie
exprimujuce virusovy transkripény aktivaény protein. Nasledne s tieto bunkoveé
linie transformované konstruktom vektora, kde je vhodny virusovy transkripény
promoétor operativne spajany so DNA sekvenciou definujucou uvedeny gén,
pricom transkripCny aktivaény protein aktivuje virusovy transkripény prométor a
preto iniciuje expresiu uvedeného génu. Predpoklada sa, Ze transkripény
aktivaCny protein exprimovany tymito bunkovymi liniami moéze zvysit

kontaminaciu v cielovych terapeutickych proteinoch.

Z pohladu vyssie uvedeného stale existuje potreba efektivnej produkénej

metody fudskych faktorov krvnej zrazanlivosti.

Prekvapujuco sa zistilo, Ze nekontaminované faktory krvnej zrazanlivosti
sa moOzu ziskat s uz uvedenymi nesmrtelnymi fudskymi bunkovymi liniami.’
Obzvlast nesmrtelné bunkové linie - ak nesu vektor, ktory ma promotor funkéne
viazany s DNA sekvenciou kédujucou faktor krvnej zraZanlivosti a napriek tomu,
Ze prométor nie je virusovy promotor, ktory je stimulovany uz uvedenym
virusovym transkripénym aktivaénym proteinom - si schopné exprimovat faktor
krvnej zrazanlivosti. V kombinacii s vhodnou purifikaciou proteinov a
inaktivaciou virusov, tento spdsob predstavuje efektivny systém produkcie
bezpeénych a vysoko aktivnych rekombinantnych faktorov krvnej zrazanlivosti
na terapeutickl aplikaciu u fudi. NavySe sa zistilo, ze najma muteiny faktora
Vil st vynimocéne stabiiné voci proteolytickej inaktivacii a to umoznuje, aby boli

podrobené vigordznej virusovej inaktivacii.



Podstata vynalezu

320038

Predkladany vynalez poskytuje:

spésob  produkcie rekombinantnych  fudskych faktorov  krvnej

zrazanlivosti, ktory zahfiia

(a)  kultivaciu nesmrtefnej fudskej bunkovej linie trvalo exprimujucej

asponf jeden virusovy transkripény aktivaény protein a nesucej
vektor, ktory ma promoétor funkéne viazany s DNA sekvenciou
kodujucou faktor fudskej krvnej zrazanlivosti, za predpokladu, ze
uvedeny prométor nie je virusovy prométor, ktory je stimulovany

aspon jednym virusovym transkripénym aktivatorom proteinov, a
(b) izolaciu faktora krvnej zrazanlivosti z tekutej kultary;

vyhodné uskutoénenie spésobu definovaného vo vyssie uvedenom bode
(1), kde Tudskym faktorom krvnej zrazanlivosti je faktor VIiI alebo jeho
muteiny;

vyhodné uskuto&nenie spésobu definovaneho vo vyssie uvedenom bode
(2) vyssie, kde faktor VIII je mutein, ktory ma aspofi jednu z

nasledovnych mutacii:

(@ Val v pozici 162 bol nahradeny inym neutralnym

aminokyselinovym zvySkom,

(b) Ser v pozici 2011 bol nahradeny inym hydrofilnym

aminokyselinovym zvy$kom,

(c) Val v pozicii 2223 bol nahradeny kyslym aminokyselinovym

zvySkom, a

(d) B-doména medzi poziciou Arg740 a Glu1649 bola nahradena
linkerovym peptidom bohatym na arginin obsahujucim 10 az 25,
vwhodne 14 a2 20 aminokyselinovych zvySkov, kde poradie
aminokyselin sa vztahuje k maturovanej sekvencii faktora VIII

$tandardného typu zobrazeného v SEQ ID NO: 2,



(4)

vyhodné uskutoénenie spdsobu definovaneho v (1) vySSie, kde faktor

fudskej krvnej zrazanlivosti je faktor IX alebo jeho muteiny;

nesmrtelné ludské bunkoveé linie nesuce vektor kddujuci ludsky faktor
krvnej zrazanlivosti definovany uz v (1) aZ (4);

mutein faktora Vi ako je definovany v (3) vyssie;

DNA sekvencia kédujuca mutein faktora VIl ako je definovany v (6)
vyssie;

vektor zahrnajuci DNA ako je uz definovane v (7) vyssie;

vektor ako je definovany v (8) vyssie, ktorym je gén transferujuci vektor;

hostitelska bunka transformovana vektcrom ako je definované v (8)

vys$ie a/alebo obsahujuca DNA sekvenciu definovanu v (7);

farmaceuticka kompozicia obsahujuca mutein faktora VIII ako je
definované v (6) vyssie alebo gén transferujici vektor ako je definované
v (9) vyssie;

pouzitie muteinu faktora VIl ako je definované v (6) vySsSie alebo gén
transferujuceho vektora ako je definované v (9) vyssie na pripravu lieéiv

na lie¢enie hemofilie; a

sposob lie¢enia hemofilie, ktoré zahffia podanie fudskym hemofilikom
muteinu faktora VIII ako je definované v (6) vySSie alebo gén

transferujuceho vektora ako je definovany v (9) vyssie.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obr.1 znazorfiuje fragmenty pouzité na vytvorenie faktora VII s

deletovanou B-doménou (priklad 1)

Obr.2 znazoriuje vektor pTGF8-1, 8720 bps kruhovi DNA, jej presna

DNA sekvencia je dana v SEQ ID NO: 3 (pre protein faktora VIil kédovaného
DNA sekvenciou pozri SEQ ID NO: 4).

Obr.3 znazornuje vektor pTGFG36, 5753 bps kruhov DNA, jej presna



DNA sekvencia je dana v SEQ ID NO: 6 (bazy 689-2071 vo vnutri SEQ ID NO:

6 kédujuce protein faktora 1X):
Obr.4 znazoriuje vektor pTG36hyg, 8124 bps kruhova DNA.

Obr.5A ilustruje vyhodné linkerové sekvencie podla predkladaného
vynalezu (SEQ ID NO: 9).

Obr.5B znazorfiuje zrazaci &as rekombinantného hFVIII ako je stanoveny

v pfiklade 6.

Obr.6 znazoriiuje bezni molekulovd Struktiru pTGF8-2hyg-s a pTGF8-3,
10698 bps kruhova DNA, ich presné DNA sekvencie st dané v SEQ ID NO: 12
a 14 (pre protein faktora VIl kédovaného uvedenou DNA sekvenciou pozri
SEQ ID NO: 13 a 15).

Obr.7A znazorfiuje kalibraénu krivku FVIII ELISA testu ako je opisané v
prikiade 5.

Obr.7B ilustruje vysledky stanovenia koncentracii rekombinantného FVIII

v rdznych filtratoch kultir ako je opisané v priklade 5.

Obr.8 ukazuje vysledky $pecifického imunofluorescencného testu faktora
VIl ako je opisany v priklade 9. Horny rad: 293T bunky stabilne transfekované
s pTGF8-3, klon 49/19. Spodny rad: Negativna kontrola: Netransfekované 293T
bunky. A a C: biele svetlo, bez filtra; B a D: detekcia faktora Vil fluorescencne,

filter 550 nm.

Obr.9 znazorfiuje vplyv odetrenia teplom na aktivitu FIX vo filtrate kultary

ako je opisané v priklade 10.

Obr.10 znazorfiuje zavislost expresie aktivneho rekombinantného

faktora IX od doplnenia vitaminu K do média kultary.

Podrobny opis vynalezu

_Funkgne viazany, znamend konfiguraciu vektora, kde je promotor

umiestneny vo vektore takym spdésobom, Ze méze stimulovat' transkripciu DNA
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sekvencie kodujucej fudsky faktor krvnej zrazanlivosti. ,Ne-funkéne viazany,
znamena konfiguraciu, kde prométor je tak daleko umiestneny od exprimovane;
génovej sekvencie faktora krvnej zraZanlivosti, Ze nemdze stimulovat jeho

transkripciu.

,Gén, znamenad DNA sekvenciu kodujucu polypeptidy [ubovolne

zahfiajuce veduce a koncove sekvencie a introny a exdny.

.Vektor, znamena akykolvek geneticky konstrukt, ako je plazmid, fag, |

kozmid, atd., ktory je schopny replikacie, ked' sa spoji s vhodnymi kontrolnymi
prvkami. Termin zahfiia klonovacie a expresné prostriedky. ,Nesenie vektora,
zahina oboje, stabilni a dogasnu inkorporaciu funkénych DNA segmentov do

hostitelskej bunky. Vyhodna je najma stabiina inkorporacia.

,Gén transferujuci vektor, podfa predkladaného vynalezu zahffha vektor
vhodny na génovu terapiu. Taky vektor zahffia funkéne sekvencie pre

pozadovany ciel ako je zname z doterajSich poznatkov.

Termin ,maturovany, opisuje molekulovu Strukturu daného proteinu
priamo po bunkovej sekrécii. (napr. postradajuci svoj N-koncovy polypeptidovy
exportny signal).

,Promoétor, znamena oblast regulacnych DNA sekvencii pre kontrolu

transkripcie génov, na ktoré sa viaze RNA polymeraza.

,Terapeuticky G¢inna davka, farmaceutickej kompozicie vynalezu
znamena davkovanie efektivne pri lieCbe alebo profylaxii, napriklad davka,
ktora poskytuje efektivnu liecbu alebo redukciu symptomov hemofilie.
Stanovenie terapeuticky uéinnej davky by mal byt schopny urobit odbornik v
tejto oblasti.

Kodovat, alebo ,kédovanie, znamena viastnost sekvencie nukleovej
kyseliny byt transkribovana (v pripade DNA) alebo translatovana (v pripade
mRNA) do polypeptidu in vitro alebo in vivo, kde podlieha kontrole vhodnej
regulacnej sekvencie.

Pre Ugely tohto vynalezu vyrazy ,exprimovat”, ,exprimujuci, ,expresia“

znamenaju transkripciu a translaciu génu kédujuceho protein.



Predkladany vynalez ako je uZ opisany v bodoch (1) az (13) je dalej
opisany detailnej$ie. Podla uskutoCnenia v bode (1) vynalezu predkladanej
prihlasky, prométor funkéne spojeny s DNA sekvenciou kodujacou fudsky faktor
krvnej zrazanlivosti nie je virusovy promaétor, ktory je stimulovany aspori jednym
virusovym transkriptnym aktivatnym proteinom exprimovanym nesmrtelnou

fudskou bunkovou liniou.

Nesmrtelnou bunkovou liniou je vyhodne nesmrtelna bunka z obliciek, z -
modového mechura, z pecene, z pfuc, srdcovosvalova bunka, bunka z
hladkych svalov, z vajeCnikov alebo bunka z gastrointestinalneho traktu.
VyhodnejSia je nesmrelna ludska bunkova linia odvodena od embryonalnej
fudskej oblickovej bunky a najvyhodnejSie je to bunkova linia 293 T (ECACC:
tsa201, ref. 96121229; DSM ACC2494).

Aspon jeden transkripény aktivatny protein exprimovany nesmrtefnou
bunkovou liniou zahfa opici virusovy T antigén, E1A alebo E1B proteiny z
adenovirusu, protein kédovany v DNA sekvencii skorej oblasti hovddzieho
papiloma virusu a IE proteiny virusu herpes. Vyhodne nesmrtelna bunka
exprimuje aspofi dva virusové transkriptné aktivatory proteinov, napr. na
teplotu citivy T antigén SV40 a E1A protein z adenovirusu (ako uvedena
bunkova linia 293T).

Promotor funkéne spojeny s DNA sekvenciou kdédujucou fudsky faktor

krvnej zrazanlivosti vyhodne zahina

(i) virusové promotory, ktore nie su stimulované aktivanym proteinom
exprimovanym nesmrtefnou bunkou ako je definované vyss$ie (ako su SV40 a
CMV),

(i) housekeeping promotory z hostitefa (albumin); a

(iii) tkanivovo $pecifické promaétory (ako je napr. a-antitrypsin pre pecer).
Najvyhodnejsi prométor podfa vynalezu je CMV prométor (pokial transkripcnym
aktivaénym proteinom exprimovanym nesmrtelnou bunkou nie je uvedeny

stimulujtci prométor).
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Podra vynalezu vektor mdze niest pridavné virusové promotory, ktoré su
stimulované uvedenymi virusovymi transkripnymi aktivanymi proteinmi, ale
ktoré nie s funkéne spojené k faktoru krvnej zrazanlivosti. Takéto virusové
promotory sU vybrane z promotorov odvodenych z adenovirusu, Rousovho
sarkdmového virusu a cytomegalovirusu. Vektor mdze dalej obsahovat jednu
alebo viacej z nasledujucich funkénych sekvencii: markéry selekcie, regulainé

sekvencie (napr. PRE), atd.

Ludsky faktor krvnej zrazanlivosti v sulade s uskutoénenim v bode (1)
vynélezu zahffa, ale nie je na ne obmedzeny, faktor IX, faktor VIill, faktor VII,
faktor V, von Willebrandov faktor (vWF) a pod.

Vo vyhodnom uskutoéneni v bode (2) vynalezu, vektor obsahuje DNA
sekvenciu kédujucu faktor VIl alebo jeho muteiny. Zatial o rekombinantny
faktor IX je vo vSeobecnosti Strukturne identicky k Standardnému typu proteinu
izolovanému z krvnej plazmy, niekolko modifikovanych expresnych konstruktov
faktora VIl bolo navrhnutych pre rekombinantnt expresiu. V pripade Struktury
domeény funkéného polypeptidu faktora VIii, délezité miesta interakcie s VWF su
umiestnené v A3-doméne (aminokyselina 1680-1689) a v C2-doméne
(Kaufman and Pipe, Haemophilia (1998) 4, 370-379). Bolo navrhnuté stiepenie
po 1689 s ciefom uvolnit faktor VIl od vVWF a dovolit' faktoru VIII interagovat s
nabitymi fosfolipidmi. Rekombinantny konstrukt faktora VIII bez vWF-
vazbového miesta sa ukazal velmi nachyiny k proteolytickému Stiepeniu, ked"je
injikovany do mysi trpiacich nedostatkom faktora Vill. Rekombinantna expresia
skratenych konstruktov faktora VIl v cicav€ich bunkovych kultirach ukazuje, ze
upina delécia B-domény nemeni biologickl aktivitu kore$pondujiceho proteinu
podobného faktoru VIII (Eaton et al., Biochemistry (1986) 25, 8343-8347).
Navyse pozorovana rychiost expresie konstruktov s deletovanou B-doménou
bola vyznamne vyssia v porovnani s $tandardnym typom (wild-type) faktora VIl
z doévodu narastu hladiny mRNA v bunkach (Pittman et al., Blood (1993) 81,
2925-2935). Styri produkty rekombinantného faktora Vil (Recombinate® Baxter
HealthCare; Kogenate® and Kogenate FS® Bayer Corporation and Refacto®

Wyeth, Genetic Institute) su v sucasnosti v predaji.
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Vo vyhodnom uskutoéneni (3) vynalezu ma mutein faktora VIIi aspon

jednu z nasledujucich mutacii (a) az (d):

(a) Val v pozicii 162 bol nahradeny inym neutrainym aminokyselinovym

zvysSkom,

(b) Ser v pozicii 2011 bol nahradeny inym hydrofilnym aminokyselinovym

ZvysSkom,

(c) Val v pozicii 2223 bol nahradeny kyslym aminokyselinovym zvyskom,

(d) B-doména medzi poziciou Arg740 a Glu1649 bola nahradena
linkerovym peptidom bohatym na arginin obsahujucim 10 az 25, vyhodne 14 az
20 aminokyselinovych zvyskov, kde sa poradie aminokyselin vztahuje k
sekvencii faktora VIII Standardného typu zobrazeného v SEQ ID NO: 2
(aminokyselinova sekvencia maturovaného peptidu nezahfmia 19 aminokyselin

signaineho peptidu, ale zahffa uplne B-doménu (WO 99/29848)).

,Dalsi neutralny aminokyselinovy zvy$ok, podra predkladaného vynalezu
zahina Gly, Ala, Leu, lle, Met a Pro a vyhodne Ala. Dalsia hydrofilna
aminokyselina, zahfia Asn, Thr, a GIn a vyhodne Asn. Kysly aminokyselinovy

zvy$ok je vybrany z Glu a Asp, vyhodne je Glu.

Medzi muteinmi faktora VIl podfa uskutoénenia (3) sa uprednostiuje
mutein faktora VIII, ktory ma aspon jednu z mutacii (a), (b) a (c), vyhodnejSie
aspon jednu z mutacii (a) a (b), a najvyhodnejsie vSetky tri mutacie (a) aZ (c)
ako su definované vyssie. Obzvlast vyhodné je, ked mutein obsahuje vsetky tri
mutacie V162A, S2011N a V2223E.

Tak isto, DNA sekvencia obsahujuca vektor podia uskutoCnenia (4)
vynalezu ma mutdcie T485C, G6032A a T6668A vztahujice sa k DNA
sekvencii maturované faktora VIl §tandardného typu zobrazeného v SEQ ID
NO: 1. Vo vyhodnom uskutoéneni DNA sekvencia tieZz obsahuje tiché (silent)
mutacie T6816C (uvedené poradie aminokyselin sa znovu vztahuje sa k DNA

sekvencii maturovaného faktora Vil §tandardného typu).

32003/8
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Medzi muteinmi faktora VIIl podfa uskutoénenia (3) je alternativne

vyhodné, ze mutein faktora VIIl ma mutéciu (d) ako bolo definované vyssie.

Vyhodny expresny systém vynalezu vyuziva unikatny mutein faktora VI,
ktorému - okrem bodove] mutacie (a) az (c) ako je definované vySSie -
diastoéne alebo uplne chyba jeho B-doména, vyhodne mutein, kde B-doména
medzi poziciami R740 a E1649 je nahradena charakteristickym
aminokyselinovym medzernikom bohatym na arginin ako je definované uz v (d)
vys§ie. ,Bohaty na arginin® (Arg-rich) podfa predkladaného vynalezu znamena,
Zze medzernik zahfma aspon 3, vyhodne aspor 4 Arg zvysky. V najvyhodnejSom
uskutoéneni sa medzernik sklada z 6&smich aminokyselin B-domeény
§tandardného typu nasledované dsmymi aminokyselinami variabilnej domény
(pozri obr. 5A, SEQ ID NO: 9). V takychto konstruktoch, ktoré maju modifikacie
B-domény opisané tu vysSie, navrhované vWF-vdazbové miesto zostava
nezmenené, aby sa prediSlo bezprostrednému proteolytickému Stiepeniu
secernovaného faktora VIl v médiu bunkovej kultiry alebo neskér v krvi
lie€enych pacientov. Len po Specifickej aktivacii trombinovym Stiepenim sa
faktor VIII uvolni z VWF. cDNA pre vyhodny faktor VIII bola konstruovana
spojenim $tyroch DNA fragmentov, napr. ako je opisané v priklade 1.

Protein podla uskutoCnenia (3) vynalezu méze obsahovat pridavné N-.
alebo C-terminalne sekvencie vratane, ale nie je na ne obmedzeny,
prirodzeného exportného signalneho peptidu (zodpovedajdci aminokyselinovym
zvyskom -19 az -1 proteinov zobrazenych v SEQ ID NO: 4, 13 a 13) alebo
fragmentu alebo jeho analégov, umelych peptidov (napr. oligo-His-tagy pre

vysoko afinitnu purifikaciu) a podobne.

Najvyhodnejsi vektor pre expresiu faktora Vill je vektor pTGF8-1 na obr.
2. DNA sekvencia tohto vektora je zobrazena v SEQ ID NO: 3, a obsahuje
véetkych pat mutacii adresovanych vyssie (muteiny T485C, G6032A, T6668A a
T6816C (tu: muteiny: T1217C, G4088A, T4724A a T4872C) a DNA sekvencia
kodujuca linker B-domény v SEQ ID NO: 9) a kéduje mutein faktora VIII
zobrazeny v SEQ ID NO: 4.
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Dalej, najvyhodnejdie vektory si pTGF8-2hyg-s a pTGF8-3, ich
jednoducha molekulova Struktura je zobrazend na obr. 6. pTGF8-2hyg-s
zobrazeny v SEQ ID NO: 12 obsahuje len tiché mutacie T6816C, vysledkom
¢oho je mutein faktora Vil majuci substituciu B-domény spdsobent linkerovym
peptdom SEQ ID NO: 9, ale Ziadnu dalSiu zmenu v primarnej Struktare

proteinu v porovnani k Standardnému typu sekvencie SEQ ID NO: 2.

PTGF8-3 zobrazeny v SEQ ID NO: 14 obsahuje mutacie T485C, T6668A
a T6816C, vysledkom &oho je mutein faktora VIII ukazujuci aminokyselinové
substiticie V162A a V2223E vztahujuce sa k SEQ ID NO: 2 okrem substittcie
B-domény ako je opisané vyssie.

V pripade produkcie faktora Vill kultivacia sa uskutoériuje za pritomnosti
von Willebrandovho faktora. von Willebrandov faktor sa vyhodne pouziva v
mnozstve od 10 do 100, vyhodne od 50 do 60 mol vWF/mol faktora VIil (v

tekutej kulture a/alebo v roztoku faktora VIl pocas purifikacie (pozri dalej).

Vo vyhodnom uskutoéneni (4) predkladaného vynalezu [fudskym
faktorom krvnej zraZanlivosti je faktor IX alebo jeho mutein, vyhodnym je
§tandardny typ faktora {X zobrazeny v SEQ ID NO: 5. Vhodné muteiny faktora
X zahfiaju bodovo mutované a skratené formy faktora IX. NajvyhodnejSie
vektory pre expresiu faktora X su vektory pTGFG36 a pTG36hyg zobrazené na:
obr. 3 a 4.

V pripade produkcie faktora 1X, sa kultivacia vyhodne uskutoCnuje v
pritomnosti vitaminu K, ktory méZe byt pritomny v rozmedzi 0,1 az 100 pg/ml

tekutej kultury, vyhodnejSie od 1 do 20 pg/ml tekutej kultury.
Spoésob podla uskutoénenia (1) vynalezu dalej zahffia kroky
(c) purifikaciu faktora krvnej zraZanlivosti izolovaného v kroku (b) a/alebo

(d) podrobenie faktora krvnej zrazanlivosti izolovaného v kroku (b) alebo

purifikovaného v kroku (c) opracovaniu, ktoré inaktivuje virus.

Vhodné purifikatné kroky zahffiaju spdsoby, ktoré si zndme zo stavu

techniky pre maximalizaciu vytazku, Cistého, stabilného a vysoko aktivneho

32003/
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produktu a su vybrané z imunoafinitnej chromatografie, ionomenicovej
chromatografie, vylu¢ovacej chromatografie, atd. a ich kombinacii. Obzvlast,
- detailné purifikatné protokoly pre zrazacie faktory z ludskej krvnej plazmy su
napr. uverejnené v WO093/15105, EP0813597, WO96/40883 a
WO096/15140/50. M62u sa lahko adaptovat na $pecifické poziadavky potrebné
pri izolacii rekombinantnych faktorov VIl a IX. Pre faktor IX bol uvedeny ucinny
protokol obsahujuci zrazanie siranom aménnym nasledované DEAE a HIC
Jlentacle” chromatografiou, tak ako aj heparin afinitnou chromatografiou
(US5919909). Kvantita a aktivita purifikovanych proteinov po€as a po

purifikaénom postupe méze byt sledovana ELISA a koaguiaénymi skuskami.

Aby sa prediSlo problémom s moZnou infekénou kontaminaciou pri
purifikovani proteinovych vzoriek alebo v produkte priamo ziskanom zo
supernatantu bunkovej kultury obsahujuceho secernované rekombinantné
proteiny podfa vyberu, vzorky a/alebo supernatant kultury mézu byt spracované
postupmi na virusovu inaktivaciu vratane spracovania teplom (v suchom alebo
kvapalnom stave, s alebo bez pridania chemickych latok vratane inhibitorov
protedz). Po virusovej inaktivacii je dalej potrebny Cistiaci krok na odstranenie
chemickych latok. Najmé pre faktor VIl izolovany z krvnej plazmy je opisana
regeneracia proteinu inaktivovaného virusu vysokej Cistoty idnomeniCovou
chromatografiou (WO093/15105). Okrem toho bolo publikovanych viacero'
postupov na produkciu vysoko Cistych, neinfekénych zraZacich faktorov z krvnej
plazmy alebo inych biologickych zdrojov. Lipidmi obalené virusy su efektivne
inaktivované spracovanim potencialne infekénym materialom s hydrofébnou
fazou vytvarajucou dvojfdzovy systém, z ktorého je postupne odstranena vo
vode nerozpustna éast. Dal$im zlepSenim sa ukazalo dopinenie opracovania
hydrofébnou fazou simultannym alebo postupnym opracovanim neidnovymi
biokompatibilnymi detergentami a dialkyl alebo trialkyl fosfatmi. (WO 9636369,
EP 0131740, US 6,007,979). Virusy neobalené tukmi vyZaduju inaktivacny
protokol pozostavajlci zo spracovania s neiénovymi detergentami s naslednym
pdsobenim tepla (60 - 65 °C) pocas niekolkych hodin (WO 94/17834).
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S ohladom na uvedené vysledky sa predpoklada, Ze kombinacia
efektivneho expresného systému proteinov, ktory je zaloZeny na fudskych
bunkovych liniach spolu so schvalenymi spdsobmi na inaktivaciu potenciaine
nebezpedénych infekénych latok, siuzi ako bezpeény a fahko pouzitefny systém

na produkciu rekombinantnych faktorov krvnej zrazanlivosti.

Navy$e v sulade s uskutoénenim (6) vynalezu je poskytnuty lep§i mutant
faktora VHI. Uvedeny mutant faktora VIl mdze byt Castou farmaceutickej
kompozicie, mdze byt pouzity na pripravu lieiv na lieCenie hemofilie a moze sa
aplikovat spésobmi na lieCenie hemofilie (uskutoénenia podfa bodov (11) az
(13) vynalezu). Vyssie uvedené farmaceutické kompozicie a vysSie uvedené
lieciva mdzu obsahovat faktor VIl v terapeuticky ucinnej davke, napr. od 50 do
500 ng (pricom 200 ng faktora VIIl zodpoveda jednej medzinarodnej jednotke
(International Unit (IU)). V zavislosti od typu hemofilie, pacient prijme ro¢ne
davku faktora VIii do 200,000 IU, ktora je obvykle podavana raz alebo dva krat
do tyzdna.

Farmaceutické kompozicie, lieCiva alebo pripravky podavané v
sposoboch pri lieCeni hemofilie v sulade s uskutoéneniami (11) az (13)
obsahuju terapeuticky ucinnu davku muteinu faktora VIII v sulade s
uskutoénenim v (6) alebo gén transferujuci vektor v (9). V predchadzajicom-
pripade, moze dalej zahffhat farmaceuticky prijatelné aditiva vratane fudskeho
sérového albuminu (HSA; vyhodne roztok s koncentraciou asi 1 mg/m| roztokU);
anorganicke soli ako CaCl, (vyhodne 2 - 5 mM), aminokyseliny ako glycin, lyzin
a histidin (vyhodne 0,1 - 1 M na aminokyselinu); disacharidy ako sachardzu
a/alebo trehalézu (vyhodne 0,4 - 1 M); organické soli ako citrat sodny (vyhodne
do 50 mM); a pod. Pripravky mdZu byt vodné alebo nevodné. V poslednom
pripade hlavnou zlozkou je glycerol a/alebo polyetyiénglykol (napr. PEG-300).
Pripravok moZe tiez byt v suchej forme (aby bol pred podavanim rozpusteny v

pozadovanom rozpustadle).

Ako je ukazané vysSie, gén transferujlci vektor v sulade s uskuto€nenim
(9) vynalezu modze byt tiez Castou farmaceutickych kompozicii, moze byt

pouzivany na pripravu lieCiv na lieCenie hemofilie a mdze byt aplikovany v
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spdsoboch na lie¢enie hemofilie (uskutognenia (11) az (13) vynalezu). Uvedené
farmaceutické kompozicie a lie¢iva mdzu dalej obsahovat vhodné formulacie
matrixu, napr. lipidy alebo hormény ako je diskutované v WO 00/49147 (je tu
zahrnuty formou odkazu). Farmaceutickd kompozicia alebo lie€ivo, ktoré
obsahuje gén transferujuci vektor alebo gén transferujuci vektor podla
predkladaného vynalezu moéZze byt podavané oralne, intravendzne,
intramuskularne, subkutanne, topicky cez sliznicu (vratane bukaineho spésobu,
nosnym sprejom) alebo génovym delom. Vyhodné je oralne podavanie (napr. v

mikronizovanych hormoénovych disperziach).

Mutein faktora VIl podfa uskutoénenia (6) Vynélezu je vyhodne
definovany v odkaze na uskutocnenie (3) vysSie. Uvedeny mutein faktora VIil
moze byt dalej pripraveny Standardnymi rekombinantnymi technikami, napr.
spoésobom zahfAajucim

(a) kultivaciu hostitelskych buniek transformovanych vektorom podra
uskutoénenia (8) a/alebo obsahujticich DNA podfa uskutoCnenia (7) (ktoré tiez
zahina kultivaciu nesmrtefnych fudskych bunkovych linii stabilne exprimujucich
aspof jeden virusovy transkripCny aktivator proteinu a nesucich vektor, ktory

ma virusovy transkripény prométor funkéne viazany s DNA sekvenciou

kodujucou fudsky faktor krvnej zraZaniivosti, pricom uvedeny virusovy prométor

je stimulovany aspon jednym virusovym transkripénym aktivator proteinu); a

(c) izolaciu faktora krvnej zrézanlivosti z tekutej kultury. Vhodné

nesmrtelné ludské bunkové linie, transkripény aktivacny protein a virusové

prométory tu boli spomenuté vy$Sie. Nesmrtelna fudska bunkova linia vyuZita v
uvedenom spdsobe vyhodne exprimuje dva virusové transkripéneé aktivatory
proteinov, najvyhodnej$ie SV40 T antigén citlivy na teplo a E1A protein z
adenovirusu. Spdsob moéze dalej zahfhat kroky purifikacie a virusovej
inaktivacie (¢) a (d) opisané vyssie.

