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RESUMO

"ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAM IMUNOGLOBULINAS QUE POSSUEM
EPITOPOS DE gpl00 E TRP2"

A presente invengdo proporciona um acido nucleico que
compreende um promotor nao especifico e uma sequéncia que
codifica um anticorpo recombinante. A molécula de anticorpo
tem epitopos de linfdécitos T heterdlogos na mesma de modo
que o anticorpo nao pode tomar a sua conformagdao nativa
gquando o acido nucleico € expresso. Os epitopos de
linfécitos T heterdlogos sao:

GTGRAMLGTHTMEVTVYH em CDRH1 e CDRL3
SVYDFFVWL em CDRHZ2, e
WNRQLYPEWTEAQRLD em CDRH3 e CDRLI1.
A administracdo de acido nucleico resulta numa

resposta imune contra os epitopos de células T.



DESCRICAO

"ACIDOS NUCLEICOS QUE CODIFICAM IMUNOGLOBULINAS QUE POSSUEM
EPITOPOS DE gpl00 e TRP2”

A presente 1invencgdo refere-se a acidos nucleicos e a sua
utilizagcao como vacinas, aos acidos nucleicos que codificam
epitopos de linfdécitos T contra os gquais se guer desencadear uma
resposta imune. Tais vacinas podem ser utilizadas no tratamento de
tumores.

No campo das vacinas contra o cancro e 1infecgdes virais
crénicas, estd-se a tornar evidente que factores diferentes da
frequéncia, tais como a avidez funcional de células T especificas
de tumor e via de sensibilizagdo, sao determinantes principais na
maximizagdo da eficacia da vacina. Varios grupos mostraram gque as
células T CD8" de alta avidez demonstram actividade antitumoral
superior (Alexander-Miller, Immunologic Research, 2005: 31: 13-24.
Hodge et al, J Immunol 2005; 174: 5994-6004, Valmori et al, J
Immunol 2002; 168: 4231-40, Zeh et al, J Immunol 1999; 162; 989-
94). Foil sugerido que os linfdcitos T de alta avidez desempenham
um papel vital na regressao tumoral em pacientes. Isto ¢é
exemplificado num estudo em gque se detectaram linfécitos que se
infiltram em tumores (TIL) especificos de antigénios de alta
avidez num paciente com uma 1impressionante regressao tumoral
(Khong & Rosenberg, J Immunol 2002; 168: 951-6). Também estao a
aparecer evidéncias que demonstram que a transferéncia adoptiva de
células T especificas de tumor autdlogas estimuladas in vitro é
bem sucedida, possivelmente porque a estimulagdao in vitro permite
a selecgao das células T de alta avidez (Vignard et al., J Immunol
2005; 175: 4797-805, Dudley et al., J Immunother 2001; 24: 363-73,
Morgan et al, J Immunol 2003; 171: 3287-95, Rosenberg & Dudley,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 2004; 101 Supl 2: 14639-45).

Até agora varios grupos tentaram induzir uma resposta imune
celular contra um epitopo predeterminado utilizando um anticorpo
como um portador para esse epitopo. Por exemplo, o documento WO
96/19584 (Bona et al.) revela anticorpos quiméricos em gque sao

inseridos epitopos de células T nas regides determinantes de



complementaridade (CDR) de um anticorpo e alega que tais
anticorpos quiméricos sao adeguados para induzir uma resposta de
linfdécitos T citotdxicos (CTL). No entanto, este documento revela
que o ADN deve codificar uma proteina funcional. Portanto, no
resumo, indica-se que “as capacidades funcionais do epitopo e da
imunoglobulina parental sao conservadas”. Além disso, na pagina
21, indica-se "“que a insercao do epitopo desejado deveria ser numa
regido do acido nucleico que codifica a molécula de imunoglobulina
parental que nao seja essencial para a expressao ou funcao da
molécula de imunoglobulina parental”. Além disso, todos 0s
exemplos no documento WO 96/19584 mostram que ¢é produzida
imunoglobulina intacta apds a insercao do epitopo de linfdécitos T.

A Patente dos Estados Unidos N° 7.067.110 revela um método
para induzir uma resposta imune contra um antigénio utilizando uma
proteina de fusao de anticorpo gue nao possui um dominio de regiao
variavel de imunoglobulina fusionado com o antigénio por uma
ligagao polipeptidica. A proteina de fusao conserva a capacidade
de se ligar a Fc.

O documento EP0759944 revela um procedimento para incorporar
epitopos de células T dentro de uma molécula de anticorpo que €
secretada como uma proteina de imunoglobulina intacta e gue pode
direccionar epitopos de CTL para tumores para torna-los melhores
alvos para CTL.

O documento WO 00/64488 revela que uma resposta de CTL pode
ser induzida por um acido nucleico que codifica um anticorpo
quimérico que tem epitopos de linfdécitos T heterdlogos inseridos
nas CDR mas nao na regiao variavel dos mesmos, contanto que o
dacido nucleico se destine a expressdo em linfdcitos B. Ja que os
linfécitos B nao podem estimular respostas de linfécitos T naive,
a vacina descrita no documento WO 00/64488 seria Util somente no
reforgco de respostas de linfécitos T preexistentes.

O documento WO 02/092126 revela que uma resposta de CTL pode
ser induzida por um polipéptido gque compreende um epitopo de
linfécitos T heterdlogos e a parte de Fc humano que se liga ao
receptor (CD64 de alta afinidade. ©No entanto, o©s ©presentes
inventores mostraram agora gue a disrupgao da sequéncia de
anticorpo pela insercao de um epitopo de 1linfécitos T, por

exemplo, dentro de uma CDR inapropriada ou inclusive dentro da



regiao variavel de um anticorpo, evita a associacdo de cadeia
pesada e leve e nao é secretado anticorpo funcional. O ADN gue
codifica estes anticorpos com enrolamento incorrecto gera de forma
inesperada respostas de linfdcitos T fortes. Além disso, isto nao
¢ mediado por meio de CD64 Jja que IgG2 humana, gue nao se une a
CD64 de ratinho ou humano, funciona tao eficazmente como IgGl
humana.

Num aspecto da presente invengdao ¢é proporcionado um acido
nucleico que compreende um promotor nao especifico e uma sequéncia
que codifica um anticorpo recombinante, em que a molécula de
anticorpo tem epitopos de linfécitos T heterdlogos de modo que o
anticorpo nao pode tomar a sua conformacgao nativa quando o Aacido
nucleico é expresso, sendo os epitopos de linfécitos T
heterdlogos:

GTGRAMLGTHTMEVTVYH em CDRH1 e CDRL3

SVYDFFVWL em CDRHZ2, e

WNRQLYPEWTEAQRLD em CDRH3 e CDRLI1.

Sem desejar estar vinculado pela teoria, a presente invencgao
baseia-se, pelo menos em parte, no conceito de que uma resposta a
linfécitos T contra um epitopo de linfdcitos T especificos (tal
como um epitopo de CTL), pode ser gerada por meio da administracao
de um acido nucleico que codifica um polipéptido que inclui o
epitopo de linfécitos T mas nao epitopos de linfécitos T
reguladores. Acredita-se gque o 4acido nucleico € captado por
células apresentadoras de antigénios (APC), migra para os ganglios
linfaticos e €& apresentado directamente ou € expresso para
produzir um polipéptido que é secretado e que é captado depois por
outras APC. O primeiro acido nucleico mencionado ¢ adequado para
estimular epitopos de 1linfdécitos T auxiliares e o segundo €
adequado para estimular respostas de CTL. O polipéptido que ¢é
codificado pelo acido nucleico idealmente ndo tem nenhum epitopo
de linfécitos T naturais. Os polipéptidos adequados com respeito a
isso sao moléculas imunes, tais como anticorpos. Sao adequadas
para a pratica da presente invencdo cadeias pesadas e leves de
anticorpos que nao se podem associar de modo que a cadeia leve
permanece nas APC e de modo que a cadeia pesada é secretada.

Foi identificada uma populacdao de linfécitos T supressores

aproximadamente hd 40 anos, mas o progresso fol dificultado pela



falta de técnicas especificas para identificar as células e devido
ao cepticismo cientifico com respeito a existéncia de supressao.
No entanto, Sakaguchi et al. ressuscitou o interesse nas células
supressoras em 1995 demonstrando que a transferéncia de linfécitos
com deplecdo de linfécitos T CD4'CD25" em ratinhos atimicos
provocou o desenvolvimento de diversas doengas autoimunes nos
ratinhos receptores e que a reconstituicdo com linfécitos T
CD4'CD25" evitou reacgbes autoimunes nestes ratinhos (Sakaguchi et
al J. Immunol 1995; 155: 1151-1164). Posteriormente, numerosos
estudos em ratinhos e seres humanos mostraram gque diversas
populacdes de linfdécitos T com actividade reguladora desempenham
um papel importante na supressao de respostas imunes (tanto inatas
como adaptativas) a antigénios préprios - self - (controlando a
tolerédncia ao self) (Sakaguchi et al J Immunol 1995; 155: 1151-
1184) assim como exdégenos (Shevach, Immunity 2006; 25: 195-201,
Coleman et al, J. Cell Mot. Med 2007; 11: 1291-1325). Foi mostrado
que a deplegao de linfdcitos Treg em modelos de ratinho de cancro
melhora a rejeicdao de tumores mediada por resposta imune enddgena
(Shimizu, et al, J. Immunol. 1999; 163: 5211-5218, Onizuka et al,
Cancer Research 1999; 59: 3128-3133) e a imunidade antitumoral
especifica de antigénios (Tanaka, et al, J. Immunother. 2002; 25:
207-217). Além disso, a deplecao de 1linfécitos Treg aumenta a
imunoterapia tumoral incluindo vacinag¢do (Tanalca, et al, J.
Immunother. 2002; 25: 207-217, Dannull et al, J. Clin. Invest.
2005: 115: 3623-3633) e Dblogqueio de CTLA-4 (Sutmuller et al, J.
Exp. Mad. 2001; 194: 823-832). Além disso, sao aumentados os
numeros de linfécitos Treg no sangue periférico (Woo et al, Cancer
Research 2001; o©l: 4766-4772, Curiel et al, Nature Medicine 2004;
10: 942-949, Wolf et al. Clin. Cancer Research 2003; 9: 606-612.
Sasada et al, Cancer 2003; 98: 1089-1099) e populam o
microambiente tumoral e drenam os ganglios linfaticos (Curiel et
al, Nature Medicine 2004; 10: 942-949, Sasacia et al, Cancer 2003;
98: 1089-1099, Livyanage et al, J. Immunology 2002: 169: 2756-2761,
Matsuura et al, Cancer 2006; 106: 1227-1236. Yang et al, Blood
2006; 107: 3639-3646, Alvaro et al, Clin. Cancer Research 2005;
11: 1467-1473) de pacientes com diferentes cancros. Em pacientes
com carcinoma gastrico (Sasada et al, Cancer 2003; 98: 1089-1099,

Ichihara et al, Clinical Cancer Research 2003; 9; 4404-4408) e



cancro de ovario (Curiel et al, Nature Medicine 2004; 10: 942-949)
foram associados progndéstico negativo e taxas de sobrevivéncia
reduzidas com maiores frequéncias de linfdécitos Treg. Também foi
mostrado que os linfdcitos Treg suprimem/inibem a proliferacao,
produgao de citocinas (IFNy, IL-2) e actividade «citolitica de
linfécitos T CD8' (Liyanage et al, J. Immunology 2002; 169: 2756-
2761, Piccirillo et al. J. Immunology 2001; 167: 1137-1140, Mempel
et al, Immunity 206; 25: 129-141, Annacker et al, J. Immunology
2001; 1le66: 3008-3018, Woo et al, J. Immunology 2002; 168: 4272-
4276) e CD4" (Liyanage et al, J, Immunology 2002, 169: 2756-2761,
Ichihara et al, Clinical Cancer Research 2003; 9: 4404-4408,
Nishikawa et al, Blood 2005; 106,008-1011) especificos de tumor.
Além disso, os linfécitos Treg podem suprimir as funcgbes das
células dendriticas (Romagnani et al, Eur. J. Immunol. 2005; 35:
2452-2458), linfécitos NK (Ralainirina et al, J. Loukoc Biol.
2007; 81: 144-153) e linfécitos B (Lim et al, J. Immunology 2005;
175: 4180-4183). Tomados Jjuntos, estes estudos sugerem um papel
importante dos linfdécitos Treg na imunopatologia tumoral e indicam
uma correlacgdo prdéxima entre as frequéncias de linfécitos Treg e o
crescimento tumoral.

Os linfécitos Treg sdo divididos em 1linfécitos T CD4'CD25"

naturais e diversas populacgdes de linfécitos Treg
induzidos/adaptativos (Shevach, Immunity 2006; 25: 196-201,
Bluestone et al, Nat. Immunol. 2005; 6: 345-352) (Quadro 1).
Aproximadamente 5 %-10 % dos linfécitos T CD4' em ratinhos e seres
humanos sao linfécitos Treg naturais (Sakaguchi et al, Nat.
Immunology  2005; 6: 345-352). Os linfécitos Treg naturais

desenvolvem-se no timo por interaccao de TCR forte com péptido
préprio (Picca et al, Current Opinion in Immunafogy 2005; 17: 131-
136, Jordan et al, Nature Immunology 2001; 2(4): 301-306, Picca et
al, Immunological Reviews 2006; 212: 74-85), enguanto que o0s
linfécitos Treg induzidos desenvolvem-se a partir de linfdécitos T
ndo reguladores na periferia. Esta conversao extratimica requer
condig¢des imunoldgicas especiais tais como exposicao continua a
baixa dose de antigénio, exposigcdo a um antigénio periférico
sistémico ou exposigdo a TGFP (Shevach. Immunity 2006; 25: 195-201,
Akbar et al, Nat. Rev. Immunol. 2007; 7: 231-237). Os linfdécitos

Treg podem mediar sua supressao pPoOr um ou uma combinacgao dos



seguintes mecanismos: i) mecanismo dependente de contacto célula-
célula, 1i) através da secrecao de citocinas imunosupressoras como
IL-10 ou TGFB ou 1ii) morte directa de células alvo pela via de
perforina-grancima (von Boehmer, Nature Immunology 2005; 6(4):
338-344).

Até hoje, sabe-se muito pouco sobre a especificidade de
antigénio dos linfécitos Treg humanos. Wang et al. notificaram a
identificacgao de clones de linfdécitos Treg funcionais
CD4'CD25'GITR' especificos de LAGE-1 em pacientes com cancro (Whang
et al, TImmunity 2004; 20: 107-118). Vence et al. demonstraram a
presenca de linfécitos Treg CD4' especificos de antigénio tumoral
no sangue periférico de pacientes com melanoma metastdasico (Vence
et al, PNAS 2007; 104(52): 20884-20889). Estes linfdcitos Treg
reconheceram uma ampla série de antigénios tumorais, incluindo
TRP1, NY-ESO-1, gpl00 e survivina. Além disso, Vence et al. foram
0s primeiros em demonstrar a presenca de epitopos de linfdécitos
Treg especificos de NY-ESO-1 dentro da molécula de NY-ESO-1. Além
disso, mostrou-se qgque a vacinagao de pacientes com melanoma com
células dendriticas carregadas com péptidos sintéticos ou lisados
tumorais induzia o aumento das frequéncias de linfécitos Treg,
juntamente com a expansdao de linfécitos T CD8' especificos de
tumores (Chakraborty et al, Hum. Immunology 2004; 65: 794-802).
Isto sugere a possibilidade de que a vacina continha epitopos de
linfécitos Treg nao identificados assim como epitopos de
linfécitos T CD8', que levam a expansdao de linfécitos Treg in vivo
por activacdo especifica de ligando através do receptor de
linfécitos T de linfécitos Treg (TICR). E amplamente aceite que os
linfécitos Treg requerem activacgao especifica de antigénios
através de unido/reconhecimento de TCR mas mediam na supressao de
testemunha nado especifica de antigénio (Thorton & Shevach, J.
Immunology 2000; 164: 183190). Além disso, Li et al. sugeriram a
existéncia de epitopos de Treg dominantes dentro da proteina do
nicleo do Virus da Hepatite C que estimulavam os linfécitos Treg
especificos de VHC em pacientes infectados (Li et al, Immunol.
Cell Biol. 2007; 85(3): 197-204). Colectivamente, estes estudos
além do achado recente de que a imunizagao de ratinhos
transgénicos HHD com a construcdo de ADN antiendotelial C200Fc,

nado estimulava uma resposta imune antitumoral especifica de Tie-2;_



196 significativa e o aumento da fregquéncia de células secretoras de
IFNY especificas de Tie-2;_195 de esplendcitos de ratinhos HHD depois
da eliminacdo de linfécitos Treg CD4'CD25" (por administracdo de
400 Mg de anticorpo monoclonal PC61l) antes de imunizagao com ADN
de C200Fc (Middleton, Tese de Doutorado. Universidade de
Nottingham, Novembro de 2007) indicam que o Tie-2:1.19¢ dentro da
vacina de ADN contém epitopos de linfdcitos Treg nao identificados
assim como o epitopo CD8'. Isto explicaria o fracasso da vacina
para romper a tolerdncia com o antigénio préprio Tie-2 e para
induzir imunidade antitumoral em ratinhos HHD devido a linfécitos
Treg expandidos especificos de antigénio abundantes que suprimem a
resposta imune antitumoral mediada por células. Existe, portanto,
uma vantagem em expressar epitopos efectores de T com portadores
imunes inertes qgue nao expressam epitopos de Treg para dirigir a
resposta imune ao epitopo efector e evitar estimulacao da resposta
de Treg dominante.

Vantajosamente, o acido nucleico da presente invencgdo inclui
uma sequéncia que codifica uma sequéncia, tal como uma sequéncia
lider, que permite que o polinucledtido expresso, e
especificamente a cadeia pesada do anticorpo recombinante, seja
secretado. Isto permite que o polinucledétido seja transferido a
células apresentadoras de antigénios (APC). A sequéncia poderia
ser uma sequéncia lider que se expressa de forma natural com o
polinucledtido ou poderia ser uma sequéncia lider heterdloga, tal
como uma sequéncia lider de imunoglobulina, que é adicionada.

A estrutura de uma cadeia pesada de anticorpo € conhecida
pelos pertios na especialidade e geralmente inclui regides
variaveis e constantes. O anticorpo pode ser monoclonal ou
policlonal e pode ser IgA, 1IgD, IgE, IgG ou IgM, embora seja
preferido IgG. O anticorpo de IgG pode ser gqualgquer subclasse de
IgG, tal como IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4 humana ou IgGl, IgG2a,
IgG2b ou IgG3 de ratinho. O anticorpo de IgG pode ser um anticorpo
de IgGl humana gque tem o dominio de wunido Fc de IgG2 ou um
anticorpo de IgG2 humana que tem o dominio de unido de Fc de IgGl.
A cadeia pesada pode ter a regiao constante de um anticorpo humano
e a regiao variavel ou hipervariavel (CDR) de um anticorpo
monoclonal de ratinho em que foram inseridos epitopos de

linfdécitos T heterdlogos. A regido variavel distinta da regiéo



hipervariavel também pode ser derivada da regido variavel de um

anticorpo humano. Quando se aplica a anticorpos (isto ¢é, que

compreende uma cadeia pesada e uma cadeia leve), ¢é dito que o
anticorpo ¢é Thumanizado. Conhecem-se na técnica métodos para
preparar anticorpos humanizados. Sao descritos métodos, por

exemplo, em Winter, Patente de Estados Unidos N° 5.225.539. A
regiao variavel da cadeia pesada fora da regido hipervariavel de
ratinho também pode ser de um anticorpo monoclonal de ratinho. Em
tal caso, a regiao variavel <completa deriva de anticorpo
monoclonal murino e, quando se aplica a anticorpos, diz-se que o
anticorpo esta quimerizado. Conhecem-se na técnica métodos para
preparar anticorpos quimerizados. Tails procedimentos incluem, por
exemplo, os descritos nas Patentes de Estados Unidos de Boss
(Celltech) e de Cabilly (Genentech). Veja-se também Patente de
Estados Unidos N° 4.816.397 e 4.816.567, respectivamente.

Pode ser proporcionado um dcido nucleico separado que codifica
a cadeia leve do anticorpo. O epitopo de linfdcitos T pode ser tal
gque a cadeia leve nao toma sua conformagao nativa quando se
expressa o acido nucleico. A cadeia leve pode ter qualquer das
caracteristicas descritas no presente documento com respeito a
cadeia pesada. 0O anticorpo da invencao pode ter a sequéncia da
Figura 60.

A invencao também proporciona:

e uma vacina que compreende um acido nucleico da invencao e um
adjuvante;

e uma composicgdo farmacéutica que compreende um acido nucleico
da invencao e um portador, excipiente ou diluente
farmaceuticamente aceitavel;

e um acido nucleico da invencgdo para utilizacgdo em medicina;

e a utilizagdo de um acido nucleico tal da invengédo no fabrico
de um medicamento para estimular uma resposta imune contra pelo
menos um dos epitopos de linfécitos T; e

e um acido nucleico da invengdo para utilizacdo na estimulacgéao
de uma resposta 1mune contra pelo menos um dos epitopos de
linfécitos T.

Surpreendentemente, o0s presentes inventores decobriram gue
anticorpos, tais como anticorpos monoclonais, dque podem ser

humanos ou nao humanos, que tém epitopos de linfdécitos T



predeterminados clonados dentro de suas regides variaveis, de modo
que se rompa a estrutura de anticorpo primaria, inibem o
dobramento e/ou limitam a secrecdo a somente cadeia pesada ou
quantidades muito baixas de anticorpo intacto, estimulam respostas
de linfdécitos T especificos de antigénio e auxiliares fortes. Os
inventores também descobriram que este efeito pode ser conseguido
utilizando 4&cido nucleico que codifica a cadeia pesada de um
anticorpo. Acredita-se que o epitopo de 1linfécitos T seja
processado mas nao seja destruido pelo imunoproteassoma. Em certas
formas de realizagao, a invengao proporciona uma vacina de ADN que
apresenta epitopos de linfécitos T ©predefinidos dentro de
imunoglobulina desnaturada que potencia a frequéncia e a avidez da
resposta de linfdécitos T. Os polipéptidos codificados pelos acidos
nucleicos da invencgao podem ser denominados no presente documento
“immunobodies”.

O achado de que pode ser estimulada uma resposta imune contra
um epitopo de linfécitos T por um acido nucleico que codifica pelo
menos a cadeia pesada de uma cadeia de imunoglobulina em que foi
inserido o epitopo de linfdécitos T de modo que uma molécula de
imunoglobulina ndo pode tomar sua conformagdo nativa é contréario
as expectativas da técnica, em que € ensinado que o anticorpo deve
ser expressa numa forma funcional. Por exemplo, como foi analisado
anteriormente o documento WO 96/19584 ensina que, gquando um Aacido
nucleico codifica um anticorpo em gue sado inseridos epitopos de
linfécitos T nas CDR do anticorpo, o acido nucleico deve codificar
um anticorpo funcional. De forma similar, o documento EP0759944
descreve um procedimento para incorporar epitopos de linfdécitos T
dentro de uma molécula de anticorpo que é secretado como uma
proteina de imunoglobulina intacta. Embora a patente de Estados
Unidos n° 7.067.110 revela gque pode ser 1induzida uma resposta
imune contra um antigénio por uma proteina de fusao de anticorpo e
o antigénio, o anticorpo ¢é revelado gue nao possul uma regiao
variavel de imunoglobulina. Além disso, esta proteina de fusao
terd epitopos de linfécitos T reguladores no antigénio. Portanto,
embora a proteina pode estimular uma resposta imune, nao
estimulara respostas de linfdécitos T de alta avidez devido a

epitopos de linfdécitos T reguladores no antigénio.
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Como foil analisado anteriormente, o documento WO 00/64488
revela um A4acido nucleico que codifica um anticorpo gquimérico que
tem epitopos de linfdécitos T heterdlogos inseridos nas CDR mas nao
a regiao variavel dos mesmos, o dito acido nucleico sendo dirigido
para expressdo em linfdcitos B. O &cido nucleico da presente
invengao nao ¢é dirigido para a expressao em linfécitos B e,
portanto, nado sera dirigida a 1linfdécitos B especificamente 1in
vitro ou in vivo. O acido nucleico da presente invengdo pode ser
captado por gualquer célula apresentadora de antigénio, incluindo
células dendriticas, e, portanto, pode sensibilizar respostas de
linfécitos T auxiliares e CTL naive, enquanto que a vacina
descrita no documento WO 00/64488 somente seria Util no reforgo de
respostas de linfdécitos T preexistentes.

A analise da avidez funcional de respostas induzidas por
dacidos nucleicos de acordo com a invencgao demonstrou que pode ser
gerada uma resposta de alta avidez em comparagdaoc com imunizagao
com péptido sintético. Isto estd correlacionado também com uma
capacidade potenciada de reconhecer e matar células tumorais 1in
vitro e in vivo. Esta observacdo é comparavel com a documentada em
outros estudos em que a actividade antitumoral € melhor mostrada
por CTL especificos de TRP2 de alta avidez (Zeh et al, J Immunol
1999; 162: 989-94, Harada et al, Immunology 2001; 104: 67-74).

Os acidos nucleicos da presente invencao tém um promotor nao
especifico; isto €, um promotor que promovera a expressao do acido
nucleico mas gque nao tem especificidade para células em gque é
promovida a expressao. O promotor provoca preferivelmente
expressao do acido nucleico em células dendriticas e/ou
queratindécitos. Os exemplos de promotores adequados incluem o
promotor de CMV, o promotor de SV40 e outros promotores nao
especificos conhecidos pelos peritos na especialidade.

O acido nucleico de certos aspectos da invencdo codifica um
anticorpo que inclui todos os elementos ©principais de um
anticorpo, 1sto ¢é cadeias pesadas e 1leves gque incluem regides
variaveis e constantes. O anticorpo pode ser monoclonal ou
policlonal e pode ser IgA, IgD, IgE, IgG ou IgM, embora seja
preferido IgG. O anticorpo de IgG pode ser de qualquer subclasse
de IgG, tal como IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4 humana ou IgGl, IgG2a,
IgG2b ou IgG3 de ratinho. O anticorpo de IgG pode ser um anticorpo
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de IgGl humana gque tem o dominio de wunido a Fc de IgG2. O
anticorpo pode ter a regiaoc constante de um anticorpo humano e a
regiao variavel ou hipervariavel de um anticorpo monoclonal de
ratinho em dque foram inseridos epitopos de linfécitos T
heterdlogos. A regido variavel distinta da regidao hipervariavel
também pode derivar da regido variavel de um anticorpo humano. Um
anticorpo tal é dito que ¢ humanizado. Conhecem-se na técnica
procedimentos para preparar anticorpos humanizados. Os
procedimentos sao descritos, por exemplo, em Winter, Patente de
Estados Unidos N° 5.225.539. A regido variavel do anticorpo fora
da regido hipervariavel de ratinho também pode derivar de um
anticorpo monoclonal de ratinho. Em tal caso, a regido variavel
completa deriva de anticorpo monoclonal murino e é dito que o
anticorpo esta quimerizado. Conhecem-se na técnica métodos para
preparar anticorpos quimerizados. Tails procedimentos incluem, por
exemplo, os descritos nas patentes de Estados Unidos de Boss
(Celltech) e de Cabilly (Genentech). Vejam-se também Patentes de
Estados Unidos N° 4.816.397 e 4.816.567, respectivamente.

O &cido nucleico de certos aspectos da invencdao é tal que a
cadeia pesada, cadeia leve ou molécula de imunoglobulina expressa
do mesmo tem pelo menos um epitopo de linfécitos T heterdlogo no
mesmo de modo dque a cadeia pesada, cadeia leve ou anticorpo
completo nao possa tomar sua conformacao nativa. O epitopo de
linfécitos T pode interromper a proteina expressa de modo que a
cadeia pesada ou o anticorpo ja nao podem unir-se a seu antigénio,
de modo gque as cadelas pesadas e leves ja nao se podem associar ou
de modo que a cadeia pesada ou o anticorpo nao possam Ser
secretadas de forma apropriada, por exemplo. A interrupcgao pode
ser na estrutura terciaria do anticorpo que pode evitar a formagao
das ligagdes dissulfureto.

Como é analisado em mais detalhe posteriormente, os epitopos
de 1linfécitos T sao inseridos em ou substituidos pelas regides
CDR1 e CDR2 do anticorpo. CDR1 e CDR2 formam parte da conformacgao
em ladmina P do anticorpo e estdo submersas parcialmente dentro da
molécula dobrada. Qualguer mudanga em seu comprimento, composicgao
de aminodcidos ou carga rompera esta estrutura e evitara o
dobramento e associacao das cadeias pesadas e leves. CDRH3 sao

expostas na superficie da molécula de imunoglobulina e §&,
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portanto, mails permissiva para alteragdes. Em certas formas de
realizacao a perda de regides flanqueantes nos pontos de uniao de
CDRH rompe completamente o dobramento do anticorpo, mas, nao
obstante, a insercao dos epitopos nestas regides proporciona boas
respostas de linfécitos T. A incorporacao de qualquer epitopo
dentro da CDRH1 (5 aminoacidos de comprimento) ou CDRH2 (17
aminodcidos de comprimento) provoca suficiente interrupcgdo para
permitir a secrecao de cadeia pesada, mas somente quantidades
muito pequenas de anticorpo intacto, inclusive se a cadeia leve
tem sua sequéncia nativa. Isto mostra que a estrutura secundaria é
importante para emparelhamento de cadeias pesadas e leves. A
incorporacao de qualquer epitopo dentro de CDRL1 da cadeia leve da
como resultado um baixo nivel de secrecdao da cadeia leve,
inclusive se somente existe um epitopo simples incorporado na
CDRH3 da cadeia pesada.

Pretende-se que “epitopo de linfécitos T heterdélogo”
signifique um epitopo de linfdécitos T que € heterdlogo para o
anticorpo. Por exemplo, um epitopo de linfdcitos T heterdlogo pode
ser um gque nao estava previamente presente no anticorpo. 0O epitopo
de linfdécitos T heterdlogo pode ser inserido completo, embora
possa ser composto de uma sequéncia de aminoacidos inserida,
juntamente com aminoacidos flanqueantes da segunda parte. Isto é
para assegurar que o) epitopo inserido tem um perfil de
processamento similar no acido nucleico heterdlogo ao do antigénio
original.

Surpreendentemente os inventores descobriram que, gquando sao
inseridos epitopos de linfécitos T em regides CDR ou nao CDR
estruturalmente confinadas da cadeia pesada, proporcionam
respostas de CTL superiores. Isto parece ser devido a secrecao de
grandes quantidades de cadeia pesada, dgue somente podem ser
associadas debilmente com cadeia leve devido a 1insercgao de
epitopos volumosos em suas regides varidveis. Isto é contrario ao
dogma, que indica *“que somente as proteinas utilizadas de forma
endégena por células apresentadoras de antigénios apresentam-se em
moléculas de MHC de <classe I e sao reconhecidas por CTL”,
documento WO 96/19584. A captagao de antigénio exdgeno e
apresentacao em MHC de classe I é um processo conhecido como

apresentacao cruzada e habitualmente requer captacgao por meio de
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receptores especificos. Este poderia ser o receptor de CD64 para
anticorpos Fcyl humanos. No entanto, seria previsivel que grandes
gquantidades de anticorpo intacto ou complexos de antigénio-
anticorpo seriam melhores na direcgao a este receptor. Pelo
contrario, 0os resultados apresentados no presente documento
claramente mostram que niveis muito baixos de anticorpo intacto e
grandes quantidades de cadeia pesada livre, gue nao se deveriam
ligar a CD64, proporcionam respostas de CTL superiores. De facto,
mostram-se no presente documento que as respostas de CTL podem ser
estimuladas quando sao inseridos epitopos de CTL em anticorpos que
nado se podem unir a CD64, tais como anticorpos IgG2 ou moléculas
IgGl com sua regiao de ligacao a CD64 substituida com a regiao que
nao se liga a CD64 de IgG2.

O acido nucleico que codifica a cadeia pesada preferivelmente
inclui uma sequéncia lider para permitir gque seja secretado. Os
presentes inventores descobriram que, se a sequéncia lider da
cadeia pesada ¢é retirada para evitar a secrecao e permitir que
seja produzida mais proteina enddgena, 1isto reduz a resposta de
CTL. Isto é completamente contrdario as expectativas. Sem desejar
estar vinculado a teoria, o0s inventores acreditam que isto implica
que o acido nucleico expressa-se em células nado apresentadoras de
antigénios, que secretam altos niveis de cadeia pesada e baixos
niveis de proteina nativa gque podem depois ser captadas por
células apresentadoras de antigénios. Como alternativa, o acido
nucleico pode transfectar directamente as células apresentadoras
de antigénios que migram ao ganglio linfdtico de drenagem em que
secretam baixas gquantidades de proteina nativa e grandes
quantidades de cadeia pesada que é captado pelas mesmas ou células
apresentadoras de antigénios adjacentes e apresentam-se em MHC de
classe I a CTL naive. Portanto, para que uma vacina de acido
nucleico estimule respostas de CTL eficazes, deve codificar
preferivelmente epitopos de CTL dentro de uma proteina que ¢é
secretada a nivels muito baixos e/ou ao mesmo tempo secreta
grandes quantidades de ©proteina desnaturada. No entanto, uma
resposta de CTL nao pode maturar a uma resposta de memdria
descritiva de alta afinidade na auséncia de respostas auxiliares.
Portanto, prefere-se se forem inseridos epitopos auxiliares T na

cadeia pesada ou a molécula de imunoglobulina, preferivelmente na
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Regido wvariavel da cadeias leves de anticorpo. De novo,
surpreendentemente e ao contrario do dogma gque indica que “somente
as proteinas captadas de forma exdgena pelas células alvo
apresentam-se por moléculas do MHC de classe II e sao reconhecidas
por linfécitos T auxiliares”, a cadeia leve foil secretada somente
em quantidades muito baixas. A retirada da sequéncia livre para
evitar a secrecao da cadeia leve nao teve efeito nas respostas
auxiliares. Consequentemente, o acido nucleico da presente
invengao pode ou nao ter uma sequéncia lider para a cadeia leve do
anticorpo. Estes resultados implicam que o acido nucleico é
captado pelas células apresentadoras de antigénios gue apresentam
os epitopos de linfdécitos T no contexto de MHC de classe II de
proteina sintetizada de forma endbégena, possivelmente por
autofagia. Para que os linfécitos T auxiliares auxiliem as
respostas de CTL, ambos os epitopos de linfdécitos T que reconhecem
devem ser apresentados nas mesmas células apresentadoras de
antigénios num processo conhecido como ajuda de linfdécitos T
ligados. Isto implica que a célula apresentadora de antigénios que
sintetiza a cadeia leve, codificada pelo &acido nucleico, também
deve sintetizar, secretar e apresentar de forma <cruzada O0sS
epitopos de CTL por si mesmas ou captar a cadeia pesada de uma APC
adjacente.

Sao revelados no presente documento células dendriticas
isoladas que apresentam os epitopos de 1linfécitos T auxiliares
heterdlogos em MHC de classe II de cadeia leve produzida de forma
enddégena e epitopos de CTL  heterdlogos de cadeia pesada
apresentada de forma cruzada. Tais células dendriticas podem ser
utilizadas nas terapias descritas no presente documento.

Os 4acidos nucleicos da presente invencdo podem tornar os
epitopos de linfdécitos T existentes mais imunogénicos codificando
um anticorpo desnaturalizado que leva a um aumento em tanto a
frequéncia como a avidez de respostas de linfécitos T.

O acido nucleico da invencao pode ser ADN, ADNc ou ARN tal
como ARNm, obtido por clonagem ou produzido completamente ou
parcialmente por sintese gquimica. Para utilizacdo terapéutica, o
acido nucleico estda preferivelmente numa forma capaz de ser

expressa no sujeito a tratar.
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O acido nucleico da presente invencao pode ser recombinante ou
ser proporcionado como um 1isolado, em forma isolada e/ou
purificada. Pode estar sem ou substancialmente sem acido nucleico
gque flanqueie o0 gene no genoma humano, excepto possivelmente uma
ou mails sequéncias reguladoras para a expressao. Quando o acido
nucleico de acordo com a invengao inclui ARN, a referéncia as
sequéncias mostradas no presente documento deveria ser
interpretada como referéncia ao ARN equivalente, com T substituida
por U.

Os acidos nucleicos da presente invencao podem ser preparados
facilmente pelo perito na especialidade, por exemplo, utilizando a
informagcao e referéncias contidas no presente documento e técnicas
conhecidas na matéria (por exemplo, veja-se Sambrook, Fritsch e
Maniatis, “Molecular Cloning”, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989. e Ausubel et al, Short Protocols in
Molecular Biology, John Wiley e Sons, 1992), dadas as sequéncias
de &acido nucleico e clones disponiveis. Estas técnicas incluem (1)
a wutilizagao da reacgao em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificar amostras de dito acido nucleico, por exemplo, de fontes
gendmicas, (ii) sintese gquimica ou (iii) preparar sequéncias de
ADNc. O ADN que codifica o polipéptido pode ser gerado e utilizado
de qualquer maneira adequada conhecida pelos peritos na
especialidade, incluindo tomando ADN codificante, identificando
locais de reconhecimento de enzimas de restricao adequados a
qualquer dos lados da parte a expressar e cortando a dita parte do
ADN. Outra abordagem recombinante consiste em amplificar a parte
relevante do ADN com iniciadores de PCR adequados. Podem ser
realizadas modificagdes as sequéncias, por exemplo, utilizando
mutagénese dirigida, para levar a expressao de péptido modificado
ou para levar em consideracao preferéncias a nivel dos coddes nas
células hospedeiras utilizadas para expressar o acido nucleico.