20. februara 2001 bola ulozena v DMSZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganizmen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124
Braunschweig, Germany) komeréne dostupna bunkova linia 293 T (ECACC:
tsa201, ref. 96121229) pod depozitarnym Cislom &¢. DSM ACC2494.
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Vynalez je dalej ilustrovany nasledujucimi prikladmi.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1
Klonovanie faktora VilI

Z kompletného fudského hepatocelularneho RNA fondu sa ziskala
reverznou transkripciou sekvencia pre rekombinantny faktor VIII. Potom boli
amplifikované $tyri fragmenty (1/2, 3/4, 5/6, 7/8) Standardnou PCR s pouzitim
primérov, ktoré obsahovali redtrikéné miesta. Aby zapadli do seba fragmenty
3/4 a 5/6, Smal/Sall fragment z plazmidu pBSFVIII3/4 sa inzeroval do Sall
miesta pBSFVII5/6 za ziskania pBSFVIII3/6. Dalej, fragment 3/6 sa ziskal
Stiepenim pBSFVIII3/6 s Xhol/BspHI a Ciastoéne s Alw44l. Tento fragment a
Pstl/Alw44! fragment z pBSFVII11/2 boli ligované v jednom kroku do hlavného
retazca vektora pBSFVIHI1/2 S&tiepeneho s Pstl a Xhol &im sa ziska
pBSFVIIi1/6. Fragment 7/8 sa ziskal Stiepenim pBSFVIII7/8 so Smal a
giastoéne s Mva1269! a ligoval sa do pBSFVIil1/6 strihom s Xhol a Mva1269I
davajuceho vznik pBSFVIII1/8. Nakoniec boli fragmenty Smal/Xhol 2z
pBSFIll1/8 vioZzené na tupo do Sall miesta vektora Octagene pTGFGE7.
(produkcia uvedeného vektora je uverejnena v PCT/EPQ0/01368) Co viedlo k
expresii vektora ludského faktora VIII pTGF8-1 (pozri obr. 1 a 2). Vysledny
vektor koduje mutein faktora VIII, ktory ma mutacie V162A, S2011N a V2223E.

Priklad 2
Klonovanie faktora IX

Vektor pUC19 (MBI Fermentas) bol Stiepeny s Xbal, opracovany
Klenowovym enzymom a religovany. Tento deletovany vektor Xbal bol potom
stiepeny s EcoR!, opracovany Klenowovym enzymom a religovany, kvoli
odstraneniu EcoRl miesta. Na vnesenie Xbal miesta do Sacl miesta tohto

vektora, sa vektor Stiepil Sacl, opracoval s T4-DNA-polymerazou, defosforyloval
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s alkalickou fosfatazou a ligoval Xbal-linkerom CTCTAGAG (Biolabs #1032).
Daldie Xbal miesto bolo vnesené $tiepenim novovytvoreného vektora Hindlll,
opracovanim s Klenowovym enzymom, defosforylaciou pomocou alkalickej
fosfatazy a ligaciou s Xbal-linkerom CTCTAGAG (Biolabs #1032). Tento vektor
sa volal puC19/X.

Aby sa zni¢ilo Xbal miesto vo vektore phGFP-S65T (Clontech), bol tento
vektor Stiepeny Xbal, opracovany s Kienowovym enzymom a religovany za
vzniku vektora pGFP/0. Izoloval sa 2,3 kb fragment obsahujuci GFP-gén po
tiepeni pGFP/0 s Mlul, jeho opracovani Klenowovym enzymom a jeho Stiepeni
BamHI. Tento fragment sa vniesol do viacnasobne klonovacieho miesta vektora
pUC19/X, ktory bol Stiepeny Sall, opracovany Klenowovym enzymom a
Stiepeny BamH|. Vysledny vektor sa volal pTGFG1.

Oligonukleotidy (Metabion) PRE-S (5-GGG GTA CCA GCT TCG TAG
CTA GAA CAT CAT GTT CTG GGA TAT CAG CTT CGT AGC TAG AAC ATC
ATG TTC TGG TAC CCC-3"; SEQ ID NO: 10) a

PRE-AS (5-GGG GTA CCA GAA CAT GAT GTT CTA GCT ACG AAG CTG
ATA TCC CAG AAC ATG ATG TTC TAG CTA CGA AGC TGG TAC CCC-3’;
SEQ ID NO: 11)

boli hybridizované a fosforylované reakciou s kindzou, vysledkom je inzercia
PRE(ds).

Vektor pTGF1 sa Stiepil EcoO108I, spracoval Klenowovym enzymom a
defosforyloval alkalickou fosfatazou. Potom bol ligovany s PRE(ds) inzertom,
vysledkom je vektor pTGFGS. Vektor pUC19 (MBI Fermentas) bol Stiepeny
Sall, opracovany Klenowovym enzymom a defosforylovany s alkalickou
fosfatazou. Bol ligovany s Notl-linkerom GCGGCCGC (Biolabs # 1045),
vysledkom je vektor pUC19/N.

Z Tudskej pecefovej cDNA bola amplifikovand cDNA faktora IX
(Ciontech) za pouzitia dvoch primérov pokryvajicich $tartovaci a terminacny
kodon otvoreného &itacieho ramca faktora IX, vysledkom ¢oho je fragment dlhy

1387 bp obsahujuci upiny otvoreny &itaci ramec. Na konci kaZzdého priméra su
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zahrnuté restrikCné miesta pre EcoRI (upstream) a BamHI (downstream) na
umoznenie klonovania. Amplifikacia bola urobena s Pwo DNA-polymerazou
(Boehringer Mannheim) v 50 pl reakénom objeme [10 mM Tris HCI pH 8,85, 25
mM KCI, 5 mM (NH4)2804, 2 mM MgSO4] s 30-timi inkubaénymi cyklami pri
96 °C pocas 1 min, 60 °C poéas 1 min, 72 °C poéas 2 min, potom nasledoval
konecny pridavok pri 72 °C po€as 10 min.

Reakéné produkty sa ligovali do EcoRI- a BamHi- miest pUC19 a
transformovali do E. coli DH5-a.. Vybrali sa pozitivne klony. Sekvencie boli

potvrdené cyklickym sekvencovanim (Amersham) z oboch koncov s
oznadenymi primérmi (IR-700) a automatizovanymi analyzami na LiCor

sekvencovacom systeme (MWG, Biotech).
Boli pouzité nasledujuce priméry:

GGAATTCCGCAAAGGTTATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGC (upstream;
SEQ. ID NO: 16)

CGCGGATCCATTAAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATCC (downstream;
SEQ. ID NO: 17)

1,4 kb fragment obsahujuci otvoreny d&itaci ramec fudského faktora

zrazanlivosti 1X, izolovany z ludskej cDNA kniznice, sa inzeroval do Psti miesta.

vy$sie pripraveného vektora pUC19/N, ktory bol Stiepeny Pstl, opracovany T4-
polymerazou a defosforylovany alkalickou fosfatazou. Dvojitym &tiepenim s
Hind It a Notl bol. z vysledného vektora pUC19/N-FIX odstraneny 1,4 kb
fragment obsahujuci otvoreny &itaci ramec ludského faktora zraZanlivosti IX. Na
obr. 3 je zobrazeny tento fragment ligovany k 4,3 kb fragmentu Hindlll a Notl
dvojito Stiepeného vektora pTGFGS a poskytol tak vektor pTGFG36. Tento
vektor je vyhodny na vnesenie expresnej kazety kddujucej faktor IX do bunky, a
jeho DNA sekvencia je zobrazena v SEQ ID NO: 6.

32003/8
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Priklad 3
'udska bunkova linia pre expresiu proteinov

Vyhodna bunkova linia je tsA201 (ECACC Ref.: 96121229), ktora je
transformovanou embryonalnou ludskou oblickovou bunkovou liniou (293,
ECACC ¢gislo 85120602) stabilne exprimujucou SV40 na teplo citlivy T antigén
(J. Membrane Biol. 1996; 152:39; Gene 1995; 156:235; PNAS USA 1994,
-91:12785; Pflugers Arch. 1994; 427:136; J. Gen. Physiol. 1994; 104:507;
BioTechniques 1993; 15:906). Iné mena pre tato bunkovu liniu zahffaju
293tsA1609neo (Mol. Cell. Biol., 1987, 7:379) a 293T. Tato bunkova linia
podobna epitelovej bola pouZitd v réznych funkénych expresnych skuskach a
pricom sa zaznamenali vysoké hladiny rekombinantnych proteinov. Tieto mohli
byt kultivované v DMEM dopinenom 2 mM giutaminom a 10 % FCS. Pre GCinnu
produkciu faktora IX, médium méze byt modifikované p'ridavkom vitaminu K az
do koncentracie 100 pg/mi. (US4770999).

Aby sme zjednodusili purifikaciu exprimovanych polypeptidov, mézu sa
bunky kultivovat v médiu, ktoré obsahuje vhodné prisady a je bez séra alebo
bez proteinov. Pre stabilitu vylu¢eného faktora VIIl sa pozaduje pritomnost
vVWF v médiu (US5198349). Bol tiez zaznamenany pridavok lipoproteinov,
fosfolipidov, polyglykolov, stopovych kovov, heparinu, neiénovych surfaktantov
alebo cyklodextrinu (EP0254076, US5679549, US5198349, US5250421,
US5576194, EP0872487, WO94/11525, US5378612).

Priklad 4
Transfekcia 293T buniek na transietnd produkciu faktorov VIII a IX pomocou
fosfatu vapenatého

Konfluentné 293T bunky boli vysiate na 10 cm misky v malej hustote v 6
mli DMEM/10 % FSC (10 pg/ml vitaminu K pre FIX) den pred transfekciou.

Transfekcia sa uskuto&nila priblizne podfa Chen a Okayama (Mol. Cell Biol., 7:
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2745 (1987). 12 pg plazmidu pTGF8-1 sa transfekovalo pre produkciu faktora
VIIl a pTGFG36 pre produkciu faktora IX, Sest hodin po transfekcii sa médium
nahradilo Cerstvyym a supernatant sa odobral tri dni po transfekcii a dalej sa
purifikoval alebo analyzoval bez purifikacie ELISA testom alebo koagulometriou

(pozri priklady 5 a 6).

Priklad 5
Stanovenie koncentracie FIX a FVIII ELISA testom:
Faktor IX:

Hladiny Tudského rekombinantného faktora IX v supernatante
transfekovanych 293T buniek boli stanovené ELISA za pouzitia kozich
polyklonainych anti-humannych FIX (Enzyme Research Laboratories) ako
zachytnych protilatok. Vetky inkubacie sa uskutoénili poCas dvoch hodin vo
vihkej komore pri 22 °C. Na platne (Dynex, Immulon-4) sa pridalo 100 puif 8,8 pl
protilatky/ml timivého roztoku (Dynex, Immulon-4). Pri opisanych podmienkach
nie je pozadované blokovanie. Stvornasobné premyvénie platne (Encore 2000,

Merck) s PBS-Tweenom® (0,1% viv) je dostatoéné na blokovanie

nespecifickych interakcii. Premyvanie je poZzadované po kazdom dalSom kroku .

kvali eliminacii nenaviazanych proteinov. 100 ul supernatantu spracovaneho 10
ul 10 mM PMSF a 10 pl 0,11 M citratu sodného sa pridalo do kazdej jamky.
Riedenie vzoriek a §tandardov (fudsky faktor IX, domaci $tandard, Octapharma)
sa robilo v riediacom pufri (HBS-BSA-EDTA-Tween®) a inkubovalo pri 100
ulfjamka. Detegujucou protilatkou bola peroxidazou oznaCena kozia
polyklonalna anti-FIX (Enzyme Research Laboratories) v koncentracii 1 pl
protilatky/ml riediaceho pufra a inkubovana pri 100 upljamka. 150 ul ABTS
(Roche) sa pridalo do kazdej jamky ako substrat, kolorimetricka reakcia sa
detegovala pri 405 nm po 1 - 2 hodinach. Na vypodet vysledkov bola pouZita
linearna regresia $tandardnej koncentracie voci §tandardnej absorbancii a

vysledky st zhrnuté v nasledujuce] tabufke:
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Pocet buniek [/ml] Koncentracia faktora |X [ng/ml] Cas zrazania [s]
2,1x10° 36 45
8,7 x 10° 20 79

Normalna plazma: 37 -39 s

Faktor IX deficitnej plazmy: 137 - 140 s

Faktor VII:

Hiadina [udského rekombinantného faktora VIl vo filtrate kultury
transfekovanych 293T buniek bola stanovend s ELISA za pouiitia afinitne
purifikovanych polyklonalnych ovéich anti FVIIL:.C pripravkov (F8C-EIA-C,
Affinity Biologicals) ako zachytnych protilatok. Potahovanie Sa uskuto€novalo
poc¢as dvoch hodin vo vihkej komore pri 22 °C. Platne (Dynex, Immulon-4) boli
potiahnuté 100 ul 100-nésobne zriedeného roztoku protilatky v potahovacom
pufri (50 mM uhli¢itan sodny, pH 9,6). Stvornasobné premytie platne (Encore
2000, Merck) PBS-Tweenom® (0,1% v/v) bolo postadujuce na biokovanie

nespecifickych interakcii.

Premyvanie je potrebné po kazdom dalSom kroku na to, aby sa

eliminovali nenaviazané proteiny. 100 pl filtratu kazdej kultury odobratych z

réznych 293T klonov stabilne transfekovanych s pTGF8-3 po 48 hodinach

inkubacie sa pridalo do kazdej jamky. Roztok sStandardu FVIII (domaci
$tandard, Octapharma) sa zriedil riediacim pufrom (HBS-BSA-EDTA-Tween®) a
inkuboval pri 100 pl na jamku. Kvéli detekcii sa inkuboval peroxidazou
oznad&eny polyklonainy anti-FVIII roztok pripraveny k upotrebeniu (F8C-EIA-D,
Affinity Biologicals) 60 minGt pri 100 ul na jamku. Pre kolorimetrickd reakciu
bola kratko pred pouzitim 5 mg o-fenyléndiaminova tableta (P-6912, Sigma)
rozpustena v 12 mi substratového pufra a roztok bol dopineny 12 ul 30 % H;Ox.

150 pl tohto roztoku substratu sa pridalo do kazdej jamky a urobil sa
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kolorimetricky zaznam v MRX Reader (Dynex) pri 490 nm po 10 min inkubacie
pri izbovej teplote v tme a reakcia sa zastavila pridavkom 50 i 2,5 M H,SO, do
kazdej jamky. Na vypocet vysledkov bola pouZita linearna regresia standardnej
koncentracie vo&i Standardnej absorbancii (obr. 7A) a vysledky su zhrnuté na
obr. 7 B.

Prikiad 6
Detekcia aktivity fudskych faktorov krvnej zraZanlivosti VIIi a IX

Zrazacia aktivita [udského rekombinantného faktora VIII v
supernatantoch  kultary buniek 293T (transfekovanych  precipitaciou
fosforeénanom vapenatym s pTGF8-1 ako je opisané v priklade 4) bola

stanovena nasledovne:

Zrazacia  aktivita bola sku$ana na  zaklade  parcidlneho
tromboplastinového Casového testu za pouzitia aktivacie Cephalinom
(fosfatidyletanolamin) s ruénym koagulaénym pristrojom (ML-2, Instrumentation
Laboratories). Na studiu sa inkubovalo 100 pl nezriedeného supernatantu z

transfekovanych 293T buniek, 100 ul deficientnej plazmy (Progen) a 100 pl

Céphalinu (Instrumentation Laboratories) sa inkubovalo 5 minat pri 37 °C..

Koagulacia sa zacala pridavkom 100 pl CaCl,. Koagulacny Cas vzorky bol
porovnavany s normalnou plazmou. Vysledky su zhrnuté na obr. 5B. Ako
mozno vidiet z obr. 5B bunkovy supernatant z buniek transfekovanych s
pTGF8-1 ukazuje koagulaénl aktivitu porovnatelnd s normainou plazmou, kym
bunky ktoré neboli transfekované, davaju hodnoty ekvivalentné k plazme bez
faktora VHI. Podobny test sa uskutonil s vzhfadom na faktor IX. Vysledky su
uvedené v tabulke k prikladu 5. Zavislost expresie od pritomnosti vitaminu K

pozri obr. 10.
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Priklad 7
Virusova inaktivacia:
Virusova inaktivacia sa uskutoCnila podfa metédy v US patente ¢.

6 007 979. Menovite, postupne za mieSania boli pridavané k potenciaine

infek&nému proteinovému roztoku nasledujtce zlugeniny:

1. 0,2 ml Tweenu® 80 a 0,06 ml TNBP sa pridalo k 19,74 ml roztoku

alebo

2.02ml Triton® X-100 a 0,2 mi TNBP sa pridalo do 19,6 mi roztoku.

1 ml ricinového oleja sa pridal k pripravkom 1 a 2, ktoré boli potom

intenzivne extrahované pri izbovej teplote asi 1 hodinu.

V oboch pripadoch sa uskutoCnila centrifugacia kvdli oddeleniu faz. Z
kazdej vzorky sa odobral 1 ml z vodnej frakcie na uskutoCnenie kontroly

infekénosti.

Priklad 8
Zalozenie bunkovych linii stabilne exprimujucich faktor VIii a faktor IX:

Vyhodné vektory pTGF8-1 a pTGFG36 obsahuju konstrukty pre
transientl expresiu faktora VIl a faktora 1X, kazdy zvlast, v cicav€ich bunkach.
Na umoznenie selekcie stabilne transfekovaného bunkového klonu sa
subklonovala do Smal miest pritomnych v oboch vektoroch kazeta pre
hygromycin-B-fosfotransferdzu  (Hindlll-Mva 12601 fragment z TK-Hyg,
Clontech). Vysledny konstrukt (pTGF8-1-hyg a pTG36hyg) potom zahffia v cis
polohe expresné kazety pre [udsky faktor VIl alebo faktor IX s CMV-
promotorom a  SV40-polyadenylatnym  signalom a  hygromycin-B-
fosfotransferazovu expresnu kazetu s HSV tymidinkinazovym prométorom a s

HSV tymidinkinazovym polyadenylaénym signalom (pozri obr. 4).
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Vektory pTGF8-2hyg-s a pTGF8-3 (obr. 6, SEQ ID NO: 12 a 14) a
derivaty pTGF8-1hyg, mutacie v tychto bodoch V162A, S2011N a V2223E
(pTGF8-2hyg-s) a S2011N (pTGF8-3) boli vratené k sekvencii Standardného

typu PCR-zavislou metddou za pouZitia QuikChange® protokolu (Stratagene).

Sekvencia kédujuca faktor zrdZzanlivosti m6ze byt nahradena akoukolvek

inou génovou sekvenciou podfa vyberu. Tieto konstrukty dovofuju pri

vyhotovovani stabilne exprimujucich bunkovych linii transfekciu fosforeénanom -

vapenatym a nasledovnu selekciu podfa hygromycinovej rezistencie. Navyse
plazmidy obsahuju element reagujuci na progesterén (progesteron responsive
element - PRE). V experimentoch transietnou transfekciou s pTG36hyg
produkcia priblizne 40 ng aktivneho faktora IX na 1 mi média kultary méze byt

zmerana skuskou ELISA a koagulometrickou skuskou (pozri Priklady 5 a 6).

Pre produkciu faktora IX boli 293T bunky kultivované v DNEM
suplementovanom s 10 % FCS a 10 g/ml vitamin K. (US patent ¢. 4 077 999;
pozri tiez obr. 10). Najskdr sa stanovila kriticka koncentracia antibiotik pre
efektivnu selekciu stabilne transfekovanych buniek 293T. Na tento Ucel sa
bunky vysiali s malym zriedenim a pestovali sa v pritomnosti 10 az 800 pl/mi
hygromicinu B. Po dvoch tyzdioch pri 200 pi/mi alebo viac uz nerastli Ziadne
bunky, a teda tato koncentracia bola vybrand pre selekciu stabilne

transfekovanych buniek.

Uskutocnila sa typicka transfekcia v 10 cm miskach s 293T bunkami
rozbitymi den vopred v pomere 1:15. Za pouZitia precipitacnej metody s
fosfore¢nanom vapenatym (Biotechniques 1988, 6.7 632 - 638) sa
transfekovalo 12 ug plazmidu na misku a o dva dni neskér sa médium nahradilo
gerstvym, ktoré obsahovalo 200 pg/ml hygromycinu B. Po 2-3 tyZdioch
selekcie sa médium testovalo ELISA (pozri priklad 5) kvoli pritomnosti faktora
VIl alebo IX. Pozitivne klony sa izolovali a transferovali na 24-jamkovu platriu.
Po skriningu ELISA metédou a stanoveni aktivity pozitivnych klonov sa
podrobili dvom daldim subklonovaniam a potom sa expandovali a alikvatna

¢ast z nich bola zmrazena pre dalSie pouZitie a charakterizaciu.
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Priklad 9

Dokaz fenotypovej uniformity stabilne transfektovanych buniek in-situ

imunofluorescenénou detekciou expresie faktora VIl

Kazdych 5 x 107 293T buniek stabilne transfektovanych s pTGF8-3 (klon

49/19) a netransfekovanych 293T buniek (negativna kontrola) z adhéznych

kutar v DMEM + 91 % FBS bolo oddelenych z kultivaénych misiek
trypsinaciou, premyvanych niekolko krat a resuspendovanych v 5 ml pufra
PBS.

2 ul tychto bunkovych suspenzii sa prenieslo na steriiné mikroskopicke
sklicka a inkubovalo pri izbovej teplote, kym sa vSetka kvapalina nevyparila.
Bunky sa fixovali 70 % etanolom asi 10 min a susili § min pri izbovej teplote.
Sklicka boli blokované voci nespecificke] detekcii inkubaciou v 10 % roztoku
FBS v PBS pufri. Primarna protilatka (sh antiFVIIl:C F8C-EIA-C, Affinity
Biologicals) sa 100-nasobne zriedila s PBS pufrom obsahujucim 10 % FBS a
0,1 % saponinu a inkubovala sa priblizne 60 min pri izbovej teplote vo vihkej
inkubaénej komore. Po intenzivnom premyvani s PBS a 100-nasobnom
zriedeni sekundarnou protilatkou (rb anti sh CY3 konjugovana 313-165-003,
Jackson ImmunoResearch) sa prepravila a inkubovala postupom opisanym
vy$sie. Nasledne sa mikroskopicky preparat intenzivne premyval a prekryl
vrstvou 50 % glycerolu a krycim sklickom. Bunky sa vizualizovali mikroskopiou
pri bielom svetle a fluorescenénou mikroskopiou (emisia pri 570 nm). Vysledky

su zobrazené na obr. 8.

Priklad 10
Test tepelnej stability rekombinantného faktora IX vo filtrate kuitury

Filtrat kultury pozbierany z 293T buniek 48 h po transietnej transfekcii s
pTGFG36 za pritomnosti 100 ug/ml vitaminu K a skiadovany pri -80 °C pocas 7

dni sa rychlo rozpustil, rozdelil na 7 500 pl alikvone Casti, ktore sa potom
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postupne podrobili nasledovnym tepelnym inkubaciam:

Vzorka Teplota (°C) Cas (min)
1 0 240
2 20 30
3 20 60
4 20 240
5 37 30
6 37 60
7 37 240

Vzorky boli chladené na fade a aktivita FIX sa stanovila ako je opisane v
priklade 6 (dvojité stanovenie). Vysledky su zobrazene na obr. 9. Aktivita

zostala takmer rovnaka v inkubaénych podmienkach do 240 min pri 37 °C.
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PATENTOVE NAROKY

1. Mutein faktora VI, ktory ma aspofi jednu z nasledujdcich mutécii:

(a) Val v pozicii 162 bol nahradeny neutrainym aminokyselinovym

zvyskom vybranym z Gly, Ala, Leu, lle, Met a Pro;

(b) Ser v pozicii 2011 bol nahradeny hydrofilnym aminokyselinovym

zvy$kom vybranym z Asn, Thr, GIn;

(c) Val v pozicii 2223 bol nahradeny kyslym aminokyselinovym zvyskom

vybranym z Glu a Asp; a

(d) B-doména medzi poziciou Arg740 a Glu1649 bola nahradena
linkerovym peptidom bohatym na arginin, ktory ma aspon 3 Arg zvySky a

obsahuje 10 az 25 aminokyselinovych zvy$kov;,

vyznaéujuci sa tym, Ze poradie aminokyselin uvedeného faktora VIII sa
vztahuje k maturovanej sekvencii faktora Vill standardného typu zobrazeného v
SEQ ID NO: 2.

2 Mutein faktora VIl podfa naroku 1, vyznaéujici sa tym, ze mutein
faktora VIII ma aspon jednu z mutécii (a), (b) a (c), vyhodne aspon jednu z

mutacii (a) a (b).

3. Mutein faktora VIII podia naroku 1 alebo 2, vyznacujici sa tym, ze

mutein faktora VIII ma vetky tri mutacie (a), (b) a (c).

4. Mutein faktora VIII podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 3, vyznacujuci
sa tym, Ze v mutacii (a) Val v pozicii 162 bol nahradeny Ala, v mutacii (b) Ser v
pozicii 2011 bol nahradeny Asn a/alebo v mutacii (c) Val v pozicii 2223 bol

nahradeny Glu.
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5. Mutein faktora Vil podfa ktoréhokolvek z narokov 2 az 4, vyznacujaci

sa tym, Ze muteinu faktora VII| Ciasto€ne alebo uplne chyba jeho B-doména.

6. Mutein faktora VIII podfa naroku 1 alebo 5, ktory ma mutaciu (d)

definovanu v naroku 1.

7. Mutein faktora VIil podla naroku 6, vyznacujici sa tym, ze linkerovy

peptid bohaty na arginin ma 14 aZ 20 aminokyselinovych zvyskov.

8. Mutein faktora Vill podla narokov 1, 6 alebo 7, vyznadujuci sa tym,

Ze linker obsahuje:
aminokyselinovu sekvenciu SFSQNSRH a/alebo

aminokyselinovl sekvenciu QAYRYRRG, a vyhodne linker ma sekvenciu
SFSQNSRHQAYRYRRG.

9. Mutein faktora VIll podia naroku 1, ktory obsahuje aminokyseliny 1 az
1440 SEQ ID NO: 4, 13 alebo 15.

10. DNA sekvencia kédujuca mutein faktora VIl ako je definované v

ktoromkolvek z narokov 1 az 9.

11. DNA sekvencia podia naroku 10, ktord ma aspon jednu z mutacii
T485C, GB6032A a T6668A, ktora sa vztahuje sa k DNA sekvencii
maturovaného faktora VIl standardného typu zobrazeného v SEQ ID NO: 1,

vyhodne DNA sekvencia zahifa vSetky tri uvedene mutacie.
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12. Vektor obsahujlci DNA, ako je definované v narokoch 10 alebo 11.

13. Vektor podra naroku 11, ktorym je pTGF8-1, pTGT8-2hyg-s alebo
pTGF8-3 ako je zobrazené v SEQ ID NO: 3, 12 a 14.

14. Vektor podfa naroku 12, ktorym je gén transferujuci vektor.

15. Hostitelska bunka transformovana vektorom ako je definované v

naroku 12 a/alebo obsahujica DNA sekvenciu ako je definované v naroku 10.

16. Spdsob produkcie muteinu faktora VIII podfa naroku 1, ktory zahfia
kultivaciu transformovanych hostitelskych buniek ako su definované v naroku

15 a izolaciu muteinu faktora VIII z tekutej kultury.

17. Farmaceuticka kompozicia obsahujiuca mutein faktora VIl ako je
definované v ktoromkolvek z narokov 1 aZ 9 alebo gén transferujuci vektor ako

je definované v naroku 14.

18. Pouzitie muteinu faktora VIl ako je definované v ktoromkolvek z
narokov 1 az 9 alebo gén transferujliceho vektora ako je definované v naroku

14 na pripravu liegiva na lie¢enie hemofilie, vyhodne na lieCenie hemofilie A.

19. Sposob liedenia hemofilie, vyhodne lieCenia hemofilie A, ktory
zahifia podavanie fudskym hemofilikom muteinu faktora VIl ako je definované
v ktoromkolvek z narokov 1 az 9 alebo gén transferujuceho vektora ako je

definované v naroku 14.
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20. Sposob produkcie rekombinantného [fudského faktora krvnej
zrazanlivosti vybraného z faktora IX, faktora VIII, faktora VI, faktora V a von

Willebrandovho faktora, ktory zahfiia

(a) kultivaciu nesmrtefnej fudskej bunkovej linie stabilne exprimujuce;
opié¢i virusovy T antigén a neslca vektor, ktory ma prométor funkéne viazany s
DNA sekvenciou kédujticou ludsky faktor krvnej zrazanlivosti, kde prométor je
vybrany z virusovych prométorov, housekeeping promoétorov z hostitefa a
tkanivovo $pecifickych prométorov, za predpokladu, Ze uvedeny prométor nie je
virusovy promator, ktory je stimulovany opic¢im virusovym T antigénom; a

(b) izolaciu faktora krvnej zrazanlivosti z tekutej kultury.

21. Sposob podfa naroku 20, vyznadujuci sa tym, ze nesmrtefnou
ludskou bunkovou liniou je nesmrtelna bunka z obli¢iek, z mo¢ového mechura,
z petene, z plic, srdcovosvalova bunka, bunka z hladkych svalov, z vajecnikov

alebo bunka z gastrointestinalneho traktu.

22. Sposob podra naroku 21, vyznacujuci sa tym, Ze nesmrtefna fudska
bunkova linia je odvodena z embryonalnej ludskej oblikovej bunky a vyhodne
je to bunkova linia 293T (DSM ACC2494), a prométor je CMV prométor.

23. Spdsob podrfa ktoréhokolvek z narokov 20 az 22, vyznacujuci sa

tym, Ze vektor dalej obsahuje marker selekcie a/alebo regulacné sekvencie.

24. Spdsob podla ktoréhokolvek z narokov 20 aZ 21, vyznacujuci sa
tym, Ze vektor obsahuje DNA sekvenciu kodujucu fudsky faktor VIII alebo jeho

muteiny.

25. Sposob podra naroku 24, vyznacujlici sa tym, Ze vektor obsahuje
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DNA sekvenciu kédujucu maturovany faktor VIII Standardného typu zobrazeny

v SEQ ID NO: 2.

26. Sposob podfa naroku 24, vyznacujuci sa tym, Zze vektor obsahuje
DNA sekvenciu kédujicu mutein faktora VIlI ako je definované v narokoch 1 az

9 alebo je to vektor ako je definované v narokoch 12 az 13.

27. Spbsob podfa ktoréhokolvek z narokov 24 az 26, vyznaéujuci sa
tym, Ze kultivacia sa uskutoCiiuje za pritomnosti von Willebrandovho faktora
(VWF), vyhodne v mnozstve 10 az 100, vyhodnejsie 50 az 60 molov vVWF na

mol faktora VIll.

28. Sposob podla ktoréhokolvek z narokov 20 aZ 23, vyznacujici sa

tym, Ze vektor obsahuje DNA sekvenciu kédujucu fudsky faktor IX.

29. Sposob podfa naroku 28, vyznacujuici sa tym, Ze vektor obsahuje
DNA sekvenciu kodujucu faktor IX standardného typu zobrazeni v SEQ ID NO:
5 a vyhodny je vektor pTG36h ziskatelny inkorporaciou Hindlll-Mva 12601
fragmentu z TK-Hyg vektora (Clontech), ktory obsahuje kazetu pre hygromycin-
B-fosfotransferazu, do Smal miesta vektora zobrazeného v SEQ ID NO: 6,
pricom vysledny konStrukt obsahuje v cis pozicii expresnu kazetu pre fudsky
faktor IX s CMV prométorom a s SV40 polyadenylatnym signalom, a
hygromycin-B-fosfotransferazovi expresni kazetu s HSV tymidinkinazovym

promdétorom a s HSV tymidinkinazovym polyadenylaénym signalom.

30. Spdsob podla narokov 28 alebo 29, vyznadujici sa tym, ze
kultivacia prebieha v pritomnosti vitaminu K, vyhodne v mnoZstve od 0,1 az 100

ug/ml, vyhodnejsie 1 aZ 20 pg/ml tekutej kultary.
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31. Sposob podfa ktoréhokolvek z narokov 20 az 30, ktory dalej zahfiia
c) purifikaciu faktora krvnej zrazanlivosti izolovaného v kroku (b) a/alebo

d) podrobenie faktora krvnej zrazanlivosti izolovaného v kroku (b) alebo

purifikovaného v kroku (c) opracovaniu, ktoré inaktivuje virus.

32. Nesmrtelna fudska bunkova linia stabilne exprimujica aspoii jeden
virusovy transkripény aktivatny protein a nesuca vektor, ktory koduje fudsky
faktor krvnej zrazanlivosti ako je definované v ktoromkolvek z narokov 20 az 27,

28 a 29.
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gaa
Glu

gac
Asp

aga atg
Arg Met
1050

aEg tca aat
Met Ser Asn
1065

Ser Gln Glu

955

tta
Leu

ttt
Phe

agg
Arg

aat
Asn

gat
Asp

gce
Ala

tcc aat
Ser Asn
1005

act
Thr

tca tta tta
Ser Leu Leu
1020

act
Thr

agt gac
Ser Asp
1035

ctt
Leu

atg
Met

gac
Asp

act
Thr

act
Thr

aaa
Lys

POBEPY1/03

Ser Ser Trp

960

aaa
Lys

aaa
Lys

ggg
Gly
975

tte
Phe

tta
Leu
930

aaa
Lys

tca
Ser

aat
Asn

gca
Ala

att
Ile

aat
Asn

gag
Glu

ttt aaa
Phe Lys
1040

gag
Glu

aaa aat gct
Lys Asn Ala
1055

tca
Ser

tca
Ser

aaa
Lys

1070

12928

2976

3024

3072

3120

3168

3216

gtc
Val

caa
Gln

cag aaa
Gln Lys
1080

aaa
Lys

gag
Glu

ggc
Gly

ccc att cca
Pro Ile Pro
1085

cca
Pro

gat
Asp

3264

gat
Asp

atg tcg
Met Ser
1085

ata caa
Ile Gln
1110

agg
Arg

cca
Pro

agt

Ser

aag
Lys

1125

ggt
Gly

1140

act

ket
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

cat
His

gga

Thr Gly

caa
Gln

tta gta
Leu Val
1130

tte
Phe

atg cta
Met Leu
1100

tct
Ser

aac
Asn

aag
Lys
1115

tta
Leu

tce
Ser

gga
Gly

ttg
Leu

cca
Pro

gaa
Glu

aac tct
Asn Ser
112¢

ctg
Leu

aaa
Lys

cca gaa
Pro Glu
1135

3312

3360

3408

gga
Gly

aag ggt gaa
Lys Gly Glu
1155

cag
Gln

ttt
Phe

aat
Asn

ttc,

Phe

ttg
Leu

tect gag
Ser Glu
1145

aaa
Lys

aac
Asn

aaa étq gta
Lys Val val
1150

gta
Val

3456

aca
Thr

aag gac
Lys Asp
1160

ctc
Leu

gta
Val

aaa
Lys

gga
Gly

gag
Glu
1165

cca agc
Pro Ser
1170

agce
Ser

aat aat
Asn Asn
1185

aca
Thr

aag gaa
Lys Glu

aca
Thr

aga
Arg

cac
His

tta
Leu

cta ttt
Leu Phe
1175

aac
Asn

aat caa gaa
Asn Gln Glu
1180

atc caa gag
Ile Gln Glu

1205

ctt
Leu

act
Thr

aac
Asn

att
Ile

aaa
Lys

aaa
Lys

aat
Asn

gta gtt
Val Vval
1210

aat
Asn

ttg gat
Leu Asp
1180

cag gaa
Gln Glu
1195

gaa
Glu

ttg cct
Leu Pro

cag
Gln

ttt
Phe

gtt
Val

atg
Met

tta
Leu

cat
His

gaa
Glu

ata
Ile

gaa aag
Glu Lys
1200

ata cat aca
Ile His Thr
1215

3504
3552
3600

3648




WO 01/70968

act ggc act
Thr Gly Thr
1220

aag
Lys

gtg

val Asn Phe

caa aat
Gln Asn
1235

gta
val

agg ggt tca

Arg

gaa
Glu

ttt
Phe

tta aat
Leu Asn
1255

tca
Ser

caa gat
Gln Asp
1250

agg
Arg

tte
Phe

tca aaa
Ser Lys
1270

cat
"His

aca'gct
Thr Ala
1265

aaa
Lys

att
Ile

acc aag caa
Thr Lys Gln
1285

caa
Gln

gga aat
Gly Asn

- ata tct
Ile Ser

cct aat
Pro Asn
1300

aca
Thr

age
Ser

cag
Gln

tte
Phe

aaa
Lys

aga gct ttg
Arg Ala Leu
1315

caa
Gln

aga
Arg

att
Ile

ata
Ile

aaa agg
Lys Arg
1330

gat gac
Asp Asp
1335

gtg
Val

ttg
Leu

aaa cat
Lys His
1345

acc
Thr

ccg agce
Pro Ser
1350

acc
Thr

gce att act
Ala Ile Thr
1365

gag aaa
Glu Lys

ggg
Gly

cag
Gln

cct
Pro

agt cat
Ser His

agc atc
Ser Ile
1380

caa
Gln

gca
Ala

gta tca tca ttt
Val Ser Ser Phe
1385

tect
Ser

att
Ile

tct cat
Ser His
1415

ttc caa
Phe Gln
1410

aac
Asn

gac
Asp

gat tct
Asp Ser
1425

gtc
Val

caa gaa agc
Gln Glu Ser
1430

ggg
Gly

ctt
Leu

aat aac
Asn Asn

tet tta gec att
Ser Leu Ala Ile
1445

gtt ggc tcc ctg ggg
Val Gly Ser Leu Gly
1460

aga gag
Arg Glu

aag aaa gtt gag aac act gtt

aat ttc atg aag

Gly Ser Tyr Glu

aac
Met Lys Asn

1225

tat gag ggg
Gly

1240

tca
Ser

gat
Asp

aca
Thr

ggg
Gly

gag
Glu

gaa
Glu

gta
val

gag aaa
Glu Lys
1290

tte
Phe

cag aat
Gln Asn
1305

cta
Leu

ctc cca
Leu Pro
1320

tca
Ser

acc
Thr

acc
Thr

ctc
Leu

aca
Thr

cag
Gln

ctt ttc
Leu Phe

gca tat
Ala Tyr

aat aga
Asn Arg
1260

aac
Asn

gaa
Glu

1275

tat
Tyr

gca
Ala

gtc
Val

acg
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

cag tgg
Gln Trp
1340

ata
Ile

gac
Asp

1355

tct
Serxr

cec tta
Pro Leu
1370

aat aga tct
Asn Arg Ser
1385

ata
Ile

cct
Pro

aga
Arg
1400

cca
Pro

ctt
Leu

gca
Ala

ttc
Phe

cat
His

agt
Ser

cta
Leu

acc ttg
Thr Leu
1450

aca agt gcc
Thr Ser Ala
1465

ctc ccg aaa

tca
Ser

gat
Asp

tta
Leu

cca
Pro

tat
Tyr

ctg
Leu

gca tct
Ala Ser
1420

tta
Leu

caa
Gln

1435

atg
Met

gag
Glu

aat
Asn

aca
Thr

cca gac

tta ctg
Leu Leu
1230

agc
Ser

gct
Ala
1245

cca
Pro

gta
Val

aca
Thr

aag
Lys

aaa
Lys

ttg
Leu

gaa
Glu

ggc
Gly

act
Thr

ctt
Leu

cac
His

ttg
Leu

1280

tgc
Cys

acc aca
Thr Thr
1295

caa cgt
Gln Arg
1310

agt
Ser

ctt
Leu

aca
Thr
1325

gaa
Glu

tce
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

aat
Asn

tac
Tyr

gag
Glu

agg
Arg

aag

Lys

gaa
Glu

atg
Met

aag
Lys

1360

tgc
Cys

ctt acg
Leu Thr
1375

cce att
Pro Ile
1390

gca
Ala

acc agg
Thr Arg
1405

gtc
Val

tat
Tyr

aga
Arg

aag
Lys

gga
Gly

gce
Ala

aaa
Lys

act
Thr

ggt gat
Gly Asp
1455

tca gtc aca
Ser Val Thr
1470

ttg ccc aaa

agg
Arg

aag
Lys

cta
Leu

aaa
Lys

aaa
Lys

1440

caa
Gln

tac
Tyx

aca

3744

3792

3840

3888

3936

3984

4032

4080

4128

4176

4224

£272

6320

4368

4416 -



WO 01/70968

Lys Lys Val
1475
aaa
Lys

tct ggc
Ser Gly
1490

cta ttc
Leu Phe
1505

cct
Pro

gaa
Glu

gtg
Val

gg9g
Gly
gca
Ala

gaa
Glu

aac
Asn

agc
Ser

tct geca
Ser Ala
1555

tat
Tyr

aac cac
Asn His
1570

aag tca
Lys Ser
1585

cca
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

gct
Rla

aat
Asn

caa
Gln

aag
Lys

gaa
Glu

agg ctg
Arg Leu
1635

act
Thr

gaa ata
Glu Ile
1650

acc
Thr

gat gat
Asp Asp
1665

gat
Asp

gat gag
Asp Glu

ttt
Phe

cac tat
His Tyr

Glu Asn Thr

gtt
Val

gaa
Glu

ttg
Leu

acg
Thr

gaa act
Glu Thr
1510

agce ctt-
Ser Leu
1525

ctt
Leu

aga cct
Arg Pro
1540

gga
Gly

act
Thr

aag
Lys

cce
Pro

act
Thr

ggt
Gly

cag
Gln

gaa
Glu

aaa aca
Lys Thr
1590

tgt gaa
Cys Glu
1605

age
Ser

ata
Ile

ccc gaa
Pro Glu
1620

tct
Ser

tgc
Cys

caa
Gln

act
Thr

act
Thr

cgt
Arg

ata tca gtt
Ile Ser Val
1670

qaé aat
Glu Asn
1685

cag
Gln

att
Ile

gct
Ala

gca
Ala

1700

age tcec cea
Ser Ser Pro
1715

cag ttc aag
Gln Phe Lys
1730

cat
His

gtt
Val

cta
Len

aaa
Lys

gtt
val

gtt
Val

Val Leu
1480

ctt cca
Leu Pro
1495

aat
Asn

agc
Ser

cag
Gln

gga
Gly

aaa
Lys

gtt
Val

Pro

aaa
Lys

999
Gly

aca
Thr

cece
Pro

1545

tce aag
Ser Lys
1560

ata cca
Ile Pro
1575

ttt
Phe

gct
Ala

cat
His

aat
Asn

gaa
Glu

gtc
Val

aac cca
Asn Pro
1640

ctt cag
Leu Gln

1653

gaa
Glu

atg
Met

cce
Pro

agce
Ser

gtg
Val

gag
Glu

aga aac
Arg Asn
1720

ttc cag
Phe Gln

1735

cta
Leu

aaa
Lys

aag
Lys

gca
Ala

acc
Thr

1625

cca
Pro

tca
Ser

aag
Lys

cgce
Arg

agg
Arg

1705

agq
Arg

gaa
Glu

Doitteed
PE4/EPD1/0322
7 .
Lys Pro Asp Leu Pro Lys Thr
1485
gtt cac att tat cag aag gac 4512
Val His Ile Tyr Gln Lys Asp
1500
tct cct gge cat ctg gat ctc 4560
Ser Pro Gly His Leu Asp Leu
1515 1520
gag gga gcg att aag tgg aat 4608
Glu Gly Ala Ile Lys Trp Asn
1530 1535
ttt ctg aga gta gca aca gaa 4656
Phe Leu Arg Val Ala Thr Glu
1550
ttg gat cct ctt gect tgg gat 4704
Leu Asp Pro Leu Ala Trp Asp
1565
gaa gag tgg aaa tcc caa gag 4752
Glu Glu Trp Lys Ser Gln Glu
1580
aaa aag gat acc att ttg tcc - 4800
Lys Lys Asp Thr Ile Leu Ser !
1585 1600
ata gca gca ata aat gag gga 4848
Ile Ala Ala Ile Asn Glu Gly
1610 1615
tgg gca aag caa ggt agg act 4896
Trp Ala Lys Gln Gly Arg Thr
1630
gtc ttg aaa cgc cat caa cgg 4944
Val Leu Lys Arg His Gln Arg
1645
gat caa gag gaa att gac tat 4992
Asp Gln Glu Glu Ile Asp Tyr
1660 o
aag gaa gat ttt gac att tat 5040
Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr
1675 1680 -
agc ttt caa aag aaa aca cga 5088
Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg
1690 1695
ctc tgg gat tat ggg atg agt 5136
Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser
1710
gct cag agt ggc agt gte cct 5184 .
Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro
1725
ttt act gat ggc tec ttt act 5232
Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr

1740

L
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cag ccc
Gln Pro
1745

cca tat

Pro Tyr

aat cag
Asn Gln

tta
Leu

ata
Ile

gcc
Ala

tac cgt gga
Tyr Arg Gly
1750

gaa
Glu

gtt
Val

aga gca
Arg Ala
1765

gaa
qu

tat
Tyr

tct
Ser

cce
Pro

cgt
Arg

cta aat gaa cat
Leu Asn Glu His
1755

atc
Ile

gaa gat aat
Glu Asp Asn
1770

tce tte tat
Ser Phe Tyr

tect
Ser

ttg

Leu

atg
Met

agce
Ser

gga
Gly

gta
Val

ctt
Leu

gag gaa gat
Glu Glu Asp
1785

cct aat
Pro Asn
- 1810

gaa
Glu

ccc act
Pro Thr
1825

aaa
Lys

gtt gac
Val Asp

ctg
Leu

gtc tgc
val Cys

cac
His

gta cag gaa
Val Gln Glu
1875

tte
Phe

tgg tac
Trp Tyr
1890

atc cag
Ile Gln
1905

atg
Met

atc aat
Ile Asn

ggc
Gly

gat caa
Asp Gln

agg
Arg

1780

cag
Gln

acc
Thr

gat
Asp

gaa
Glu

caa
Gln

gga gca
Gly Ala
1800

agg
Arg

ttt
Phe

act tac
Thr Tyr
. 1815

aaa
Lys

gag ttt
Glu Phe
1830

gac
Asp

tgc
Cys

aaa
Lys

gat
Asp

cac
His

gtg
val

1845

act
Thr

1860

ttt
Phe

act
Thr

gaa
Glu

tac
Tyr

aac
Asn

aca
Thr

ctg
Leu

aac
Asn

ttt tte
Phe Phe
1880

gct
Ala

ctg
Leu

gaa
Glu

aat atg
Asn Met
1885

gaa
Glu

ttt
Phe

gat ccc act
Asp Pro Thr
1910

ata atg
Ile Met

gat
Asp

aca
Thr

1925

att
Ile

1940

atc cat tct
Ile His Ser
1955

gag gag tat
Glu Glu Tyr
1970

aca gtg
Thr Val
1985

gaa
Glu

ctt att ggc

att
Ile

aaa
Lys

atg
Met

gag

His

cga
Arg

tgg
Trp

1785

gaa
Glu

tgg
Trp

aaa
Lys

tca
Ser

cct
Pro
1865

acce
Thr

aga
Arg

aaa
Lys

cta
Leu

cct
Pro

aaa aac
Lys Asn
1805

aga
Arg
aaa
Lys

cat
His

gtg caa.
Val Gln
1820

tat
Tyr

gct
Ala

gcc tgg,
Ala Trp

1835

att
Ile

ctg
Leu

gge
Gly

gga
Gly

1850

cat
His

gct
Ala

999
Gly

aga
Arg

ttt
Phe

atce
Ile

gat gag
Asp Glu
1885

aac
Asn

tge agg
Cys Arg
1900

gct
Ala

tat
Tyr

gag aat
Glu Asn
1915

cgc
Arg

cct
Pro

tta
Leu

gta
Val

ggc
Gly

~1930

tat ctg ctc agc
Tyr Leu Leu Ser

1945

ttc
Phe

cat agt gga
Ser Gly

1960

atg
Met

gca ctg tac
Ala Leu Tyr
© 1975

tta cca tcc aaa
Leu Pro Ser Lys
1990

cat cta cat gct

cat
His

aat
Asn

gct
Ala

ggg

atg
Met

ggc
Gly

agc
Ser

gtg ttc
Val Phe

act gta
Thr Val
1965

ctc tat cca ggt
Leu Tyr Pro Gly
1980

gga att tgg cgg
Gly Ile Trp Arg
1995 -

atg agc aca ctt

L] LN
e 1 e e
PLT/ERLS/0
ctc ctg ggg 5280
Leu Leu Gly
1760
act ttc aga 5328
Thr Phe Arg
1775
att tet tat 5376
Ile Ser Tyr
1750
ttt gtc aag 5424
Phe Val Lys
cat atg gca 5472
His Met Ala
ttec tct gat 5520
Phe Ser Asp
1840
ccc ctt ctg 5568
Pro Leu Leu
1855
caa gtg aca 5616
Gln Val Thr
1870
acc aaa agc 5664
Thr Lys Ser
ccc tge aat 5712
Pro Cys Asn
ttc cat gea 5760
Phe His Ala
1920
atg gct cag 5808
Met Ala Gln '
1935
aat gaa aac 5856
Asn Glu Asn
1950
cga aaa aaa 5904
Arg Lys Lys
gtt ttt gag 5952
Val Phe Glu
gtg gaa tgc 6000
Val Glu Cys
2000
ttt ctg gtg 6048
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Leu Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val
2005 2010 2015

- tac agc aat aag tgt cag act ccc ctg gga atg gct tct gga cac att '6096
Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile
2020 2025 2030

aga gat ttt cag att aca gct tca gga caa tat gga cag tgg gcc cca 6144
Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro
2035 2040 2045

aag ctg gcc aga ctt cat tat tcec gga tca ate aat gec tgg age acc 6192
Lys Leu Ala Arg Leu His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr
2050 2055 2060

aag gag ccc ttt tct tgg atc aag gtg gat ctg ttg gca cca atg att 6240
Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile
2065 2070 2075 2080

att cac ggc atc aag acc cag ggt gcc cgt cag aag ttc tcc age ctc 6288
Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu
2085 2090 2095

tac atc tct cag ttt atc atc atg tat agt ctt gat ggg aag aag tgg 6336
Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Tzrp
2100 2105 2110

cag act tat cga gga aat tcc act gga acc tta atg gtc ttec ttt ggc 6384
Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly
2115 2120 2125

aat gtg gat tca tct ggg ata aaa cac aat att ttt aac cct cca att 6432
Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile
2130 2135 2140

att gét cga'tac atc egt ttg cac cca act cat tat age att cge agce 6480.
Ile Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser :
2145 2150 . 2155 2160

act ctt cgc‘atg gag ttg atg ggc tgt gat tta aat agt tgc agc atg 6528
Thr Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met
2165 2170 2175

cca ttg gga atg gag agt aaa gca ata tca gat gca cag att act gct 6576
Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala
2180 2185 _ 2190

tca tcec tac ttt acc aat atg ttt gece acc tgg tet cct teca aaa get 6624
Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala
2195 2200 2205

cga ctt cac cté caa ggg agg agt aat gcec tgg aga cct cag gtg aat 6672
Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln Val Asn
2210 2215 : 2220 .

aat cca aaa gag tgg ctg caa gtg gac ttc cag aag aca atg aza gte 6720
Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val
2225 2230 2235 2240

aca gga gta act act cag gga gta aaa tct ctg ctt acc agc atg tat 6768
Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr
2245 2250 2255

gtg aag gag ttc ctc atc tcc agc agt caa gat ggc cat cag tgg act 6816
Val Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr
2260 2265 2270
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cte ttt ttt cag aat ggc aaa gta aag gtt ttt cag gga aat caa gac 6864
Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
2275 2280 2285

tce ttc aca cct gtg gtg aac tct cta gac cca ccg tta ctg act cgce 6312
Ser Phe Thr Pro Val Val Asn-Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg
2290 2295 2300 -

tac ctt cga att cac ccc cag agt tgg gtg cac cag att gecc ctg agg 6960
Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg

2305 2310 2315 2320
atg gag gtt ctg ggc tgc gag gca cag gac ctc tac 6996
Met Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
2325 2330
<210> 2
<211> 2332
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr
1 5 10 15

Met Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro Val Asp Ala Arg Phe Pro Pro
20 25 30

Arg Val Pro Lys Serx Phe Pro Phe Asn Thr Ser Val Val Tyr Lys Lys
35 40 45

Thr Leu-Phe Val Glu Phe Thr Val His Leu Phe Asn Ile Ala Lys Pro
50 55 60

Arg Pro Pfo_Trp Met Giy Leu Leu Gly Pro Thr Ile Gln Ala Glu Val
65 70 75 80

Tyr Asp Thr Val Val Ile Thr Leu Lys Asn Met Ala Ser His Pro Val
v 85 90 95

Ser Leu His Ala Val Gly Val Ser Tyr Trp Lys Ala Ser Glu Gly Ala
100 105 110

Glu Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg Glu Lys Glu Asp Asp Lys Val
115 120 125

Phe Pro Gly Gly Ser His Thr Tyr Val Trp Gln Val Leu Lys Glu Asn
130 135 ' 140 :

Gly Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Cys Leu Thr Tyr Ser Tyr Leu Ser
145 150 155 160

His Val Asp Leu Val Lys Asp Leu Asn Ser Gly Leu Ile Gly Ala Leu
165 170 175

Leu Val Cys Arg Glu Gly Ser Leu Ala Lys Glu Lys Thr Gln Thr Leu
180 185 130

His Lys Phe Ile Leu Leu Phe Ala Val Phe Asp Glu Gly Lys Ser Trp
19S5 200 205

His Ser Glu Thr Lys Asn Ser Leu Met Gln Asp Arg Asp Ala Ala Ser
210 215 220
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Ala
225
Ser
Val
Gly
Ser
Gln
305
Glu
Met
Ser
Ile
Tyr
38S
Ala
Gln
Asp
Leu
Phe
465
Thr
His
Trp
Leu
Ser

545

Gln

Arg Ala Trp

Leu
Ile
His
Pro
290
Phe
Ala
Lys
Glu
Gln
370
Ile
Pro
Arg
Glu
Gly
450
Lys
Asp
Leu
Thr
Thr
530

Gly

Arg

Pro

Gly

Thr

275

Ile
Leu
Tyr
Asn
Met
355
Ile
Ala
Asp
Ile
Thr
435
Pro
Asn
vVal
Lys
Val
518
Arg

Leu

Gly

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

500

Thr

Ile

Asn

Pro
Leu
245
Gly
Leu
Phe
Phe
Lys
325
Glu
Val
Ser
Glu
Arg
405
Arg
Lys
Leu
Ala
Pro
485

Phe

vVal

Gly

Gln
565

Lys

230

Ile
Thr
Val
Leu
Cys
310
Val
Glu
val
val
Glu
390
Ser
Lys
Thr
Tyr
Ser
470
Leu
Pro
Glu
Ser
Pro

550

Ile

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Thr
His
Glu
265
His
Gln
Ser
Cys
Asp

345

Asp

Lys

Trp
Ser
Lys
425
Ala
Val
Tyr
Arg
Pro
505
Pro
Val

Ile

Asp

11
val

250

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln.

410

Val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys
570

Asn
235
Lys
H:_'Ls
Gln
Leu
His
315

Glu

Asp

Asp

Pro
Tyr
395
Tyr
Arg

Gln

Asp

.Gly
Ser
Ser
Ala
Leu
300
Gln
G]_.u
Asp
Asn
Lys
380
Leu
Phe
His

Thr

460

Ile
475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Tyr
Val
Ile
Ser
285
Met
His
Pro
Asp
Ser
365
Thr
Pro
Asn
Met
Glu
445
Leu
Pro
Lys
Phe
Asp
525
Arg

Glu

Val

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

.430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Bsp

Ser

Ile

Asn
255
Leu
Glu
Leu
Gly
Leu
335
Thr
Ser
Val
Val
Gly
415
Tyr
Gly
Ile
Gly
Val
495
Tyr
Rxg
Leu

Val

Leu
578

e¢ (X )

*RCITER

Arg
240
His
Glu
Ile
Gly
Met
320
Arg
Asp
Phe
His
Leu
400
Pro
Thr
Ile
Ile
Ile
480
Lys
Lys
Cys
Ala
Asp

560

Phe

01/0

LX)
L]
L4
*

322

]
:
0
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Ser

Arg

Gln

" Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

7058

Asp

lle

Gln

Thr

val

785

His

Ser

- Glu

Phe
Thr
86S
Thr

Gly

Tyr

Val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

650

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Phe
Leu
595
Ser
Leu
Gly
Lys
Gly
675
Gly
Lys
Tyr
Pro
Gln
75S
Pro
Ser
Leu

Asp

Thr

835

Pro

Asn

Asp

Ser
915§

Asp
580
Pro
Asn
Ser
Ala
His
660
Glu
Cys
Val
Glu
Arg
740
Phe
Trp
Ser
Ser
Pro
820
His
Glu
Ala
Asn
Asn

800

Gln

Glu
Asn
Ile
val
Gln
645
Lys
Thr
His
Ser
Asp
725
Ser
Asn
Phe
Asp
Leu
805
Ser
Phe
Ser
Thr
Leu
885

Thr

Leu

Asn
Pro
Met
Cys
630
Thr
Met
val
Asn
Ser
710
Ile
Phe
Ala
Ala
Leu
790
Ser
Pro

Arg

Gly

‘Glu

870

Ile

Ser

Asp

Arg
Ala
His
615
Leu

Asp

val

Phe

Ser
695
Cys
Ser
Sex
Thr
His
775
Leu
Asp
Gly
Pro
Leu
855

Leu

Ser

'Ser

Thr

Ser
Gly
600
Ser
His
Phe
Tyr
Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr

760

Arg

Met

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Leu

Thr
920

Trp
585
vVal
Ile
Glu
Leu
Glu
665
Ser
Phe
Lys
Tyr
Asn
745
Ile
Thx
Leu

Gln

Ile

‘825

Leu

Leu

Lys

Ile

Gly
905

-Leu

12
Tyr

Gln
Asn
val
Ser
650
Asp
Met
Arg
Asn
Leu
730
Ser
Pro
Pro
Leu
Glu
810
Asp
His
Arg
Leu
Pro
890

Pro

Phe

Leu
Leu
Gly
Ala
635
vVal
Thr
Glu
Asn
Thr
715
Leu
Axg

Glu

Met

795"

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Thr

Glu

Tyr
620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg
700

Gly’

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

860

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu
Asp
605

Val

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Pro

Asp

765

Lys

Ser

Tyx

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

925

Asn
590
Pro
Phe
Tyr
Ser
Leu
670
Gly
Met
Tyr
Asn
Serx
750
Ile
Ile
Pro
Glu
Ser
830
Asp
Lys
vVal
Leu
Pro

910

Ser

Ile
Glu
Asp
Ile
Gly
655
Phe
Leu
Thr
'Tyr

Asn
735

Thr

Glu
Gln
Thr
Thr
815
Leu
Met
Leu
Ser
Ala
895

Val

Ser

L & J

[XJ L4
PCT/EP01/03220
Gln
Phe
Ser
Leu
640
Tyr
Pro
Trp
Ala
Glu
720
Ala
Arg
Lys
Asn
Pro
800
Phe
Ser
Val
Gly
Ser
880
Ala
His

Pro
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Leu Thr
930

Ser Lys
945

Gly Lys
Arg Ala
Val Ser
Thr Asn

1010

Ser Pro
025

Lys Val
Thr Ala
Asn Met

Ala Gln
1090

Ser Ala
105

Gly Gln
Ser Val
Gly Lys

Pro Ser
1170

Asn Asn
185

Lys Glu
Val Thr
Arg Gln
Gln Asp

1250

Thr Ala
265

‘Glu Ser Gly Gly Pro Leu Ser
935

Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met
950

Asn Val Ser Ser Thr Glu Ser
965

His Gly Pro Ala Leu Leu Thr
980 985

Ile Ser Leu Leu Lys Thr Asn
995 1000

Arg Lys Thr His Ile Asp Gly
1015

Ser Val Trp Gln Asn Ile Leu
1030

Thr Pro Leu Ile His Asp Arg
1045

Leu Arg Leu Asn His Met Ser
1060 1065

Glu Met Val Gln Gln Lys Lys
1075 1080

Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe
1085

Arg Trp Ile Gln Arg Thr His
1110

Gly Pro Ser Pro Lys Gln Leu
1125

Glu Gly Gln Asn Phe Leu Ser
1140 1145

Gly Glu Phe Thr Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu

1155 1160

Ser Arg Asn Leu Phe Leu Thr Asn Leu Asp Asn

1175

Thr His Asn Gln Glu Lys Lys Ile Gln Glu Glu

1190

Thr Leu Ile Gln Glu Asn Val Val Leu Pro Gln

1205

Gly Thr Lys Asn Phe Met Lys
1220 1225

Asn Val Glu Gly Ser Tyr Glu
1235 1240

Phe Arg Ser Leu Asn Asp Ser
1255

His Phe Ser Lys Lys Gly Glu
127¢C

u13”