Com a finalidade de obter a expressdo das sequéncias de acido
nucleico, as sequéncias podem ser incorporadas num vector gue
tenha uma ou mais sequéncias de controlo unidas operativamente ao
acido nucleico para controlar sua expressdo. O0s vectores podem
incluir outras sequéncias tais como promotores ou potenciadores
para regular a expressao do acido nucleico inserido, sequéncias de

acido nucleico de modo que o polipéptido seja produzido como uma
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fusdo e/ou acido nucleico gque codifica sinais de secrecao de modo
que o polipéptido produzido na célula hospedeira seja secretado da
célula. Se for desejado, pode ser obtido depois o polipéptido
transformando os vectores em células hospedeira em que o vector é
funcional, cultivando as células hospedeiras de modo que o
polipéptido seja produzido e recuperando o polipéptido das células
hospedeiras ou do meio circundante. Sao utilizadas células
procariotas e eucariotas para esta finalidade na técnica,
incluindo estirpes de E. coli, levedura e células eucariotas tais
como células de insecto e células animais, por exemplo, células
C0S, CHO, Melanoma de Bowes e outras células humanas adequadas.
Quando a presente invencao se refere a acido ou acido nucleicos
que codificam as cadeias pesadas e leves de um anticorpo, os
acidos nucleicos respectivos podem estar presentes no mesmo vector
de expressao, dirigidos pelos mesmos ou diferentes promotores ou
vectores de expressao separados.

Os acidos nucleicos da presente invengdo podem ser utilizados
para estimular uma resposta imune contra pelo menos um dos
epitopos de 1linfécitos T num paciente tal como um mamifero,
incluindo ser humano. As respostas de linfdcitos T auxiliares e/ou
citotdxicos podem ser estimuladas. A resposta de linfdcitos T
contra um epitopo particular obtido pela presente invencao pode
ter uma maior avidez dque a obtida por imunizacao com o© mesmo
epitopo como um péptido simples ou por imunizagcdo com ©O mesmo
epitopo codificado dentro de um antigénio como um péptido ou um
acido nucleico. 0Os acidos nucleicos da invengdo podem ser
administrados como uma terapéutica de combinagdo, isto &, um &acido
nucleico que codifica a cadeia leve e acido nucleico que codifica
a cadeila pesada. O &acido nucleico pode ser administrado por via
intravenosa, via intradérmica, via intramuscular, via oral ou por
outras vias. Prefere-se administracao intradérmica ou
intramuscular devido a que estes tecidos contém células
dendriticas.

Como é utilizado no presente documento, o termo “tratamento”
inclui qualquer regime que possa beneficiar a um ser humano ou
animal nao humano. O tratamento pode ser de uma doenga herdada ou
adquirida. Preferivelmente, o) tratamento é de uma

afecgdo/distirbio associado com proliferacdo celular tal como



17

cancro ou doencga infecciosa. 0Os exemplos de tipos de cancro gue
podem ser tratados com o acido nucleico incluindo gqualgquer tumor
s6lido, cancro colorrectal, tumores de pulmdo, mama, gastrico, de
ovario, uterino, de figado, de rim, pancreatico, melanoma, de
bexiga, de cabega e pescogo, cerebral, esofagico, pancreatico e de
08s0, assim como cancros de tecido mole e leucemias.

O acido nucleico pode ser utilizado em combinagao com um
portador ou portadores farmaceuticamente aceltaveis. Tais
portadores podem incluir, mas sem limitacao, solugao salina,
solugdo salina tamponada, dextrose, lipossomas, agua, glicerol,
etanol e combinag¢gdes dos mesmos.

Podem ser utilizados adjuvantes para facilitar a estimulacao
da resposta 1imune do hospedeiro e podem incluir hidrdéxido de
aluminio, 1lisolecitina, pluronic, polidis, polianides, péptidos,
proteinas e emulsdes em dOleo.

Os acidos nucleicos Uteis na invencao podem ser formulados em
composicdes farmacéuticas. Estas composigdes podem compreender,
além de uma das substancias anteriores, um excipiente, portador,
tampao, estabilizador farmaceuticamente aceitavel ou outros
materiais bem conhecidos pelos peritos na especialidade. Tais
materiais deveriam ser nao téxicos e nao deveriam interferir com a
eficacia do principio activo. A natureza exacta do portador ou
outro material pode depender da via de administragdo, por exemplo,
vias intradérmica, oral, 1intravenosa, cutdnea ou subcuténea,
nasal, intramuscular, intraperitoneal. A formulacgao é
preferivelmente dcido nucleico como um pd seco estavel precipitado
na superficie de particulas de ouro microscédpicas e adequado para
injecgao por meio de uma pistola génica. A formulagcao pode ser
adequada para administracgao intradérmica ou intramuscular
utilizando electroporacgao.

As composigdes que compreendem, ou para distribuigcao de,
acidos nucleicos sdo administradas preferivelmente a um individuo
numa “quantidade terapeuticamente eficaz”, sendo suficiente esta
para mostrar beneficio ao individuo. A quantidade real
administrada, e a taxa e ciclo temporal de administracao,
dependera da natureza e gravidade do que é tratado. A prescricao
de tratamento, por exemplo, decisbdes sobre a dosagem etc., esta

dentro da responsabilidadr dos facultativos generais e outros
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doutores em medicina e tipicamente leva em consideragao o
distuirbio a tratar, a condigdo do paciente individual, o local de
distribuicao, o método de administracao e outros factores
conhecidos pelos facultativos. Os acidos nucleicos da invengao sao
particularmente relevantes para o tratamento de cancro existente e
na prevencao da recaida de cancro depois do tratamento inicial ou
cirurgia. Os exemplos das técnicas e protocolos mencionados
anteriormente podem ser encontrados em Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 162 edicao, Oslo, A. (ed), 1980.

Preferivelmente, 0o acido nucleico da invengao estimula
linfécitos T auxiliares e/ou citotdxicos que podem inibir de forma
significativa o <crescimento de células tumorais guando sao
administrados num ser humano numa quantidade eficaz. A dose o6ptima
pode ser determinada pelos médicos com base em varios parametros
incluindo, por exemplo, idade, sexo, peso, gravidade da afecgao a
tratar, o principio activo que ¢é administrado e a via de
administragdo. Por exemplo, uma dose de 1-1000 Mg de ADN ¢&
suficiente para estimular respostas de linfécitos T tanto
auxiliares como citotdxicos.

Os acidos nucleicos da invencdao podem ser administrados
juntamente com ingredientes farmaceuticamente aceitaveis
adicionais. Tais ingredientes incluem, por exemplo, estimuladores
do sistema imune.

Uma composicao pode ser administrada sozinha ou em combinagao
com outros tratamentos, simultaneamente ou sequencialmente
dependendo da afecgao a tratar. Outros tratamentos de cancro
incluem outros anticorpos monoclonais, outros agentes
gquimioterapéuticos, outras técnicas de radioterapia ou outra
imunoterapia conhecida na matéria. Uma aplicacao particular das
composigbes da invengado é como um auxiliar para cirurgia, isto é
para ajudar a reduzir o risco de reaparicao de cancro depois de
que tenha sido retirado um tumor.

As injecgdes (id) podem ser a via primaria para administracéo
terapéutica do acido nucleico da presente invencéao.

Os 4cidos nucleicos podem ser administrados de uma maneira
localizada a um local tumoral ou outro local desejado ou podem ser
distribuidos de uma maneira em qgque se dirijam a tumor ou outras

células.
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A dose de acido nucleico dependera das propriedades do agente
utilizado, por exemplo, sua actividade de uniao e semivida em
plasma in vivo, a concentracadao do polipéptido na formulacao, a via
de administracdo, o 1local e a taxa de dosagem, a tolerédncia
clinica do paciente implicado, a afecgao patoldgica que aflige o
paciente e similares, como estda dentro da experiéncia do médico.
Por exemplo, preferem-se doses de 100 Mg de &acido nucleico por
paciente por administracao, embora as dosagens possam variar de
aproximadamente 10 Hg a 1 mg por dose. Ao utilizados diferentes
dosagens durante uma série de inoculagdes sequenciais; o)
facultativo pode administrar uma inoculagao inicial e depois
reforgcar com doses relativamente mais pequenas de acido nucleico.

E revelado no presente documento um procedimento para obter
por engenharia genética, epitopos de linfécitos T de antigénios
alvo nas regides variaveils de anticorpos e a utilizagdao de tais
anticorpos obtidos por engenharia genética como vacinas para
estimular respostas de linfdécitos T tanto auxiliares como
citotdxicos.

Também se revela no presente documento uma célula hospedeira
que contém um 4acido nucleico como € revelado no presente
documento. O &acido nucleico da invengdo pode ser integrando no
genoma (por exemplo, cromossoma) da célula hospedeira. A
integracao pode ser promovida por 1inclusao de sequéncias gue
promovem a recombinagdo com o genoma de acordo com técnicas
convencionais. 0 acido nucleico pode estar num vector
extracromossémico dentro da célula ou ser de outra forma
heterdlogo de forma identificavel ou alheio a célula.

Também se revela no presente documento um método, gque
compreende introduzir o 4&cido nucleico da invengdo numa célula
hospedeira. A introducao, que pode (particularmente para
introdugao in vitro) geralmente ser denominada sem limitagao
“transformacao”, pode emplear qualgquer técnica disponivel. Para
células eucariotas, as técnicas adequadas podem incluir
transfeccdo de fosfato de calcio, DEAE-Dextrano, electroporacao,
transfecgcdao mediada por lipodsoma e  transducgao utilizando
retrovirus ou outro virus, por exemplo, vaccinia ou, para células
de insecto, baculovirus. Para c¢élulas bacterianas, as técnicas

adequadas podem incluir transformagdo com cloreto de céalcio,
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electroporagao e transfecgao utilizando bacteridfago. Como
alternativa, pode ser utilizada injecgdo directa do acido
nucleico.

Podem ser utilizados genes marcadores tais como genes de
sensibilidade ou resisténcia a antibidéticos na identificacao de
clones que contém o &acido nucleico de interesse, como conhece-se
bem na técnica.

A dintrodugao pode ser seguida provocando ou permitindo a
expressao do acido nucleico, por exemplo, cultivando as células
hospedeira (gue podem incluir células de facto transformadas,
embora mals provavelmente as células serao descendentes das
células transformadas) em condigdes para a expressao do gene, de
modo que é produzido o polipéptido (ou péptido) codificado. Se o
polipéptido expressa-se acoplado a um péptido lider de sinal
apropriado, pode ser secretado da célula ao meio de cultivo. Apds
a produgao por expressao, pode ser isolado um polipéptido ou
péptido e/ou ser purificado da célula hospedeira e/ou meio de
cultivo, conforme seja o caso, e posteriormente ser utilizado como
for desejado, por exemplo, na formulagado de uma composigcaoc gue
pode incluir um ou mais componentes adicionais, tal como uma
composicao farmacéutica dque inclui um ou mais excipientes,
portadores ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis (por exemplo,
veja-se posteriormente).

Revela-se no presente documento um método para identificar
epitopos de linfécitos T num antigénio candidato, que compreende:

esgotar os linfdécitos T reguladores num animal ndao humano;

imunizar ao animal nao humano com um antigénio candidato; e

explorar para ver se fol induzida uma resposta de linfdécitos T
contra péptidos para epitopos previstos no antigénio candidato ou
todos os péptidos sobrepostos possiveis dentro do antigénio
candidato.

O procedimento pode ser levado a cabo a cabo num animal nao
humano, tal como um ratinho ou uma rato. O0Os 1linfdécitos T
reguladores podem ser eliminados no animal nao humano utilizando
anticorpos anti-CD25, que opcionalmente podem ser conjugados com
toxinas tais como Ontak, ou por gquimioterapia tal como
ciclofosfamida que preferivelmente mata linfécitos T reguladores.

Uma vez que foram esgotados os linfdécitos T reguladores, o animal
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nao humano pode ser imunizado com ADN que codifica o antigénio
candidato ou por meio do antigénio candidato em si mesmo. Prefere-
se que o antigénio candidato seja proporcionado como uma proteina
de fusao de Fc-antigénio. Na etapa de exploracgao, identifica-se o
péptido contra o que foi estimulada gualquer resposta de
linfécitos T no animal nao humano. Isto pode ser realizado 1in
vitro utilizando uma técnica tal como ELISPOT. Se for induzida uma
resposta de linfdécitos T a um epitopo candidato, este epitopo pode
ser utilizado para imunizar um animal nado humano. Se este péptido
induzir uma resposta de linfécitos T, a avidez e frequéncia pode
ser potenciada codificando o epitopo dentro de um &acido nucleico
de acordo com a presente invengao. Este método pode permitir a
identificacao de epitopos de linfécitos T gque sao processados pelo
imunoproteasoma.

A invencgdo sera descritas agora adicionalmente nos seguintes
exemplos ndo limitativos. E feita referéncia aos seguintes
desenhos:

Figura 1; Mapa gue representa os elementos do vector de cadeia
pesada pOrigHIB. A regiao variavel pesada desimunizada de tipo
selvagem do anticorpo SC100 foi clonada utilizando HindIII/Afel in
frame com a regiao constante de Fc de IgGl humana. A regiao Fc
compreende os dominios CH1, CH2, CH3 e a regiao dobradica. A
expressao a alto nivel em células de mamifero é dirigida a partir
do promotor precoce imediato de citomegalovirus humano. A
poliadenilagao de BGH sinaliza a jusante da cadeia de IgGl humana
HIB Orig para assegurar a estabilidade do ARNm e sua terminacgio
eficaz. EM7 é um promotor bacteriano gque controla a expressao do
gene de resisténcia a zeocina que permite a selecgao por
antibidéticos em E. coli enquanto que o promotor precoce de SV40 a
montante do gene de resisténcia permite a seleccdo em células de
mamifero. A poliadenilacdo de 8V40 sinaliza a jusante do gene de
resisténcia para dirigir o processamento apropriado da extremidade
3’ do ARNm zeo. O vector também contém dentro de sua cadeia
principal a origem ColEl de replicagao para propagagao em
bactérias. As sequéncias de ADN determinantes de complementaridade
foram retiradas eficazmente e foram mudadas por locais de
restrigao RE1l, REZ2 e RE3 (Fspl, Macl e Srf I respectivamente) de

forma simples e em combinagao.
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Figura 2: Mapa gue representa os elementos do vector de cadeia
pesada pOrigLIB. A regido variavel leve desimunizada de tipo
selvagem do anticorpo SC100 foi clonada utilizando BamHI/BsiWI in
frame com a regiao constante kappa humana. A expressao de alto
nivel em células de mamifero é dirigida desde o promotor precoce
imediato de <citomegalovirus humano. A poliadenilacdao de BGH
sinaliza a Jjusante da cadeia de Orig LIB para assegurar a
estabilidade do ARNm e sua terminacado eficaz. 0O vector também
inclui a origem de replicagao ColEl e o gene de resisténcia a
antibidéticos para ampicilina que permite a propagagao e seleccgao
em bactérias. As regides determinantes de complementaridade foram
retiradas eficazmente e foram mudadas pelos locais de restricgao
RE4, RES e RE6 (EcoRV, Ssp I e Hpa 1 Fspl, Macl e Srf 1
respectivamente) de forma simples e em combinacgao.

Figura 3: Sequéncia da cadeia pesada quimérica de Immunobody
de tipo selvagem. A sequéncia de nucledétidos e de aminoadcidos em
tradugao ¢é 1lustrada para a cadeia pesada de IgGl gquimérica de
comprimento completa. As localizagdes CDR estao dentro de caixas
definidas pelo esquema de numeracao de kabat. O codao de parada é
representado por um asterisco vermelho. Destacam-se os locails de
restricdo de HindIII/Afe I utilizados na transferéncia da regiao
pesada variavel.

Figura 4: Sequéncia da cadeia kappa guimérica de Immunobody de
tipo selvagem. Sao ilustradas as sequéncias de nucledtidos e de
aminoacidos em traducdo para a cadeia de kappa guimérica de
comprimento completa. As localizagbdes de CDR estdo dentro de
caixas definidas pelo esgquema numérico de kabat. 0O coddo de parada
é representado por um asterisco. Destacam-se os locails de
restrigcao de BamHIIBsiWI utilizados na transferéncia da regido
leve variavel.

Figura 5: PCR de extensao sobreposta

Foram retiradas as CDR e foram substituidas com locais de
restrigcdo Unicos por meio de PCR sobreposta. Os iniciadores
directos H1l, H2, H3, L1, L2 e L3 (Quadro 2) foram desenhados para
substituir CDR1, 2 e 3 dentro da Regido variavel da cadeila pesada
e leve respectivamente. Cada iniciador continha, 1localizado de
forma central, a sequéncia de reconhecimento enzimatico unica

seleccionada desprovida da sequéncia CDR a retirar (seccao verde)
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e flanqueada por 10-20 pb de sequéncia de tipo selvagem. Os
iniciadores directos foram utilizados num primeiro ciclo de PCR
juntamente com um iniciador reverso geral, huHeClonR ou huLiClonR
(Quadro 2), que hibrida com os dominios constantes pesados e leves
humanos dentro das construgdes de tipo selvagem pOrigHIB e
pOrigLIB respectivamente. O fragmento gerado nao contém sequéncia
CDR de tipo selvagem (secgao vermelha), mas se 1intercambia
eficazmente pelo local de restricao. Para amplificar a regiao
pesada e leve variavel completa, ¢é requerido um segundo ciclo de
PCR utilizando o produto de PCR gerado do primeiro ciclo como um
iniciador reverso com o iniciador directo de CMV geral que hibrida
com o promotor de CMV dentro dos plasmideos simples. Foram
subclonados produtos de PCR de segundo ciclo em pCR 2,1
(Invitrogen) e, depois da confirmagao da sequéncia, as regides
variavels pesada/leve (VH e VL) que continham versdes H1, H2, H3,
L1, L2 e L3 de forma simples, em combinagdao e Jjuntas foram
inseridas de novo nas construgdes simples pOrigHIB e pOrigLIB,
permutando as regides de tipo selvagem utilizando HindIII/Afel e
BamHI/BsiWI respectivamente.

Figura 6: Sequéncia da Regido variavel da cadeia pesada de
ImmunoBody. Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos da regiao
variavel pesada em que as CDR foram substituidas com seu local de
enzima correspondente H1, H2 e H3, de forma simples, em combinacgao
e Jjuntos. Destacam-se os locais de enzima de restrigdo unicos.
CDR1, 2 e 3 foram substituidas com FspI, MscI e Srfl
respectivamente.

Figura 7: Sequéncia da Regiao variavel da cadeilia kappa de
ImmunoBody. Sequéncia de nucledtidos e aminodcidos da regiao
variavel pesada em que as CDR foram substituidas com seu local de
enzima correspondente L1, L2 e L3, de forma simples, em combinacao
e Jjuntos. Destacam-se os locais de enzima de restrigdo unicos.
CDR1, 2 e 3 foram substituidas com EcoRV, Sspl e Hpal
respectivamente.

Figura 8: Mapa que representa os elementos do vector de
expressao duplo pDCOrig. Uma vez gque todos os epitopos foram
incorporados nos locais pesados varidveis e leves variaveis dentro
dos vectores simples, sao transferidos ao vector de expressao

duplo wutilizando como se destaca HindIII/Afel e BamHI/BsiWI em
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quadro com suas regides constantes humanas respectivas. A regiao
Fc da cadeia pesada compreende os dominios CH1, CH2, CH3 e a
regiao dobradica. A expressao de alto nivel das cadeias tanto
pesadas como leves em células de mamifero é dirigida desde o
promotor precoce imediato de citomegalovirus humano. A
poliadenilacao de BGH sinaliza a Jjusante de ambas cadeias para
assegurar a estabilidade do ARNm e sua terminacgao eficaz. EM7 é um
promotor bacteriano que controla a expressao do gene de
resisténcia a zeocina permitindo a selecgdo por antibidticos em E.
coli enquanto que o promotor precoce de SV40 a montante do gene de
resisténcia permite a seleccao em células de mamifero. A
poliadenilacao de SV40 sinaliza a Jjusante do gene de resisténcia
com a finalidade de dirigir o processamento apropriado da
extremidade 3’ do ARNm zeo. O vector também contém dentro de sua
cadeia principal a origem ColEl de replicagao para propagagao em
bactérias.