Leu Ser Glu Glu
940

Asn Ser Gln Glu
955

Gly Arg Leu Phe
970

Lys Asp Asn Ala
Lys Thr Ser Asn
1005

Pro Ser Leu Leu
1020

Glu Ser Asp Thr
1035

Met Leu Met Asp
1050

Asn Lys Thr Thr
Glu Gly Pro Ile
1085

Lys Met Leu Phe
1100

Gly Lys Asn Ser
1115

Asn Asn
Ser Ser

Lys Gly
975

Leu Phe
999

Asn Ser
Ile Glu
‘Glu Phe
Lys Asn

1055
Ser Ser
1070
Pro Pro

Leu Pro

Leu Asn

Lys

Ala

Asn

Lys

1040

Ala

Lys

Asp

Glu

Ser
1120

Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys

1130

1135

Glu Lys Asn Lys Val Val Val

1165

1180

1185

1210

1150

Met Val

Phe

Leu His Glu

Ile Glu Lys

Ile His
1215

1200

Thr

Asn Leu Phe Leu Leu Ser Thr

1230

Gly Ala Tyr Ala Pro Val Leu

1245

Thr Asn Arg Thr Lys Lys His

1260

Glu Glu Asn Leu Glu Gly Leu

1275

1280
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14

Gly Asn Gln Thr Lys Gln Ile Val Glu Lys

1285

Ile Ser Pro Asn Thr Ser Gin Gln Asn

1300

Arg Ala Leu
1315

Lys Gln Phe Arg

Lys Arg Ile Ile

1330 1335

Thr Pro Ser Thr

1350

Lys His Leu
345

Glu Lys Gly Ala Ile Thr
' 1365

Ser His Ser Ile Pro Gln
1380

Val Ser Ser Phe
1395

Pro Ser

Phe Gln Asp Asn

- 1410 1415
Asp Ser Gly Val
425

Gln Glu
1430

Asn Asn Leu Ser Leu Ala
1445

Arg Glu Val Gly Ser Leu
1460

Lys Lys Val Glu Asn Thr
1475

Ser Gly Lys Val Glu Leu Leu
1490 1495

Leu Phe Pro Thr Glu Thr Ser
505 1510

Val Glu Gly Ser Leu Leu Gln
1525

Glu Ala Asn Arg Pro Gly Lys
1540

Ser Ser Alé Lys Thr Pro Ser
1555

Asn His Tyr Gly Thr Gln Ile
1570 1575

Lys Ser Pro Glu Lys Thr Ala
585 1590

Leu Asn Ala Cys Glu Ser Asn
1605

Gln Asn Lys Pro Glu Ile Glu
1620

1305

Leu Pro
1320

Val Asp Asp Thr Ser

Leu Thr

1385

1400

1465

1480

1290

Phe

Leu

Thr

Gln

Gln Ser Pro Leu

1370

Ala Asn Arg Ser
Ile Arg Pro Ile
Ser Ser His Leu Pro Ala
Ser Ser His Phe Leu

1435

Ile Leu Thr Leu Glu

1450

Gly Thr Ser Ala Thr

Val Leu Pro Lys Pro

1355

Tyr Ala Cys Thr Thr Arg
: 1295

Val Thr Gln Arg Ser Lys
1310

Glu Glu Thr
1325

Glu Leu Glu

Gln Trp Ser
1340

Lys Asn Met

Ile Asp Tyr Asn Glu Lys

1360
Ser Asp Cys Leu Thr Arg
1375

Pro Leu Pro Ile Ala Lys
1390

Tyr Leu Thr Arg Val Leu
1403

Ala Ser Tyr Arg Lys Lys
1420

Gln Gly Ala Lys Lys
1440

Met Thr Gly Asp Gln
1455

Asn Ser Val Thr Tyr
1470

Asp Leu Pro Lys Thr
1485

Pro Lys Val His Ile Tyr Gln Lys Asp

1500

Asn Gly Ser Pro Gly His Leu Asp Leu

1515

1520

Gly Thr Glu Gly Ala Ile Lys Trp Asn

1530

1535

Val Pro Phe Leu Arg Val Ala Thr Glu

1545

Lys
1560
Pro

Phe

His

Val Thr Trp Ala Lys

1625

Lys Glu Glu Trp
Lys Lys Lys Asp
1585

Ala Ile Ala Ala

1610

1550

Leu Leu Asp Pro Leu Ala Trp Asp

1565

Lys ‘Ser Gln Glu
1580

Thr Ile Leu Ser
1600

Ile Asn Glu Gly
1615

1630

Gln Gly Arg Thr

PCT/EP01/032%0
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Glu Arg Leu Cys Ser Gln Asn Pro Pro Val Leu Lys Arg His Gln Arg
1635 1640 1645

Glu Ile Thr Arg Thr Thr Leu Gln Ser Asp Gln Glu Glu Ile Asp Tyr
1650 1655 1660

Asp Asp Thr Ile Ser Val Glu Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyx
665 1670 167 1680

Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg
1685 1690 1695

His Tyr Phe Ile Ala ARla Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser
1700 1705 1710

Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro
1715 1720 1725

Gln Phe Lys Lys Val Val Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr
1730 1735 1740

Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly
745 1750 1755 1760

Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met val Thr Phe Arg
1765 1770 1775

Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr
1780 1785 1790

Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys
1785 1800 1805

Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His Met Ala
1810 1815 1820

Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp
825 1830 1835 1840

val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu
1845 1850 1855

Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr
1860 1865 1870

Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser
1875 1880 | 1883

Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn

1890 1885 1900

Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala
905 1910 1915 1920

Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met Ala Gln
1925 1930 1835

Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn
15940 1945 : 1950

Tle His Ser Ile His Phe Ser Gly His Val Phe Thr Val Arg Lys Lys
1955 1960 1965

Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu‘

1970 1975 13980

0..
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Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys Ala Gly Ile

985 1990

Leu Ile Cly Glu His

2005

Tyr Ser Asn Lys Cys

2020

Arg Asp Phe Gln Ile

2035

Lys Leu Ala Arg Leu

2050

His Tyr
2055

Lys Glu Pro Phe
065

Ser Trp Ile
2070

Ile His Gly Ile Lys Thr Gln
2085

Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met
2100

Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr
: 2120

2115

Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys
2130 2135

Ile
145

Ala Arg Tyr Ile Arg Leu His
2150

Thr
2165

Leu Gly Met
2180

Pro Glu Ser Lys Ala

Thr Asn Met Phe
2200

Ser Ser Tyr Phe

2195

Arg Leu His Leu
2210

Gln Gly Arg Ser
2215

Asn
225

"Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val

2230
Thr Gly Val Thr Thr
2245

Gln Gly Val

Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser

2260

val

Phe Phe Gln Asn

2275

Leu Gly Lys Val

2280

Val Asn Ser
2295

Ser Phe Thr Pro Val
2290

Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser
305 2310

Gly Cys Glu Ala

Met Glu Val Leu
. 2325

Leu His Ala Gly Met Ser
Gln Thr Pro Leu Gly Met
Thr Ala Ser Gly Gln Tyr
2040

Ser Gly Ser Ile Asn Ala

Lys Val Asp Leu

Gly Rla Arg Gln

Leu Arg Met Glu Leu Met Gly

16

Trp Arg Val Glu Cys
1995 2000
Thr Leu Phe Leu Val
2010 2015
Ala Ser Gly His Ile
2025 2030
Gly Gln

2045

Trp Ala Pro

Trp Ser Thr

2060
Leu Ala Pro Met Ile
2075 2080
Ser Ser
2095

Lys Phe Leu

2090

Tyr Ser Leu
2105

Asp Gly Lys
2110

Lys Trp

Gly Thr Leu Met Val

2125

Phe Phe Gly

His Asn Ile Phe
2140

Asn Pro Pro Ile

-Pro Thr His Tyr Ser Ile

2155

Arg Ser
2160

Cys Asp Leu Asn
2170

Ser Cys Ser Met

2175

Gln Ile Thr Ala
2190

Ile Ser Asp Ala
2185

Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala
2205

Asn RAla Trp Arg Pro Gln Val Asn
2220 -

Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val

2235 2240

Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr
2250 2255

Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr
2265 2270

Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp
2285

Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg
2300

Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg
2315 2320

Gln Asp Leu Tyr
2330

PCTIES01/03220 **
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<210> 3

<211> 8720

<212> DNA

<213> Umelad sekvencia

<220>

<223> Opis umelej sekvencie: pTGF8-1

<220>

<221> CDS

<222> (676)..(5052)

<220>

<221> mat_peptid

<222> (733} ..(5052)

<400> 3 .

cgcgttgaca ttgattattg actagttatt aatagtaatc aattacgggg tcattagttc 60
atagcccata tatggagttc cgcgttacat aacttacggt aaatggcccg cctggctgac 120
cgcccaacga cccccgecca ttgacgtcaa taatgacgta tgttcccata gtaacgccaa 180
tagggacttt ccattgacgt caatgggtgg agtatttacg gtaaactgecc cacttggcag 240
tacatcaagt gtatcatatg ccaagtacgc cccctattga cgtcaatgac ggtaaatgge 300
ccgectggea ttatgcccag tacatgacct tatgggéctt tcctacttgg cagtacatct 360
acgtattagt catcgctatt accatggtga tgeggttttg gcagtacate aatgggcgtq 420
gatagcggtt tgactcacgg ggatttccaa gtctccacce cattgacgtc aatgggagtt 480
tgttttggca ccaaaatcaa cgggactttc caaaatgteg taacaactcc gccccattga 540
cgcaaatggg cggtaggegt qtacggtggg_dggtctatat aagcagagct ctctggctaa 600
ctagagaacd cactgcttac tggettatcg aaattaatac gactcactat agggagaccce 660
aagcttgacc tcgag atg caa ata gag ctc tcc acc tgc ttc ttt ctg tge 711

Met Gln Ile Glu-Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys
-15 -10
ctt ttg cga ttc tgc ttt agt gcc acc aga aga tac tac ctg ggt gca 759
Leu Leu Arg Phe Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala
=5 -1 1 5 :
gtg gaa ctg tca tgg gac tat atg caa agt gat ctc ggt gag ctg cct 807
Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr Met Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro :
10 15 20 25
gtg gac gca aga ttt cct cct aga gtg cca aaa tct ttt cca tte aac 855
Val Asp Ala Arg Phe Pro Pro Arg Val Pro Lys Ser Phe Pro Phe Asn
30 35 40
acc tca gtc gtg tac aaa aag act ctg ttt gta gaa ttc acg gat cac 903
Thr Ser Val Val Tyr Lys Lys Thr Leu Phe Val Glu Phe Thr Asp His
45 50 55
ctt ttc aac atc gct aag cca agg cca ccc tgg atg ggt ctg cta ggt 951
Leu Phe Asn Ile Ala Lys Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly
60 65 70

cct acc atec cag gct gag gtt tat gat aca gtg gtc att acé ctt aag 999
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Pro

aac
Asn
S0

 tgg
Trp

gag
Glu

tag
Trp

ctt
Leu

tca
Ser
170

aag
Lys

Lttt
Phe

cag
Gln

gtc
val

agyg
250

gtg
Val

cgc
Arg

aca
Thr

tcc
Ser

cca
Pro
330

.Thr

75

atg
Met

aaa
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

acc
Thr
155

ggc
Gly

gaa
Glu

gat
asp

gat
Asp

aat.
Asn
235

aaa
Lys

cac
His

cag
Gln

ctc
Leu

cac
His
315

gag
Glu

Ile

gct
Ala

gct
Ala

gaa
Glu

gtc
Val
140

tac
Tyr

ctc
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

agg
Arg
220

ggt
Gly

tca
Ser

tca
Ser

gcg
Ala

ttg
Leu
300

caa
Glp

gaa
Glu

Gln

tcc
Ser

tect
Ser

gat
Asp
125

ctg
Leu

tca
Ser

att
Ile

aca
Thr

999
Gly
205

gat
Asp

tat
Tyr

gtc
val

ata
Ile

tce
Ser
285

atg
Met

cat
His

cce
Pro

cat
His

gag
Glu
110

gat
Asp

aaa
Lys

tat
Tyr

gga
Gly

cag

Gln
190

aaa
Lys

gct
Ala

gta
Val

tat
Tyr

ttc
Phe
270

ttg

Leu

gac
Asp

gat
Asp

caa
Gln

Glu

cct
Pro
85

gga
Gly

aaa
Lys

gag
Glu

ctt
Leu

gcc
Ala
175

acc
Thr

agt
Ser

gca
Ala

aac
Asn

tgg
Trp
255

ctc
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

ggc
Gly

cta
Leu
333

val

gtc
Val

gct
Ala

gtc
val

aat
Asn

tet
Ser
160

cta
Leu

ttg
Leu

tgg
Trp

tct
Ser

aggq
240

cat
His

gaa
Glu

atc
Ile

gga
Gly

atg
Met
320

cga
Arg

Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

ttc
Phe

ggt
Gly
145

cat
His

cta
Leu

cac
His

cac
His

gct
Ala
225

tct
Ser

gtg
Val

ggt
Gly

tcg
Ser

cag
Gln
305

gaa

Glu

atg
Met

Asp

ctt
Leu

tat
Tyr

cct
Pro
130

cca
Pro

gcg
Ala

gta
Val

aaa
Lys

tca
Ser
210

cgg
Arg

ctg
Leu

att
Ile

cac
His

cca
Pro
290

ttt
Phe

gct
Ala

aaa
Lys

18
Thr

cat
His

gat
Asp
115

ggt
Gly

atg
Met

gac
Asp

tagt
Cys

ttt
Phe
195

gaa
Glu

gcc
Ala

cca
Pro

gga
Gly

aca
Thr
275

ata

Ile

cta
Leu

tat
Tyr

aat
Asn

Val

gct
Ala
100

gat
Asp

gga
Gly

gce
Ala

ctg
Leu

aga
Arg
180

ata
Ile

aca
Thr

tagg’

Trp

ggt
Gly

atg
Met
260

ttt
Phe

act
Thr

ctg
Leu

gte
val

aat
Asn
340

Val
85

gtt
Val

cag
Gln

agc
Ser

tct
Ser

gta
Val
165

gaa
Glu

cta
Leu

aag
Lys

cct
Pro

ctg
Leu
245

ggc
Gly

ctt
Leu

ttc
Phe

ttt
Phe

aaa
Lys
325

gaa
Glu

Ile

ggt
Gly

acc
Thr

cat
His

gac
Asp
150

aaa
Lys

999
Gly

ctt
Leu

aac
Asn

aaa
Lys
230

att
Ile

acc
Thr

gtg
vVal

ctt
Leu

tgt
Cys
310

gta
val

gaa
Glu

Thr

gta
Val

agt
Ser

aca
Thr
135

cca

Pro

gac
Asp

agt
Ser

ttt
Phe

tce
Ser
215

atg
Met

gga

Gly

act
Thr

agg

act
Thr
295

cat

His

gac
Asp

gcg
Ala

Leu

tcc
Ser

caa
Gln
120

tat
Tyr

ctg
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

gct
Ala
200

ttg
Leu

cac
His

tgc
Cys

cct
Pro

aac
Asn
280

gct
Ala

atc.

Ile

agce
Ser

gaa
Glu

Lys

tac
Tyr
105

agg
Arg

gtc
Val

tge
Cys

aat
Asn

gce
Ala
185

gta
Val

atg
Met

aca
Thr

cac
His

'Qaa

Glu
265

cat
His

caa

1047

1095

1143

1191

1238

1287

1335

1383

1431

1479

1527

1575

1623

Gln .

tct
Ser

tgt
Cys

gac
Asp
345

1671
1719

1767

PC'T/Ekouos'z'zo *



tat
Tyr

gat
- Asp

cat
His

gac
Asp

caa
Gln
410

gtc
Val

att
Ile

gga
Gly

aac
Asn

aga
Arg
430

gga
Gly

act
Thr

aat
Asn

tgc
Cys

aag
Lys
57Q

tac
Tyr

cag

WO 01/70968

gat
Asp

gac
Asp

cct
Pro

tat
Tyr
395

tat
Tyr

cga

Arg Ph

cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile
475

tta
Leu

gaa
Glu

aaa
Lys

atg
Met

tac
Tyr
855

agg
Arg

ctc
Leu

ctt

gat
Asp

aac
Asn

aaa
Lys
380

gect
Ala

ttg
Leu

cat
His

aca
Thr
460

tac

Tyr

cca
Pro

ata
Ile

tca
Serx

gag
Glu
540

aaa
Lys

aat
Asn

aca
Thr

gag

gat
Asp

tct
Ser
365

act
Thr

cce
Pro

aac
Asn

atg

Met

gaa
Glu
445

ctg

Leu

cct
Pro

aaa
Lys

ttc
Phe

gat
Asp
525

aga
Arg

gaa
Glu

gtc
val

gag
Glu

gat

ctt
Leu
350

cct
Pro

tgg
Trp

tta
Leu

aat
Asn

gca
Ala
430

tca
Ser

ttg

Leu

cac
His

ggt
Gly

aaa
Lys
510

cct

Pro

gat
Asp

tect
Ser

atc
Ile

aat
Asn
590

cca

act
Thr

tcc
Ser

gta
Val

gtc
Val

ggc
Gly
415

tac
Tyr

gga
Gly

att
Ile

gga
Gly

gta

Val
495

tat
Tyr

cgg
Arg

cta
Leu

gta
Val

ctg
Leu
575

ata
Ile

gag

gat
Asp

ttt
Phe

cat
His

cte
Leu
400

cct
Pro

aca
Thr

atc
Ile

ata
Ile

atc
Ile
480

aaa

Lys

aaa
Lys

tgc
Cys

gct
Ala

gat
Asp
560

ttt
Phe

caa
Gln

tte

tet
Ser

ate
Ile

tac
Tyr
385

gce
ala

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

ttt
Phe
465

act

Thr

cat
His

tag
Trp

ctg
Leu

teca
Ser
545

caa
Gln

tct
Ser

cgc

Axg

caa

gaa
Glu

caa
Gln
370

att
Ile

cce
Pro

cgg

gaa
Glu

gga
Gly
450

aag

Lys

gat
Asp

ttg
Leu

aca
Thr

acce
Thr
530

gga
Gly

aga
Arg

gta
val

ttt
Phe

gcc

19

atg
Met
355

att
Ile

gct
Ala

gat
Asp

att
Ile

acc
Thr
435

cct
Pro

aat
Asn

gtc
Val

aag
Lys

gtg
Val
515

cgc

Arg

ctc
Leu

gga
Gly

ttt
Phe

cte
Leu
595

tce

gat
Asp

cgé

Arg

gct
Ala

gac
Asp

ggt
Gly
420

Lttt
Phe

tta
Leu

caa
Gln

cgt
Arg

gat
Asp
500

act
Thr

tat
Tyr

att
Ile

aac
Asn

gat
Asp
580

cce
Pro

aac

gtg
Val

tca
Ser

gaa
Glu

aga
Arg
405

agg

aag
Lys

ctt
Leu

gca
Ala

cct
Pro
485

ttt
Phe

gta
Val

tac
Tyr

ggec
Gly

cag
Gln
565

gag
Glu

aat
Asn

atce

gtc
val

gtt
val

gag
Glu
390

agt
Sex

aag
Lys

act
Thr

tat
Tyr

agc
Ser
470

ttg

Leu

cca
Pro

gaa
Glu

tect
Ser

cct
Pro
550

ata
Ile

aac
Asn

cca
Pro

atg

agg

gcc
Ala
375

gag
Glu

tat
Tyr

tac
Tyr

cgt

999
Gly
455

aga

Arg

tat
Tyr

att
Ile

gat
Asp

agt
Ser
535

cte
Leu

atg
Met

cga
Arg

gct
Ala

cac

ttt
Phe
360

aag

Lys

gac
Asp

aaa
Lys

aaa
Lys

gat
Asp

aag
Lys

tgg
Trp

agt
Ser

aaa
Lys

. 425

gaa
Glu
440

gaa
Glu

cca
Pro

tca
Ser

ctg
Leu

999
Gly
520

ttc
Phe

cte
Leu

tca
Ser

gct
Ala

gtt
Val

tat
Tyr

agg

cca
Pro
505

ceca
Pro

gtt
Val

atce
Ile

gac
Asp

tgg

r Trop

585

gtg

y Val

atc

1815

1863

1911

1959

2007

2055

2103

2151

2189

2247

2285

2343

2391

2439

2487

2535

2583
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Gln Leu Glu Asp

aat
Asn

gtg
val

tct
Ser
650

gac
Asp

atg
Met

cgg
Arg

aac
Asn

ttg
Leu
730

tca
Ser

act
Thr

gtt
val

cag
Gln

gca
Ala
810

cta

Leu

gtt
Val

gga
Gly

ggc
Gly

gca
Ala
635

gtc
Val

aca
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

act
Thr
715

ctg

Leu

aga
Arg

ctt
Leu

gaa
Glu

agc
Ser
795

gtg
Val

aga
Arg

tte
Phe

gaa
Glu

tat
Tyr
620

tac
Tyr

ttc
Phe

ctc
Leu

aac
Asn

aga
Arg
700

ggt
Gly

agt
Ser

cat
His

cag

Gln

atg
Met
780

cce
Pro

gag
Glu

aac
Asn

cag
Gln

cta
Leu
860

605

gtt
val

tag
Trp

tte
Phe

acc
Thr

cca
Pro
685

ggc
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

caa
Gln

tca
Ser
765

aag
Lys

cgce
Arg

gaa
Glu
845

aat
Asn

Pro

ttt
Phe

tac
Tyr

tct
Ser

cta
Leu
670

ggt
Gly

atg
Met

tat
Tyr

aac
Asn

gct
Ala
750

gat
Asp

aag
Lys

agc
Ser

7 cte

Leu

gct
Ala
830

ttt
Phe

gaa
Glu

Glu

gat
Asp

att
Ile

gga
Gly
655

tte
Phe

cta
Leu

acc
Thr

tac
Tyr

aat
Asn
735

tat
Tyr

cada
Gln

gaa
Glu

ttt
Phe

tgg
Trp
815

cag
Gln

act
Thr

cat
His

Phe

agt
Ser

cta
Leu
640

tat
Tyr

cca
Pro

tgg
Trp

gcc
Ala

gag

Glu.

720

gcc
Ala

cga
Arg

gag
Glu

gat
Asp

caa
Gln
800

gat
Asp

agt
Ser

gat
Asp

ttg
Leu

Gln

ttg
Leu
625

agc
Ser

acc
Thr

ttc
Phe

att
Ile

tta
Leu
705

gac

Asp

att
Ile

tac
Tyr

gaa
Glu

ttt
Phe
785

aag
Lys

tat

Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gga
Gly
865

Ala
610

cag
Gln

att
Ile

ttc
Phe

tca
Ser

ctg
Leu
590

ctg

Leu

agt
Ser

gaa
Glu

cgt
Arg

att
Ile
770

gac
Asp

aaa

Lys

g99
Gly

agt
Ser

tcce
Ser
850

ctc
Leu

20

Ser

ttg
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

gga
Gly
675

gg9g9
Gly

aag
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

cga
Arg
755
gac
Asp

att
Ile

aca
Thr

atg
Met

gtc
Val
835

ttt
Phe

ctg

Leu

Asn

tca
Ser

geca
Ala

cac
His
660
gaa

Glu

tgc
Cys

gtt
Val

gaa
Glu

‘aga

Arg
740

999
Gly

tat
Tyr

tat
Tyr

cga
Arg

agt
Ser
820

cct
Pro

act
Thr

ggg
Gly

Ile

gtt
Val

cag
Gln
645

aaa
Lys

act
Thr

cac
His

tct
Ser

gat
Asp
725

agc
Ser

gaa
Glu

gat
Asp

éat
Asp

cac
His
805
age

Ser

cag
Gln

cag
Gln

cca
Pro

Met

tgt
Cys
630

act
Thr

atg
Met

gtc
Val

aac
Asn

agt
Ser
710

att
Ile

tte
Phe

ata
Ile

gat
Asp

gag
Glu
790

tat
Tyr

tece
Ser

ttc
Phe

cccC
Pro

tat
Tyr
870

His
615

ttg
Leu

gac
Asp

gtc
Val

tte
Phe

tca
Ser
6995

tgt
Cys

tca
Ser

tece
Ser

act
Thr

acc
775
gat
Asp
ttt
Phe
cca
Pro
aag
Lys
tta
Leu
855

ata
Ile

Ser

cat
His

tte
Phe

fat'

Tyr

atg
Met
680

gac
Asp

gac
Asp

gca
Ala

cag
Gln

cgt
Arg
760

ata
Ile

gaa
Glu

att
Ile

cat
His

aaa
Lys
840

tac
Tyr

‘aga

Arg

Béfmmouo
Ile
gag 2631
Glu
ctt 2679
Leu
gaa 2727
Glu
665
teg 2775
Ser
ttt 2823
Phe
aag 2871
Lys
tac 2919
Tyr
aat 2967
Asn '
745
act 3015
Thr
tca 3063
Ser
aat 3111
Asn
gct 3159
Ala
gtt 3207
Val
825
gtt 3255
Val
cgt 3303
Arg
gca 3351
Ala
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gaa gtt
Glu Val
875

gat
Asp

gaa
Glu

tat
Tyr

ttc
Phe

tce
Ser

cce
Pro
890

caa
Gln

gga
Gly

gca
Ala

gaa
Glu

ttt
Phe

tac
Tyr

act
Thr

tgg
TIp
925

ttt
Phe

aaa
Lys

gac
Asp

tgc
Cys
940

tca
Ser

cac
His

gat
Asp

gtg
val

955

cct
Pro

aca
Thr
970

aac
Asn

ctg
Leu

ttt
Phe

acc
Thr

ttc
Phe

ctg
Leu

aat
Asn

atg
Met

gaa aga
Glu Arg
1005

act ttt
Thr Phe
1020

aaa
Lys

cce
Pro

cta
Leu

atg gatvaca
Met Asp Thr
1035

ctc
Leu

tgg tat

Trp Tyr
1050

ctg
Leu

tte
Phe

agt cat

Ser

gga
Gly

aat
Asn

tat
Tyr

cct
Pro
910

aaa
Lys

gcc
Ala

ggc
Gly

gct
Ala

atc
Ile
990

.aac

Asn

gag
Glu

cct
Pro

agc
Ser

act
Thr

atce
Ile

atg
Met
880

gta
Val

ctt
Leu

att
Ile

tct
Ser
895

agc
Ser

ttt
Phe

aac
Asn

aaa
Lys

aga
Arg

cat
His
930

cat
His

gtg caa

Val Gln

tat
Tyx
945

tte
Phe

gct
Ala

tgg
Trp

att
Ile
960

cce
Pro

ctg
Leu

gga
Gly

cat
His
975

caa
Gln

aga
Arg

gg99
Gly

ttt
Phe

acc
Thr

gat
Asp

gag
Glu

gct ccc
Ala Pro
1010

tgc
Cys

agg
Arg

ttc
Phe

aat
Asn

tat cgc
Tyr Arg
1025

atg
Met

ggc tta
Gly Leu
1040

gta
val

aat
Asn

atg ggc
Met Gly

agc
Sex

1055

gtg

His Val Phe

1070

tac aat
Tyr Asn
1085

gca
Ala

ctg
Leu

cca
Pro

tcc aza get
Ser Lys Ala
1100

cta cat gect ggg
Leu His Ala Gly
1115

cag act ccc ctg

ctc
Leu

gga
Gly

‘atg

Met

gga

ttec act

Thr

gta
Val

cga
Arg

tat
Tyxr

cca
Pro

ggt gtt
Gly Vval
1090

att tgg cgg gtg
Ile Trp Arg Val
1105

aac aca ctt ttt
Asn Thr Leu Phe
1120

atg gct tet gga

21

tte
Phe

aga
Arg

tct
Ser

tat
Tyr
900

aag
Lys

gtc
Val
915

atg
Met

gca
Ala

tct
Ser

gat
Asp

ctt
Leu

ctg
Leu

aca
Thr
980

gtg
Val

aaa
Lys
935

agc
Ser

aat
Asn

tgc
Cys

cat
His

gca
Ala

gct
Ala

cag
Gln

aat
Asn
885

cag
Gln

gee
Ala

tct
Ser

gag
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

cag
Gln

aat
Asn

cct
Pro

acc
Thr
920

gaa
Glu

act
Thr

cce
Pro

aaa
Lys
935

gat
Asp

gtt
Val

ctg
Leu

gaa
Glu

gac
Asp
950

cac
His

act
Thr

gte
Val

tgc
Cys

-965

Lttt
Phe

gta
Val

cag
Gln

gaa
Glu

ttec act
Phe Thr
1000

tac
Tyr

tgg
Trp

atc cag atg
Ile Gln Met
1015

gaa
Glu

tac
Tyr

atc aat
Ile Asn
1030

gge
Gly

gat
Asp

caa
Gln

agg
Arg

att
Ile

1045

gaa aac
Glu Asn
1060

aaa
Lys

aaa
Lys

1075

ttt
Phe

gag
Glu

gaa tgc
Glu Cys

ctg gtg
Leu Val

cac att

cat
His

tct att
Ser Ile

atc
Ile

tat aaa
Tyr Lys
1080

gag
Glu

gag
Glu

aca
Thr

gtg gaa atg
Val Glu Met
1085

ctt att ggc gag
Leu Ile Gly Glu
1110

tac agc aat aag
Tyr Ser Asn Lys

1125

aga gat ttt cag

. o0 8 :
IR
*«PCTVEPO1/022
cgt 3399
Arg

agg 3447
Arg

905

aaa 3495
Lys

gag 3543
Glu

aaa 3591
Lys

aac 3639
Asn

gct 3687
Ala

985

gaa 3735
Glu '
gat 3783
Asp

ata 3831
Ile

cga 387¢
Arg

cat 3927
His
1065

atg 3975
Met

tta 4023
Leu

cat 4071
His

tgt 4119
Cys

att 4167
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Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile Arg Asp Phe Gln Ile
1130 1135 1140 1145

aca gct teca gga caa tat gga cag tgg gce cca aag ctg gecc aga ctt 4215
Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu
1150 1155 1160

cat tat tcc gga tca atc aat gcc tgg age acc aag gag ccc ttt tect 4263
His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser
1165 1170 1175

tgg atc aag gtg gat ctg ttg gca cca atg att att cac ggc atc aag 4311
Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Lys
1180 1185 1190

acc cag ggt gcec cgt céq aag ttec tecc age ctec tac atc tct cag ttt 4359
Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe
1195 1200 1205

atc atc atg.tat agt ctt gat ggg aag aag tgg cag act tat cga gga 4407
Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly
1210 1215 1220 1225

aat tcc act gga acc tta atg gtc ttc ttt ggc aat gtg gat tca tct 4455
Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser
1230 1235 1240

.ggg ata aaa cac aat att ttt aac cct cca att att gct cga tac atc 4503
Gly Ile Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile
, 1245 S 1250 1255

cgt ttg cac cca act cat tat agc att cgc age act ctt cge atg gag 4551
Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu
1260 1265 . 1270

ttg atg gge tgt gat tta aat agt tge agc atg cca ttg gga atg gag 4599
‘Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu
1275 1280 1285

agt aaa gca ata tca gat gca cag att act gect tca tee tac ttt acc 4647
Ser Lys Ala Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr
1290 : 1295 1300 1305

aat atg ttt gcc acc tgg tct cct tca aaa gect cga ctt cac ctc caa 4695
Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pxro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln
1310 1315 1320

ggg agg agt aat gcc tgg aga cct cag gag aat aat cca aaa gag tgg 4743
Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln Glu Asn Asn Pro Lys Glu Trp
1325 _ : 1330 1335

ctg caa gtg gad ttc cag aag aca atg aaa qﬁc aca .gga gta act act 4791
Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr
1340 1345 1350

cag gga gta aaa tct ctg ctt acc agc atg tat gtg aag gag ttc ctc 4839
Gln Gly Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu
1355 1360 1365

atc tcc age agt caa gat ggc cat cag tgg acc cte ttt ttt cag aat 4887
Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln Asn
1370 1375 1380 1385

ggc aaa gta aag gtt ttt cag gga aat caa gac tce ttc aca cct gtg 4935
Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr Pro Val
1390 : 1385 1400
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gtg aac tct cta
Val Asn Ser Leu
1405

gac
Asp

cca
Pro

ccg tta ctg act cgc tac ctt cga att
Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile
1410 1415

cac 4983

His

cag att gcc ctg agg atg gag gtt ctg
Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu Val Leu
1425 1430

ccc cag agt tgg
Pro Gln Ser Trp
1420

cac
His

gtg
Val

ggc 5031

Gly

tgc gag gca cag gac ctc tac tgagcggcceg cgactctact agaggatctt 5082

Cys Glu Ala Gln

1435
tgtgaaggaa
aagctctaag
tgtttgtgta
ctttaatgag
tgctgactct
ctttccttea
ttgctttget
aaaatattct
tcttactcca
étttagcttt
tagagatcat
cacacctcee
ttgcagctta
ttttttcact
ggatcccegg
actgggaaaa
gctggcgtaa
atggcgaatg
gcatatggtg
acccgcecaac
gacaagctgt
aacgecgegag
tcagecttegt
aggttaatgt
tgcgeggaac
gacaataacc

atttcecgtgt

Asp

ccttacttcet
gtaastataa
ttttagatte
gaaaacctét
caacattcta
gaattgctaa
atttacacca
gtaaccttta
cacaggcata
ttaatttgta
aatcagccat
cctgaacctg
taatggttac
gcattctagt
gtaccctceta
ccectggegtt
tagcgaagag
gcgectgatg

cactctcagt

-accegetgac

gaccgtetcece
acgazagggg
agctagaaca
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg

cgcccttatt

Leu Tyr

1440
gtggtgtgac
aatttttaag
caacctatgg
tttgctcaga
ctectecaaa
gttttttgag
caaaggaaaa
taagtaggca
gagtgtctge
aaggggttaa
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggtttgt
gagcgaatta
acccaactta
gcccgecacceqg

cggtattttc

acaatctget,

gegecctgac
gggagctgcea
gagtaccagc
tcatgttctg
atggtttcett
ttatttttet
cttcaataat

cccttttttg

ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa
;gaaatqcca
aaagaagaga
tcatgctgtg
agctgcactg
t;acagttat
tattaataac
taaggaatat
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcatcac
ccaaactcat
attcactggc
atcgcettge
atcgcecttc
tccttacgea
ctgatgccge
gggcecttgtet
ﬁgtgtcagag
ttegtagcta
gtaccccect
agacgtcagg

aaatacatte

attgaaaaag

cggcattttg

aaactaccta
gttaaactac
tgggagcagt
tctagtgatg
aaggtagaag
cttagtaata
ctatacaaga
aatcataaca
tatgectcaaa
ttgatgtata
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatet
cgtegtttta
agcacatccce
ccaacagttg
tctgtgeggt
atagttaagc
gctececggea
gttttcaccg
gaacatcatg
cgtgatacgc
tggecactttt
aaatatgtat
gaagagtatg

ccttcctgtt

cagagﬁttta
tgattctaat
ggtggaatge
atgaggctac
accccaagga
gaactcttge
aaattatgga
tactgttttt
aattgtgtac
gtgccttgac
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcat
tatcatgtct
caacgtecgtg
cctttcgeca
cgcagcctga
atttcacace
cageeccgac
tcegettaca
tcatcaccga
ttctgggata
ctatttttat
cggggaaatg
ccgctcatga
agtattcaac

tttgctcace

5142
5202
5262
5322
5382
5442
5502
5562
5622
5682
5742
5802
5862
5922
5982
6042
6102
6162
6222
6282
6342
6402
6462
6522
6582
6642

6702
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cagaaacgct
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccgce
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactg
ctggctggtf
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaétttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagcgca
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtceg
caccgaactg
'aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt
ggccttttta
atccectgat
cagccgaacg
caaaccgect
cgactggaaa
accecagget

acaatttcac

ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
actcggtcge
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgcac
tgaagccata
gcgcaaacté
gatggaggcg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgege
tttgceggat

gataccaaat

gcaccgcecta

aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatcecgg
aacgcctggt
ttgfgatgct
cggttcectgg
tctgtggata
accgagcgca
ctcececgege
gegggecagtg
ttacacttta

acaggaaaca

aaagatgctg
ggtaagatce
gttctgctat
cgcatacact
acggatggca
gcggecaact
aacatggggg
ccaaacgacqg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctcce
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatce
tgagcgtcag
gtaatctgct
caagagctac
actgtcttct
catacctcgce
tfaccgggtt
ggggttegtg
agcgtgagct
taagcggcag
atctttatag
cgtcaggggg
ccttttgctg
accgtattac
gcgagtcagt
gttggccgat
agcgcaacge
tgcttecegge

gctatgacca

24

aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gcttgcaaac
;aactctttt
agtgtagccg
tetgetaate
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcectgteggg
gcggagccta
gccttttget
cgcctttgag
gagcgaggaa
tcattaatge
aattaatgtg
tcgtatgttg

tgattacgcc

gggtgcacga
tcgccecegaa
attatccegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgccftgat
cacgatgcct
tctagettee
tctgegeteg
tgggtctcge
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggﬁa
tagttéggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggage
gccacgctte
ggagagcgcea
tttegecace
tggaaaaacg
cacatgttct
tgaqctgéta

gcggaagagce

‘agctggcacg

agttagctca
tgtggaattg

aagctctcta

DCTAP01/03220

gtgggttaca

gaacgttttc

attgacgccg

gagtactcac

agtgctgcca

ggaccgaagg

cgttgggaac

gtagcaatgg

cggcaacaat
gccctfccgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaage
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttcett
ccgctaccag
actggcttca
accacttcaa
tggctgctge
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga
ccagcaacgc
ttcctgegtt
ccgctcgeeg
gcccaatacg
acaggtttcc
ctcattagge
tgagcggata

gagctctaga

6752
6822
6882
6942
7002
1062
7122
7182
7242
7302
7362
7422
7482
7542
7602
7662
7722
7782
7842
7902
7962
8022
8082
8142
8202
8262
8322
8382
8442
8502
8562
8622

8682

.
2
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25

gctctagage tctagagage ttgecatgect gcaggteg

<210> ¢

<211>
. <212>
<213>
<223>

<400> 4

Met

- Cys

Trp

Phe
30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu.

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

Gln
Phe
Asp

15
Pro
Lys
Lys
Glu
Pro

95
Gly
Lys
Glu

Leu

Ala

1459
PRT

Umelad sekvencia
Opis umelej sekvencie:

Ile
Ser

-1
Tyr
Pro
Lys
Pro
val

80
Val
Ala
Val
Asn
Ser

160

Leu

175

Thr
Ser
Ala
Asn
Trp

255

Leu

Leu

Trp
Ser
Arg
240

His

Glu

Glu

Ala
1

Met

Thr

Arg

65
Tyr
Ser
Glu
Phe
Gly
145
His

Leu

His

Leu
-15
Thr
Gln
Val
Leu

50

Pro

Leu
Tyr
Pro

130

Pro

val
Lys

Ser
210

& Arg

Leu

Ile

His

Ser
Arg
Ser
Pro

35
Phe
Pro
Thr
His
Asp
115

Gly

ﬂet

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

Thr
Arg
Asp

20
Lys
val
Trp
val
Ala
100
Asp
Gly
Ala
Leu
Arg
180
Ile
Thr
Trp
Gly
Met

260

Phe

Cys
Tyx
Leu
Ser
Glu
Met
vVal

85
Val
Gln
Ser
Ser
val
165
Glu
Leu
Lys
Pro
Leu
245

Gly

Leu

Phe

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

Val

pTGF8-1

Phe
~10
Leu
Glu
Pro
Thr

55
Leu
Thr
val
Ser
Thr
135
Pro
Asp
Ser
Phe
Ser
215
Met
Gly

Thr

Arg

Leu
Gly
Leu
Phe

40
Asp
Leu
Leu
Ser
Gln
120
Tyr
Leu
Leu
Leu
Ala
200
Leu
His
Cys

Pro

Asn

Cys

Ala

Pro

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Leu

Val

Leu Arg
-5

Glu Leu

10-

Val
Thr
Leu
Pro
Asn
Trp
Glu
P
Leu
Ser
170
Lys
Phe
Gln
vVal
Arg
250

Val

Arg

Phe Asn

Asp Ala

Ser Val

60

Thr Ile
75

Met Ala
Lys Ala
Lys Glu

Gln Val
140

Thr Tyr
155 :

Gly Leu
Glu Lys

Asp Glu

Asp Axg
220

Asn Gly
235
Lys Ser

His Ser

Gln Ala

PCT/EP01/03220

Phe
Ser
Arg
val
45
Ile
Gln
Ser
Ser
Asp
125
Leu
Ser
Ile
Thr
Gly
205
Tyr
Val

Ile

Ser

8720
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270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

350

Pro

Trp

Leu

Ala
430
Ser
Leu
His
Gly
Lys

510

Pro

Ser
Ile
Asn
590

Pro

Phe

Ser
Val
Val
Gly
418
Tyxr
Gly
Ile
Gly
Val
495
Tyr
Arg
Leu
Val
Leu
575

Ile

Glu

Asp

Ile
Gly
Met
320
Arg
Asp
Phe
His
Leu
400
Pro
Thr
Ile
Ile
Ile
480
Lys
Lys
Cys
Ala
Asp
S60
Phe
Gln

Phe

Ser

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

Pro
290
Phe
Ala
Lys
Glu
Gln
370
Ile
Pro
Arg
Glu
Gly
450
Lys
Asp
Leu
Thr
Thr
530
Gly
Arg
Val
Phe
Ala

610

Gln

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile
Thr
435
Pro
Asn
Val
Lys
Val
515
Arg
Leu
Gly
Phe
Leu
595

Ser

Leu

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

Asn

Ser

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Leu
Cys
310

Val

Glu

Val

Val
Glu
390
Ser
Lys
Thr
Tyr
Ser
470
Leu
Pro
Glu
Ser
Pro
550
Ile
Asn
Pro

Met

Cys

26

Thr
295

‘His

Asp
Ala
Arg
Ala
375
Glu
Tyr
Tyr
Arg
Gly
455
Arg
Tyr
Ile
Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

His
615

Leu

280

Ala Gln

Ile Ser

Ser Cys

Glu Asp

Phe Asp
360

Lys Lys
Asp Trp
Lys Ser
Lys Lys

425

Glu Ala
440

Glu Val

Pro Tyr

Ser Arg

Leu Pro
505

Gly Pro
520

Phe Val
Leu Ile
Ser Asp
Ser Trp

585

Gly Val
600

Ser Ile

His Glu

Thr
Ser
Pro
330
Tyr
Asp
His
Asp
Gln
410
val
Ile
Gly
Asn
Arg
490
Gly
Thr
Asn
Cys
Lys
570
Tyr
Gln

Asn

Val

Leu
His
315
Glu
Asp
Asp
Pro
Tyr

395

Tyr

Arg

Gln
Asp
Ile
475
Leu
Glu
Lys
Met
Tyr
555

Arg

Leu

Leu

«$CPEPOLI2
285

Leu Met
300

Gln His
Glu Pro
Asp Asp

Asn Ser
365

Lys Thr
380

Ala Pro
Leu Asn
Phe Met
His Glu

445

Thr Leu
460

Tyr Pro
Pro Lys

Iie Phe

Ser Asp
525

Glu Arg
540 :
Lys Glu
Bsn Val

Thr Glu

Glu Asp
605

Gly Tyr Val

Ala

620

Tyr Trp



Tyr
Ser
Leu
670
Gly
Met
Tyr
Asn
Ala
750
Asp
Lys
Ser
Len
Ala
830
Phe
Glu
Asn
Tyr
Pro
910
Lys

Ala

Gly

WO 01/70968

Ile
Gly
655
Phe
Leu
Thr
Tyr
Asn
735
Tyr
Gln
Glu
Phe
815
Gln
Thr
His
Ile
Serx
895
vVal
Trp

Leu

His

Leu
640
Tyr
Pro
Trp
Ala
Glu
720
Ala
Arg
Glu
Asp
Gln
800
Asp
Ser
Asp
Leu
Met
880
Ser
Lys
Gln
Ala
Ile

960

Gly

625

Ser
Thr
Phe
Ile
Leu
705
Asp
Ile
Tyr
Glu
Phe
785
Lys
Tyxr
Gly

Gly

Gly

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Arg

Ile

770

Asp

Lys

Gly

Ser

Ser

850

Leu

865

vVal
Leu
Asn
His
Tyr
945
Gly

Arg

Thr
Ile
Phe
His
830
Phe

2ro

Gln

Gly
Lys
Gly
675
Gly
Lys
Tyr
Pro
Arg
755
Asp
Ile
Thr
Met
Val
835
Phe
Leu
Phe
Ser
Val
915
Met
Ser

Leu

Val

Ala
His
660
Glu
Cys
Val
Glu
Arg
740
Gly
Tyr
Tyr
Arg
Ser
820
Pro
Thr
Gly
Arg
Tyr
300
Lys
Ala
Asp

Leu

Thr

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Glu

Asp

Asp

His

805

Ser

Gln

Gln

Pro

Asn

885

Glu

Pro

val

val

965.

val

630

Thr
Met
Val
Asn
Ser
710
Ile
Phe
Ile
Asp
Glu
790
Tyr
Ser
Phe
Pro
Tyr
870
Gln
Glu
Asn
Thr
Asp
950

Cys

Gln

27

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Thr

775

Asp

Phe

Pro

Lys

Leu

855

Ile

Ala

Asp

Glu

Lys

835

Leu

His

Glu

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Arg

760

1le

Glu

Ile

His

Lys

840

Tyr

Axg

Ser

Gln

Thr

920

Asp

Glu

Thr

Phe

Leu

Glu
669

Ser

Phe

'Lys

Tyr
Asn
745
Thr
Ser

Asn

Ala

.Val

825

Val
Arg
Ala
Arg
Arg
805
Lys

Glu

Lys

Ser
650
Asp
Met
Arg
Asn
Leu
730
Ser
Thr
Val
Gln
Ala
810
Leu
Val
Gly
Glu
Pro
890
Gln
Thr

Phe

Asp

Asn Thr

Ala

870

Leu

635
Val
Thr
Glu
Asn
Thr
715
Leu
Arg
Leu
Glu
Ser
795
Val
Arg
Phe

Glu

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

His

Gln

Met

Phe
Thr
Pro
685
Glyv
Asp
Lys
Gln
Ser

765

Lys

780

Pro

Glu

2sn

Gln

Leu

. 860

val
875
Tyr

Gly

Tyr

Val
955

Leu

Phe

Glu

Ser

Phe
Cys
540
His

Asn

Phe

Arg -
Arg
Arg
Glu
845
Asn
Asp
Phe
Glu
Trp
925
Lys
Ser

Pro

Thr

PCT/EP01/0
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975

28
980 985

Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn

930

995 1000

Met Glu Arg
1005

Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys

1010 1015

Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Ile Met

1025

1030

Pro Gly Leu Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp

1040

Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe

1058

Val Phe Thr Val
070

1045 1050

1060 1065

Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala
1075 1080

Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro

Gly Ile'Trp Arg
1105

Met Asn Thr Leu
1120

Gly Met Ala Ser
1135

Gln Tyr Gly Gln
150

Ser Ile Asn Ala

1090 1095

Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu
1110

Phe Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln
1125 1130

Gly His Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr
1140 1145

Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu His
1155 1160

Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp
1170 1175

1020

Asp Thr Leu
1035

Tyr Léu Leu
Ser Gly His.
Leu Tyr Asn

1085

Ser Lys Ala
1100

His Ala Gly
1115

Thr Pro Leu
Ala Ser Gly

Tyr Ser Gly
1165

Ile Lys Val
1180

Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala

1185

Arg Gln Lys Phe
' 1200

Ser Leu Asp Gly
1215

Thr Leu Met Val

230

Asn Ile Phe Asn

Thr His Tyr Ser
1265

Asp Leu Asn Ser
1280

Ser Asp Ala Gln
1285

Thr Trp Ser Pro
310

Ala Trp Arg Pro

1130

Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile
1205 1210

Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg .Gly Asn
1220 1225

Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly
1235 1240

Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile Arg
1250 1255

Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu Leu
1270

Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser
1285 1290

Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn
1300 1305

Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly
1315 _ 1320

Gln Glu Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu

1195

Ile Met Tyr
Ser Thr Gly
Ile Lys His

1245

Leu His Pro
1260

Met Gly Cys
1275

Lys Ala Ile
Met Phe Ala
Arg Ser Asn

1325

Gln Val Asp



WO 01/70968

1330

Phe Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly

1345

1350

Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys

1360

1365

Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu Phe

1375

Val Phe Gln Gly Asn Gln
390 1395

Asp Pro Pro Leu Leu Thr
1410

val His Gln Ile Ala Leu
1425

Asp Leu Tyr
1440

<210> 5

<211> 461

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5 :
Met Gln Arg Val Asn Met
1 5

Ile Cys Leu Leu Gly Tyr
20

" Asp His Glu Asn Ala Asn
35

Ser Gly Lys Leu Glu Glu
50

Met Glu Glu Lys Cys Ser
65 ' 70

Thr Glu Arg Thr Thr Glu
85

Cys Glu Ser Asn Pro Cys
100

Asn Ser Tyr Glu Cys Trp'

115

Glu Leu Asp Val Thr Cys
130

Cys Lys Asn Ser Ala Aép
145 ' 150

Tyr Arg Leu Ala Glu Asn
165

Pro Cys Gly Arg Val Ser
180

1380

Asp Ser Phe

29

1335

IR IR
PCT/EP01/03220

1340

Val Thr Thr Gln Gly Val Lys
1355

Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser
1370

Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys
1385

Thr Pro Val

1400

Arg Tyr Leu Arg Ile His

1415

“Arg Met Glu Val Leu Gly

Ile
Leu

Lys

Phe.

55
Phe
Phe
Leu
Cys
Asn
135
Asn

Gln

vVal

Met

Leu

Ile.

1430

Ala

Ser

Leu

- 40

Val
Glu
Trp
Asn
Pro
120
Ile
Lys

Lys

Ser

Gln

Glu

Lys

Gly

105

Phe

Lys

Val

Ser

Gln
185

Ala
Asn
‘Gly
Ala
Gln
90
Gly
Gly
Asn
Val
Cys

170

Thr

Glu

Ser
Glu
Arg
Asn
Arg

5
Tyr
Ser
Phe
Gly
Cys
155

Glu

Ser

Pro

Cys

Pro

Leu

60

Glu

val

Cys

Glu

Arg

140

Ser

Pro

Lys

Val Asn Ser Leu

1405

Pro Gln Ser Txp
1420

Cys Glu Ala Gln

Gly
Thr
Lys

45
Glu
Val
Asp
Lys
Gly
125
Cys
Cys

Ala

Leu

1435

Leu

Val

30

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Thr

Val

Thr
130

Ile Thr
Phe Leu
TYr Asn
Glu Cys

Glu Asn
80

Asp Gln
95

Asp 1le
Asn Cys
Gln Phe

Glu Gly
160

Pro Phe
175

Arg Ala
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Glu

Thr

Thr

225

Gln

Val

Val

His

Tyr

305

Leu

Ala

val

Leu

Ser

385

Glu

Thr

Glu

Ala
Ile
210
Arg
Val
Asn
Lys
Thr
290

Asn

Asp

Asp

Ser
Gln
370
Thr
Gly
Glu

Glu

Tyr
450

<210> 6

<211>
212>
<213>

<220>

<223>

<400>
cgcgttgaca
atagcccata

Val
195
Leu
Val
Val
Glu
Ile
275
Glu
Ala
Glu
Lys
Gly
355
Tyr
Lys
Gly
Val
Cys

435

Val

5753
DNA

Umeléd sekvencia

Opis
6

cgcccaacga
tagggacttt

Phe
Asp
Val
Leu
Lys
260
Thr
Gln
Ala
Pro
Glu
340
Trp
Leu
Phe
Arg
Glu
420
Ala

Asn

Pro

Asn

Gly

'Asn

245

Trp
Val
Lys
Ile
Leu
325
Tyxr
Gly
Arg
Thr
Asp
405
Gly

Met

Trp

Asp
Ile
Gly

230

Gly

Ile

Val
Arg
Asn

310

Val

Thr

Arg
Val
Ile
390

Ser

Thr

Lys

I1le

vVal
Thr
215
Glu

Lys

val

Asn
295
Lys
Leu
Ksn
Vval
Pro
375
Tyr
Cys
Ser

Gly

Lys
455

Asp
200
Gln

Asp

Val

Thr

Gly
280

Val

Tyr

Asn.

Ile
Phe
360
Leu
Asn
Gln
Phe
Lys

440

Glu

Tyr

Ser

Ala

Asp

Ala

265

Glu
Ile
Asn
Ser
Phe
345
His

Val

Asn

Gly
Leu
425

Tyr

Lys

val
Thr
Lys
Ala
250
His
Arg
His
Tyr
330
Leu
Lys
Asp
Met

Asp

Gln
Pro
235
Phe
His
Asn
Ile
Asp
315
vVal
Lys
Gly
Arg
Phe

395

Ser

410

Thr
Gly

Thr

umelej sekvencie: pTGFG3 6

ttgattattg actagttatt
tatggagttc cgegttacat
ccceegeecca ttgacgtcaa
ccattgacgt caatgggtgg

Gly

Ile

Lys

Ser
Ser
220
Gly
Cys
Cys
Ile
Ile
300
Ile
Thr
Phe
Arg
Ala
380
Cys
Gly
Ile

Tyx

Leu
460

Thr
205
Phe
Gln
Gly

Val

Glu

285

Pro

Ala-:

Pro
Gly
Ser
365
Thr
Ala
Gly
Ile
Thr

445

Thr

Glu

Asn

Phe

Gly

Glu

270

Glu

His

Leu

Ile

Ser

Ala
Asp
Pro
Ser
255
Thr
Thr
His
Leu
Cys

335

Gly

350 °

Ala

Cys

Gly

Pro

Ser
430

Lys.

Leu

Leu

Phe

His
415

Trp

Val

PCT/EP01/03220

Glu
Phe
Trp
240
Ile
Gly
Glu
Asn
Glu
320
Ile
Tyr
Val

Arg

His
400

Val

Gly

Sex

aatagtaatc aattacgggg tcattagttc 60

aacttacggt aaatggcccg cctggetgac 120
taatgacgta tgttcccata gtaacgccaa 180
agtatttacg gtaaactgcc cacttggcag 240
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tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatageggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
ctagagaacc
aagcttgcat
accaggcctc
tcttgatcat

attggaagag

tgaagaagca
tgttgatgga
cattaattcc
tgtaacatgt
caaggtggtt
accagcagtg
tgctgagact
ggataacatc
agatgccaaa
ctgtggaggc
tggtgttaaa
gcaaaagcga
gtacaaccat
tacacctatt
ctatgtaagt
ccttagagtt
taacaacatg

- tgggggaccc

gggtgaagag
caactggatt
tactagagga
cctacagaga
ctactgattc
cagtggtgga
gatgatgagg
gaagacccca
aatagaactc
aagaaaatta
aacatactgt
caaaaattgt
tatagtgcct
tttaaaaaac
tgttaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
tttacaacgt
tceccecttte
gttgcgcagc
cggtatttca
aagccagcecc
ggcatccget
accgtcatca
.catgttctgg
acgcctattt
ttttcgggga

gtatccgectce’

tatgagtatt
tgtttttgcet
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg

gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggcegt
cactgcttac
gccaattceg
atcaccatct
gaaaacgcca
tttgttcaag
cgagaagttt
gatcagtgtg
tatgaatgtt
aacattaaga
tgctcctgta
ccatttccat
gtttttcctg
actcaaagca
ccaggtcaat
tctatcgtta
attacagttg
aatgtgattc
gacattgcce
tgcattgcetg
ggctggggaa
ccacttgttg
ttctgtgcetg
catgttactg
tgtgcaatga
aaggaaaaaa
tctttgtgaa
tttaaaqgctc
taattgtttg
atgcctttaa
ctactgctga
aggactttcc
ttgcttgett
tggaaaaata
tttttcttac
gtacctttag
tgactagaga
ctccecacacc
tttattgecag
gcattttttt
gtctggatce
cgtgactggg

gccagctgge:

ctgaatggcg
caccgcatat
cgacacecge
tacagacaag
ccgaaacgcg
gatatcagct
ttataggtta
aatgtgegceg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggceaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagce

ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
gtacggtggg
tggcttatcg
caaaggttat
gccttttagg
acaaaattct
ggaaccttga
ttgaaaacac
agtccaatce
ggtgtccctt
atggcagatg
ctgagggata
gtggaagagt
atgtggacta
cccaatcatt
tececcttggea

‘atgaaaaatqg

tcgcaggtga

gaattattce

ttctggaact
acaaggaata
gagtcttcca
accgagccac
gcttccatga
aagtggaagg
aaggcaaata
caaagctcac
ggaaccttac
taaggtaaat
tgtattttag
tgaggaaaac
ctctcaacat
ttcagaattg
tgctatttac
ttctgtaacc
tccacacagg
ctttttaatt
tcataatcag
tccccectgaa
cttataatqg
cactgcatte
ccgggtaccce
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgccect
ggtgcactct
caacacccgqgc
ctgtgaccgt
cgagacgaaa
tcgtagctag
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgcecect
cgctggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgetttttt
tgaatgaagc

31

ccecctattga
tatgggactt
tgcggttttg

gtctccaccc

caaaatgtcg
aggtctatat
aaattaatac
gcagcgcegtg
atatctactc
gaatcggecca
gagagaatgt
tgaaagaaca
atgtttaaat
tggatttgaa
cgagcagttt
tcgacttgca
ttctgtttca
tgtaaattct
taatgacttc
ggttgttttg
gattgtaact
acataatatt
tcaccacaac
ggacgaaccc
cacgaacatce
caaagggaga
atgtettega
aggaggtaga
gaccagtttc
tggaatatat
ttaatgggat
ttctgtggtg
ataaaatttt
attccaacct
ctgttttget
tctactcctce
‘ctaagttttt
accacaaagg
tttataagta
catagagtgt
tgtaaagggg
ccataccaca
cctgaaacat
ttacaaataa
tagttgtggt
tctagagecga
cgttacccaa
agaggcccge
gatgcggtat
-cagtacaatc
tgacgcgecc
ctcecgggage
gggggggtac
aacatcatgt
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattcccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgcegeata
tcttacggat
cactgcggec
gcacaacatg
cataccaaac

cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
gactcactat
aacatgatca
agtgctgaat
aagaggtata
atggaagaaa
actgaatttt
ggcggcagtt
ggaaagaact
tgtaaaaata
gaaaaccaga
caaacttcta
actgaagctg
actcgggttg
aatggtaaag
gctgcecact
gaggagacag
tacaatgcag
ttagtgctaa
ttecteaaat
tcagetttag
tctacaaagt
gattcatgtc
ttaactggaa
accaaggtat
cggtcgageg

tgacataatt:

taagtgtata
atggaactga

‘cagaagaaat

caaaaaagaa
tgagtcatgce
aaaaagctge
ggcataacaqg
ctgctattaa
ttaataagga
tttgtagagg
aaaatgaatg
agcaatagca
ttgtccaaac
attaattcac

cttaatcgece

accgatcgcece
tttctcctta

“tgctctgatg:

tgacgggcett
tgcatgtgtc
cagcttcgta
tctggtacce
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggcg
cactattctce
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagcgtg

PCT/E-P0170322(_)

ggtaaatggc 300
cagtacatct 360
aatgggecgtg 420
aatgggagtt 480
gccccattga 540
ctctggctaa 600
agggagaccc 660
tggcagaatc 720
gtacagtttt 780
attcaggtaa 840
agtgtagttt 900
ggaagcagta 960
gcaaggatga 1020
gtgaattaga 1080
gtgctgataa 1140
agtcctgtga 1200

agctcacceg 1260

aaaccatttt 1320
ttggtggaga 1380
ttgatgcatt 1440
gtgttgaaac 1500
aacatacaga 1560
ctattaataa 1620
acagctacgt 1680
ttggatctgg 1740
ttcttcagta 1800
tcaccatcta 1860
aaggagatag 1920
ttattagctg 1980
cccggtatgt . 2040
gccgcgactc 2100
ggacaaacta 2160
atgtgttaaa 2220
tgaatgggag 2280
gccatctagt 2340
gagaaaggta 2400
tgtgtttagt 2460
actgctatac 2520
ttataatcat 2580
taactatgcet 2640
atatttgatg 2700
ttttacttgc 2760
caattgttgt 2820

‘tcacaaattt 2880

tcatcaatgt 2940
tggcegtegt 3000
ttgcagcaca 3060
cttcccaaca 3120

cgcatctgtg 3180

tegeatagtt 3240
gtctgctcee 3300
agaggttttc 3360

gctagaacat 3420

ccctegtgat 3480
caggtggcac 3540
attcaaatat 3600
aaaggaagag 3660

tttgcecttee 3720

agttgggtgc 3780
gttttegecee 3840
cggtattate 3900
agaatgactt 3960
taagagaatt 4020
tgacaacgat 4080
taactcgeect 4140
acaccacgat 4200
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gcctgtagca
ttcecggcaa
ctcggecctt
tcgcggtatc
cacgacgggqg
ctcactgatt
- tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactggce
aggccaccac
accagtggct
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcecgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagce
gttctttect
tgataccgct
agagcgccca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
ctctagaget

<210>
<211>
<212>
<213>

7
8
PRT

<220>
<223>

<400> 7

atggcaacaa
caattaatag
ccggctggct
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatce
ccagcggtygg
ttcagcagag
ttcaagaact
gctgccagtg
aaggcgcagc
acctacaccg
gggagaaagg
gagcttccag

cttgagegte

aacgcggccet
gcgttatccc
cgccgceagec
atacgcaaac
tttcccgact
taggcaccce
ggataacaat
ctagagctct

Umela sekvencia

cgttgcgcaa
actggatgga
ggtttattgce
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
ctttttttct
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtcgggetg
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgectcetcee
ggaaagcdgg
aggctttaca
ttcacacagg
agagctctag

Ser Phe Ser Gln Asn Ser.Arg His

1

<210> 8
<211> 8
£212> PRT

)

<213> Umela sekvencia

<220>

32

actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gcgcgtaatce
ggatcaagag
aaatactgtt
gcctacatac
gtgtcttacc
aacggggggt
cctacagcgt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtcea
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgcgegttag
cagtgagcgce
ctttatgett
aaacagctat
agagcttgca

ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tccegtatceg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgctgcettgc
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgctctge
gggttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggtcg
tatagtcctg
ggggggcgga
tgctggcectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctcegta
gaccatgatt
tgectgcagg

PCT/EP01/03220

ttactctagc
cacttctgcg
agcgtgggte
tagttatcta
agataggtgce
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagcett
aaagcgccac
gaacaggaga
tcgggtttceg

‘gectatggaa

ttgctcacat
ttgagtgage

aggaagcgga,

aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
tcg

Opis umelej sekvencie: B-doména linkerového peptidu

<223> opis umelej sekvencie: B-doména linkerového peptidu

<400> 8

Gln Ala Tyr Ar

]

<210> 9
<211> 16
<212> ‘PRT

<213> Umeld sekvencia

<220>

g Tyr Arg Axrg Gly
s ;

<223> opis umelej sekvencie: B-doména linkerového peptidu

<400> 9

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
5753
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33

. Ser Phe Ser Gln Asn Ser Arg His Gln Ala Tyr Arqg Tyr Arg Arg Gly
1 S 10 15

<210> 10
<211> 78
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 10

ggggtaccag

cttcgtagect agaacatcat gttctgggat atcagetteg tagctagaac 60
atcatgttct '

ggtacccec . 8

<210> 11
<211> 78
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 11

ggggtaccag

aacatgatgt tctagctacg aagctgatat cccagaacat gatgttctag 60
ctacgaagct ) )

ggtacccc 78

<210>
<211>
<212>
<213>

12
10698
DNA

Umela sekvencia

- <220>
<223> Opis umelej sekvencie: pTGF8-2hyg-S
<220>

<221> CDS

<222> (676)..(5052)

<220>
<221> mat_peptid :
<222> (733)..(5052)