Figura 9: Sequéncia da cadeia pesada de IB15 de immunobody que
contém um codao de parada que evita a sintese da regiao Fc.

Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos da cadeia pesada
quimérica, pDCOrig 1IB15 CH1 parada. Foi inserido um codao de
parada por mutagénese dirigida depois do dominio CH1 da regiao
constante de Fc de IgGl humana como ¢é representado por um
asterisco. 0s nucledtidos e aminoacidos em negrito representam o
dominio CH1. Os aminoacidos dentro de caixas representam o epitopo
GP100210M em H1 (TIMDQVPFSV) e o epitopo TRP2 em H2 (SVYDFFVWL).
Destacam-se os locals de restricdo de HindIII/Afe I utilizados na
transferéncia da regiao pesada variavel da construcao simples.

Figura 10: Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos da regiao
variavel pesada de DCIB15 sem um lider.

O lider ¢é retirado por meio de PCR utilizando o iniciador
directo pOrig pesado sem lider com o iniciador reverso huHeClonR
(Quadro 2) gue se une ao dominio CH1 de IgGl humana reamplificando
eficazmente a regido variavel pesada (Vy). Depois de confirmacao de
sequéncia, a regido Vg sem lider é clonada de novo na construcgao de
expressao dupla DCIB15 wutilizando HindII/Afel in frame com a
regido constante de IgGl humana. Os aminoacidos dentro das caixas
representam o epitopo de GP100210M em H1 (TIMDQVPFSV) e o epitopo
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TRP2 em H2 (SVYDFFVWL). Os locais de restricdo HindIII/Afe I
utilizado na transferéncia da regido variavel pesada destacam-se.

Figura 11: Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos da regiao
variavel kappa de DCIB15 sem um lider.

O lider foi retirado por meio de PCR utilizando o iniciador
directo pOrig leve sem lider, reamplificando o iniciador reverso
huLiClonR (Quadro 2) a regido variavel 1leve (Vy). Depois da
confirmagdo de sequéncia, a regido V;, sem lider é clonada de novo
na construcao de expressdo dupla DCIB15 utilizando BamHI/BsiWI in
frame com a regido constante kappa humana. Os aminoacidos dentro
das caixas representam o epitopo de HepB CD4 em L; (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locals de restricao de BamHI/BsiWII utilizados na
transferéncia da regido leve variavel.

Figura 12: Sequéncia de regiao constante de IgG2 humana

Sequéncia de nucledtidos e aminodcidos da regido constante de
IgG2 humana pesada amplificada. Destacam-se os locais de restrigao
Afel e Sapl utilizados na transferéncia e substituicao da regiao
constante de huigGl no vector de expressao duplo DCIB1S5.

Figura 13: Sequéncia de regiao constante de IgG3 humana

Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos da regido constante de
IgG2 humana pesada amplificada. Destacam-se os locais de restricgao
de Afel e Sapl utilizados na transferéncia e substituig¢ao da
regiao constante de huigGl no vector de expressao duplo DCIBI15

Figura 14: Isotipos humanos do vector de expressao duplo de
immunobody.

A Mapa do vector de expressao duplo pDCOrigIB15 huigG2.

B Mapa do vector de expressao duplo pDCOrigIR15huigG3.
Destacam-se os locais de restrigdo HindIII/Afel e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regido pesada e leve variavel.

Figura 15: Sequéncia de cadeia pesada de DCIB66 gue contém o
motivo G2. Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos da cadeia pesada
quimérica. 0Os aminodcidos E233 L234 1L235 dentro de um motivo de
unido c¢ritico para a interacgao com o FcyR1l de alta afinidade
(CDR64) foram substituidos com P233 V234 A235 de 1IgG2 humana
destacada em negrito dentro de uma caixa. Outros aminoacidos
dentro das caixas representam o epitopo de GP100210M em HI1
(TIMDQVPFSV) e o epitopo de TRP2 em H2 (SVYDFEFVWL) .
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Os locais Agel/AhdI destacados foram utilizados na
transferéncia da seccao que contém as substituigbdes a pDCOrigIB15
huigGl. Os locais de restrigcdo HindIII/Afel utilizados na
transferéncia da regido pesada variavel se representam em negrito.

Figura 16: Sequéncia de cadeia pesada de DCIB67 gque contém o
motivo de wunido Gl. Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos da
cadeia pesada quimérica. Os aminodacidos P233 V234 A235 dentro da
regiao constante de IgG2 humana foram substituidos com o motivo de
unido critico para interacgdao com o FcyRl de alta afinidade
(CDR64) E233 L234 L235 G236 de IgGl humana destacadas em negrito
dentro de uma caixa. Outros aminoacidos dentro das caixas
representam o epitopo de GP100210M em H1 (TIMDQVPFSV) e o epitopo
de TRPZ em H2 (SVYDFFVWL) .

Os locais Agel/AhdI destacados foram utilizados na
transferéncia da seccgadao que contém as substituigdes a pDCOrigIB15
huigGl. Os locais de restricao HindIII/Afel utilizados na
transferéncia da regido varidvel pesada se representam em negrito.

Figura 17: Vectores de expressao de Immunobody de IgG2a
murina. Mapas de (A) vector pMoOrigHIB de cadeia simples, (B)
vector de expressdo duplo DCIB53 que contém o epitopo de GP100210M
em H1 (TIMDQVPFSV), o epitopo de TRP2 em H2 (SVYDFFVWL) e o
epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL) e (C) vector de
expressao duplo OGIB63 que contém o epitopo de gplO0 CD4
restringido por HLA-DR7 (GTGRAMLGTHTMEVTVYH) em H1l, o epitopo de
TRP2 (SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de gpl00 CD4 restringido por
HLA-DR4 em H3 (WNRQLYPEWTEAQRLO). Representam-se os locais de
restricao utilizados.

Figura 18: Diagrama esquematico para representar a construcgao
do plasmideo conforme regulador pVAXDCIB54.

O vector de cadeia simples pesado pVaxIB54 HIB (A) foi
linearizado utilizando Nrul. O cassete de expressao de cadeia leve
de pOrgLIB (B) foi excisado utilizando Nrul e Hpal e foi clonado
no plasmideo linearizado para gerar o vector de expressao duplo
pVaxDCIB54 (C). Destacam-se o0s locais de restricdo HindIII/Afe I e
BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia de regido variavel pesada
e leve.

Figura 19: Sequéncia de DCIBI15
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Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regibdes variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminodcidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100210M
em H1 (TIMDQVPFSV), o epitopo de TRP2 em H2, (SVYDFFVWL) e o
epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL). Destacam-se os locais
de restricao HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na
transferéncia da regido variavel pesada e leve da construgao
simples.

Figura 20: As construgdes de ImmunoBody produzem niveis baixos
de proteina intacta. A, quantificacdo do nivel de cadeia pesada de
ImmunoBody por meio de ELISA de tipo sanduiche do sobrenadante de
células CHO-S transfectadas com ImmunoBody que contém gpl00/HI,
TRP2/H2 e HepB CD4/L1 (DCIB15). Foi utilizado sobrenadante puro e
diluiu-se 1 em 3, 1 em 10 e 1 em 30 em meio e foil comparado com um
controlo positivo de IgG humana.

B, andlise de ImmunoBody purificado que contém gpl00/HI,
TRP2/H2 e HepB help/Ll1 (DCIB15) por meio de ELISA de tipo
sanduiche em comparagao com um controlo positivo. C e D.
Determinacao da expressao de cadeia pesada e ImmunoBody intacto de
sobrenadante de transfectantes de CHO-S por meio de ELISA de tipo
sanduiche. As placas foram revestidas com um anticorpo especifico
anti-Fc¢ humano. Para detectar a cadeia pesada foil utilizado um
anticorpo de HRP especifico anti-Fc de IgG humana e para detectar
o ImmunoBody intacto foi utilizado um anticorpo de HRP especifico
anti-cadeia kappa humana. E, determinacao de cadeia pesada, cadeia
leve e ImmunoBody intacto de sobrenadante de transfectantes de
CHO-S (DCIB15, DCI831. DCIB32, DCIB36, DCI848, DCIB49. DCIB52,
DCIBR54) por meio de ELISA de tipo sanduiche. Foram revestidas
placas com um anticorpo especifico anti-Fc¢ humano ou anticorpo
anti-cadeia kappa humano. Para detectar a cadeia pesada foi
utilizado um anticorpo de HRP especifico anti-Fc¢ de IgG humana em
combinacdao com o anticorpo de revestimento especificos anti-Fc
humano. Para detectar o ImmunoBody intacto foi wutilizado um
anticorpo de HRP especifico anti-cadeia kappa humana em combinacao
com anticorpo de revestimento especifico anti-Fc¢ humano. Para

detectar a cadeia leve foi utilizado anticorpo de HRP especifico
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anti-cadeia kappa humana em combinacdo com o anticorpo especifico
anti-cadeia kappa humana.

Figura 21: Sequéncia de DCIB24

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regibdes variaveis
pesadas e leves in frame com as regides constantes Fc e kappa de
IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os aminoacidos
dentro das caixas representam o epitopo de ovoalbumina em H2
(SIINFEKL) e o epitopo de HepB CCD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL) .
Destacam-se os locais de restricdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construcgao simples.

Figura 22 Sequéncia de DCIB25

Sequéncia de nucledtidos e aminoadcidos das regides pesadas e
leves variavels clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminodacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100210M
em H1 (TIMDQVPFSV), o epitopo de TRP2 em H2 (SVYDFFVWL) e o
epitopo de HepB CD4 em L3 (TPPAYRPPNAPIL). Destacam-se os locais
de restricao HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na
transferéncia da regido variavel pesada e leve da construgao
simples.

Figura 23: Sequéncia de DCIB31

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides varidveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) em H3. Destacam-se o0s locals de restricgdo HindIII/Afe
I e BamHI/BsiWI wutilizados na transferéncia da regido variavel
pesada e leve da construgao simples.

Figura 24: Sequéncia de DCIB32

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) em H3 e o epitopo de HepB CD4 em L3 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da

construgao simples.
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Figura 25: Sequéncia de DCIB36

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) em L3. Destacam-se os locals de restricdo HindIII/Afe
I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regido variavel
pesada e leve da construgao simples.

Figura 26: Sequéncia de DCIBR4S8

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de gpl00 CD4 restringido por HLA-DR4
em H3 (WNRQLYPEWTEAQRLD). Destacam-se os locais de restricao
HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regiao
variavel pesada e leve da construgdo simples.

Figura 27: Sequéncia de DCIB49

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de HepB CD4
(TPPAYRPPNAPIL) em H3. Destacam-se oS locais de restricao
HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regiao
variavel pesada e leve da construcao simples.

Figura 28: Sequéncia de DCIB52

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de HepB CD4 (TPPAYRPPNAPIL) em H3.
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 29: Sequéncia de DCIB54

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e

kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
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aminodcidos dentro das caixas representam o epitopo de gpl00 CD4
restringido por HLA-DR7 (GTGRAMLGTHTMEVTVYH) em Hl. O epitopo de
TRP2 (SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de gpl00 CD4 restringido por
HLA-DR4 em H3 (WNRQLYPEWTEAQRLD) . Destacam-se os locais de
restricdo HindlIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia
da regido variavel pesada e leve da construcgdo simples.

Figura 30: Sequéncia de DCIB1S8

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas 1in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de TRP2 em H2
(SVYDFFVWL) e o epitopo de HepRB CD4 em Ll (TPPAYRPPNAPIL) .
Destacam-se os locais de restricdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regido varidvel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 31: os epitopos de CTL incorporados na armagao de
ImmunoBody sao processados e apresentam-se para induzir uma
resposta imune in vivo.

A, ratinhos C57BI/6 foram imunizados nos dias 0, 7 e 14 com
uma construcao de ImmunoBody que continha o epitopo de TRP2 em CDR
H2 e o epitopo de HepB CD4 em CDR L1 (DCIB18). O dia 19 foram
analisados os esplendcitos por meio de ensaio de elispot de IFNY
contra péptido TRP2, péptido auxiliar de HepB e um controlo de
meio. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de
esplendcitos.

B, os esplendcitos dos ratinhos imunizados foram ensaiados com
respeito a avidez para o epitopo de TRP2 medindo as respostas a
concentragdo crescente de péptido em ensaio de elispot de IFNYy. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a
da
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avidez ¢é designada como a concentragdo gque proporciona 50
fungado efectora maxima.

C, foram esgotados os linfécitos T CD8 de esplendcitos de
ratinhos imunizados e foram analisados contra péptido TRPZ2,
péptido auxiliar HepB e um controlo de meio com respeito a
presenca de respostas especificas de epitopo no ensaio de elispot
de IFNY. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de

esplendcitos.
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D, citotoxicidade de esplendécitos de ratinhos imunizados num
ensaio de libertacao de Icr de quatro horas contra as linhas
celulares de melanoma B16F10, B16F10 IFNO e B16F10 siKb depois de
6 dias de estimulacao com péptido TRP2 in vitro.

E, ratinhos transgénicos C57BI/6 ou HLA-DR4 foram imunizados
nos dias 0, 7 e 14 com ADN de ImmunoBody (DCIB15, DCIB31, DCIB32,
DCIB36, DCIB48, DCIB52 e DOB54). O dia 19 os esplendécitos foram
analisados por meio de ensaioc de elispot de IFNY contra péptido
TRP2 e controlo de meio. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

F, foram ensaiados os esplendcitos de ratinhos imunizados com
respeito a avidez para o epitopo de TRP2 medindo as respostas a
concentragdo crescente de péptido em ensaio de elispot de IFNYy. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a
de
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avidez ¢é designada como a concentragdo gque proporciona 50
fungao efectora maxima.

G, ratinhos transgénicos C57BI/6 ou HLA-DR4 foram imunizados
nos dias 0, 7 e 14 com ADN de ImmunoBody (DCIB15, DCIB31, DCIB32,
DCIB36, DCIB48, DCIB52 e DOB54). No dia 19 os esplendécitos foram
analisados por meio de ensaioc de elispot de IFNY contra péptido
auxiliar HepB (DOB1l5, DCIB49 e DCIB52) ou péptido auxiliar gpl
OODR4 (DCIB48 e DCIB54) e um controlo de meio. As respostas foram
medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 32: A imunizacdo com ADN de ImmunoBody ¢é melhor gque a
imunizacgdao com péptidos ou imunizagdo com antigénio completo.

A, foili comparada a imunizacgao com ADN de ImmunoBody {(misturas
DOB18) com a imunizacgdo s.c. com epitopo peptidico em adjuvante
incompleto de Freund ou imunizagcao com um ADN gue expressa
antigénio de TRP2. Foram imunizados ratinhos C57BI/6 nos dias 0, 7
e 14 e no dia 19 foram analisados os esplendcitos por meio de
ensaio de elispot de IFNY contra péptido TRP2 (M), péptido auxiliar
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HepB (#) e um controlo de meios (O). As respostas foram medidas
como pontos/milhdes de esplendcitos.

B, foram ensaiados os esplendécitos de ratinhos imunizados com
ADN de ImmunoBody (Q) e péptido (4) com respeito a avidez para o
epitopo de TRP2 medindo as respostas a concentragdo crescente de

péptido em ensaio de elispot de IFNY. As respostas foram medidas
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como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez € designada como a
concentragdo que proporciona 50 % de funcdo efectora maxima.

C, citotoxicidade de esplendcitos de ratinhos imunizados num
ensaio de libertacdo de °'Cr de 4 horas contra as linhas celulares
de melanoma BloF10 (M), Bl6F10 IFNK (@D e BI16F10 siKb (O) depois
de 6 dias de estimulacdo com péptido TRP2 in vitro.

D, foli comparada a imunizagao com ADN de ImmunoBody (DCIB1S8)
com a imunizagao com DC pulsadas com péptido TRP2Z2. Foram
imunizados ratinhos C57BI/6 nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 foram
analisados os esplendcitos por meio de ensaio de elispot de IFNY
contra quantidades de titulacdo de péptido TRP2. As respostas
foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez é
designada como a concentragao que proporciona 50 % de funcao
efectora maxima.

E, foil comparada a imunizagao com ADN de ImmunoBody (DCIB18)
com a imunizagao com DC ©pulsadas com péptido TRP2. Foram
imunizados ratinhos C57BI/6 nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 os
esplendécitos foram estimulados in vitro com Dblastos de LPS
pulsados com péptido TRP2. Seis dias depois da estimulacao foram
avaliadas as linhas de CTL por meio de ensaio de libertagao de
cromo com respeito a capacidade para lisar linhas de melanoma
B16F10 ou B1l6F10 siKb. As respostas foram medidas como % de
citotoxicidade.

F, foi comparada a imunizag¢ao com ADN de ImmunoBody (DCIB24)
com a imunizagado com péptido SIINFEKL. Foram imunizados ratinhos
C57BRI/6 nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 foram analisados os
esplendécitos por meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido
SIINFEKL e um péptido de controlo. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

G, fol comparada a imunizagao por ADN de ImmunoBody (DCIB15)
com a imunizagao com péptido gpl00 210M. Foram imunizados ratinhos
HHDII nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 foram analisados os
esplenécitos por meio de ensaio de elispot de IFNY contra
quantidades de titulacao de péptido gplO0 210M e um controlo.
Foram medidas as respostas de controlo como pontos/milhdes de
esplendcitos.

H, foi comparada a imunizagao com ADN de ImmunoBody (DCIB24)

com a imunizagdo com péptido SIINFEKL. Foram imunizados ratinhos
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C57BI/6 nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 foram analisados os
esplendécitos por meio de ensaio de elispot de IFNY contra
gquantidades de titulacao de péptido SIINFEKL. As respostas foram
medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez é designada
como a concentragao que proporciona 50 % de fungao efectora
maxima.

I, fol comparada a imunizagao com ADN de ImmunoBody (DCIB1D5)
com a imunizagao com péptido gpl00 210M. Foram imunizados ratinhos
HHDII nos dias 0, 7 e 14 e no dia 19 foram analisados os
esplenécitos por meio de ensaio de elispot de IFNY contra
quantidades de titulacado de péptido gplO0 210m. As respostas foram
medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez € designada
como a concentragao que proporciona 50 % de funcgao efectora
maxima.

Figura 33: Sequéncia de DCIB21

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides pesadas e
leves variaveis clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminodcidos dentro das caixas representam o epitopo de HepB S Ag
TRP2 em H2 (IPQSLDSWWTISL) e o epitopo Flu HA CD4 restringido com
I-Ad em L1 (FERFEIFPLE). Destacam-se os locais de restricgao
HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regiao
variavel pesada e leve da construgdo simples.

Figura 34: epitopos multiplos podem ser processados a partir
do local CDR H2.