<400> 12

cgcgttgaca
atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
tac;tcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagecggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
ctagagaacc

aagcttgacc

ttgattattg

'tatggagttc

cdcccgccca
ccattgacgt
gtaﬁcatatg
ttaégcccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaeeatcaa
cggtaggcgt

cactgcttac

actagttatt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatticcaa
cgggacttte

gtacggtggg

tggcttatceg

tcgag atg caa ata gag
Met Gln Ile Glu

aatagtaatc
aactt&cggt
taatgacgta
agtatttacg
ccectattga
tatgggactt
tgcggttttg
gtcﬁccaccc
éaaaatgtcg
aggtctatat

aaattaatac

ctc tcec acc tgec ttc ttt ctg tge 711

aattacgggg
aaatggccég
tgttcccata
gtaaactgcce
cgtdaatgac
tectacttgg
gcagtacatc
cattgacgﬁc
taacaactcc
aagcagagct

gactcactat

tcattagttc
cctggcﬁgac
gtaéég;caa
cacttggcag.
ggtaaatggg

cagtacatct

aatgggcgtg

aatgggaétt
gceccattga
ctctggctaa

agggagaccc

Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys
-10

-15
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ctt
Leu

gtg
. Val
10

gtg
val

acc
Thr

ctt
Leu

cct
Pro

aac
Asn
S0

tgg
Trp

gag
- Glu

tgg

Trp

ctt
Leu

tca
Ser
170

aag
Lys

ttt
Phe

cag
Gln

. gtc
Val

agg

ttg
Leu

gaa
Glu

gac
Asp

tca
Ser

ttc
Phe

acc
Thr
75

atg
Met

aaa
Lys

aaa
Lys

cag
Gln

acc

Thr

155

ggc
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn
235

aaa

cga
Arg
-5

ctq
Leu

gca
Rla

gtc
Val

aac
Asn
60

atc
Ile

gét
Ala

gct
Ala

gaa
Glu

gtc
Val
140

tac

Tyr

cte
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

agg
Arg

ttc
Phe

tca
Serx

aga
Arg

gtg
Val
45

atc
Ile

ca§

Gln

tcc
Ser

tct
Ser

gaﬁ
Asp
125

ctg
Leu

tca
Ser

att
Ile

aca
Thr

ggg
Gly
205

gat
Asp

220 .

ggt
Gly

tca

tat
Tyr

gtc

tgc
Cys

tgg
Trp

ttt
Phe
30

tac
Tyx

gct
Ala

gct
Ala

cat
His

gag
Glu
110

gat
Asp

aaa
Lys

tat
Tyr

gga
Gly

cag
Gln
190

aaa
Lys

gct
Ala

gta
Val

tat

ttt
Phe

gac
Asp
15

cct
Pro

aaa
Lys

aag
Lys

gag
Glu

cct
Pro

95
gga
Gly

aaa
Lys

gag

Glu

ctt
Leu

gcc
Ala
175

ace
Thr

agt
Sex

gca
Ala

aac
Asn

tgg

agt
Ser
-1

tat
Tyr

cct
Pro

aag
Lys

cca
Pro

gtt
val

gte
val

gct
Ala

gtc
val

aat
Asn

tct
Ser
160

cta

Leu

ttg
Leu

tgg
Trp

tct
Ser

agg
Rrg
240

cat

gcc
Ala

atg
Met

aga
Arg

act
Thr

agg

65
tat
Tyr

agt
Ser

gaa
Glu

tte
Phe

ggt
Gly

145

cat
His

cta
Leu

cac
His

cac
His

gct
Ala
225

tct
Ser

gtg

acc
Thr

caa
Gln

gtg
Val

ctg
Leu
50

cca
Pro

gat
Asp

ctt
Leu

tat
Tyx

cct
Pro

130

cca
Pro

gtg
Val

gta
Val

aaa
Lys

tca
Ser
210

cgg

ctg
Leu

att

34

aga
Axrg

agt
Ser

cca
Pro
35

ttt
Phe

cce
Pro

aca
Thr

cat
His

gat
Asp
115

ggt
Gly

atg
Met

gac
Asp

tgt
Cys

ttt
Phe
195

gaa
Glu

gcc
Ala

cca
Pro

gga

aga
Arg

gat
Asp
20

aaa
Lys

gta
Val

tgg
Trp

gtg
Val

gct
Ala
100

‘gat

Asp

gga
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

aga
Arg

180

ata
Ile

.aca
Thr

tgg
Trp

ggt
Gly

atg

tac
Tyr
5

ctc
Leu

tct
Ser

gaa
Glu

atg
Met

gtc
Val

gtt
Val

cag
Gln

agc
Ser

tct

Ser.

gta
Val
165

gaa
Glu

cta
Leu

aag
Lys

cct
Pro

ctg
Leu
245

ggc

tac
Tyr

ggt
Gly

ttt
Phe

ttc
Phe

ggt
Gly
70

att
Ile

ggt
Gly

acc
Thr

cat
His

gac
Asp
150

aaa
Lys

999
Gly

ctt
Leu

aac
Asn

aaa
Lys
230

att
Ile

acc

ctg
Leu

gag
Glu

cca
Pro

acg
Thr
55

-ctg

Leu

aca
Thr

gta
Val

agt
Ser

aca
Thr
135

CCa

Pro

gac
Asp

agt
Ser

ttt
Phe

tce
Serxr
215

atg
Met

gga
Gly

act

ggt
Gly

ctg
Leu

ttc
Phe
40

gat
Asp

cta
Leu

ctt
Leu

tcc
Ser

caa
Gln
120

tat
Tyx

ctg
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

gct
Ala
200

ttg
Leu

cac
His

tgc
Cys

cct

PCT/EP01/03220
gca 759
Ala
cct 807
Pro

25
aac 855
Asn
cac 903
His
ggt 951
Gly
aag 999
Lys
tac 1047 -
TYT
105 .
agg 1095
Arg '
gte 1143
val
tge 1191
Cys :
aat 1239
Asn
gcec 1287
Ala
185
gta 1335
vVal
atg 1383 .
Met
aca 1431
Th;
cac 1479
His

gaa

1527
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Arg
250

gtg
Val

cge
Arg

aca
Thr

~tcec
Ser

cca
Pro
330

tat
Tyr

gat
Asp

cat
His

gac
Asp

caa
Gin

410

gtc
val

-.att
‘Ile

gga
Gly

aac
Asn
aga
490

gga
Gly

Lys

cac
His

cag
Gln

ctc
Leu

cac
His
315

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

cct
Prq

tat
Tyr
395
tat
Tyr

cga
Arg

cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile
475

tta

Leu

gaa
Glu

Ser

tca
Ser

gcg
Ala

ttg
Leu
300

caa
Gln

gaé'

Glu

gat
Asp

aac
Asn

aaa
Lys
380

gct

Ala’

ttg
Leu
ttt
Phe

cat
His

aca’

Thr
460

tac

Tyr

cca
Pro

ata
Ile

Val Tyr

ata ttc
Ile Phe
270

tcc ttg
Ser Leu
285

atg gac
Met Asp

cat gat
His Asp

ccc caa
Pro Gln

gat ctt
Asp Leu
350

tct cct
Ser Pro
365

act tgg
Thr Txp

cce tta
Pro Leu

aac aat
Asn Asn

até gca
Met Ala
430

gaa tca
Glu Ser
445.

ctg ttg
Leu Leu

cct cac
Pro His

aaa ggt
Lys Gly

ttc aaa
Phe Lys
510

Trp
255

ctc
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

ggc
Gly

cta

Leu
335

act

Thr

tcc
Ser

gta
Val

gtc
val

gge
Gly
415

tac
Tyxr

gga
Gly

att

lIle

gga
Gly

gta
Val
495

tat
TYI

His

gaa
Glu

atc
Ile

gga

Gly

atg
Met
320

cga
Arg

gat
Asp

ttt
Phe

cat
His

ctc
Leu
400

cct

Pro

aca
Thr

atc
Ile

ata
Ile

atc
Ile
480
aaa
Lys

aaa

Lys

val

ggt
Gly

tcg
Ser

cag
Gln
305

gaa

Glu

atg
Met

tct
Ser

atc
Ile

tac
Tyr
385

gce
Ala

cag
Gln

gat
Asp

ttg
Leu

ttt

Phe-

465

act
Thr

cat
His

tgg
Trp

Ile

cac
His

cea
Pro
290

ttt
Phe

gct
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

caa
Gln
370

att
Ile

cce
Pro

cgg

gaa
Glu

gga
Gly
450
éag
Lys

gat

ttg
Leu

aca
Thx

35
Gly

aca
Thr
275

ata

Ile

cta
Leu

tat
Tyr

aat
Asn

atg
Met
355

att
Ile

gct
Ala

gat

Asp

att
Ile

acc
Thr
435

cct
Pro

aat
Asn

gtc
Val

aagqg
Lys

gtg
val
515

Met
260
ttt
Phe

act
Thr

ctg
Leu

gtc
vVal

aat
Asn
340

gat
Asp

cgc
Arg

gct
Ala

gac

ggt

Gly

420

ttt
Phe

tta
Leu

caa
Gln

cgt
Arg

gat
Asp
500

act
Thr

Gly

ctt
Leu

ttc
Phe

ttt
Phe

aaa
Lys
325

gaa
Glu

gtg
Val

tca
Ser

gaa
Glu
aga
405

agg

aag
Lys

ctt
Leu

gca
Ala

cct
Pro
485
ttt
Phe

gta
Val

Thr

gtg
Val

ctt
Leu

tgt
Cys
310

gta
val

gaa
Glu

gtc
Val

gtt
Val

gag
Glu
390

agt
Ser

aag
Lys

act
Thr

tat
Tyr

age
Ser
470

ttg

Leu

cca
Pro

gaa
Glu

Thr

agg

act
Thr
295

cat
His

gac
Asp

gcg
Ala

agg

gcc
Ala
375

gag
Glu

tat

Tyr

tac
Tyr

cgt
Arg

Pro

aac
Asn
280

gct
Ala

atc
Ile

agc
Serx

gaa
Glu

ttt
Phe
360

aag
Lys

gac
Asp

aaa
Lys

aaa

Lys.

gaa
Glu

" 440

g99
Gly
455

aga
Arg

tat
Tyr

att
Ile

gat
Asp

gaa
Glu

cca
Pro

tca
Ser

ctg
Leu

ggg
Gly
520

PCT/EP01/03220

Glu
265

cat

His

caa
Gln

tect -

Ser

tgt
Cys

gac
Asp
345

gat
Asp

aag
Lys

tgg
Trp.

agt
Ser

aaa
Lys
425
gct
Ala

gtt
val

tat
Tyr

agg

cca
Pro

505

cca
Pro

1575

1623

1671

1719

1567
1815
1863
1911
1959
2007
2055
2103
2151

2199

2247

2295
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act
Thr

aat
~Asn

tgc
Cys

aag
Lys
570

tac

Tyr

cag
Gln

aat
Asn

gtg
Val

tet
Ser
1650

gac

Asp

atg
Met

cgg

aac
Asn

ttg
Leu
730

tca
Sex

act
Thx

gtt

aaa
Lys

atg
Met

tac
Tyr
555

agg

ctc
Leu

ctt

Leu

ggc
Gly

gca
Ala

635

gtc
Val

aca
Thr

gaa
Glu

aac
Asn

act
Thr
715

ctg
Leu

aga
Arg

ctt
Leu

gaa

tca
Ser

gag
Glu
540

aaa
Lys

aat
Asn

aca
Thr

gag
Glu

tat
Tyxr
620

tac

Tyr

ttc
Phe

ctc
Leu

aac
Asn

aga
Arg
700
ggt
Gly

agt
Ser

cat
His

cag
Gln

atg

gat
Asp
525

aga

Arg

gaa
Glu

gtc
Val

gag
Glu

gat
Asp
605

gtt
Val

tgg
Trp

ttc

Phe

ace
Thx

cca
Pro
685

ggc
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

caa
Gln

tca
Serxr
765

aag

cct
Pro

gat
Rsp

tct
Ser

atc
Ile

aat
Asn
‘590

cca
Pro

ttt
Phe

tac
Tyr

tct
Ser

cta
Leu
670

‘ggt

Gly

atg
Met

tat
Tyr

zac
Esn

gct
Rla
750

gat
Rsp

cgg

cta
Leu

gta
Val

ctg
Leu
575

ata
Ile

gag
Glu

gat
Asp

att
Ile

gga
Gly
655

ttc
Phe

cta
Leu

acc
Thr

tac
Tyr

gat
Asn
735

tat
Tyr

caa
Gln

gaa

tgc
Cys

gct
Ala

gat
Asp
560

ttt
Phe

caa
Gln

tte
Phe

agt

Ser

cta
Leu
640

tat
Tyr
cca
Pro

tgg
Trp

gce
Rla

gag
Glu
720

gcc
Ala

cga
Arg

gag
Glu

gat

ctg
Leu

tca
Ser
545

caa
Gln

tct
Ser

céc
Arg

caa
Gln

ttg
Leu

625

agc
Ser

acc
Thx

‘tte

Phe

att
Ile

tta
Leu
705

gac

Asp

att
Ile

tac
Tyx

gaa
Glu

acc
Thr
530

gga
Gly

aga

‘Arg

gta
Val

ttt

Phe

gcc
Ala
610

cag
Gln
att
Ile

ttc
Phe

tca

Ser-

ctg
Leu
690

ctg
Leu

agt
Ser

gaa
Glu

cgt
Arg

att
Ile

7170

ttt

gac

36

cgce
Arg

cte
Leu

gga
Gly

ttt
Phe

tat
Tyr

att
Ile

aac
Asn

gat
Asp

. 580

dtc
Leu
595
tcc
Serx

ttg
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

gga
Gly

675

gg9g
Gly

aag
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

cga
Arg
755

gac
Asp

att

ccc
Pro

aac
Asn

tca
Ser

gca
Ala

cac
His
660

gaa
Glu

tgc’

Cys

gtt
Val

gaa
Glu

aga
Axrg
740

g99
Gly

tat
Tyr

tat

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
565

gag
Glu

aat
Asn

atc
Ile

gtt
Val

cag
Gln
645

aaa

Lys

act
Thr

cac.

His

tct
Ser

gat
Asp
725

agc
. Ser

gaa
Glu

gat
Asp

gat

tct
Ser

cct
Pro
550

ata
Ile

aac
Asn

cca
Pro

atg
‘Met

tgt
Cys
630

act
Thr

atg
Met

gtc
Val

aac
Asn

agt
Ser
710

att

Ile

ttc
. Phe

ata
Ile

gat
Asp

gag

agt
Ser
535

ctc
Leu

atg
Met

cga

gct
Ala

cac
His
615

'ttg

Leu

gac
Asp

gtd
Val

ttc

‘Phe

tca
Ser
695

tgt

Cys

tca
Ser

tcc
Ser

act
Thr

acc
Thr
2775

gat

ttce
Phe

ctc
Leu

tca
Ser

agc
Ser

gga
Gly
600

agc
Ser

cat
His

ttc
Phe

tat
Tyr

atg
Met
680

gac

Asp

gac
Asp

gca
Ala

cag
Gln

cgt
Arg
760

ata
Ile

gaa

PCT/EP01/03220
gtt 2343
Val

atc 2391
Ile

gac 2439
Asp

tgg 2487
Trp

585

gtg 2535
Val

atc 2583
Ile

gag- 2631
Glu

ctt 2679
Leu

gaa 2721
Glu

665

teg 2775
Ser

ttt 2823
Phe

aag 2871
Lys

tac 2919
Tyr

aat 2967
Asn

745

act 3015
Thr

tca 3063
Ser

aat 3111
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val

cag
Gln

gca
Ala
810

cta
Leu

gtt
Val

gga
Gly

gaa
Glu

ccc
Pro
890

caa

Gln

act
Thr

ttt
Phe

gat
Asp

aca
Thr
970

ctg
Leu

aat
Asn

ccc
Pro

atg

Glu

agce
Ser
795

gtg
Val

aga
Arg

ttc
Phe

gaa
Glu

gtt
Val
875

tat
Tyr

gga
Gly

tac
Tyr

gaé
Asp

gtg
Val

955
ctg

Leu

ttt
Phe

atg
Met

Met
780

cce
Pro

gag
Glu

aac
Asn

cag
Gln

cta
Leu
860

gaa
Glu

tce
Ser

gca
Ala

ttt
Phe

tgc
Cys
940

cac

His

aac
Asn

ttc
Phe

gaa
Glu

Lys

cgc
Arg

agg

agg
Arg

gaa
Glu
845

aat
Asn

‘gat

Asp

tte
Phe

gaa
Glu

tgg
Trp

- 925

aaa
Lys
tca
Ser

cct
Pro

acc
Thr
aga
Arg

1005

act ttt aaa
Thr Phe Lys

1020

gat aca cta
Met Asp Thr Leu

1035

Lys

agce
Ser

ctc
Leu

gct
Ala

830

ttt
Phe

gaa
Glu

aat
Asn

tat

Tyr

cct
Pro
910

aaa
Lys

gce
Ala

ggc
Gly

gct
Ala

atc
Ile
990

aac

Asn

dgag
Glu

cct
Pro

Glu

ttt
Phe

tag
815

cag
Gln

act
Thr

cat
His

atc
Ile

tct
Ser
895

aga
Arg

gtg
Val

tgg
Trp

ctg
Leu

éat
His
975
ttt
Phe

tgc
Cys

aat
Asn

Asp

caa
Gln
800

gat
Asp

agt
Ser

gat
Asp

ttg
Leu

atg
Met
880

age
Ser

aaa
Lys

caa-

‘Gln

gct
Ala

att
Ile
960

ggag
Gly

gat
Asp

agg
Arg

tat
Tyr

Phe
785

aag
Lys

tat
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gga
Gly
865

gta
Val

ctt
Leu

aac
Asn

cat
His

tat
Tyr
945

gga
Gly

agab

Arg

gag
Glu

gct
Ala

cgc
Arg
1025

ggc tta gta
Gly Leu Val

1040

Asp

aaa
Lys

g99
Gly

agt
Ser

tcc
Ser
850

ctc
Leu

act
Thr

att
Ile

ttt
Phe

cat
His
930

tte
Ehe

ccc
Pro

caa
Gln

acc
Thr

ccce
Pro
1010

ttc
Phe

atg
Met

37
Ile

aca
Thr

atg
Met

gtc
val
835

ttt
Phe

cté
Leu

ttc

Phe

tct
Ser

gtc
vVal
915

atg
Met

tct
Ser

ctt
Leu

gtg
val

aaa
Lys
995

tgc
Cys

cat
His

gct
Ala

Tyr

cga
Arg

agt
Ser
820

cct
Pro

act
Thr

999
Gly

aga
Arg

tat
Tyr
900

aag
Lys

gca
Ala

gat
Asp

ctg
Leu

aca
Thr
980

agc

Ser

aat
Asn

gca
Ala

Asp

cac
His
805

agc
Ser

cag
Gln

cag
Gln

cca
Pro

aat
Asn
885

gag
Glu

cct
Pro

cce
Pro

gtt
val

gtc
Val
965

gta
val

tgg
Trp

atc

Glu
790

tat
Tyr

tcc
Ser

tte
Phe

cee
Pro

tat
Tyxr
870

cag
Gln

gaa
Glu

aat
Asn

act

Thr

gac
-ASp
950

tgc'

Cys

cag
Gln

tac
Tyr

cag

Asp

ttt
Phe

cca
Pro

aag
Lys

tta
Leu
855

ata

Ile

gce
Ala

gat
Asp

gaa
Glu

aaa
Lys
935

ctg
Leu

cac
His

gaa
Glu

ttc
Phe

atg

Glu

att
Ile

cat
His

aaa
Lys
840
tac
Tyr

aga.
Axrg

tct
Ser

cag
Gln
acc
920
gat
Asp

gaa
Glu

'act
Thr

ttt
Phe

act
Thr
1000

gaa

Ile Gln Met Glu

1015

atc aat ggc tac
Ile Asn Gly Tyr

1030

cag gat caa agg att
Gln Asp Gln Arg Ile

1045

PCT/EP01/03220
Asn
qct 3159
Ala
gtt 3207
Val

825
gtt 3255.
Val

cat 3303
Arg
gca 3351
Ala

cgt 3399
Arg

agg 3447
Arg :
905

aaa 3495
Lys

gag -3543
Glu

aaa 3591
Lys

aac 3639
Asn

gct 3687
Ala

985

gaa 3735
Glu

gat 3783
Asp

ata 3831
Ile -

cga 3879
Arg
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tgg tat
Trp Tyr
1050

ttc agt
. Phe Ser

gca ctg
Ala lLeu

ctg ctc agc atg
Leu Leu Ser Met
1055

gga cat gtg ttc
Gly His Val Phe
1070

tac aat ctc tat
Tyr Asn Leu Tyr
1085

ggc
Gly

act
Thr

cca
Pro

38

agc aat gaa aac
Ser Asn Glu Asn
1060

gta cga aaa
Val Arxg Lys
1075

aaa
Lys

ggt gtt ttt
Gly Val Phe
1090

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

aca
Thr

PCT/EP01/03220

cat tct att cat
His Ser Ile His
1065

gag tat aaa‘atg
Glu Tyr Lys Met
1080

tta
Leu

gtg gaa
val Glu
1095

atg
Met

" cta cat

cca tcc aaa
Pro Ser Lys
: 1100

gct

Leu His Ala

gct gga att
Ala Gly Ile

ggg atg agc
Gly Met Ser

tgg cgg
Trp Arg
1105

ctt
Leu

aca
Thr

gtg
Val

ttt
Phe

ctt att
Leu Ile
1110

tgc
Cys

gaa
Glu

ctg
Leu

gtg tac agc
Val Tyr Ser

ggc
Gly

aat
Asn

cat
His

gag
Glu

aag
Lys

tgt
Cys

1115

cag act
Gln Thr
1130

aca gct
Thr Ala

cat tat
His Tyr

tgg atc
Trp Ile

acc cag
Thr .Gln
1185

atc atc
Ile 1le
" 1210

aat tcc
Asn Ser

ata
1le

g9g
Gly

- 1120

cce
Pro

ctg gga atg
Leu Gly Met

1135

tat
Tyr

gga caa
Gly Gln
1150

tca
Ser

atc
Ile

tca
Ser

tee gga
Ser Gly
1165

gat
Asp

ctg
Leu

aag gtg
Lys Val
1180

cgt
Arg

ggt gcc

Gly Ala Gln

gct
Ala

gga
Gly

aat
Asn

ttg
Leu

1125

tct
Sexr

cac att
His Ile
1140

g9a
Gly

cag
Gln

tgg gcc cca
Trp Ala Pro
<1155

acc
Thr

gcc tgg agc
Ala Trp Ser
1170
att
Ile

gca
Ala

cca
Pro

atg
Met

1185

cég'aag ttc

Lys

1200

atg tat
Met Tyr

agt ctt
Ser Leu

1215,

tta
Leu

act gga acc
Thr Gly Thr
1230

att
Ile

aaa cac aat
Lys His Asn
1245

gat
Asp

atg
Met
ttt
Phe

ctc
Leu

agc
Ser

tcc

Phe Ser

aag tqgg
Lys Trp
1220

999
Gly

aag
Lys

tte ttt
Phe Phe
1235

gtc
Val

ggc
Gly

att
Ile

aac cct
Asn Pro
1250

cca
Pro

aga
Arg

aag
Lys

aag
Lys

att
Ile

1150

tac
Tyr

1205

cag
Gln

aat
Asn

att
Ile

‘Val

ttt
Phe

gat
Asp

cag att
Gln Ile
1145

ctt
Leu

Qcc aga
Ala Arxg
" 1160

ctg
Leu

ttt
Phe

tct
Ser

gag ccc
Glu Pro

1175
étc
Ile

cac ggc
His Gly

aag
Lys

cag ttt'
Gln

tct
Ser

atc
Ile

tat
Tyr

act
Thr

cga gga
Arg Gly
1225

tct
Sex

gtg gat tca
BAsp Ser

1240

tac
Tyxr

ate

gct cga \
Ile

Ala Arg
1255

Phe_

cgt
Axrg

ttg cac
Leu His
1260

ttg atg ggc
Leu Met Gly
1275

agt aaa gca
Sexr Lys Ala
1290

aat atg ttt

cca
Pro

tgt
Cys

ata
Ile

gcc

act
Thr

gat
Asp

tca
Ser

cat
His

tat agc att
Tyr Ser Ile
1265

tta aat agt tgc
Leu Asn Ser Cys
~ 1280

gat gca cag att
Asp Ala Gln Ile

1295

acc

tgg tct cct tca

act ctt
Thxr Leu
1270

cgc
Arg

agc
Ser

agc
Sex

atg cca ttg
Met Pro Leu
1285

act gct tca tcc
Thr Ala Ser Ser
. 1300

aaa gct cga ctt

cgc
Arg

gga
Gly

tac
Tyr

cac

atg
Met

gag
Glu

atg
Met

gag
Glu_

ttt acc
Phe Thr
1305

cte caa

3927

3975

4023

4071

4119

4167

4215

4263
4311
4358
4407
4455
4503
4551
4599
4647

4695
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39

Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys

1310

ggg agg agt aat gcc
Gly Arg Ser Asn Ala

ctg caa gtg
Leu Gln Val
1340

gta
Val

cag gga
Gln Gly

1355
atc tcc
Ile Ser
1370 ’
- ggc aaa
Gly Lys

gtg aac
Val Asn

cce cag

1325

gac
Asp

aaa
Lys

ttc
Phe

tct
Ser

tég aga cct
Trp Arg Pro

cag aag aca

Gln Lys Thr

1315

cag
Gln
1330

gtg
val

aaa
Lys

atg
Met

1345

ctg ctt acc
Leu Leu Thr
1360

atg
Met

agc
Ser

PCT/EP01/03220

Ala Arg Leu His Leu Gln

1320

aat aat cca aaa gag tqgg

Asn Asn Pro Lys Glu
1335

gtc aca gga
Val Thr Gly
1350

tat gtg
Tyr Val
1365

aag
Lys

gta
Val

gag
Glu

agc
Ser

gta
Val

tct

agt tgg gtg
Pro Gln Ser Trp Val

agt caa

Ser

gat
Gln Asp

cat
His

ggc
Gly

1375

aag gtt
Lys Val
1390

1405

1420

ttt
Phe

cta gac cca

Ser Leu Asp Pro

cac
His

ca§
Gln

gga
Gly

tta
Leu
1

ccg
Pro

cag att
Gln Ile
1425

tgg acc
Trp Thr
1380

cag
Gln

aat éaa gac
Asn Gln Asp
1395

ctg act
Leu Thr
410

cgc
Arg

gce ctg
Ala Leu

agg

ttt
Phe

ttt
Phe

ctc
Leu

ttc
Phe

tcc
Ser

aca
Thr

tac ctt cga

Tyr
1415

atg gag gtt

Arg Met Glu Val Leu

1430

Leu Arg Ile

Trp

act act
Thr Thr

ttc ctc
Phe Leu

cag aat
Gln Asn
1385
gtg
Val

cct
Pro
1400
att cac
His
étg ggc
Gly

tgc gag gca cag gac ctc tac tgagcggcecg cgactctact agaggatctt
Cys Glu Ala Gln:Asp Leu Tyr

1435

- tgtgaaggaa
aagctctaag
tgtttgtgta
lctttaatgag
tgctgactet
ctttecttea
ttgetttget
aaaatattct
tcttactcca
ctttagcttt
tagagatcat
cacacctccc
‘ttgcagctta
ttttttcact
ggatcccceg

cggctgctgg

.

;cttacttct
gtaaatataa
ttttagattc
éaaaacctgt
caacattcta
gaattgctaé
atttécacca
gtaaccftta
éacaégcata
ttaatttgta
aatcagecat
cctgaacctg
taatggttac
gcattctagt
aacgccagca

agatggcgga

1440

gtggtgtgac

aatttttaag

caacctatgg

tttgctcaga
ctcctecaaa
gttttttgag
caaaggaaaa
taagtaggca
gagtgtctgce
aaggggttaa
accacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggtttgt
agacgtagcec

cgcgatggat

ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa
agaaatgcca
aaag#agéga
tcatgctgtg
agctgcactg
taacagttat
tattaataac
téaggaatat
tagaggtttt
tgaatgcaat
atagcétcac
ccaaactcat
cagcgcegteg

atgttctgece

aaactaccta
gttaaactac
tgggagcagt
tctaqtgétg
aaggtagéag
tttagtaata
ctatacaaga
aatcataaca
tatgctcaaa
ttgatgtata
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatct
gccccgagat

aagggttggt

cagagattta
tgattptaat
ggtggaatge
atéaggctac
acéccaagga
gaactcttge
aaattétgga
tactgttttt
aattgtgtac
gtgccttgac
aaagaéctcc
aaéttgttta
aataaagcat
tatcatgtet
gcgécgcgtq

ttgcgcatte

4743

4791

4839

4887

4935

4983 -

5031
5082

5142
5202
5262
5322
5382
5442
5502
5562
5622
5682
5742
5802
5862
5922
5982
6042
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acagttctcc
~ tgccgecectg
aaatatattt
' tggcgaattce
ttaaggtgac
tcaacagcgt
cgagaagttt
cgaagaatct
.tagctgcgcc
gctcccgatt
ctcécgccgt
tctgcagcecg
cgggttcgge
-atgcgcgatt
tgcgtcegte
ccggcaccte
' ﬁacagcgétc
cétqttcttc
'gagécatccg
tgaccaactc
tcgatgcgac
cagaagcgeg
acgccccagce
caataccgga
gttgggtcgt
ccaccgagac
ccaagttcgg
gccactggcc
gggttattat
catggttttt
gtctgtggcet
aagctgggta

gggaaaaccc

gcaagaattg
cttcatccce
gcatgtcttt
gaacacgcag
gcgtgtggee
gcecgecagatce
ctgatcgaaa
cgtgctttca
gatggtttct
ccggaagtgce

gcacagggtg

‘gtcgeggagg

ccattcggac
gctgatccece
gcgcaggctce
gtgcacgegg
attgactgga

tggaggccgt

gagcttgcag

tatcagagct
gcaatcgtce
gccgtctgga
actcgtecgg
aggaacccgc
ttgttcataé
cccéttggqg
gtgaaggccc

ccgtgggtta

.tttgggcgtt

ggatggectg
gccaaacacc
ccctctagag

tggcgttacce

attggctcca
gtggecegtt
agttctatga
atgcagtcgg
tcgaacaccg
agcttgatat
agttcgacag
gcttcgatgt
acaaagat¢g
ttgacattgg
tcacgttgca
ccatggatgc
cgcaaggaat
atgtgtatéa
tcgatgagcet
attteggcte
gcgaggcgat
ggttggcttg
gatcgccgeg

tggttgacgg

gatccggégc'

ccgatggctg
atcgggagaf
gétatgacgg
acgcggggti
ccaatacgcd
agggctcgcé
gggacggggt
gcgtggggte
ggcatggacc
cccgacccce
cgaattaatt

caacttaatc

40

attcttggag
gctcgegttt
tgacacaaac
ggcggegegyg
agcgaccctg
gaaaaagcct
cgtctecgac
aggagggcgt
ttatgtttat
ggaattcagc
agacctgcct
gatcgetgeg
cggtcaatac
cfggcaaact
gatgetttgg

caacaatgtc

'gttéggggat

tatggagcag
gctccgggcg
caatttcéat
cgééactgtc
tgfagaagta
gggggagget
ca&taaaaag
cggtcccagg
cgegtttett
gcéaacgtcg

cccecatggg

‘aggtccacga

gcatgtactg
aaaaaccacc
cactggccgt

gcettgeage

tggtgaatcc
gctggeggtg
cccgeecagce
tccgaggtcece
cagcgacccg
gaactcaccg
ctgatgcagc
ggatatgtcc
cggcactttg
gagagcétga
gaaaccgaac
gccgatctté
actacatggc
gtgatggacg
gcecgaggact
ctgacggaca
tcccaatacg
cagacgcgct
tatatgctec
gatgcagctt
gggcgtaéac
ctcgcegata
aactgaaaca
acagaataaa
gctggcactce
cctttteccece
gggcggcagy
gaatggttta
ctggactgag
gcgcgacacg
gcgcggattt
cgtttt#caa

acatccccect

‘PCT/EP01/03220

gttagcgagg
tccecggaag
gtcttgtcat

acttcgcata

cttaacagcg

cgacgtctgt
tcteggaggg
tchggfaaa
catcggcege
cctattgcat
tgccegetgt
gccagécgag
gtgatttcat

acaccgtcag

gccccgaagt'

atggccgeat
aggtcgccaa
acttcgagceg
gcatfggtct
gggcgeaggg
aaatcgcccg
gtggaaaccg
cggéaggaga
acgcacgggt
tgtcgatacc
accccaccce
ccctgccata
tggttegtgg
cagacagacc
aacaccgggce
ctggegtgec
cgtcgtgact

ttcgccaget

6102
6162
6222
6282
6342
6402
6462

6522

6582

6642
6702
6762

6822

6882

6942
7002
7062
7122
7182
7242

7302

1362

7422

7482
1542
7602

7662

1722

7182

7842
7902
7962

8022
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ggcataatag

gcgaatggeg

tatggtgcac

cgccaacacc
aagctgtgac
gcgcgagacg
gcttcgtage
ttaatgtcat
gcggaaccce

aataaccctg

tecegtgtege

aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcettt

agctgaatga

- cdacgttgeg

tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa

agcggtcggg

cgaagaggcc
cctgatgcgg
tctcagtaca
cgctgacgeg
cgtcteceggyg
aaaggggggg
tagaacatca
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcee
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgeege
gcatcttacg
taaéactgcg
tttgcacaac
agccatacca

caaactatta

ggaggcggat

tgctgataaa

agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatétaggtg
gttccactga
tcﬁgcgcgta
gccggatcﬁa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtett

ctgaacgggg

cgcaccgatc
tattttctce
atctgctctg
ccctgacggg
agctgcatgt
taccagcttc
tgttctggta
gftttttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatécttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aéégacgagc
actggcgaéc
aaagttgcag
tctggagecg
cccteccgta
agacagétcg
tacfcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctgct
gagctaccaa
gttcttctag

tacctcgcetce

accgggttgg

.ggttcgtgca

41

gcecttecca
ttacgcatct
atgccgecata
cttgtctgcet
gtcagaggtt
gtagctagaa
ccceectegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaéaggaa
cattttgeect
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaétga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagegtgg
tcgtagttat
ctgagatagqg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttec
tgtagcégta
tgctaatcct
actcaagacg

cacagccceag

acagttgcgce
gtgcggtatt
gttaagccag
cccggecatcece
ttcaccgtca
catcatgtte
gatacgccta
cacﬁtttcgq
tatgtatccg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttcccag
gcgctcggcd
gtcfcgcggt
ctacacgacg
técctéactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga

aaaaccaccg

gaaggtaact

gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg

cttggagcga

PCT/EP01/03220

agcctgaatg
tcacaccgca
ccccgacace
gcttacagac
tcaccgaaac
tgggatatca
tttttatagg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gqtcacccag
ggttacatcg
cgttttcéaa
gacgccggge
tactcaccaqg
gctgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttceggcetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
tcttcttgag
ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga

gctgctgcca

8082
8142
8202
8262
8322
8382
8442
8502
8562
8622
8682
8742
8802
‘8862
8922

8982

9042

19102
9162
9222

9282
9342
9402
8462
9522
9582
9642
9702
9762
9822

9882

gataaggcgc 9942

acgacctaca 10002
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ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
"ccectgatte
gccgaacgac
aaccgcctct
actggaaagc
.cccaggcettt
aatttcacac
- tctagagcte
 <210> 13
<211> 1459
<212> PRT
<213> Umela
<223>
<400> 13
Met Gln Ile

Ser
-1

Cys Phe

Asp
15

Txp Tyr

Phe
30

Pro Pro

Tyr Lys Lys

Ala Lys Pro

Ala Glu Val

80
Pro Val
95

His

Glu
110

Gly

Lys Val

Lys Glu Asn

Alé

atacctacag
gtatccggta
égcctggtat
gtgatgcteg
gttcctggece
tgtggataac
cgagcgcagc
ccecgegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaaacagc

tagagagctt

sekvencia

Glu Leu

=15
Ala Thr
1 -

Met Gln

Val

Ser
Arg
Ser_

Pro

cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagte
tcagggggge
ttttgctggce
cgtattaccg
gadtcagﬁga
tggccgatté
cgcaacgcaa
cttccggcéc
tatgacéatg

gcatgcctgce

Thr

Tyr
S

Arg

Asp Leu

20

Lys Ser

35

Leu
50

Pro
Tyr.Asp
Leu

Ser

Glu Tyr

Phe

Pro

Thr

His

Asp

Val Glu

Trp Met

Val Val

)
Ala
100

Val

Asp Gln

115

Phe Pro

130
Gly Pro
145

Gly

Met

Gly Ser

Ala Ser

éyé.Phe
Tyr
Glg
Phe
Phe
Gly
Ile
Gly
Thr
His

Asp

“a
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagc
attaatgcagqg
ttaatgtgag
gtatgttgtg
attacgccaa

aggtcg

Opis umelej sekvencie: pTGF8-2hyg-S

Phe
~-10

Leu

Leu Gly

Glu Leu

Pro
40

Thr Asp
55 :

Leu Leu

70

Thr Leu

val

Ser

Gln
120

Ser

Thr
135

Tyxr

Pro Leu

150

Phe

Val

cacgcttcec
agagcgcacg
tcgccacctce
gaaaaacgcc
catgttettt
agctgatacc

ggaagagcgc

ctggcacgac

ttagctcact
tggaattgtg

gctctctaga

Leu

vVal
10

Ala
Pro Val
Asn Thr
Leu

His

Gly Pro

Léu Arg
Glu Leu
Asp Ala
Sér Val
Phe Asn

Thr Ile

PCT/EP01/03220

gaaggéagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgcgttat
gctcgecegea
ccaatacgca
aggtttcccg
cattaggcac
agcggataac

gctctagagce

Phe
=5

Ser
Arg
Val

45

Ile
60

Gln

75

Asn
390

Lys

Tyr
105

Trp
Arg Glu
Trp

Cys Leu

Met Ala
'Lys Ala
Lys Glu

Gln Val

Ser

Ser

Asp
125

Leu
140

Thr Tyr Ser

155

10062
10122

10182

10242

10302
10362
10422
10482
10542
10602
10662

10698
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Tyr Leu Ser His

Gly
. Gln
130
Lys
Ala
Val
Tyr
Phe
270
Leu
Asp
Asp
Gln
Leu

350

Pro
Trp
Leu
Asn
RAla
430
Ser
Leu
His

Gly

Ala
175

Thr
Ser
Ala
Asn
Trp
255
Leu
Glu
Leu
Gly
Leu
335
Thr
Ser
Val
Val
Gly
415
Tyx
Gly
Ile

Gly

val
495

160

Leu
Leu
Trp
Ser
Arg
240
His
Glu
Ile
Gly
Met
320
Arg
Asp
Phe
His
Leu
400
Pro
Thx
Ile
Ile
Ile

480

Lys

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu
Met
Ser
Ile
Tyr
385
Ala
Gln
Asp
Leu
Phe
465

Thr

His

Val
Val
Lys
Ser
210
Arg
Leu
Ile
His

Pro
290

Phe Leu

Lys
Glu
Gln

370

Ile

Pro.

Arg
Glu
Gly
450
Lys

Asp

Leu

Asp
Cys
Phe
195
Glu
Ala
Pro

Gly

Thr
275

Ile

Tyr
Asn
Met
355
Ile
Ala
Asp
Ile
Thr
435
Pro

Asn

Val

Lys

Leu
Arg
180
Ile
Thr
Trp
Gly
Met
260
Phe
Thr
Leu
vVal
Asn
340
Asp
Arg

Ala

Asp

Val
165
Glu
Leu
Lys
Pro
Leu
245
Gly
Leu
Phe
Phe
Lys
325
Glu
Val
Ser

Glu

Arg

- 405

Gly
420

Phe
Leu

Gln

Asp
500

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Lys
Gly
Leu
Asn
Lys
_230
Ile
Thr
Val
Leu
Cys
310
Val
Glu

Val

Val

Glu

390

Sér

‘Lys

Thr
Tyr
Ser
470

Leu

Pro

43

Asp
Ser
Phe
Ser
215
Met
Gly
Thr

Arg

Thr
295

His -

Asp

Ala

Ala
37

Glu
Tyr
Tyr
Arg
Gly
455

Axg

Tyr

Ile.

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn’

280

Ala
Ile
Ser
Glu
Phe
360

Lys

Asp

Lys

Lys
Glu
440
Glu
Pro

Ser

Leu

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu
265
His
Gln
Ser
Cys
Asp
345
Asp
Lys
Trp
Ser
Lys
425
Ala
Val
Tyr
Arg

Pro
505

Ser
170
Lys
Phe
Gln
Val
Arg
250
Val
Arg
Thr
Ser
Pro
330
Tyr
Aép
His
Asp
Gln
410
Val
Ile
Gly
Asn
Arg

490

Gly

Gly
Glu
Asp
Asp
Asn
235
Lys
His
Gln

Leu

His-

Leu

Lys

Glu

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

315..

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr
395

Tyr

Arg
Gln
Asp
Ile
475

Leu

Glu

Glu

Asp

Asn

Lys
380
Ala
Leu
Phe

His

Thr
460

Tyr

Pro

Ile

PCT/EP01/03220

Ile

Thr

Gly
205
Asp
Tyr
Val
Ile
Ser
285
Met
His
Pro
Asp
Ser
365
Thr
Pro
Asn
Met
Glu
445
Leu
Pro

Lys

Phe
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Lys
510
Pro
Asp
Ser
Ile
Asn
590
- Pro
Phe
Tyr
Ser
Leu
670
Gly
Met
Tyx
Asn
Ala
750
Asp
'Lys
Ser
Leu
Ala

830

Phe

Tyr
Arg
Leu
val
Leu
575
Ile
Glu
Asp
Ile
Gly
655
Phe
Leu
Thr
Tyx
Asn
735
Tyr
Gln
Glu
Phe

Trp

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

‘Ala

Glu

720

Ala

Arg

Glu

Asp

Gln

Trp
Leu
Ser
545
Gln
Ser
Arg
Gln
Leu
625
Ser
Thr
Phe
Ile
Leu
705
Asp
Ile

Tyr

Glu

Thr
Thr
530
Gly

Arg

Val

Phe:

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Arg

Ile

- 770

Phe
785

Lys

800

Asp

815 -

Gln

Thr

Ser

Asp

Tyr

Gly

Gly

Asp
Lys
Gly
S.er

Ser
850

Val
515

Arg
Leu
Gly
Phe
Leu
595
Ser
Leu
Gly
Lys
Gly

675

Gly

Lys

Tyx

Pro

Arg

.7155

Asp

Ile

Thr

Met

Val

835

Phe

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

-Asn

Ser
Ala

His

Val
Tyr
Gly
Gln
565
Glu
Asn
Ile
Vai
Gln

645

Lys

660 -

Glu
Cys
Val
Glu
Arg
7 40
.Gly
Tyr
Tyxr
Arg
Sexr
820
Pro

Thr

Thr
His
Ser
Asp
725
Ser
Glu
Asp
Asp
His
805
Ser

Gln

Gln

Glu
Ser
Pro
550
Ile
Asn
Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

Val

Asn
Ser
710
Ile
Phe
Ile
Asp
Glu
790
Tyr
Ser

Phe

Pro

44..

Asp
Ser
535
Leu
Met
Arg
Ala
His
615
Leu
Asp
val
Phe
Ser
695
Cys
Ser
Ser
Thr
Thr
775
Asp
Phe
Pro

Lys

Leﬁ
855

Gly
520
Phe
Leu
Ser
Ser
Gly
600
Ser
His
Phe
Tyr
Met
680

Asp

Asp

Gln
Arg
760
Ile
Glu
Ile
His
Lys
840

Tyr

Pro
Val
Ile
Asp
Trp
585
Val
Ile
Glu
Leu
Glu
665
Ser
Phe
Lys
Tyr
Asn
745
Thr
Ser
Asn
Ala
Val
825

Val

Arg

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Val

Ser

650

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Thr

val

Gln
Ala
810
Leu

Val

Gly

Lys
Met
Tyr
5.5 5
Arg
Leu
Leu
Gly
Ala
635
val
Thr
Glu
Asn
Thr
715
Leu
Arg
Leu
Glu
Ser
795
Val
Arg

Phe

Glp

Ser
Glu
540
Lys
Asn
Thr
Glu
Tyr
620

Tyr

Phe

Leu

Asn
Arg
700
Gly

Ser

His

‘Gln

Met

780

Pro

Glu

Asn

Gln

Leu
860

PCT/EP01/03220

Asp
525
Arg
Glu
Val
Glu
Asp

605

vVal

Trp

Phe

Pro
685
Gly
Asp
Lys
Gln
Ser
765
Lys
Arg
Arg
Arg’
Glu

845.

Asn
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Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg
865 870 .

Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser
880 885

. Tyxr Ser Ser.Leu Ile Ser Tyr Glu Glu Asp Gln
. 895 900

Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pro Asn Glu Thr
910 915 920

Lys Val Gln His His Met Ala Pro Thr Lys Asp
' 830 935

Ala Trp Ala Tyr Phe Sexr Asp Val Asp Leu Glu
945 ' 950
Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Val Cys His Thr
960 . 965

Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe
97s 980

Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr
990 : 985 1000

Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn Ile Gln Met Glu
' 1010 1015

Glu Asn Tyr Axg Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr
1025 - 1030 ‘

Pro Gly Leu Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile
“1040 1045 .

Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe

1055 . 1060

Val Phe Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys
070 1075 1080

Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met

Ala
Arg
Arg
905
Lys
Glu
Lys
Asn
Ala
985
Glu
Asp
Ile
Arg
1065

Met

Leu

Glu Val
875

Pro Tyr
890
Gln Gly

Thr Tyr

Phe Asp

Asp Val

955

Thr Leu
870

Leu Phe

Asn Met

Glu
Ser
Ala
Phe
Cys
940
His
Asn

Phe

Glu

PCT/EP01/03220

Asp

Phe

Glu

Trp
925
Lys
Ser
Pro

Thr

Arqg
1005

Pro Thr Phe Lys

1020

Met Asp Thr Leu

1035

Trp Tyr Leu Leu

1050

Ser Gly His

.Ala'Leu Tyr Asn

1085

Pro Ser Lys Ala

1090

Gly Ile Trp Arg Val
1105

Met Ser Thr Leu Phe
1120.

Gly Met Ala Ser Gly
1135

1095

Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu

His

1110 - - 1115

Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr

1125 1130

His Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala

1140 1145

Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg
150 - . © 1155 ' 1160

Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe
' 1170 1175

Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile
1185 1190

Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln
1200 1205

Leu

Ser

Lys

His Tyr

1100

Ala Gly

Pro Leu

Ser Gly

-Ser Gly

1165

Trp Ile Lys Val

1180

Thr Gln Gly Ala

11985

Phe Ile Ile Met Tyr

1210
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46
Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly
1215 1220 1225

Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His
230 1235 . 1240 1245

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

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

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

Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala
1295 1300 1305

Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn
310 1315 1320 1325

Ala Trp Arg Pro Gln Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp
_ ' 1330 1335 _ 1340

Phe Gln. Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys
. 1345 : 1350 1355

Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser
1360 1365 - 1370

Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys
1375 1380 1385

Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr Pro Val Val Asn Ser Leu
390 1395 1400 1405

‘Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp
1410 1415 1420 -

Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln
1425 1430 © 1435

Asp Leu Tyr
1440

<210> 14

<211> 10698

<212> DNA

<213> Umeld sekvencia

<220>
<223> Opis umelej sekvencie: pTGF8-2hyg-J3

<220>
<221> CDS
<222> (676)..(5052)

<220>
<221> mat_peptid
<222> (733)..(5052)

<400> 14

. cgcgttgaca ttgattattg actagttatt aatagtaatc aattacgggg tcattagttc 60
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atagcccata
cgcccaacga
tagggacttt
- tacatcaagt
ccgeectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggeca
cgcaaatggg
ctagagaacc

aagcttgacc

ctt
Leu

ttg
Leu

cga
Arg
-5

ctg
Leu

gtg
Val
10

gaa
Glu

gac
Asp

gtg
Val

gca
Ala

tca
Ser

acc
Thr

gtc
val

tte
Phe

ctt
Leu

aac
Asn
60

atc
Ile

cct
Pro

acc
Thr
75

aac
Asn

atg
Met

gct
Ala

aaa
Lys

gct
Ala

tgg
Trp

aaa
Lys

gag
Glu

gaa
Glu

gtc
Val
140

tgg
Trp

cag
Gln

ctt
Leu

tac
Tyr

acc
Thr

PCT/EP01/03220
47

tatggagttc cgcgttacat aacttacggt aaatggcceg cctggctgac 120
ccceccgecca ttgacgtcaa taatgacgta tgttcccata gtaacgccaa 180
ccattgacgt caatgggtgg agtatttacg gtaaactgec cacttggcag 240
gtatcatatg ccaagtacgc cccctattga cgtc§atgac ggtaaatggc 300
ttatgeccag tacatgacct tatgggactt tcectacttgg cagtacatet 360
catcgctatt accatggtga tgcggttttg gcagtacatc aatgggegtg 420
tgactcacgg ggatttccaa gtctccacecc cattgacgtc aatgg@agtt 480
ccaaaatcaa cgggactttc caaaatgtcg taacaactce gccccattga 540
cggtaggcgt gtacggtggg aggtctatat aagcagagct ctctggctaa 600
‘cactgcttac tggcttatcg aaattaatac gactcactat agggagaccc 660
tcgag atg caa ata gag ctc tcc acc tge ttc ttt ctg tge 711

Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys
-15 -10 '
ttc tgc ttt agt gcc acc aga aga tac tac ct§ ggt gca 759
Phe Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala
: -1 1 S
tca tgg gac tat atg caa agt gat ctc ggt gag ctg cct 807
Ser Trp Asp Tyr Met Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro
15 20 25

aga ttt cct cct.aga gtg cca aaa tct ttt cca ttc aac 855

Arg Phe Pro Pro Arg Val Pro Lys Ser Phe Pro Phe Asn
30 - : 35 40
gtg tac aaa aag act ctg ttt gta gaa ttc acg gat cac 903
Val Tyr Lys Lys Thr Leu Phe Val Glu Phe Thr Asp His :
45 - 50 55
atc gct aag cca agg cca ccc tgg atg ggt ctg cta ggt 951
Ile Ala Lys Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly
C 65 10

cag gct gag gtt tat gat aca gtg gtc att aca ctt aag 999

Gln Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Ile Thr Leu Lys .
80 85
tce cat cet gtc agt ctt cat get gtt ggt gta tce tac 1047
Ser His Pro Val Ser Leu His Ala Val Gly Val Ser Tyr
g5 . 100 ' 105
tct gag gga gct gaa tat gat gat cag acc agt caa agg 1095
Ser Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg
110 115 120

gat gat aaa gtc ttc cct ggt gga agc cat aca tat gte 1143
Asp Asp Lys Val Phe Pro Gly Gly Ser His Thr Tyr Val

125 130 135

ctg aaa gag aat ggt cca atg gcc tet gac cca ctg tgc 1191
Leu Lys Glu Asn Gly Pro Met Ala Ser Asp Pro Leu Cys

145 150

tca tat ctt tct cat gcg gac ctg gta aaa gac ttg aat 1239

Ser Tyr Leu Ser His Ala Asp Leu Val Lys Asp Leu Asn
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tca
Ser
170

aag
Lys

ttt
Phe

cag
Gln

gte
val

agg
250

gtg
val

cge

~aca
Thr

tcce
Ser

cca
Pro
330

tat
-Tyr

gat
Asp

cat
His

" gac
Asp

caa
Gln
410

155

ggc
Gly

gaa
Glu

gat
Asp

gat
Asp

aat
Asn
235

aaa
Lys

cac
His

cag
Gln

ctc
Leu

cac
His
315

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

cct
Pro_

tat
Tyr
395

tat
Tyr

ctc
Leu

aag
Lys

gaa
Glu

agg
220

ggt
Gly

tca
Ser

tca
Ser

gcg-

Ala

ttg
Leu
300

caa
Gln

gaa
qu

gat
Asp

aac
Asn

aaa
Lys
380

gct
Ala

ttg
Leu

att
Ile

aca
Thr

gg9
Gly
205

gat

-Asp

tat
Tyx

gtc
val

ata
Ile

tce
Serx
285

atg
Met

cat
His

ccc
Pro

gat
Asp

tct
Ser
365

act
Thr

ccce
Pro

aac
Asn

gga
Gly

cag
Gln
190

aaa
Lys

gct
Ala

gta
Val

tat
Tyr

ttc
Phe
270

ttg
Leu

gac
Asp

gat
Asp

caa
Gln

ctt
Leu
350

cct
Pro

tag
Trp

tta
Leu

aat
Asn

gcc
Ala
175

acc
Thr

agt
Ser

gca
Ala

aac
Asn

tag
255

ctc
Leuy

gaé
Glu

ctt
Leu

ggc
Gly

cta
Leu
335

act
Thr

tcec
Ser

gté
Val

gtc
Val

ggc
Gly
415

160

cta
Leu

ttg
Leu

tgg
Trp

tct
Sex

agg
Arg
240

cat
His

gaa
qu

atc
Ile

gga
Gly

atg
Met
320

cga
Arg

gat
Asp

ttt
Phe

cat
His

ctc
Leu
400

cct
Pro

cta
Leu

cac
His

cac
His

gct
Ala
225

tct
Ser

gtg
Val

ggt
Gly

tcd
Ser

cag
Gln
305

gaa
Glu

atg
Met

tect
Ser

atc
Ile

tac
Tyr
385

gce

Ala

cag
Gln

gta
Val

aaa
Lys

tca
Ser
210

cgg

ctg
Leu

att
Ile

cac
His

cca
Pro
290

ttt
Phe

gct
Ala

aaa
Lys

gaa
Glu

‘caa

Gln
370

att
Ile

ccc
Pro

cgg
Axrg

48

tgt
Cys

ttt
Phe
195

gaa
Glu

gce
Ala

cca
Pro

gga
Gly

aca
Thr
275

ata
Ile

cta
Leu

tat
Tyx

aat
aAsn

atg.

Met
355
att
Ile

gct
Ala

gat
Asp

att
Ile

aga
180

ata
Ile

aca
Thr

tgg
Trp

ggt
Gly

atg
Met
260

ttt
Phe

act
Thr

ctg
Leu

gtc
Val

aat
Asn
340

gat
Asp

cge
Arg

gct
Ala

gac
Asp

ggt
Gly
420

165

gaa
Glu

cta
Leu

aag
Lys

cct
Pro

999
Gly

ctt
Leu

aac
Asn

aaa
Lys

. 230

ctg
Leu
245

ggc
Gly

ctt
Leu

ttc

Phe

ttt
Phe
ﬁaa
Lys
325

gaa
Glu

gtg
Val

tca
Ser

gaa
Glu

aga
Arg

att
Ile

acc
Thr

gtg
val

ctt
Leu

tgt
Cys
310

gta
vVal

gaa
Glu

gtc
val

gtt
Val

gag
Glu
390

agt
Ser

405 .

agg
Axrg

aag
Lys

agt
Ser

ttt
Phe

tcc
Ser
215

atg
Met

gga
Gly

act
Thr

agg

act
Thr
295

cat

His

gac
Asp

gcg
Ala

agg

gce
Ala
375

gag
Glu

tat
Tyr

tac
Tyxr

ctg
Leu

gct
Ala
200

ttg
Leu

cac
His

tgc
Cys

cct
Pro

aac
Asn
280

gct
Ala

ate
Ile

age
Ser

gaa
Glu

ttt
Phe
360

aag

Lys

gac
Asp

aaa
Lys

aaa
Lys

PCT/EP01/03220
gcce 1287
Ala :
185
gta 1335
Val
atg 1383
Met
aca 1431
Thr '
cac 1479
His
gaa 1527
Glu
265
cat 1575
His .
caa 1623
Gln
tct 1671
Ser
tgt 1719
Cys -
gac 1767
Asp )
345
gat 1815
Asp
aag 1863
Lys
tgg 1911
Trp
agt 1958
Ser
aaa 2007
Lys

425
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gtc
Val

att
Ile

gga
Gly

aac
Asn

aga
Arg
490

gga
Gly

act
Thr

aat
Asn

tgc
Cys

aag
Lys
570

tac
Tyx

cag
Gln

aat
Asn

gtg
val

tct
Ser
650

gac
Asp

atg
Met

cga ttt atg

Arg Phe Met

cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile
475

tta
Leu

gaa
Glu
aaa
Lys

atg
Met

tac
Tyr

555

agg

cte
Leu

ctt
Leu

ggc
Gly

gea

Ala
635

gtc
Val

aca
Thr

gaa
Glu

cat
His

aca
Thr
460

tac
Tyr

cca
Pro

ata
Ile

tca
Ser

gag
Glu
540

aaa
Lys

aat
Asn

aca
Thr

gag
Glu

tat
Tyr
620

tac

Tyr

tte
Phe

cte
Leu

aac
Asn

gaa
Glu
445

ctg
Leu

cct
Prp

aaa
Lys

ttc
Phe

gat
Asp
525
aga
Arg

gaa
Glu

gtc
val

gag
Glu

gat
Asp
605

gtt
Val

tgg
Trp

ttc
Phe

acc
Thr

cca
Pro

gca

Ala’

430

tca
Ser

ttg
Leu

cac
Ris

ggt
Gly

aaa
Lys
510

cct
Pro

gat
Asp

tct

Ser

atc
Ile

aat
Asn
590

cca
Pro

ttt
Phe

tac
Tyr

tct
Ser

cta
Leu
670

ggt
Gly

tac
Tyr

gga
Gly

att
Ile

gga
Gly

gta
val
495

tat
Tyr

cgg

cta
Leu

gta
Val

ctg
Leu
515

ata
Ile

gag
Glu

gat
Asp

att
Ile

gga
Gly
655

ttc
Phe

cta
Leu

aca gat
Thr Asp

atc ttg
Ile Leu

ata ttt
Ile Phe
465

atc act
Ile Thr
480

aaa cat
Lys His

aaa tgg
Lys Trp

tgc ctg
Cys Leu

gct tca
Ala Ser
545

gat caa
Asp Gln
560

ttt tct
Phe Ser

caa cgc
Gln Arg

ttc caa
Phe Gln

agt ttg
Ser Leu
625

cta agc
Leu Ser
640

tat acc

Tyr Thr

cca ttc

Pro Phe.

tgg att
Trp Ile

gaa
Glu

gga
Gly
450

aag
Lys

gat
Asp

ttg
Leu

aca
Thr

acc
Thr
530

gga
Gly

aga
Arg

gta
val

ttt
Phe

gcc
Ala
610

cag
Gln

att
Ile

ttc
Phe

tca
Ser

ctg
Leu

49

acc
Thr
435

cct
Pro

aat
Asn

gtc
val

aag
Lys

gtg
vVal
515

cgc
Arg

cte
Leu

gga
Gly

ttt
Phe

ctc
Leu
585

tce
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

aaa
Lys

gga
Gly
675

g99
Gly

ttt
Phe

tta
Leu

caa
Gln

cgt
Arg

gat
Asp
500

act
Thr

tat
Tyr

att
Ile

aac
Asn

gat
Asp
580

cce

Pro

aac
Asn

tca
Ser

geca
Ala

cac
His
660

gaa
Glu

tgc

Cys

aag
Lys

ctt
Leu

gca
Ala

cct
Pro
485

ttt
Phe

gta
Val

tac

Tyr

ggc
Gly

cag
Gln
565

gag

Glu

aat
Asn

atc
Ile

gtt

Val

cagqg
Gln
645

aaa
Lys

act
Thr

cac

His

act
Thr

tat
Tyr

age
Ser
470

ttg
Leu

cca
Pro

gaa
Glu

tct
Ser

cct
Pro

cgt
Arg

g99
Gly
455

aga
Arg

tat
Tyr

att
Ile

gat
Asp

agt
Ser
535

ctc
Leu

550

ata
Ile

aac
Asn

cca
Pro

atg
Met

tgt
Cys

- 630

act
Thr

atg
Met

gtc
Val

aac
Asn

atg
Met

cga
Axrg

gct
Ala

cac
His
615
ttg

Leu

gac
Asp

gtc
Val

ttc
Phe

tca
Ser

gaa
Glu
440

gaa
Glu

cca
Pro

teca
Ser

ctg
Leu

999
Gly
520

tte

Phe

ctc

‘Leu

tca
Ser

age
Ser

gga
Gly
600

agc
Ser

cat
His

ttc
Phe

tat.
Tyr

atg
Met
680

gac
Asp

PCT/EP01/03220
gct 2055
Ala i
gtt 2103
Val
tat 2151
Tyr
agg 2199
Arg
cca 2247
Pro
505
cca 2295
Pro
gtt 2343
Val
atc 2391
Ile
gac 2439
Asp.
tgg 2487
Trp '
585
gtg 2535
Val
atc 2583
Ile .
gag 2631
Glu
ctt 26?9
Leu '
gaa 2727
Glu
665
tcg ‘ 2775
Ser
ttt 2823
Phe