A, foram imunizados ratinhos C57BI/6 nos dias 0, 7 e 14 com
construcao de ImmunoBody que continha epitopo SIINFEKL em CDR H2 e
epitopo HepB CD4 em CDR L1 (DCIB24). No dia 19 foram analisados os
esplendécitos em ensaio de elispot de IFNY contra péptido SIINFEKL,
um péptido irrelevante, péptido HepB CD4 e controlo de meio. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

B, foram imunizados ratinhos Balb/c¢ nos dias 0, 7 e 14 com
construcao de ImmunoBody que continha epitopo de HepB CDB em CDR
H2 e epitopo de Flu HACD4 em CDR L1 (DCIB21). No dia 19 foram
analisados os esplendécitos em ensaio de elispot de IFNY contra
péptido HepB CD8, um péptido irrelevante, péptido Flu HA CD4 e
controlo de meio. As respostas foram medidas como pontos/milhdes

de esplendcitos.



34

Figura 35: Sequéncia de OCIR17

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100210M
em H1 (TIMDQVPFSV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locais de restricdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regido varidvel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 36: Sequéncia de DCIBZ26

Sequéncia de nucledétidos e aminodacidos das regibdes pesada e
leve variaveils clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de Tie-2 784
em H1 (FLPATLTMV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locais de restricdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regido varidvel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 37: Podem ser processados multiplos epitopos de CTL da
regido variavel.

A, foram imunizados ratinhos HHDII nos dias 0, 7 e 14 com
construgadao de ImmunoBody que continha epitopo de gypl00 IMDQVPEFSV
em CDR Hl1 com retirada de parte do armacgcdo e epitopo de HepB CD4
em CDR L1 (DCIBl17). No dia 19 foram analisados os esplendcitos em
ensaio de elispot de IFNY contra péptido de gpl00 IN1DQVPFS3V,
péptido HepB CD4 e controlo de meio. As respostas foram medidas
como pontos/milhdes de esplendcitos.

B, foram imunizados ratinhos HHDII nos dias 0, 7 e 14 com
construcao de ImmunoBody gque continha epitopo de Tie2 em CDR HI1
com retirada de parte da regiao framework e epitopo de HepB CD4 em
CDR L1 (DCIB26). No dia 19 foram analisados os esplendécitos em
ensaio de elispot de IFNY contra péptido Tie2, péptido HepB CD4 e
controlo de meios. As respostas foram medidas como pontos/milhdes
de esplendcitos.

Figura 38: Podem ser geradas respostas de CTL multiplos de
diferentes epitopos dentro da mesma construgcdao de ImmunoBody.
Oepitopo de gpl00 IMDQVPFSV restringido por HLA-A2 foi obtido por

engenharia genética no local CDR Hl Jjuntamente com o epitopo de
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TRP2 SVYDFFVWL em CDR H2 e o epitopo de HepB CD4 estava presente
no local CDR L1 (DCIBR15).

A, foram imunizados ratinhos HHDII nos dias 0, 7 e 14 com ADN
de ImmunoBody. No dia 19 foram analisados os esplendcitos por meio
de ensaio de elispot de IFNY contra péptido gpl00, péptido TRP2,
péptido auxiliar HepB e um controlo de meio. As respostas foram
medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

B, foram ensaiados esplendcitos de ratinhos imunizados com
respeito a avidez para o epitopo de gpl00 modificado IMDQVPEFSV
(#), epitopo de gpl00 wt ITDQVPEFSV (A) e epitopo TRP2 (M) medindo
as respostas a concentracadao de péptido crescente em ensaio de
elispot de IFNY. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de
esplenécitos e a avidez ¢é designada como a concentracao gue
proporciona 50 % de funcgdo efectora maxima.

C, citotoxicidade dos esplendcitos de ratinhos imunizados num
ensaio de libertacao de lcr de 4 horas contra linfécitos T2
pulsados com péptido gypl00 IMDQVPFSV, péptido TRP2 ou controlo e
as linhas celulares de melanoma B16F10 e B16F10 HHD.

D, foram imunizados ratinhos HHDII nos dias 0, 7 e 14 com ADN
de ImmunoBody que continha 1) epitopo de gplO0 em CDR H1l, epitopo
de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 (DCIB15) ou ii)
epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1
(DCIB18). No dia 19, os esplendcitos foram analisados por meio de
ensaio de elispot de IFNY contra péptido gpl00 (M), péptido TRP2
(%), péptido auxiliar HepB (m) e um controlo de meio (O). As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

E, foram imunizados ratinhos C57BI/6 i.m. com 10 pg de solugéao
de ADN combinada com electroporag¢ao. Foram realizadas imunizagdes
trés vezes a intervalos semanals nos musculos tibiais. Os ratinhos
foram imunizados com DCIB24 ou OCIB18 somente, ambos combinados no
mesmo local ou com ambos ao mesmo tempo mas em locais separados.
No dia 19 foram analisados os esplendcitos com respeito a presencga
de respostas imunes especificas de péptido de TRP2, SIINFEKL. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 39: Sequéncia de DCIB37

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
leves e pesadas clonadas in frame com as regides constantes kappa

e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
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aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100 F7L
em H1 (TITDQVPLSV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 40: Sequéncia de DC1840

Sequéncia de nucledtidos e aminoadcidos das regides pesadas e
leves variaveis clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100 F71
em H1 (TITDQVPISV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 41: Sequéncia de DGIBR4l

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes Fc e
kappa de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminodacidos dentro das caixas representam o epitopo de tipo
selvagem de GP100 em H1 (TIMDQVPFS3V) e o epitopo de HepB CD4 em L1
(TPPAYRPPNAPIL) . Destacam-se os locals de restricado HindIII/Afe I
e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regido variavel
pesada e leve da construgao simples.

Figura 42: Sequéncia de DCIB42

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100 F7Y
em H1 (TITDQVPYSV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 43: Sequéncia de DCIB43

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100 V5L

em H1 (TITDQLPFSV) e o epitopo de HepB CD4 em L1 (TPPAYRPPNAPIL).
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Destacam-se os locais de restricdo de HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regido varidvel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 44: A modificagao nos residuos nao de ancoramento pode
potenciar a imunogenicidade de epitopos.

Foram imunizados ratinhos HHDII nos dias 0, 7 e 14 com
construgdes de ImmunoBody  que continham epitopos de gpl00
modificados na regiao CDR H1 (DCIBR37, DCIB40, DCIRBR41, DCIB42 e
OCIB43). No dia 19, foram analisados os esplendcitos por meio de
ensaio de elispot de IFNY contra péptido epitdpico de tipo selvagem
de gpl00 e um controlo de meio. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 45: Sequéncia de DCIB35

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides pesadas e
leves variaveis clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de GP100210M
em H1l (TIMOAVPFSV), o epitopo de TRP2 em H2 (SVYDFFVWL) e o
epitopo de gpl00 CD4 restringido por HLA-OR4 em L1l
(WPIRQLYPEWTEAQRLD) . Destacam-se 0s locais de restricgao
HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regiao
variavel pesada e leve da construcao simples.

Figura 46: Mualtiplas respostas auxiliares de CD4 podem ser
processadas e apresentadas para induzir uma resposta imune 1in
vivo.

A. Foram imunizados ratinhos HHDITI ou C57B1/6 nos dias 0, 7 e
14 com construgdes de ImmunoBody gque continham o epitopo de HepB
CD4 restringido com I-Ab na regiao CDR L1 (DCIB1S5).

B, foram imunizados ratinhos Balb/c¢ nos dias 0, 7 e 14 com
construcao de ImmunoBody gque continham o epitopo de Flu HA CD4
restringido com I-Ad na regiao CDR L1 (DCIR21).

C, foram imunizados ratinhos transgénicos HLA-DR4 nos dias 0,
7 e 14 com construgdes de ImmunoBody gue continham o epitopo de
gplO00 CD4 restringido com HLA-DR4 na CDR L1 (DCIB35). No dia 19,
0s esplendécitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de
IFNY contra o péptido correspondente, um péptido irrelevante e um
controlo de meio. As respostas foram medidas como pontos/milhdes

de esplendcitos.
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D. Foram imunizados ratinhos transgénicos HLJ-DR4 nos dias O,
7 e 14 com construgdes de ImmunoBody gque continham o epitopo de
gypl00 CD4 restringido com HLA-CD4 na CDR L1 (DCIB35), na CDR H3
(DCIB54) e na CDR L3 (DOISSO). No dia 19, foram analisados os
esplendécitos por meio de ensaio elispot de IFNY contra o péptido
correspondente, um péptido irrelevante e um controlo de meio. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 47: Sequéncia de DCIB50

Sequéncia de nucledtidos e aminoadcidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das cailxas representam o epitopo de GP100210M
(TIMDQVPFSV) em H1, o epitopo de TRP2 (SVYDFFVWL) em H2 e o
epitopo de gplO0 CD4 restringido com HLA-DR4 (WNRQLYPEWTEAQRLD) em
L3. Destacam-se os locals de restricao HindIII/Afe I e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construcao simples.

Figura 48: As respostas de 1linfécitos T (CD8 dependem
parcialmente da cadeia pesada secretada, mas as respostas
auxiliares nao requerem cadeia leve secretada.

A, foram imunizados ratinhos HHDII no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gplOO0
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 (DCIB15), ii) epitopo de gpl0O0 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a sequéncia lider na
cadeia pesada, iii) epitopo de gplO0 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a sequéncia lider na
cadeia leve. No dia 19, os esplendécitos foram analisados por meio
de ensaio de elispot de IFNY contra péptidos gpl00 (HM) e HepB CD4
@%) e um controlo de meio (). As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

B, determinacao de cadeia pesada, cadeia leve e ImmunoBody
intacto de sobrenadante de transfectantes de CHO-S por meio de
ELISA de tipo sanduiche. As placas foram revestidas com um
anticorpo especifico anti-Fc¢ humano ou anticorpo anti-cadeia kappa
humana. Para detectar a cadeia pesada foi utilizado um anticorpo
de HRP especifico anti-Fc de IgG humana em combinagao com o

anticorpo de revestimiento especifico anti-Fc¢  humano. Para
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detectar o ImmunoBody foi utilizado um anticorpo de HRP especifico
anti-cadeia kappa humana em combinagao com anticorpo de
revestimento especifico anti-Fc¢ humano. Para detectar a cadeia
leve foi wutilizado anticorpo de HRP especifico de anti-cadeia
kappa humana em combinacdo com o anticorpo especifico anti-cadeia
kappa humana.

C, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construcgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gpl0O0
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 (DCIB15), 1ii) epitopo de gpl0O0 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a sequéncia lider na
cadeia pesada. No dia 19, os esplendcitos foram analisados por
meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido TRP2. As respostas
foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

D, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gpl00
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 (DCIB15), ii) epitopo de gpl0O0 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a sequéncia lider na
cadeia pesada. No dia 19, os esplendécitos foram analisados por
meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido auxiliar HepB. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 49: A regido Fc de ImmunoBody ¢é Dbenéfica para
estabelecer uma resposta imune eficaz.

A, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gplOO0
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 (DCIB15), 1ii) epitopo de gpl0O0 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a regiao Fc. No dia 19,
0s esplendcitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de
IFNY contra péptido TRP2 (gd, um controlo de meio (), a linha de
melanoma B16F10 (M) e a linha celular de controlo negativo B16F10
siKb (%D. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de
esplendcitos.

B, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gplOO0
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 (DCIB15), 1ii) epitopo de gypl00 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em
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CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 sem a regido Fc. No dia 19,
0s esplendcitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de
IFNY contra péptido TRP2. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

C, o0s mesmos ratinhos foram analisados com respeito a
respostas especificas para o epitopo auxiliar HepB. As respostas
foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

D, os esplendécitos de ratinhos imunizados com DCIB15 ou DCIB15
sem a regiao Fc (DCIB1l5 FcStop) foram ensaiados com respeito a
avidez para o epitopo de TRP2 medindo as respostas a concentracgéo
de péptido crescente em ensaio de elispot de IFNY. As respostas
foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez é
designada como a concentragao que proporciona 50 % de funcao
efectora maxima.

E, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody que continham i) epitopo de gplOO0
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR
L1 de IgG humana (DCIB15), 1i) a mesma construgao com regiao
constante de IgG2 humana (DCIBR33), 1ii) a mesma construgao com
regiao constante de IgG3 humana (DCIB65), iv) a mesma construgao
com o motivo de unido a IgGl humana substituido com o motivo de
ligagao de IgG2 humana (DCIB66) e v) DCIB33 com o motivo de
ligagao substituido pelo motivo de IgGl humana (DCI867). No dia 19
0s esplendécitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de
IFNY contra péptido TRP2 (M), um controlo de meio (O) e o péptido
auxiliar HepB @%). As respostas foram medidas como pontos/milhdes
de esplendcitos.

F, determinacao de cadeia pesada, cadeia leve e ImmunoBody
intacto de sobrenadante de transfectantes de CHO-S (DCIB15,
DCIB33, DCIB65, DCIB66 e DCIB67) por meio de ELISA de tipo
sanduiche. As placas foram revestidas com um anticorpo especifico
anti-Fe humano ou anticorpo anti-cadeia kappa humana. Para
detectar a cadeia pesada foi utilizado um anticorpo de HRP
especifico de anti-Fc¢ de IgG humana em combinagdo com o anticorpo
de revestimento especifico anti-Fc¢ humano. Para detectar o
ImmunoBody intacto foi utilizado anticorpo de HRP especifico anti-
cadeia kappa humana em combinagdao com anticorpo de revestimento

especifico anti-Fc¢ humano. Para detectar a cadeia leve foi
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utilizado anticorpo de HRP especifico anti-cadeia kappa humana em
combinacao com o anticorpo especifico anti-cadeia kappa humana.

G, determinacao de ImmunoBody de cadeia pesada de sobrenadante
de CHO-S transfectadas com DCIB53 por meio de ELISA de tipo
sanduiche. As placas foram revestidas com um anticorpo especifico
anti-Fc de ratinho. Para detectar a cadeia pesada foi utilizado um
anticorpo de HRP especifico anti-IgG2a de ratinho.

Figura 50: a imunizacgcao com ImmunoBody potencia as respostas
imunes e supera a regulagao observada de antigénio completo.

A, foram imunizados ratinhos transgénicos HLA-A2 (HHDFII) no
dia 0, 7 e 14 com construgbdes de ADN de ImmunoBody DCIB15 ou
antigénio gpl00 completo no vector PpcDNA3. No dia 19, 0s
esplendécitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de IFNY
contra péptido gpl00 ou controlo. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

B, nos ratinhos C57BI/6 foram esgotados as células positivas
para CD25 por injecgao de 400 Mg 1.p. de anticorpo anti-CD25
(PCR61). Tanto os ratinhos esgotados para CD25 como os animais nao
esgotados foram imunizados posteriormente no dia 4, 11 e 18 com
construcgdes de ADN de ImmunoBody DCIB15 ou antigénio TRP2 completo
no vector pOrig. No dia 23, os esplendcitos foram analisados por
meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido TRP2 ou controlo.
As respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

C e D, os ratinhos HHDII foram deixados sem tratar (c) ou
foram tratados com 400 Hg de mAb PC61 i.p., (d). 4 dias depois,
todos os ratinhos foram imunizados com a construgdo de ADNc Tie?2
C200HFc. As imunizagdes de ADN repetiram-se a intervalos de 7 dias
para um total de 3 imunizacgdes. 6 dias depois da imunizacao final,
0s esplendcitos foram colhidos e estimulados de novo num ensaio de
ELISPOT de IFNY ex vivo com 1 Ug/ml de cada um dos epitopos de CTL
previstos de Tie-2. As barras indicam a média dos valores em
triplicata para cada ratinho individual, normalizados a controlos
de fundo, representando as barras de erro o desvio tipico da
média.

E e F, os ratinhos HHDII foram deixados sem tratar (e) (n = 3)
ou foram tratados (f) (n = 2) com 400 Mg de anticorpo PC61 i.p.
Depois de 4 dias, todos os ratinhos foram imunizados com 100 Hg de

péptido Z12 e 100 Uug de péptido 748, misturados 1l:1 em IFA (s.c).
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Foram administradas 1imunizagdes de péptidos repetidas 7 dias
depois da primeira imunizacgao com péptido. Os esplendcitos foram
colhidos 14 dias depois da imunizacao final e estimulados de novo
com péptido 212 1 Mg/ml (barras pretas) ou somente meio (barras
abertas) num ensaio de elispot de IFNY. As barras indicam a média
dos valores em triplicata representando as barras de erro o desvio
tipico da média.

G, foram imunizados ratinhos HHDII com 100 Ug de péptido Z12
misturado 1:1 em IFA (s.c). Foram administradas imunizagdes com
péptidos repetidas nos dias 7 e 14 dias depois da primeira
imunizagao com péptido. 0Os esplendécitos foram colhidos 7 dias
depois da dimunizacgdo final e foram analisados com respeito a
presenca de respostas especificas de epitopo a concentracao de
péptido crescente em ensaio de elispot de IFNY. As respostas foram
medidas de ratinhos individuais como pontos/milhdes de
esplenécitos e a avidez ¢é designada como a concentracao gue
proporciona 50 % de funcgdo efectora maxima.

H, foram imunizados ratinhos HHDII com construcgao de ADN de
ImmunoBody DCIB71 por meio de pistola génica nos dias 0, 7 e 14.
Foram colhidos os esplendcitos 7 dias depois da imunizacdo final e
foram analisados com respeito a presenca de respostas especificas
de epitopo a concentracao de péptido crescente em ensaio de
elispot de IFNY. As respostas foram medidas de ratinhos individuais
como pontos/milhdes de esplendcitos e a avidez € designada como a
concentragao que proporciona 50 % de funcao efectora maxima.

Figura 51: Sequéncia de DCIBR71

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides pesadas e
leves variaveis clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo de Tie-2 Z12
(ILINSLPLV) em Hl e o epitopo de HepB CD4 (TPPAYRPPNAPIL) em L1.
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 52: Sequéncia de DCIBR72

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides pesada e
leve variaveis clonadas 1in frame com as regides constantes kappa e

Fc de 1IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
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aminoacidos dentro das caixas representam o epitopo Tie-2 Z12
(ILINSLPLV) em H2 e o epitopo HepB CD4 (TPPAYRPPNAPIL) em L1.
Destacam-se os locals de restrigdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI
utilizados na transferéncia da regiao variavel pesada e leve da
construgao simples.

Figura 53: O papel de Fc xenogénico ao proporcionar ajuda de
linfécitos T e o requisito de ajuda de linfécitos T especifica de
antigénio.

A, foram imunizados ratinhos C57BI/6 ou HHDII no dia 0, 7 e 14
com construgdes de ADN de ImmunoBody de cadeia pesada que
continham epitopo de gpl0O0 em CDR H1 ou epitopo de TRP2 em CDR H2
(IB17 e 1IB1l8 respectivamente). No dia 19, os esplendécitos foram
analisados por meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido
gpl00 ou péptido TRP2 e controlo. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

B, foram ensaiados esplendécitos de ratinhos imunizados com
cadeia pesada de ImmunoBody que continha epitopo de TRP2 em CDR H2
com respeito a avidez para o epitopo de TRP2 medindo as respostas
a concentracadao de péptido crescente em ensaio de elispot de IFNY.
As respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos e a
de

o\

avidez ¢é designada como a concentragdo gque proporciona 50
fungao efectora maxima.

C, foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgdes de ADN de ImmunoBody gque continham epitopo de gplO0 em
CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1
de IgGl humana (DCIB15) ou epitopo de gplO0 em CDR H1l, epitopo de
TRP2 em CDR H2 e epitopo de HepB CD4 em CDR L1 com regiao
constante de IgG2a murina (DCI853). No dia 19, os esplendcitos
foram analisados por meio de ensaio de elispot de IFNY contra
péptido TRP2, péptido auxiliar HepB e controlo. As respostas foram
medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

D, foram ensaiados esplendcitos de ratinhos imunizados com
DCIB15 ou OCIB53 com respeito a avidez para o epitopo TRP2 medindo
respostas a concentracao de péptido crescente em ensaio de elispot
de IFNY. As respostas foram medidas como pontos/milhées de
esplendécitos e a avidez ¢é designada como a concentragadao gue

)

proporciona 50 % de funcgao efectora maxima.
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E, foram imunizados ratinhos transgénicos HLA-DR4 no dia 0, 7
e 14 com construgdes de ADN de ImmunoBody que continham epitopo de
gpl00DR4 em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de
gplO00DR7 em CDR H3 de IgGl humana (DCIB54) ou epitopo de gpl GODR4
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de gplOODR7 em CDR
H3 com regiao constante de IgG2a murina (OCIB64). No dia 19, os
esplendécitos foram analisados com ensaio de elispot de IFNY contra
péptido TRP2, péptido auxiliar gplOO0DR4 e controlo. As respostas
foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

F, foram ensaiados esplendécitos de ratinhos imunizados com
OCIB54 ou DCIB64 com respeito a avidez para o epitopo de TRP2
medindo respostas a concentracdo de péptido crescente em ensaio de
elispot de IFNY. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de
esplendécitos e a avidez ¢é designada como a concentracgadao que
proporciona 50 % de funcao efectora maxima.

Figura 54: Sequéncia de OCIB53

Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das cadeias de
comprimento completa pesadas e leves murinas dentro do vector de
expressao pDCOrig moigG2a. 0Os aminoacidos dentro das caixas
representam o epitopo de GP100210M em H1 (TIMDQVPFSV), o epitopo
de TRP2 em H2 (SVYDFFVWL) e o epitopo de HepB CD4 em L1
(TPPAYRPPNAPIL) em L1. Destacam-se oS locais de restricao
HindII11/Afe 1 e BamHI/BsiWI utilizados na transferéncia da regiéo
variavel pesada e leve da construcao simples.

Figura 55: Sequéncia de DCIB64

Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das cadeilas de
comprimento completa murinas pesadas e leves dentro do vector de
expressao pDCOrig moigG2a. O codao de parada € representado por um
asterisco. Os aminodcidos dentro das caixas representam o epitopo
de gpl00 CD4 restringido por HLA-OR7 (GTGRAMLGTHTMEVTIVYH) em H1, o
epitopo de TRP2 (SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de gpl0O0 CD4
restringido por HLA-DR4 em H3 (WNRQLYPEWTEAQRLD). Destacam-se os
locais de restricgdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI utilizados na
transferéncia da regido varidvel pesada e leve da construcgao
simples.

Figura 56: O processamento de imunoproteasoma ¢é importante na
geragao de respostas de epitopos dentro de construgdes de

ImmunoBody.
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Foram imunizados ratinhos HHDII no dia 0, 7 e 14 com

209-217
0 em

construgdes de ImmunoBody que continham o epitopo de gplO
CDR H1 (DCIB41) ou a versao modificada gpl00210M em CDR HI
(DCI815). No dia 19, os esplendécitos foram analisados por meio de
ensaio de elispot de IFNY contra péptido gplOOZO%217 ou péptido
gpl00210M e controlo. As respostas foram medidas como
pontos/milhdes de esplendcitos.

Figura 57: Diferentes procedimentos de imunizagao sao eficazes
na indugao de respostas imunes de vacina de ImmunoBody.

A, foram imunizados ratinhos C57BI/6 com ADN de ImmunoBody
(OCIB15) por meio de pistola génica, 1.m. +/- electroporagao ou
i.d. +/- electroporacao nos dias 0, 7 e 14. No dia 19, os
esplendécitos foram analisados por meio de ensaio de elispot de IFNY
contra péptido TRP2, ©péptido auxiliar HepR e controlo. As
respostas foram medidas como pontos/milhdes de esplendcitos.

B. Foram ensaiados esplendécitos de ratinhos imunizados por
diferentes vias com respeito a avidez para o epitopo de TRP2
medindo as respostas a concentracdao crescente de péptido em ensaio
de elispot de IFNY. As respostas foram medidas como pontos/milhfes
de esplendcitos e a avidez é designada como a concentracgao gue
proporciona 50 % de funcao efectora maxima.

Figura 58: A imunizacao com ImmunoBody induz despigmentacgao de
tipo vitiligo e protege contra apresentacgdao de tumores.

A, os ratinhos C57BI/6 imunizados com ADN de ImmunoBody gue
contém o epitopo de TRP2 em CDR H2 e o epitopo deHepB CD4 em CDR
L1 (DCIB18) demonstram despigmentagcaoc no crescimento capilar no
local de imunizacgao.

B, a ratinhos imunizados C57BI/6 foram desafiados entre a 32 e
4a imunizacées 2x10* células B16F10 IFNo i.v. Foi avaliada a carga
tumoral nos pulmdes aos 49 dias depois da apresentagao tumoral. A
carga tumoral expressa-se como uma area de tumor média como uma
percentagem da &rea pulmonar total. Foram apresentados aos
ratinhos imunizados 7 dias depois da imunizacdo final 2x10° células
B16F10 IFN& s.c. O tamanho do tumor foi medido a intervalos de 3-4
dias e os ratinhos foram sacrificados uma vez que o crescimento
tumoral excedeu o limite maximo permitido.

C, o tamanho do tumor foi avaliado no dia 46 depois da

injecgao de tumor.
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D, sobrevivéncia.

Figura 59: A imunizacgao com ImmunoBody retarda
significativamente o crescimento tumoral.

A, ratinhos C57BI6 foram injectados com 2x10% células 816F10
S.Cc. Quatro dias depois da injecgao do tumor os ratinhos foram
imunizados com ADN de ImmunoBody DCIB52. Foram realizadas
imunizagdes de repetigao nos dias 11 e 18 depois da injeccgao do
tumor. A carga tumoral foi analisada a intervalos de 3-4 dias e os
ratinhos foram sacrificados uma vez que o0 crescimento tumoral
excedeu o limite maximo permitido. O volume tumoral ao longo do
tempo fol representado.

B, ratinhos C57BI6 foram injectados com 2x10% células 816F10
IFNO s.c. Catorze dias depolis da injecgao do tumor os ratinhos
foram imunizados com ADN de ImmunoBody DCIB52. Foram realizadas
imunizagdes repetidas nos dias 21 e 28 depois da injecgao do
tumor. A carga tumoral foi analisada a intervalos de 3-4 dias e os
ratinhos foram sacrificados uma vez que o0 crescimento tumoral
excedeu o limite maximo permitido. O volume tumoral é mostrado no
dia 47 depois do implante do tumor.

C, ratinhos C57BI6 foram injectados 2x10° células B16F10 s.c e
anticorpo anti-CD25 i.p. guando era apropriado. Quatro dias depois
da 1injecgao de tumor os ratinhos foram imunizados com ADN de
ImmunoBody DCIB52 ou ADN de ImmunoBody de controlo. Foram
realizadas 1imunizacgdes repetidas nos dias 11 e 18 depois da
injecgao do tumor. A imunizagao no dia 11 fol combinada com a
injecgao de anticorpo anti-CTLa-4 i.p. quando foi apropriado. Foi
analisada a carga tumoral a intervalos de 3-4 dias e os ratinhos
foram sacrificados uma vez que o crescimento tumoral excedeu o
limite madximo permitido. O volume tumoral ao longo do tempo foi
representado.

Figura 60: Sequéncia de DGIB68

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides variaveis
pesadas e leves clonadas in frame com as regides constantes kappa
e Fc de IgGl humana dentro do vector de expressao pDCOrig. Os
aminoacidos dentro das cailxas representam o epitopo de gplQO0 CD4
restringido por HLA-OR7 (GTGRAMLGTHTMEVIVYH) em H1 e L3, os
epitopos de TRP2 (SVYDFFVWL) em H2 e o epitopo de gpl00 CD4
restringido por HLA-DR4 em H3 e L1 (WNRQLYPEWTEAQRLD). Destacam-se



47

0s locais de restricdo HindIII/Afe 1 e BamHI/BsiWI utilizados na
transferéncia da regido variavel pesada e leve da construgao
simples.

Figura 61: Podem ser geradas respostas imunes a partir de
construgdes de ImmunoBody expressas de diferentes cadeias
principais de vector.

Foram imunizados ratinhos C57BI/6 no dia 0, 7 e 14 com
construgbes de ADN de ImmunoBody que continham epitopo de gplOODR4
em CDR H1l, epitopo de TRP2 em CDR H2 e epitopo de gplOODR7 em CDR
H3 de IgGl humana (DCIB54, B1-3) uma construcgao equivalente no
vector pVax (VaxDCIB54. Cl1-3). No dia 19, os esplendécitos foram
analisados por meio de ensaio de elispot de IFNY contra péptido
TRP2 e controlo. As respostas foram medidas como pontos/milhdes de
esplendcitos.

EXEMPLOS
Métodos

Geragao de vectores de ADN

As regides variaveils pesadas e leves murinas desimunizadas do
clone de S$C100 VHd VKb (documento W0O01/88138) dentro dos vectores
pSVgptHuigGl e pSVhygHuCk (Biovation Ltd) foram amplificadas por
meio de PCR. Os produtos de PCR da regiao Vg e Vi foram clonados in
frame com as regides constantes kappa e IgGl humanas utilizando
locais HindIII/AfelI e BamHI/BsiWI para produzir as construgdes de
cadeia simples pOrigHIB e pOrigLIB (veja-se Figuras 1 e 2). A
sequéncia da cadeia kappa e pesada dgquimérica de comprimento
completa foil confirmada pelo procedimento de terminagao de cadeia
de dideoxi (Sanger et al, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 1977; 74: 5463-7).
mostram-se as sequéncias proteicas traduzidas e de ADN para a
cadeia pesada e leve gquimérica nas Figuras 3 e 4 respectivamente.
Representam-se as localizagbdes das regides determinantes de
complementaridade (CDR).

Com a excepcgao da regiao CDR2 pesada gue conserva seis
aminodacidos, as CDR das cadeias pesadas e leves foram retiradas
completamente e foram permutadas por locais de enzima de restricgao
tnicos. Isto foil conseguido por meio de exame cuidadoso das
regides a cada lado da sequéncia para uma retirada que permitira

que seja gerado um local de enzima de restrigcao. Estes locails de
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restricdo Unicos sao utilizados para abrir o ADN de modo que possa
ser inserido um oligonucledétido que codifique um epitopo
antigénico. A maioria das sequéncias flanqueadoras que sSao
perdidas na geracao de local de restrigao ¢é substituida por
inclusdao nos iniciadores de epitopos para assegurar que, durante a
tradugdo, os aminoacidos sejam conservados e dJue as sequéncias
sejam mantidas in frame. O Quadro 1 enumera locais enzimaticos
escolhidos e sequéncias de oligonucledétidos epitdpicas para todas
as CDR.

As regibes CDR foram retiradas e foram substituidas com locais
de restricao uUnicos por meio de PCR de extensdo de sobreposicgao
(overlap extension) como € mostrado na Figura 5. Para a regiao
variavel pesada, os oligonucledtidos H1l, H2 e H3 (veja-se o Quadro
2) foram desenhados para substituir cada uma das trés CDR. Cada
iniciador especifico contém 10-20 pb de sequéncia em cada lado do
local enzimatico a incorporar. Utilizadas Jjuntamente com o©
iniciador reverso geral huHeClonR (veja-se Quadro 2) gue se une a
regiao constante de IgGl humana foram preparadas PCR de primeiro
ciclo consistentes em 1 M1 do plasmideo molde pOrigHIB, 2 Ul de
dNTP (2,5 mM), 5 M1 de tampado de tag polimerase 10x, 1 Ul de
iniciador directo e inverso (25 pmoles), 5 unidades de taqg
polimerase (New England Biolabs) composto a um volume final de 50
ULl com agua destilada estéril. As reacgbes foram submetidas a uma
desnaturagao inicial de 5 minutos a 95 °C seguido de 35 ciclos de
30 segundos a 95 °C, 1 minuto a 55 °C (hibridacao) e 1 minuto a 72
°C (extensao). O ciclo final continha uma extensdao de 10 minutos
utilizando um reactor ciclico programavel Techne PHC-1. De forma
similar, para a regiao variavel leve, os oligonucledétidos L1, L2 e
L3 foram desenhados para substituir cada uma das trés CDR (veja-se
Quadro 2). Foram preparadas PCR de primeiro ciclo como foi
descrito anteriormente mas com o iniciador reverso huLiClonR
(veja-se Quadro 2) gque se une a regido constante da cadeia kappa
humana e o molde porigLIB.

Quadro 1. Lista de enzimas de substituigdo de CDR e sequéncias de
oligonucledétidos epitdpicas
COR Local de RE Oligo epitdpico
H1 Fsp I S5/NNNNNNTGGGTTCG3 '
3/NNNNNNACCCAAGCS'
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COR Local de RE Oligo epitdpico

H2 Msc I 57’ TNNNNNNCGATTCA3’
3 "ANNNNNNGCTAAGTS'

H3 Srf I 57 GANNNNNNTG3’
37CTNNNNNNACS’

L1 Eco RV S’CTCTTGCNNNNNNTGGT3 '
3" GAGAACGNMNNNNACCAS '

L2 Ssp I 5’CTACNNNNNNAG3'
37GATGNNNNNNTCS '

L3 Hpa I STATTACTGCNNNNNNTTCGGTGGAGG3’
"ATAATGACGNNNNNNAAGCCACCTCCS'

N representa sequéncia de ADN epitdpica
O resto das letras representa nucledtidos flangueadores que

necessitam ser incorporados

Foi utilizado depois 1 Ul dos produtos de PCR resultantes numa
PCR posterior como um iniciador reverso Jjuntamente com o iniciador
directo de CMV preparado como foli descrito anteriormente. O
fragmento de ADN amplificado de 450 pb foi clonado directamente no
vector de TA TOPO pCR 2,1 (Invitrogen) e 08 clones foram
sequenciados para confirmar a amplificagao da regiao Vg e Vi
desprovidas das CDR e substituicao de local de restricao.

As CDR dentro da regido pesada e leve variavel foram
substituidas com seu local enzimatico correspondente H1, H2, H3,
L1, L2 e L3 de forma simples, em combinagao e juntas (Figura 6 e
7). As diferentes versdes foram inseridas depois em pOrig HIB e
pOrigLIB utilizando HindIII/Afel e BamHI/BsiWI com substituicgéao
directa das regides Vg e V; de SC100 desimunizadas de tipo selvagem
parentais. Isto permite a geracdo de moléculas que contém epitopos
simples ou miltiplos (do mesmo ou diferentes antigénios).

Quadro 2 - Iniciadores

Oligonucledtido Sequéncia

H1l Fspl
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Oligonucledtido Sequéncia
57-CCT GAG AAT GTC CTG CTG CGC AGG CTC CGG GGA AG-—
H2 Mscl
5’CAT TGG TAG TGG TGG CCA TTT CCA GAG AC-3'
H3 Srfl
57CCG TGT ATT ACT GTG CCC GGG CCA AGG AAC CAC GGT C-37
Ll EcoRV
5/-GGA GCC AGC CTC GAT ATC TGC AGA AAC CAG GC-37
L2 Sspl
57CCA CAG CTC CTA ATA TTC AGT GGC AGT GGA TC-37
L3 Hpal
5’-GCT GAG GAT ACC GGA GTT AAC CAA GGT GGA AAT C 37
huHeCronR 57CGC CTG AGT TCC ACG ACA CC-37
huLiClonR 57-CAG GCA CAC AAC AGA GGC-3'

Directo de CMV

5'-GGC GTG GAT AGC GGT TTG AC-3'

OrigstophuHeCH 1 Dir

5’'-CCA AGG TTG ACA AGA AAG TTT GAC CCA AAT CTT GTG ACA

OrigstophuHeCH 1 rev

5'-GAG TTT TGT CAC AAGATT TGG GIC AAA CTT TCT TGT CCA

OCT TGG-3'

pOrig leve sem lider

Dir

5’-AGG ATC CAC CAT GGA TGT GTIT GAT GAC CC-3'

pOrig pesado sem lider

5’"-AAA GCT TAT GCA GGT GCA GCT GGT G-37

Dir
huigG3rev2 5/-ATC GAT ATC ATT TAC CCG GAG ACA GG-3’
IgG3hutor2 5'-ACT GTC TCC AGC GCT TCC ACC AAG-3'
IgG2 dir 5’-AGT CAC CGT TTC CAG CGC TTC CAC-37
IgG2 rev 5’-AGT GGA TAT CAT TTA CCC GGA GAC AGG-3’
HIBF 5’-AAC AGT CTG AGG GOT GAG GA 37

huigGlPVA REV

5’-A GAC TGA CGG TCC CCC CGC GAC TGG AGG TGC TGG-3'

HulgG2ELLGRev 5’-A GAC TGA CGG TCC TCC TAA CAG TTC TGG TGC TGG-3'
Sv40premDIR 5’"-A GCT AGC ATC AGC ACG TGT TGA CAA TTA ATC ATC-3'
SV40precnREV 5’-ACC GAT TCC GAA GCC CAA CCT TTC ATA G-3'

migG2aClAfelF2 5’-TTT ACA GCG CTA AAA CAA CAG CCC CAT CGG TC-3'
migG2aXbaRA 5'-TCT AGA TCA TTT ACC CGG AGT CCG GGA GAA GCT C-37

MoLCl BsiFl

5"-TTT CGT ACG GAT GCT GCA CCA ACT GTA TCC-37

MoLCXhoR1

5/-TTT CTC GAG TCA ACA CTC ATT CCT GTT GAA GC-3’

MolgG2BamHI Dir

5’-CC TTG ACC TGG AAC TCT GGT TCC CIG TCC AGT GGT G-3'
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Oligonucledtido Sequéncia

MolgG2BamHI Rev 57-C ACC ACT GGA CAG GGA ACC AGA GTT CCA GGT CAA GG-37

MoigG2xhol Dir 57-GC AGC TGA GTG ACT GTA ACT TCG AGC ACC TGG CCC AGC-37
MaigG2Xhol Rev 57-GCT GGG CCA GGT GCT CGA AGT TAC AGT CAC TGA GCT GC-37
wtkappavarLldir 57-C TCT TGC AGA TCT AGT CAG AGC CTG GTA CAT AGT AAT GGA

AAC ACC TATTTA GAA TGG T-37

wtkappavarLlrev 5"A CCA TTC TAA ATA GGT GTT TCC ATT ACT ATG TAC CAG GCT

CTG ACT AGA TCT GCA AGA G-3'

Directo de TRP2 murino 5/’-TTT CTA AGC TTA TGG GCC TTG TGG GAT GGG GGC TTC-3’

Reverso de TRP2 murino| 5’/-TTT CTG ATA TCT CAG GCT TCC TCC GTG TAT CTC TTG C-37

Directo de GP100 5’-TTT CTG ATA TCA TGG GTIG TCC AGA GAA GGA GOT TC-3’

Reverso de GplOO 5’-TTT CTC TCG AGA CAG ACC TGC TGT CCA CTG AGG AGC-3’

Insercdo de epitopos antigénicos em locais COR de vectores de

cadeia simples.