-8 0.,
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cgg
Arg

. aac

Asn

ttg
Leu
730

tca
Ser

" act
Thr

gtt
val

cag
Gln

gca
Ala
810

cta
Leu

gtt
val

gga
Gly

gaa
Glu

cce
Pro
890

caa

Gln

act
Thr

ttt
Phe

aac
Asn

act
Thr
715

ctg
Leu

aga
Arg

ctt
Leu

gaa
Glu

agc
Ser
795

gtg
Val

aga

Arg

ttc
Phe

gaa
Glu

gtt

Val
875

tat
Tyr

gga
Gly

tac

Tyr

gac
Asp

aga
Arg
700

ggt
Gly

agt
Ser

cat
His

cag
Gln

atg
Met
780

cce
Pro

gag
Glu

aac
Asn

cag
Gln

cta
Leu
860

gaa
Glu

tcc
Ser

gca
Ala

ttt
Phe

tgc
Cys
940

685

gge
Gly

gat
Asp

aaa
Lys

caa
Gln

tca
Ser
765

aag

Lys

cgc
Arg

gaa
Glu
845

aat
Asn

gat
Asp

ttc
Phe

gaz
Glu

tgg

925-

aaa
Lys

atg
Met

tat
Tyr

aac
Asn

gct
Ala
750
gét
Asp

aag
Lys

agc
Ser

ctc
Leu

gct
Ala
830

ttt
Phe

gaa
Glu

aat
Asn

tat
Tyr

cct
Pro
910

aaa

Lys

gec
Ala

acc
Thr

tac
Tyr

aat
Asn
735

tat
Tyr

caa
Gln

gaa
Glu

ttt
Phe

tgg
815

cag
Gln

act
Thr

cat
His

atc
Ile

tct
Ser
895

aga

Arg

gtg
Val

tag
Trp

gce
Ala

gag
Glu
720

gcc

Ala

cga
Arg

gag
Glu

gat
Asp

caa
Gln
800

gat
Asp

agt

Ser

gat

Asp.

ttg
Leu

atg
Met
880

agc

Ser

aaa
Lys

caa
Gln

gct
Ala

tta
Leu
705

gac
Asp

att
Ile

tac

Tyr

‘gaa

Glu

ttt
Phe

785

aag
Lys

tat
Tyr

ggc
Gly

ggc
Gly

gga
Gly
865

gta
Val

ctt
Leu

aac
Asn

cat
His

tat
Tyr
945

690

ctg
Leu

agt
Ser

gaa
Glu

cgt
Arg

att
Ile
770

gac
Asp

aaa
Lys

999
Gly

agt
Ser

tcc
Ser
850

ctc
Leu

act
Thr

att
Ile

ttt
Phe

cat
His
830

ttce
Phe

50

aag
Lys

tat
Tyr

cca
Pro

cga
Arg
755

gac
Asp

att
Ile

aca
Thr

atg
Met

gtc
Val
835

tte
Phe

ctg
Leu

tte

Phg

tect
Ser

gtc
Val
915

atg

‘Met

tct
Ser

gtt
Val

gaa

Glu

aga
Arg
740

999
Gly

tat

Tyr

tat
Tyr

cga

agt
Ser
820

cct

Pro

act
Thr

gg99
Gly

aga

tat
Tyr
900

aag

Lys

gca
Ala

gat
Asp

tct
Ser

gat
Asp
725

agc
Ser

gaa
Glu

gat

gat
Asp

cac
His
805

agc
Ser

cag
Gln

cag
Gln

cca
Pro

aat
Asn
885

gag
Glu

cct
Pro

cce
Pro

gtt
Val

agt
Ser
710

att
Ile

ttc
Phe

ata
Ile

gat
Asp

gag
Glu
790

tat
Tyr

tcc
Ser

tte
Phe

cCcC
Pro

tat
Tyr
870
cag
Gln

gaa
Glu

aat
Asn

act
Thr

gac
Asp
950

695

tgt
Cys

tca
Ser

tcc
Ser

act
Thr

acc
Thr
775

gat
Asp

ttt
Phe

cca
Pro

aag
Lys

tta
Leu
855

ata
Ile

gcc
Ala

gat
Asp

gaa
Glu

aaa
Lys
935

ctg
Leu

gac
Asp

gca
Ala

cag
Gln

cgt
Arg
760

ata
Ile

gaa
Glu

att
Ile

cat
His

aaa
Lys
840

tac

Tyr

aga
Axrg

tct
Ser

cag
Gln

acc
Thr
920

gat
Asp

gaa

PCT/EP01/03220
aag 2871
Lys

tac 2919
Tyr

aat 2967
Asn

745

act 3015
Thr

tca 3063
Ser

aat 3111
Asn

gct 3159
Ala

gtt 3207
Val '
825

gtt 3255
Val

cgt 3303
Arg

gca 3351
Ala

cgt 3399
Arg .
agg 3447
Arg
- 905

aaa 3495
Lys

gag 3543
Glu

aaa 3591
Lys

Glu
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gat gtg cac tca ggc ctg att gga ccc ctt ctg gtc tge cac act aac 3639
Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Val Cys His Thr Asn
955 960 965
aca ctg aac cct gct cat ggg aga caa gtg aca gta cag gaa ttt gct 3687
Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Ala
- 970 975 : 980 985
ctg ttt ttc acc atc ttt gat gag acc aaa agc tgg tac ttc act gaa 3735
Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu
990 995 1000
aat atg gaa aga aac tgc agg gct ccec tge aat atc cag atg gaa gat. -3783
Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp
1005 1010 1015
ccc act ttt aaa gag aat tat cgc ttc cat gca atc aat ggc tac ata 3831
Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg Phe His Ala Ile Asn Gly.Tyr Ile
1020 1025 1030 .
atg gat aca cta cct ggc tta gta atg gct éag gat caa agg att cga 3879
Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg
1035 1040 1045 .
tgg tat ctg ctc agc atg ggc agc aat gaa aac atec cat tct att cat 3927
Trp Tyr Leu Leu Ser Met Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His
1050 1055 1060 1065
ttc agt gga cat gtg ttc act gta cga aaa aaa gag gag tat aaa atg 3975
Phe Ser Gly His Val Phe Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met
1070 - 1075 1080
gca ctg tac aat ctc tat cca ggt gtt ttt gag aca gtg gaa atg tta 4023
Ala Leu Tyr Asn Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu
1085 ' 1090 : 1095
cca tcc aaa gét gga att tég cgg gtg géa tgc ctt att ggc gag cat 4071
Pro Ser Lys Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His -
1100 ' . 1105 1110
cta cat gct ggg atg agc aca ctt ttt ctg gtg tac agc aat aag tgt 4119
Leu His Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys
1115 : 1120 1125 - -
cag act ccc ctg gga atg gct tct gga cac att aga gat ttt cag att 4167
Gln Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile Arg Rsp Phe Gln Ile
1130 1135 ’ 1140 1145
aca gct tca gga caa tat gga cag fgg gcc cca aag ctg gcc aga ctt 4215
Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg Leu
1150 1155 1160
cat tat tcc gga tca atc aat gcc tgg age acc aag gag cce ttt tct £263
His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser
1165 1170 1175
tgg atc aag gtg gat ctg ttg gca cca atg att att cac ggc atc aag 4311
Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Lys
1180 1185 1190
acc cag ggt gcc cgt cag aag ttc tcc agc ctec tac ate tct cag ttt 4359
Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe
1195 1200 1205 '
atc atc atg tat agt ctt gat ggg aag aag tgg cag act ‘tat cga gga 4407
Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Thr Tyr Arg Gly

Trp Gln



tgtgaaggaa ccttacttct gtggtgtgac
'aagctctaag gtaaatataa aatttttaag
tgtttgtgta ttttagattc caacctatgg

ctttaatgag gaaaacctgt tttgctcaga

ataattggac
tgtataatgt
aactgatgaa

agaaatgcca

aaactaccta cagagattta
gttaaactac tgattctaat
tgggagcagt ggtggaatgce

tctagtgatg atgaggctac

5142

5202

5262

5322

WO 01/70968 . PCT/EP01/03220
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1210 1215 1220 1225
aat tcc act gga acc tta atg gtc ttec ttt ggc aat gtg gat tca tet 4455
Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser
1230 1235 1240
- ggg ata aaa caé aat att ttt aac cct cca att att gct cga tac atc 4503
Gly Ile Lys His Asn Ile Phe Asn Pro Pro Ile Ile Ala Arg Tyr Ile
1245 1250 1255
cgt ttg cac cca act cat tat agc att cgc agc act ctt cgc atg gag 4551
Arg Leu His Pro Thr His Tyr Ser Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met Glu .
1260 1265 1270
ttg atg ggc tgt gat tta aat agt tgc agc atg cca ttg gga atg gag 4599
Leu Met Gly Cys Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu
1275 1280 1285
agt aaa gca ata tca gat gca cag att act gct tca tec tac ttt acc 4647
Ser Lys ARla Ile Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr
1290 1295 - ' 1300 1305
aat atg‘ttt gcc acc tgg tet cct tea aaa‘gct cga ctt cac ctc caa 4695
Asn Met Phe Ala Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln
1310 1315 1320
‘ggg agglagt aat gcc tgg aga cct cag gag aat aat cca aaa gag tgg 4743
Gly Arg Ser Asn Ala Trp Arg Pro Gln Glu Asn Asn Pro Lys Glu Trp
1325 . 1330 : 1335
' ctg"caa'gtg‘gac ttc cag aag aca atg aaa gtc aca gga gta act act 4791.
Leu Gln Val Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr
01340 : 1345 1350
--cag gga gta aaa tct ctg ctt acc agc atg tat gtg aag gag ttc cte - 4839
" Gln Gly Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe' Leu
1355 - 1360 - 1365 : .
atc tcc age agt caa §at ggc cat cag tgg acc ctc ttt ttt cag aat 4887
Ile Ser Ser Ser Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln Asn
1370 1375 - 1380 : 1385 -
ggc aaa .gta éag gtt ttt cag gga aat caa gac tcc ttc aca cct gtg 4935
Gly Lys Val Lys Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr Pro Val .
1390 1395 1400
gtg aac tct cta gac cca ccg tta ctg act cgc tac ctt cga att cac 4983
Val Asn Ser Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His
1405 1410 1415
ccc cag agt tgg gtg cac cag att gcc ctg agg atg gag gtt ctg ggc - 5031
Pro Gln Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met Glu Val Leu Gly
1420 1425 1430
tgc gag gdca cag gac ctc tac tgagcggcecg cgactctact agaggatctt 5082
Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyrx : : ’
1435 1440
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tgctgactct
ctttcettca

ttgctttgcet

- aaaatattct

tcttactcca
ctttagcttt
tagagatcat
éacacctccc
ttgcagcetta
ttttttcact
ggatcccecg
cggctgctgg
ac#gttctcc
tgccgcccté
aaatatattt
tggdgaattc
ttaaggtgac
tcaacagcgt
cgagaagttt

" cgaagaatct

‘tagctgcgee

gctéccgatt
ctcecegeegt
tctgecagccg
cgggttegge
atgcgcgatt
tgcgtecegte
ccggcacctce
aacagcggté
catcttctte
gaggcatcceq
tgaccaactc

tcgatgegac

caacattcta
gaattgctaa

atttacacca

gtaaccttta

cacaggcata
ttaatttgta
aatcagccat
cctgaacctg

taatggttac

gcattctagt.

aacgccagea

agatggcgga
gﬁaagaattg
cttcatccce
gcatgtcttt

gaacacgcag

gcgtgtggee

gccgcagate
étgatcgaaa
cgtgcttth
gatgétttct
ceggaagtge
gcacagggtg
gtcgcggagg
ccattcggac
gctgatcece
gégcaggctc
gtgcacgegg
attgactgga
tggaggccgt
gagcttgcag
tatcagagct

gcaatcgtcc

ctcctccaaa
gttttttgag
caaaggaaaa
taagtaggca
gagtgtctgce
aaggggttaa
aécacatttg
aaacataaaa
aaataaagca
tgtggtttgt
agacgtagcce
cgcgatggat
attggctcca
gtggccegtt
agttctatga
atgcagtcgg
tcgaacacceg

agcttgatat

agttcgacagi

gcttcgatgt
acaaagatcg
ttgacattgg

tcacgttgca

ccatggatgc

cgcaaggaat
atgtgtatca
tcgatgagcet
atttcggctce
gcgaggcgaf
ggttggcttg

gatcgecgeg

fggttgacgg

gatccggagce

53
aaagaagaga
tcatgctgtg
agctgcactg
taacagttat
tattaataac
taaggaatat
tagaggtttt
tgaatgcaét
atagcatcac
ccaaactcat
cagcgcegteg
atgttctgcee
attéttggag
gctcgegttt
tgacécaaac

ggcggegegg

agcgaccctg.

gaaaaagcct

cgtctccgac

aggagggcgt

ttatétttat
ggéatfcagc
agacctgect
gétcgctgcg
cggtcaatac
ctggcaaact
gatgctttgg
caacaatgtc
gttcggggat
tatggagcag
gctcegggeg
caatttcgat

cgggactgtc

aaggtagaag
tttagtaata
ctatacaaga
aatcataaca
tatgctcaaa
ttgatgtata
acttgcttta
tgttgttgtt
aaatttcaca
caatgtatc£
gcceecgagat
aagggttggt
tggtgaatcc
gctggeggtg
cccgcccdgc
tccgaggtec
cagcgacccg
géactca;cg
ctgatgcagc
ggatatgtcc
cggcactttg
gadagcctg;
gaaaccgaaq
gccgatctta
actacatggc
gtgatggacg
gccgaggact
ctgacggaéa
tcccaatacg
cagacgcgcet
tatatgctcc
gatgcagctt

gggcgtacac
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accccaagga
gaactcttgce
aaattatgga
tactgttttt
aattgtgtac
gtgccttgac
aaaaacctcc
aacttgttta
aataaagcaf
tatcatgtct
gcgecgegtg
ttgegeatte
gttagcgagg
tccecggaag
gtcttg;cat
acttcgcata.
Ettaacagcg
cgacgtctgt
tcteggaggg
tgcgggtaaa
catéggccgc
cctattgcét
tgccegetgt
gccaéacgag
gtgatttcat
acaccgtcag
gccecgaagt
atggccgceat
aggtcgccaa
acttcgagceg
gcattggtct

gggcgcaggg

aaatcgcccqg

5382
5442
5502
5562
5622
5682
5742
5802
5862
5922
5982
6042
6102
6162
6222
6282
6342
6402
6462
6522
6582
6642
6702
6762
6822
6882
6942
7002
7062

7122

7182

7242

7302
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cagaagcgcg
acgccccagce
caataccgga
- gttgggtegt
ccaccgagac
ccaagttcgg
gccactggec
gggttattat
.catggttttt
gtctgtégct
'aagctgggta
éggaaaaccc
'ggcgtaatag
gcgaafggcg
tatggtgcac
cgccaacacc
aagctgtgac
gcgegagacg
gct£cgtagc
ttaatgtcat
gcggaaccce
aataaccctg
tccgfgtcgc
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caantﬁgcg

tagactggat

gccgtctgga
actcgtcegg
aggaacccgc
ttgttcataa
cccattgggg
gtgaaggcce
ccgtgggtta
tttgggegtt
ggatggcctg
gccaaacacc
ccctctagag
tggcgttaqc
cgaagaggcc
cctgatgcegg
£ctcagtaca
cgctgacgeg
cgtctcéggg
aaaggggygyg
tagaacaﬁca

gataataatg

tatttgttta

ataaatgctt
ccttatteccc
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgecge
gcatcttacg
taacactgceg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta

ggaggcggat

ccgatggctg
atcgggagat
gctatgacgg
acgcggggtt
ccaatacgce

agggctcgea

-gggacggggt

gcgtggggte
ggcatggacc
ccecgaccece
cgaattaatt
caacttaatc
cgcaccgatc
tattttetec
atctgctctg

cccfgacggg

-agctgecatgt

taccagcttc
tgttctggta
gtttcttaéa
tttttctaaa
caataataﬁt
ttttttécgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac

aaagttgcag

54
tgtagaagta

gggggaggcet

caataaaaag

cggtcccagg

cgcgtttctt
gccaacgtceg
ccecceccatggg
aggtccacga
gcatgtactg
aaaaaccacc
cactggccgt

gccttgcage

-geccttcceca
ttacgcatct,

atgccgcata

cttgtétgct
gtcagaggtt
gtag;taéaa
cccccctégf
cgtcaggtgé
tacattcaaa
gaaaaagéaa
cattttgcct
atcagttggg
agagtttteg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct

gaccacttct

ctcgcecgata
aactgaaaca
acagaataaa
gctggcactc
ccttttecee
gggcggcagg
gaatggttta
ctggactgag
gcgcgacacg
gcgeggattt
cgttttacaa
acatccecct
acagttgcgce
gtgcggtatt
gttaagccag
ceccggcatce
ttcaccgtca
catcatgttc
gafacgccta

cacttttegqg

tatgtatcceg

gagtatgagt

tcectgttttt

tgcacgagtg

ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agctteccgg

gcgecteggece
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gtégaaaccg
cggaaggaga
acgcacgggt
tgtcgatacc
acéccacccc
ccctgecata
tggttcgtgg
cagacagacc
aacaccggge
ctggecgtgee
cgtcgtgact
ttcgecaget
agcctgaatg
tcacaccgeca
cceccgacace
gcttacaga¢
tcaccgaaac
tgggatatca
ttfttatagg
ggaéatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa

cttccggcetg

7362
7422
7482
7542
7602
7662
7722
7782
7842

7902

7962

8022

8082

8142

8202

8262
8322
8382

B442

8502

8562
8622
8682
8742
8802
8862
8922
8982
9042
9102
9162
9222

9282
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gctggtttat

cactggégcc agatggtaag

caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagtttte
atccetttttt
tggtttgttt
gagcgcagat_
actctgtagce
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
- aggeggacag
cagggggaaa
gtcéattttt
cctttttacg
:ccéctgattc
Qccqaacgac
aaccgectct
actggaaagc
cccaggcttt
aatttcacac
tctagagctc
<210>
<211>
<212>

<213>
<223>

15
1459
PRT
Umela

<400> 15
Met Gln Ile

Cys Phe Ser
-1

Trp Asp Tyr
15

Phe Pro Pro

tgctgataaa

tgaacgaaat

agaccaagtt

gatctaggtg

gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gthtgtétt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgcteg
gttcctggece
tgtggataac
cgagcgcage
cccegegegt
gggcagtgag
acactttatg
aggaéacagq

tagagagctt

sekvencia

Opis umelej sekvencie:

Glu
-15

Ala
1

Leu Ser Thr

Thr Arg Arg

tctggagecq
ccctceegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctget
gagctaccaa
gttcttctag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaégg
ctttatﬁgtc
tcagggggge
ttttgctgge

cgtattaccg

gagtcagtga

tggcecgatte
cgcaécgcaa
cttccggctc.
tatgaccatg

gcatgcctgce

Cys Phe

Tyr Tyr
5

Met

Arg

Gln Ser Asp
20

Val Pro Lys

Leu Gly

Ser Phe

55
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatégg
tactttagat
ttgataatct
ccdtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttec
tgtagecgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaéagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
gcgaggaagc
attéatgéag
ttaafgtgag
gtatgttgtg
attacgccaa

aggtcg

PTGF8-3

Phe
-10

Leu
Leu Gly
Glu Leu

Pro Phe

gtctcgeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttccc
ﬁgagcgcacg
tcgcéacctc
gaaaaacgcc
catgttcettt
agctgatacc
ggaagagcgé
ctégcacgac
ttagctcact
fqgaattgtg

gctctctaga

Cys
Ala
: 10

Pro
25

Asn

Leu Leu Arg

Val Glu Leu

Val Asp Ala

Thr Ser Val

PCT/EP01/03220

atcattgcag

gggagtcagg

attaagcatt

cttcattttt-

atcccttaac
tcttettgag
ctaccagegg
ggcttcagca
cacttcaaga
gcetgetgeca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
aggdagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgegttat
gctcgecgea
ccaatacgca
aggtttccc§
cattaggcac
agcggataac

gctctagage

Phe
-5

Ser
Arg

Val

9342
9402
9462
9522
9582
9642
9702
9762
9822
9882 .
9942
10002

10062 - .

10122
10182
10242

10302

10362

10422

10482
10542
10602
10662

10698
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30

Tyr

Ala
His

Glu
110

. Lys

Tyr

Gly
Gln
190
Lys
Ala
Val
Tyr
Phe
270
Leu
Asp
Asp
Gln
Leu
350

Pro

Txp

Lys
Lys
Glu
Pro

95
Gly
Lys
Glu
Leu
Ala
175
Thr
Ser
Ala
Asn
Trp
255
Leu
Glu
Leu
Gly
Leu
335
Thx

Ser

val

Lys
Pro
val

80
Val
Ala
val
Asn
Ser
160
Leu
Leu
Trp
Ser_
Arg
240
His
Glu
Iie
Gly
Met
320
Arg
Asp

Phe

His

Thr
Arg

65
Tyr
Ser
Glu
Phe
Gly
145
His
Leu

His

His

‘Ala

225
Ser
Val
Gly
Ser
Gln
305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

Leu

50
Pro
Asp
Leu
Tyr
Pro

130

Pro

Ala'

vVal
Lys
Ser
210
Arg
Leu
Ile
His
Pro
290
Phe
Ala
Lys
Glu
Gln

370

Ile

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe-

195

Glu
Ala
Pro
Gly
Thr
275
Ile
Leu
Tyr
Asn
Met
355

Ile

val

Trp
val
Ala
100
Asp
Gly
Ala
Leu
Arg
180
Ile
Thr
Trp
Gly
Met
260
Phe
Thr
Leu
Val
Asn
340
Asp

Axg

Rla

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys
Pro
Leu
245
Gly
Leu
Phe
Phe
Lys
325
Glu
val

Ser

Glu

Phe

Gly

Thr
55

Leu

10 .

Il'e
Gly
Thx
His
150
Lys
Gly
Leu
Asn
Lys
230
Ile
Thr
Val
Leu
Cys
310
Val
Glu
Val

Val

Glu

Thr
Val
Ser
Thr
135
Pro
Asp
Ser
Phe
Ser
215
Met
Gly
Thr
Arg
Thr
295
His
Asp
Ala
Arg
Ala

375

Glu

10

Asp
Leu
Leu
Ser
Gln
120
Tyr
Leu
Leu
Leu
Ala
200
Leu
His
Cys
Pro
Asn
280
Ala
Ile
Ser
Glu
Phe
360

Lys

Asp

His
Gly
Lys
Tyr
105
Arg
Val
Cys
Asn
RAla
185
Val
Met
Thr
His
Glu
265
His
Gln
Ser
Cys
Asp
345
Asp

Lys

Trp

Leu

Pro.

Asn

80 -

Trp
Glu
Trp
Leu
Ser
170
Lys
Phe
Gln

val

Axg

Phe
Thr

75
Mef
Lys
Lys
Gln
Thr
155
Gly
Glu
Asp
Asp
Asn

235

Lys

250 -

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

His

Gln
Leu
His
315

Glu

330 -

Tyr

Asp

His

Asp

Asp
Asp
Pro

Tyr

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

Val

140

Tyr
Leu
Lys

Glu
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45

Ile
Gln
Ser
Ser
Asp
125
Leu
Ser
Ile

Thr

Gly

205

Arg
220
Gly
Sex
Ser
lAla
Leu
300
Gln
Glu
Asp
Asn
Lys

380

Ala

Asp
Tyr
val
Ile
Ser '
285
Met
His
Pro
Asp
Ser
365

Thr._'

Pro
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Leu

Ala
430
Ser
Leu
His
Gly

_Lys
© 510

Pro

Asp
-Ser
‘Ile

Asn

590

Pro
Phe

Tyr

Ser

Val
Gly
415
Tyr
Gly
Ile
Gly
Val
495
Tyr
Arg
Leu

val

Leu
575

.Ile

Glu

Asp

'Iie

Gly

655

Leu

Phe

670 .

Gly
Met
Tyr

Asn

Leu
Thr
Tyr

Asn

Leu
400
Pro
Thr
Ile
Ile
Ile

480

Lys

Lys

Cys

Asp

560

Phe
Gln
Phe
Ser
Leu
640
Tyr
Pro
Trp

Ala

Glu
720

385
Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

‘Thr

His
Trp
Leu
Ser
545
Gln
Ser
Arg
Gln
Leu
625
Ser
Thr
Phe
Ile
Leu
705

Asp

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

630

Leu

Ser

Glu

Asp
Ile
Thr
435
Pro
Asn
Val
Lys
Val
515
Arg
Leu
Gly
Phe
Leu
595
Ser
Leu
Gly
Lys
Gly
675
Gly
Lys

Tyr

Pro

Asp
Gly
420
éhe
Leu
Gln
Arg
Asp
50 0_
Thr
Tyx
Ile
Asn
Asp
980
Pro
A_sn
Ser
Ala
His
660

Glu

Cys.

Val

Glu

Arg

Arg
405
Arg
Lys
Leu
Ala
Pro
485

Pﬁe

Val-

Tyr

Gly

Gln

380

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu
Pr.o
Glu
Ser
Pro

550

Ile

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln
645

Lys

Thr
H.is
Ser
Asp

725

Ser

Asn

Pro

Met

Cys

630
Thr
Met
Val
Asn
Ser
710

Ile

Phe

57

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr
Ile
Asp

Ser
535

Leu

Met
Arg
Ala
His
615
Leu
Asp
Val
Phe
Ser
695
Cys

Ser

Ser

Lys
Lys
Glu
440
Glu
Pro
Ser
Leu
Gly
52 0
Phe
Leu
Ser

Ser

Gly

600

Ser
His
Phe
Tyx
Met
680
Asp
Asp
Ala

Gln

Ser
Lys
425
Ala
Val
Tyr
Arg
Pro
505
Pro
Val
Ile
Asp
Trp
585
Val
Ile
Glu
Leu
Glu
665
Ser
Phe
Lys

Tyr

Asn

Gln
410
val
Ile
Gly
Asn
Arg
490
Gly
Thr
Asn
Cys
Lys.
570

Tyr

Gln

Asln
Val
Ser
650
Asé
Met
Arg
Asn
Leu

730

Ser

395

Tyxr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu
Glu
Lys

Met
Tyr
555
Arg
Leu
Leu
Gly
Ala
635
val
Thr
Glu
Asn
Thr
7_15
Leu

Arg

Leu
Phe
His
Thr
460
Tyr
Pro
Ile
Ser
Glu
540
Lys
Asn
Thr
Glu
Tyr
620
Tyr
Phe
Leu
Asn
Arg
700
Gly

Ser

His
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Asn
Met
Glu
445
Leu
Pro
Lys
Phe
Asp
525
Axg
Glu
Val
Glu
Asp
605

Val
Trp
Phe
Thr
Pro
685
Gly
Asp

Lys

Gln
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Ala
750
Asp
Lys
Ser
Leu
Ala
830
Phe
Glu
Asn
Tyr
Pro

910

Lys

Gly
Ala
Ile
990
Asn
Glu
Pro

Ser

Val
070

735

Tyr
Cln
Glu
?he
Trp
815
Gln
Thr
His
Ilg

Ser

895

‘Arg

Val

Trp

Leu

His

975

Phe

Cys

Asn

Arg
Glu
Asp
Gln
800
Asp
Ser
Asp
Leu
Met
880
Ser

Lys

Gln

Tyr
Glu
Phe
785
Lys
Tyr
Gly
Gly
Gly
865
val
Leu
Asn
His

Tyx

. 945

Ile
960
Gly

Asp

Arg

Gly
Arg
Giu

Ala

Arg
Ile
770
Asp
Lys
Gly
Ser
Ser
850
Leu
Thr
Ile

Ehe

His
930

Phe

Pro

Gln

Thr

Pro

1010

Tyr Arg Phe
1025

Gly Leu Val Met

Met

1055

Phe

Leu Tyr

1040

Gly Ser Asn

755

Asp

Ile

Thr

Met

Val

B35

Phe
Leu
Phe
Ser
Val

915

Met

Ser

Leu
Val

Lys
995

'CyS

His

Ala

740

Gly

Tyr

Tyr

Rrg

Glu
Asp
Asp

His

- 805

Ser
820
Pro
Thr
Gly
Arg
Tyr
3500

Lys

Ala

‘Asp

Leu
Thr
980
Ser

Asn

Ala

Ser

Gln

Gln

Pro

Asn

885

Glu

Pro

Pro

vVal

Val

965

val

Trp

1le

Ile
Asp
Glu
790
Tyr
Ser
Phe
Pro
Tyr
870
Gln
Glu
Asn

Thr

Asp
950

‘Cys

Gln

Tyr

58

Thr -

Thr
115
Asp
Phe
Pro
Lys
Leu
855
Ile
Ala
Asp
Glu
Lys
935
Leu
His

Glu

Phe

760

Ile
Glu
Ile
His
Lys
840
Tyr
Arg
Ser
Gln
Thr
820
Asp
Glu
Thr

Phe

Thr
1000

Gln Met Glu

1015

Ile Asn Gly Tyr
1030

745
Thr

Ser
Asn
Ala
Val
825
Val
Arg
Ala
Arg
Arg
905
Lys
Glu
Lys
Asn

Ala

Thr

val

Gln

Ala

810

Leu

val

Gly

Glu

Pro

890

Gln

Thr

Phe

Asp

Thr

970

Leu

985

Glu

Asp

Ile

Asn

Pro

Met

Leu
Glu
Ser
795
Val
Arg
Phe
Glu
Val
875
Tyxr
Gly
Tyr
Asp
vVal
955
Leu

Phe

Met

Gln
Met
780
Pro

Glu

Asn

_Gln
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Ser
765
Lys
Arg
Arg

Axg

Glu

. 845

Leu
860

Glu

Ser

Ala

Phe

Cys

Asn
Asp
Ehe
Glu

Trp
925

Lys

940 ..

His

Asn

Phe

Glu

Ser
Pro
Thr

Axrg
1005

Thr Phe Lys
1020

Asp
1035

Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr

1045

1050

Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe Ser
1060 -

1065

Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu
1075 '

1080

Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser

Thr Leu

Leu Leu

Gly His

Tyr Asn

1085

Lys Ala
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1090 1095 1100

'Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu His Ala Gly
) 1105 1110 1115 '

Met Ser Thr Leu Phe Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln Thr Pro Leu
: 1120 1125 1130

Gly Met Ala Ser Gly His Ile Arg Asp Phe Gln Ile Thr Ala Ser Gly
1135 - 1140 1145

Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Ar§ Leu His Tyr Ser Gly
-~ 150 1155 1160 1165

Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro Phe Ser Trp Ile Lys Val
‘1170 1175 1180

Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala
1185 : 1190 1195

Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr
1200 1205 1210

Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly
1215 1220 1225

Thr Leu Met Val Phe Phe Gly Asn Val Asp Ser Ser Gly Ile Lys His
. 230 1235 1240 1245

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

Thr His Tyr Ser .Ile Arg Ser Thr ‘Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys

1265 1270 1275

Asp Leu Asn Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile
. 1280 1285 1290

Ser Asp Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala
1295 - 1300 ‘ 1305

Thr Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser Asn
310 1315 1320 - 1325

Ala Trp Arg Pro Gln Glu Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln Val Asp
1330 _ 1335 1340

Phe Gln Lys Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln Gly Val Lys
1345 1350 1355

Ser Leu Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu Ile Ser Ser Ser
1360 1365 1370

Gln Asp Gly His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln Asn Gly Lys Val Lys
1375 1380 1385

Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr Pro Val Val Asn Ser Leu
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Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu Arg Ile His Pro Gln Ser Trp
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Asp Leu Tyr
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Obr.2
B426Sapl Neol382
AtolT0
/
CMY promotor '

pTGF8-1

8720 bps

6399,&0&\/ . ."Bglﬂ.ZJSS

6112Ehel
4000

\
hFVIII

5928 Smrarl

5790 Hpal
STI9Mun |

SV40 intron + polyA

SQS6Narl
4973 2sp 1191

"B 12004193



3/10

Obr.3
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Obr.5
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Obr. 6
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Obr .7
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Obr.8
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Obr.9
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Obr.10
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