Sao enumerados varios epitopos de CTL CD8 e auxiliares CD4 no
quadro, 3, embora possa ser inserido facilmente qualquer epitopo
em qualquer dos locais dentro dos vectores de cadeia simples. Por
exemplo, a insergao do epitopo de TRP2 no local H2 do vector
pOrigHIB foi conseguida como segue.

Foram desenhados oligonucledétidos complementares para
codificar uma segquéncia de nucledtidos gque na tradugado expressa o
epitopo. A sequéncia de ADN que codifica o epitopo foi flangqueada
pelos nucledtidos de CDR correspondentes para assegurar dgue, ao
traduzir, os aminodcidos se conservassem e que a sequéncia
permanecesse 1in frame (veja-se Quadro 1). Os iniciadores foram
enviados para sintese (MWG) e foram fosforilados na extremidade
57.

8 v ¥ H F F ¥V W (L
5'-Fosforilado-T AGT GTY TATGAT TTT YTT GTG TGG TR CGATIC AD
3 A TCA CAA ATATTA AAA AAA CAC ACC GAG GCT AASG T-Fosforilado-5*

Os oligonucledtidos complementares foram ressuspensos a uma
concentragdo final de 1 mg/ml em agua duplamente destilada estéril
e foram ligados entre si preparando uma reacgao com 10 pl de cada
iniciador composta a um volume final de 50 M1 com tampao TE. A
reacgao fol submetida a ciclo a 95 °C durante 5 minutos (0,1
°C/segundo), 72 °C durante 20 minutos (0,1 °C/segundo), 55 °C

durante 20 minutos e depois foi mantido a 4 °C.
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Para inserg¢édo no local H2, o vector pOrigHlB H2 e/ou pOrigHI1B
H1H2 foi 1linearizado preparando um produto de digestao de
restricao com Msel (dependente de CDR para ser utilizado para
insercao de epitopo) e foi incubado durante uma noite a 37 °C. O
produto de digestao foi submetido a electroforese num gel de
agarose 1,5 % e o vector cortado foi purificado por extracgao em
gel. Para evitar a autoligagao do vector 1linearizado, foram
retirados os grupos fosfato das extremidades 5’ do vector por
tratamento e incubagdao durante uma noite a 37 °C com fosfatase
alcalina intestinal de bezzero (CIAP) 5 unidades, 10 ul de tampao
NEB 3 10 x composto a um volume final de 100 Ml com agua destilada
estéril. O vector desfosforilado foi purificado e foram preparadas
ligagdes com diluigdes puras, 1/100 e 1/200 dos oligonucledtidos
anelados para terminar directamente no local H2 wutilizando
técnicas convencionais. As insercgdes de epitopos foram confirmadas
sequenciando dentro dos vectores simples utilizando o iniciador

universal de CMV directo.
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Quadro 3 Epitopos auxiliares e de CTL

PROTEINA COORDENADAS SEQUENCIA RESTRICAO POR
HLA
TRP 180-188 SVYDFEVIL A, B

agtgtttatgattititgtgtagete

GP100 209-217 ITDQVEFSY LY,
accattactgaccggtgeettteteegty

GP100 (210M) 209-217{K) IVDQVPESV ¥
accattatggaccaggtgectttetecyty

GP100 (F7L) 209-217 ITDQVPLSV Y,
accattactgaccaggtgectttgtecqty

GP100 44-59 WNRQLYPEWTEAQRLD DRO401

tgoaacaggeacctgtatecagagtggacagaaocccagagacttoac

HEPB § AG 28-39 IPQSLDSWWTSL Ld (CTL)

ataccgcagagtetagactegtyotogactictete

Nucleoproteina HepB 128-140 TPPAYRPPNAPIL [-Ab {auxiliar)

actectecagettatagaccaccaaalacceetatecta

MAGE3 271-219 FLWGPRALV LY,

tteetgtggggtecaagygecctegtt

Tied (283) 124-132 FLRATLTM Y

tfeetaccagetactttaactatgact

Tied (IBd) 124-132 FLPATLTMV LY,

tteetaccaactactttaactatqott

Tre2 (29) 431-439 GMVEKPFNI LY,




M

PROTEINA COORDENADAS SEQUﬁNCIA RESTRIQAO PR
HLA
gygatgytggaaaaqeectteaacatt
Tie2 (nZ9) £31-439 CHVEKPEYV Y
goatggtggasaageccttcaacytt
FLU HA 111-120 FERFEIFPKE I-Ad {auxiliar)
tttgaaaggtttgagatattccccaaggaa
ovoalbunina 208-265 S IINFEKL Kb
agtataatcaactttgaaaaacta
Triosafosfato isomerase |  23-37 GELIGTLEARKVPAD DROL0L
(wt) ggggagetcategycattetgaacgcggecaagatyccggecyac
Triosafosfato isomerase | 23-37 GELIGILNARKVPAD DROL0L
(ml) qyqoagctcateggeactetvaacgeggecaaggtyecgyeeygac
VEGFR2 173-781 VIAVFFILL A2
gtgattoccatgticttetogelactt
MVEGFH2 173761 VLAVFFWLL Al

gtgcttaccatggttetictggetactt
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Transferéncia ao vector de expressao duplo pDCOrig

Uma vez qgue foram incorporados todos os epitopos nos locais Vg
e V;, dentro dos vectores simples, sao transferidos ao vector de
expressadao duplo pDCOrig utilizando HindIII/Afel e BamHI/BsiWI in
frame com suas regides constantes humanas respectivas. Para gerar
o vector de expressdo de ImmunoBody pDCOrig, foi linearizado
pOrigHIB utilizando a endonuclease de restrigao de extremidades
cegas Nrul localizada adjacente ao promotor de CMV. pOrigLIB foi
digerido com as endonucleasas de extremidades cegas Nrul e Hpal
para escisar o cassete de expressao de cadeia leve completo que
consiste no promotor de CMV, cadeia kappa humana desimunizada e o
sinal de poli A de BGH. Depois de electroforese em gel, isolamento
e extracgao em gel do vector linearizado pOrigHIB e do cassete de
expressao de cadeia leve o vector foi desfosforilado e o cassete
de expressao de cadeia leve foi ligado para formar a construgao
pDCOrig (Figura 8). A orientagao do cassete de cadeia leve dentro
de pDCOrig foi confirmada por andlise de restricgao.

pDCOrig contém as sequéncias codificantes o gene tanto de
cadeia 1leve como de cadeia pesada combinadas dentro da mesma
construgao, eliminando sequéncias intrdénicas e o sistema de dois
vectores. A expressao ¢é dirigida pelos promotores precoces
imediatos de CMV de alto nivel e outros elementos de controlo de
ADN, tais como sinal de poliadenilagdao de hormona de crescimento
bovina. O marcador de selecgado =zeocina também foi incluido para
maximizar a expressao e eficdcia de producao. O desenho cuidadoso
deste vector conservou os locais de enzimas de restrigao uUnicos
nos pontos de uniao das regides variavels e constantes e
proporciona um método facil e rapido para <criar diferentes
combinag¢des das regides variaveis (insergbes de epitopos, veja-se
a Figura 8). O guadro 4 enumera algumas das construgdes de pDcOrig

IB geradas.
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Quadro 4. Construgoes de pDCOrig

il

12

13

Ll

L3

5100 210M

lue_ecproteina HepB

DCIBLS TRP2 SVYDFFVWL
TIMCQVPESY “PPAYKPPNAPIL
SpldC 210 NucZecproteina Hepb
DCIB17
TIMCOVPESY “PPAYRPPHAPIL
luc_ecproteina HepB
DCIB18 TRPZ SVYDFFVAL
“PPAYRPPNAPIL
Ay S de HepB
DCIB21 Fiu HA FERFEIFPKE
[POSLESWRTSL
OVOALBUM_NA luc-ecproteina HepB
0CIB24
SHNEEKL “PPAYKPENAPIL
SpldC 210 NucZecprotelna
DCIB25 TRPZ SVYDFFVWL
TMDOVPESY HepBTPPAYRPENAPIL
lucZecproteina HepB
DCIB26 “ie-2 754 FLPATLIMV
“PPAYRPPNAPIL
Gpldb FIL lue_ecproteina HepB
DCIB30 TRFZ SVYDFFVAL
TITCCVRLSV “PPAYKPPNAPIL
DCIB31 RPZ SVITFEVHL
Nucleoproteina HepB
DCIB32 RPZ SVYCFFVHL
TPPAYRPPNAPIL
DCIB33 Gpld0 FIL luc_eoproteina HepB
TRP2 SVYDFFVWL
huigG2 TITCCVRLSV “PPAYKPPNAPIL
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il 12 13 Ll L3

Gpl0 210M Gp10Y
DCIB35 TRPZ SVYDFFVHL

THDOVPFSY WHROLYPERTEAQPLD
DCIB36 TRP2 SVVDFFVWL

Gpldb FIL HueZeeproteina Hep
DCIB37

TITCOVELSY “PPAYKPPNAPIL

Spldl 1 NucZecproteina HepB
DCIB40

TITEOVELSY “PPAYRPENAPIL

Nuc_ecproteina HepB
DCIB41 GpLdd wt "ITCOVPESY “PPAYRPPNAPIL
luc-ecproteina HepB

Gplib FTY
DCIB42 “PPAYKPPHAPIL

TITCOVPYSY

GpldC VAL lucZecproteina HspB
DCIB43

TITCOLPESY “PPAYRPFNAPIL

Gpll
DCIB48 TRP2 GVYDFFWIL
WNROLYEERZEAQRLD
Hucleoprotelna HepR
DCIB4Y
TPPAVRERNAP L

Gp1d0 210M Gp- 00 WNROLYPEW
DCIB50 TRP2 SVYDFFVWL

TIMCOVPESY TEACALD

llucleoproteina HepB

DCIB52 TRP2 SVYDFFWL

TPPAVRPPNAP _L
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il 12 13 Ll L3
DCIB53 Gpl0 210M TRP2 SVYDFEWIL lucZecproteina HepB
MolgG2a TIMCOVEFSY “PPAVRPENAPIL
Gp-00 Gpl0
DCIB54 TRF2 SVYDFFWWL
GIGRAMLGZHTMEVIVYH WNROLYPERZEAQRLD
DCIB64 Gp-0 TRP2 SVYDFFVWL
MoigG2a | GIGRAMLGF MIMEVIVYH
CIB6S Gplat 2104 TRP2 lfuc_ecproteina Heph
huigG3 TIMEQVPESY SVYLFFFVHL “PPAYRPPNAPIL
Motivo huig
Gpl0 210M lucZecproteina HepB
Gl + G2 de TRPZ SVYDFFVHL
TIMDOVPESV “PPAYRFPNAPIL
DCIB66
Motivo huig
SpldC 210 NucZecproteina Hepb
G2 + Gl de TRP2 SVYDFFAL
TIMEQVPESY “PPAYKPPNAPIL
DCIB8T
Gp-00 Gp-00
GpLI0 Gp10d
DCIB6S GIGRAMLGTHEM TRPZ SVYDFFVHL CGRANLGTHZM
WHROLYPEW_EAQRLD WHRQLYPERTEACRLD
EVITVYR EVIVIH
Gp-0 Gpl0Y Gp-0
DCIB6Y Gplde
GIGRAMLGTHTM TRP2 SVYDFFWAL WHRQLYPEWTEAQRLD TORAMLGTHZY
MoigGla WHROLYPEW_EAQRLD
EV_VYR EVIVVH
lue_ecproteina HepB
0CIB71 “le-2 712 ILINSLPLV “PPAYKPPNAPIL




R,

il

)

13

Ll

L3

DCIB72

Tie-2 172

ILINSLPLY

lucZecproteina HepB

“PPAYRPPNAPIL
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Geragao de pDcOrig IB15 CH1 stop

E incorporado um coddo de parada depois do dominio CH1
da regiao constante de IgGl humana dentro da construgao
pOCOrig IB15 utilizando o kit de mutagénese dirigida Quik
change (Stratagene) e os 1iniciadores oligonucleotidicos
complementares directo origstophuHeCH1 e inverso
OrigstophuHeCHl1 (veja-se Quadro 2) como é indicado pelo
fabricante. A incorporacao de codao de parada é confirmada
por sequenciamento de ADN (Figura 9).

Retirada de sequéncias lider de pDCOrig IB15

Para retirar a sequéncia lider da cadeia pesada e leve
do vector pDCOrig IB15, foram preparadas PCR utilizando o
molde pDCOrig IB15 com os 1iniciadores directos leve pOrig
sem lider e pesado pOrig sem lider Juntamente com os
iniciadores inversos huHeClonR e hiLiClonR respectivamente
(Quadro 2). Os fragmentos amplificados foram ligados com TA
TOPO no vector pCR 2,1 (Invitrogen) e os clones foram
confirmados por sequenciamento. As regides de IB15 tanto Vy
como Vi desprovidas de lider foram clonadas de novo em
pDCOrig IB15 utilizando locais HindIII/Afel e BamHI/BsiWI
respectivamente. A sequéncia de ADN e tradugao para as
regides Vg e Vi se mostram nas Figuras 10 e 11
respectivamente.

Construgao de 1isotipos IgG2 e IgG3 humanos do vector de

expressao duplo Immunobody™ pDCOrig

A regiao constante de IgG3 humana foili amplificada por
meio de PCR utilizando os 1iniciadores directo e inverso
huigg3 (Quadro 2) incorporando um Afel e EcoRV
respectivamente com o molde pOTB7huigG3 (clone de imagem
4566267 MGC 45809). De forma similar a regiao constante de
IgG2 humana foi amplificada utilizando iniciadores IgG2Dir
e IgG2Rev (Quadro 2) com o molde pTOB7 huigG2 (clone de
imagem 6281452 MGC 71314).
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Ambos fragmentos foram ligados com TOPO em pCR 2,1 e a
sequéncia foil confirmada (Figuras 12 e 13). A regiao
constante huigGl dentro da construgao pDCOrigIBl5 foi
substituida eficazmente com tanto huigG2 como huigG3
clonados in frame com a variavel pesada utilizando locais
Atel e Sapl para gerar pDCOrigIBl5 huigG2 e pDCOrigIBl5
huigG3 (Figurald4). Ambos os vectores conservam 0OS MmMesSmos
locais de restricao uUnicos no ponto de uniao da regiao
variavel/constante. Isto permite uma permuta facil de
regides variaveis entre todos os vectores de Immunobody de
cadeia dupla e simples de isotipo humano.

Mutagao de IgGl Fcy humano e dominio de uniao a Receptor de

IgG2 humana
Para substituir os aminodacidos E233 ©L234 L235 do

motivo de unido huigGl dentro do dominio CH2 com P233 V234
A235 de huigG2, uma seccao curta foili amplificada de novo
por meio de PCR incorporando a mutagao. Foi utilizado o
iniciador reverso huigGl PVA Inv que continha as
substituicdes e o local de restricao constitutivo AhdI com
0 iniciador directo HIBF (Quadro 2) e o molde pDCOrig IB15.
0 fragmento resultante foi ligado no vector pCR 2,1
(Invitrogen) . Depois de confirmacao de sequéncia, a
sequéncia de tipo selvagem foil substituida eficazmente com
a secgao que continha as mutagdes pela insergao de nos
locais de corte simples Agel/AhdI do plasmideo pDCOrig IB15
huigGl (Figura 15).

Os aminoacidos P233 V234 A235 dentro do dominio
constante de huigG2 da construgao pDCOrig 1IB15 huigG2
também foram substituidos com o motivo de unido a huigGl
ELLG. Como antes, foi wutilizado o iniciador reverso
huigG2ELLGInv (Quadro 2) que continha as substituigdes e o
local de restrigao constitutivo AhdI com o iniciador
directo HIBF e a IgG2 humana do molde pDCOrig IB15. O
fragmento foi ligado com TA TOPO no vector pCR 2,1. Depois
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de confirmacao de sequéncia, a sequéncia de tipo selvagem
foi substituida de novo com a secc¢ao que continha o motivo
de unido a huigGl utilizando locais Agel/Ahdl do plasmideo
pDCOrig IB15 huigG2 (Figura 16).
Geracao de plasmideos de IgG2a murinos de pDCOrig DCIBS53 e
DCIB63

Para construir uma versao de IgG2a murina do vector de
duplo expressao pDCOrig, foi sintetizado ADNc de ARN total
isolado da linha celular de hibridoma 337. Para
amplificagao da regiao constante de IgG2a murina, foi
utilizado o i1niciador directo migG2aCl AfeF2 que continha
local de restrigao Afel juntamente com o iniciador reverso
migG2aXbaRA que albergava um local Xbal depois do codao de
parada. O fragmento de PCR foi ligado com TOPO no vector
PCR 2,1. Depois de conformagao de sequéncia, a regiao
constante de IgG2a murina foi excisada e foi clonada in
frame com a regiao variavel ©pesada murina nos locais
Afel/Xbal do vector pOrigHIB substituindo eficazmente IgGl
humana. Foi retirado um local BamHI e XhoI sem alterar, na
traducdo, a sequéncia de aminoacidos da regido constante de
IgG2a murina, sequencialmente por mutagénese dirigida
utilizando kit de mutagénese dirigida Quik change
(Stratagene) e os iniciadores complementares MoigG2BamHIDIR
e REV, MoigG2XhoIDIR e REV respectivamente. Isto gerou o
vector de ImmunoBody de cadeia simples pMoOrigHIB (Figura
172). Uma secgao de pMoOrigHIB que <continha a regiao
constante de McigG2a da construcao simples foli transferida
ao vector de duplo expressao pDCOrig IB15 in frame com a
regido variavel pesada murina utilizando Afel e AvrII de
corte simples localizados no promotor de SV40 para gerar o
vector intermediario pDCOrigIBl15MoigG2a hukappa que ainda
continha uma regiao kappa humana.

Para amplificagaoc da regiao kappa murina, foi

utilizado o ADNc como um molde com OS iniciadores
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MoLC1Bsl1F1 que continha um local BsiWI e MoLCXhol
incorporando um local XholI depois do codao de parada. O
fragmento amplificado foi clonado por TOPO no vector pCR
2,1 como antes. A regiao kappa murina foil excisada e foi
ligada no vector de ImmunoBody pOrigLIB L1 e pOrigLIB hepB
auxiliar hepB/Ll substituindo a constante kappa humana
utilizando BsiWI/XhoI gerando o vector intermediario
PMOLIBL1Bsi e pMoLIB HepB auxiliar hepB/L1 Bsi. O sistema
de Immunobody implica a transferéncia de regides variaveis
utilizando um local de restricao Unico no ponto de uniao
das regides variaveis e constantes enquanto que o ponto de
unido entre a variavel pesada murina e a constante moigG2a
podem acomodar um local Afel (presente dentro de todos os
vectores de Immunobody humanos) e nao alterar a sequéncia
de aminoacidos na tradugdo, a regido entre a kappa e
variavel murina ¢é problematica. Na analise de sequéncia
neste ponto de unidao nao se poderia incorporar local de
restricao unico que nao alterasse a sequéncia de
aminodcidos. O local BsiWI no ponto de unido fol retirado
para voltar a sequéncia de tipo selvagem. Isto foi
conseguido amplificando a cadeia de comprimento completa
murina inteira por meio de PCR sobreposta. Foli preparado
uma primeira PCR utilizando o) iniciador directo
MoKappaSDMdir que continha sequéncia de tipo selvagem no
ponto de uniao e regiao flanqueante retirando eficazmente
BsiWI, o iniciador reverso BGH e os vectores de cadeia leve
intermedidarios pMoLIBL1 Bsi e pMoLIB hepB auxiliar hepB/L1
Bsi como molde respectivamente. Foi utilizado um fragmento
amplificado de aproximadamente 430 pb do primeiro ciclo de
PCR como um iniciador reverso contendo o iniciador directo
Immuno-LikozDir um local BamHI. As cadeias kappa murinas de
comprimento completa amplificadas foram ligados por TOPO em
PCR 2,1 e foil confirmada sua sequéncia. A cadeia kappa

murina de comprimento completa que continha ajuda de hepB
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no local de Ll em pCR 2,1 foli excisada e foi clonada nos
locais BamHI/Xhol do vector de expressao duplo
intermedidrio pCCCrigIB15MoigG2a hukappa substituindo a
cadeia kappa humana para gerar o vector de expressao duplo
murino pDCOrigIB GP100210m/H1 TRP2/H2 HepB auxiliar/L1
molgG2a (DCIB 53, Figura 17 B e 54).

De forma similar, a cadeia kappa murina de comprimento
completa que continha um local L1 foi excisada e foi
clonada nos locais BamHI/Xhol do vector de expressao duplo
intermediario pDCOrigIBl5MoigG2a hukappa substituindo a
cadeia kappa humana para gerar o vector de expressao duplo
murino intermedidrio pDCOrigIBl15molgG2a com um local L1
vacuo. Para gerar a construgdo com uma regido varidvel leve
de tipo selvagem, 0s iniciadores fosforilados 57
complementares wtkappavarLl dir e rev (Quadro 2) foram
hibridados e inseridos no local L1 depois de linearizacao
com EcoRV como foil descrito anteriormente. Finalmente a
regido variavel pesada de DCIB 54 que continha GP100DR7/H14
TRP2/H?2 e GP100DR4/H3 foi transferida utilizando
HindIII/Afel para gerar
pDCOrigGP100DR7/H1TRP2/H2GP100DR4/H3moigG2a kappa de tipo
selvagem (DCIB68 Figura 17C e 60).

Retirada do promotor de SV40 eucariota do vector de

expressao duplo de Immunobody pDCOrig para requisitos de

vacina de ADN reguladora

O promotor bacteriano EM7 e gene de =zeocina foram
amplificados wutilizando o iniciador directo SV40PremDIR
incorporando um local Nhel e iniciador reverso SV40remINV
(Quadro 2) com o molde pOrigHIB. O fragmento de PCR de 511
pb resultante foi 1ligado por TOPO em pCR 2,1 e foi
confirmada por sequenciamento. O promotor EM7 e uma secgao
do gene de zeocina foram excisados utilizando Nhel e Fsel
de pCR 2,1 e foram clonados directamente em pOrigHIB HI1

retirando eficazmente o promotor de 8SV40. O local Nhel
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reside antes do promotor de SV40 enquanto gque na sequéncia
de reconhecimento de Fsel é um cortador simples dentro do
gene de zeocina do vector. Depois de confirmagao de
sequéncia uma secgao maior do vector simples foi
transferida ao vector pDCOrig IB68 que <codifica a
extremidade de cauda de huigGl, poliA de BGH, EM7 e parte
do gene de zeocina digerindo com Sapl e Frei retirando
eficazmente o promotor de SV40 do vector de expressao
duplo.

Alteragao da cadeia principal de pDCOrig para uma pVaxl

(Invitrogen) compativel com a regulagao da FDA

A cadeia pesada de IgGl humana de comprimento completa
de Immunobody foi excisada da construgao DCIB54 utilizando
Hindlll e Xbal e foil inserida nestes locails dentro do MCS
do vector pVaxl (Figura 18 A). Para gerar a versao pVax do
vector de expressao de duplo cadeia, pVaxIB54HIB foi
linearizado wutilizando a endonuclease de restrigao de
extremidade romo Nrul localizada adjacente ao promotor de
CMV. pOrigLIB (Figura 18 B), foi digerida com as
endonucleases Nrul e Hpal de extremidades cegas para
exclisar o cassete de expressao de cadeia leve completo
consistente no promotor de CMV, cadeia kappa humana de
Immunobody e a sinal poliA de BGH. Depois de electroforese
em gel, isolamento e extracgao de gel do vector linearizado
pVaxIB54HIB e o cassete de expressao de cadeia 1leve o
vector foi desfosforilado e o cassete de expressao de
cadeia leve fol ligado para formar a construgao pVaxDCIB54
(Figura 18C). A orientacao do cassete de cadeia leve dentro
de pVaxDCIB54 foi confirmada por meio de analise de
restricgao. pvVaxOCIB54 conserva 0SS mMesmos locais de
restricao Gnicos no ponto de uniao de regiao
constante/variavel permitindo a permuta facil de regides
variaveis entre todos os vectores de Immunobody de cadeia

duplo e simples de isotipo humano. Por exemplo para gerar
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pVaxDCIB68 (Figura 60) a regiao variavel leve murina que
continha GplOODR4/L1 e Gpl00D37/L3 foi excisada de DCIB68
utilizando BamHI/BsiWI e foi clonada em pVaxDCIB54
substituindo eficazmente a regido variavel de tipo selvagem
leve.

Geracao de TRPZ2 murino de pOrig e GP100 de pCDNA3

Para construir TRP2 murino de pOrig, foi wutilizado
ADNc sintetizado de 5 Hg de ARN total isolado da 1linha
celular BI16F10 como um molde para a amplificagao de
proteina relacionada com tirosinase 2 (TRP2) murina de
comprimento completa utilizando os iniciadores murinos de
TRP2 directo e inverso (Quadro 2) com incorporagao de um
local Hindlll ou EcoRV respectivamente. Foi ligado TRPZ de
comprimento completa no local de clonagem multiple
HindIII/EcoRV do vector pOrigHIB. Também se amplificd GP100
murino de comprimento completa do ADNc utilizando os
iniciadores murinos de GP100 desenhados directo e 1inverso
que continham locais EcoRV e Xhol respectivamente. (Quadro
1). O produto de PCR foi clonada nos locais EcoRV/Xhol do
vector de expressadao de mamiferos pCDNA3 (Invitrogen). Ambos
plasmideos foram identificados por andlise de restrigdo e
foram confirmados por sequenciamento de ADN.

ELISA de tipo sanduiche

Foram revestidas placas flexiveis de 96 pocgos Falcon,
durante a noite a 4 °C, com 50 Ml de anticorpo especifico
anti-Fc de IgG humana (Sigma 12136) ou anticorpo de anti-
cadeia leve kappa humana (Dako A0191) a 10 Mg/ml em PBS. As
placas foram lavadas trés vezes com PBS-Tween 20 (0,05 %)
200 Ml/pogo, wutilizando um Skan Washer 400 (Molecular
Devices), e os pogos foram bloqueados com gelatina de pele
de peixe a 1 % (Sigma) em PBS (FSG/PBS 1 %). As placas
foram incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente e
foram lavadas com FSG/PBS 1 %. O sobrenadante de cultivo de

tecido gue continha Immunobody expresso ou proteina de
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Immunobody purificada (50 M1l) foi adicionado aos pogos, em
triplicata, e as placas foram incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com FSG/PBS a
1 % e Immunobody foi detectado unido adicionando 50 Hl/pogo
de anticorpo especifico anti-Fc¢ de IgG humana conjugado com
peroxidase (Sigma A0170) ou anticorpo anti-cadeia leve
kappa humana (Sigma A7164), diluido 1/2000 em FSG/PBS a 1
%, e fol incubado durante 1 hora a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas com FSG/PBS 1 % e foram desenvolvidas
adicionando substrato TMB (R&D Systems) a 50 ul/pogo. A
absorvancia foi medida a 650 nm num leitor de microplacas
VERSA max (Molecular Devices).

Ratinhos e imunizacdes

O trabalho com os animais foi levado a cabo sob uma
licenga de projecto aprovada pelo Ministério do Interior.
Foram wutilizados machos e fémeas transgénicos HLA-A2
(HHDII) ou C57BI/6 (Harian) (Instituto Pasteur, Paris)
entre 6 e 12 semanas de idade. Péptidos sintéticos foram
emulsificados (fabricados por John Keyte, Departamento de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de ©Nottingham, Reino
Unido) com adjuvante incompleto de Freund e foram
injectados por uma via subcutdnea. Cada ratinho recebeu 10
Lg de péptido/imunizacgdo. Particulas de ouro de 1,0 um
foram revestidas com ADN (BioRad, Homel Hempstead, Reino
Unido) wutilizando as instrugdes do fabricante e foram

administradas por via intradérmica pela pistola génica

Helios (BioRad) . Cada ratinho recebeu 1 Ug de
ADN/imunizacdo. Também foi administrada solucao de ADN
desnudo i.d. ou i.m. (10 Lg/imunizacao) combinada

imediatamente depois da injeccdo com um pulso eléctrico
curto. 0Os ratinhos foram imunizados a 0, 1 e 2 semanas e 0S8
bagos foram retirados na semana 3. O esgotamento do
subconjunto de 1linfdécitos T in vivo fol realizado por

injecgao de 400 Mg de anticorpo anti-CD25 (PCR61) 1i.p.
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quatro dias antes da imunizagao ou 200 Mg de anticorpo
anti-CTLa-4 i.p. simultaneamente com a imunizacgao
secundaria.

Reestimulagdes in vitro

Cinco dias depois da imunizacdo final, esplendcitos
(5x10%/ml) foram cocultivados a 37 ©°C com blastos com
lipopolissacaridos (LPS) pulsados com péptidos singénicos
irradiados (20 Gy) (0,5 a 1x10° células/ml) em 2 ml de
RPMI-1644 com FBS a 10 %, glutamina 2 mM, tampao HEPES 20
M, penicilina 100 unidades/ml, estreptomicina 100 ug/ml*1 e
2-mercaptoetdool 10° M em placas de 24 pocos. Os blastos
com LPS foram obtidos activando esplenécitos (1,5 x 10°
células/ml) com LPS 25 Mg/ml (Sigma) e dextrano sulfato 7
lLg/ml (Pharmacia, Mitton Keynes, Reino Unido) durante 3
dias a 37 °C. Antes de utilizacgao, foram cultivados 2 x 10’
blastos de LPS com péptido sintético 100 upg/ml durante 1
hora. Os cultivos foram ensaiados com respeito a actividade
citotdxica no dia 6 num ensaio de libertacgao de ler,

Ensaio de libertacgao de Slop

As células alvo foram marcadas durante 1 hora com
cromato (°!Cr) de sdédio 1,85 MBg (Amersham, Essex, Reino
Unido) com ou sem péptido 100 ug/ml. Depois da incubacgao
foram lavadas 3 vezes em RPMI e foram incubadas durante 1
hora adicional com péptido 100 Mg/ml. Foram preparados 5 x
10° alvos/pogo de placas de fundo em V de 96 pogos e foram
coincubados com diferentes densidades de células efectoras
num volume final de 200 Ml. Depois de 4 horas a 37 °C,

foram retirados 50 Wl dos sobrenadantes de cada pogo e

foram transferidos a uma Lumaplate (Packard, Rigaweg,
Paises Baixos). As placas foram lidas num Contador de
cintilagao de Microplaca Topcount (Packard). A percentagem

de lise especifica foili calculada utilizando a seguinte

férmula:
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Lise especifica = 100 =x [(libertagdo experimental -
libertagao esponténea)/(libertacdo maxima - libertacgao
esponténea) ]

Ensaio de Elispot ex vivo

Foram realizados ensaios de elispot utilizando
rewagentes de captura e detecgdao de IFNY murino de acordo
com as instrucgdes do fabricante (Mabtech, Suecia) .
Brevemente, pogos da placa de Inmobilina P de 96 pogos
foram revestidos com anticorpos anti-IFNY e pogos repetidos
foram semeados com 5 X 10° esplendcitos. Péptidos
sintéticos (a uma diversidade de concentracdes) ou 5 x 10°
células de melanoma alvo foram adicionados a estes pogos e
foram incubados durante 40 horas a 37 °C. Depois da
incubag¢ao, o IFNY capturado foi detectado por meio de um
anticorpo anti-IFNY biotinilado e desenvolvimento com uma
fosfatase alcalina de estreptavidina e substrato
cromogénico. Os pontos foram analisados e foram contados
utilizando um leitor de placa automatico (CTL). A avidez
funcional foi calculada como a concentracao que media 50 %
da funcédo efectora maxima utilizando um grafico de funcao
efectora contra concentragao de péptido. O esgotamento de
linfécitos CD8 de populagdes de esplendcitos foil realizado
utilizando Dynabeads CD* (Dynal) de acordo com as
instrugdes do fabricante e depois foram adicionaos a ensaio
de elispot ex vivo.

Ensaios de tumor

Foram seleccionados aleatoriamente ratinhos C57BI/6 em
grupos de tratamento e foram imunizados a intervalos
semanais durante cinco semanas. Entre a terceira e dquarta
imunizag¢ao foram desafiados por injecgao i.v. na veia da
cauda 1 x 10% células de melanoma B16F10 IFNQ. Quando sao
injectadas 1.v., as células B1l6F10 migram aos pulmdes para
formar metastase. O0s ratinhos foram monitorizados com

respeito a sinais de crescimento tumoral e dor. No dia 49
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depois da apresentacao de tumor, os ratinhos foram
sacrificados e os pulmbes foram analisados com respeito a
presenca de metastase. O0Os Dbagos foram analisados com
respeito a presenca de epitopo e respostas imunes
especificas de tumor em ensaio de elispot ex vivo.

Foram imunizados ratinhos HHDII a intervalos semanais
durante trés semanas e 7 dias depois da imunizacgao final
foram aplicados s.c. no flanco direito 2 x 10° células de
melanoma B16F10 HHD. O crescimento tumoral foi controlado a
intervalos de 3-4 dias e o tamanho do tumor foi medido
utilizando um calibrador.

Exemplo 1 - Construgdes de ImmunoBody produzem baixos
niveis de anticorpo intacto

Prepararam-se transfectantes de células CHO-S estaveis
com uma construcao de ImmunoBody gque continha o epitopo de
gpl00 IMDQVPFSV e o epitopo de TRP2 SVYDFFVWL em CDR H1l e
CDR H2 respectivamente com o epitopo de HepB (CD4
TPPAYRPPNAPIL em CDR L1 (DCIB15; Figura 19).

O sobrenadante destes transfectantes foi analisado em
relagao a expressao de proteina de ImmunoBody por ELISA de
tipo sandwich. Foram revestidas placas com anticorpo
especifico anti Fc de IgG humana e adicionou-se
sobrenadante. Detectou-se ImmunoBody unido utilizando um
anticorpo de HRP especifico anti Fc¢ humano para detectar
cadeia pesada. A cadeia pesada detectou-se no sobrenadante
a uma concentracgaoc de aproximadamente 1 Ug/ml em comparagao
com o controlo (Figura 20a). Purificou-se ImmunoBody do
sobrenadante utilizando uma coluna de afinidade de proteina
A e analisou-se em relagcdao a presenca de ImmunoBody. A
purificacao de ImmunoBody produziu quantidades muito mais
baixas de proteina do gque se esperava previamente em
comparagao com o controlo (Figura 20b). Ja que tais
rendimentos baixos de proteina intacta podiam purificar-se,

as construgdes de ImmunoBody foram analisadas em relacao a
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expressao de tanto cadeia pesada como anticorpo intacto no
sobrenadante de células transfectadas por ELISA de tipo
sandwich. As construgdes com o epitopo de HepB CD4 em CDR
L1l e o epitopo de SIINFEKL em CDR H2 (GCIB24; Figura 21) ou
o epitopo de gpl00 IMDQVPEFSV e o epitopo de TRP2 SVYDFFVWL
em CDRH1 e CDRH2 respectivamente com o epitopo de HepB CD4
TPPAYRPPNAPIL em CDR L3 (DCIB25; Figura 22) também foram
ensaiadas. As placas foram revestidas com anticorpo
especifico anti Fc de IgG humana e adicionou-se ©
sobrenadante. O ImmunoBody unido detectou-se utilizando um
anticorpo de HRP especifico anti Fc¢ humano para detectar
cadeia pesada ou um anticorpo de HRP especifico de anti
cadeia capa humana para detectar ImmunoBody intacto. Os
transfectantes de ImmunoBody mostram alto nivel de secrecao
de cadeia pesada, mas muito baixos niveis de ImmunoBody
intacto (Figura 20c e d).

Estes dados indicam que a incorporacao de epitopos de
linfdécitos T CD8 e CD4 nas regides variaveis de cadeia
pesada e leve quebrou a estrutura global do ImmunoBody
evitando a formacao de anticorpo intacto.

Os dados adicionais sobre a analise de sobrenadante de
células CHO-S transfectadas demonstram gque somente as
construgdes com epitopos de CTL incorporados na CDRH3 ou
CDRL3 sao secretadas como anticorpo intacto (Figura 20e).
Ao contrario, a incorporacao de qualquer epitopo dentro da
CDRH1 ou CDRH2 permitiu a secrecao de quantidades pesadas,
mas baixas de anticorpo intacto inclusive se nao se
incorporava nada dentro da cadeia leve se secretava. A
incorporagao de qualquer epitopo dentro de CDRL1 de
qualquer das cadeias leves tinha como resultado a secregao
de nivel baixo de cadeia leve inclusive se somente havia um

epitopo incorporado na CDRH3 da cadeia pesada.
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Exemplo 2 - Epitopos de CTL incorporados na armagdo de
ImmunoBody sdo processados e apresentados para induzir uma
resposta imune in vivo

O epitopo de CTL anteriormente publicado de TRPZ2,
aa280-288 (Bloom et al, The Journal of Experimental
Medicine 1997; 185: 453-9), obteve-se por engenharia
genética na regiao CDR H2 da construgao de ImmunoBody junto
com um epitopo de CD4 universal de Hepatite B em CDR Ll
(DCIB18; Figura 30). Os ratinhos C57BI/6 foram imunizados
trés vezes a intervalos semanais por via intradérmica com
ADN de ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas.
Os esplendcitos foram analisados posteriormente por elispot
de IFNY em relagao a respostas especificas de TRP2. Os
ratinhos 1munizados com ADN de ImmunoBody demonstraram
respostas especificas de péptido de TRP2 consideraveis em
comparagao com o controlo, mas respostas de nivel mais
baixo especificas para o péptido de HepB CD4 (Figura 3la).
A avidez das respostas especificas de TRP2 também foi
estudada por titulagdo de péptido em elispot de IFNYy. Nos
quinze ratinhos ensaiados dentro de «c¢inco experiéncias
diferentes, a avidez das respostas varia de 10° M a 10 M
de péptido. Mostra-se um exemplo representativo na Figura
31 b.

Com a finalidade de confirmar que esta resposta
especifica de TRP2 estava mediada por linfécitos T CD8, os
ratinhos C57BI/6 foram imunizados trés vezes com ADN de
ImmunoBody a intervalos semanais. Seils dias depois da
ultima imunizacao os esplendécitos foram isolados e
analisados in vitro em relagdo a respostas especificas por
elispot de IFNY. Para determinar se a resposta especifica
de TRP2 estava mediada por linfécitos T CD8, suprimiram-se
os linfdécitos T CD8 antes da andlise no ensaio de elispot.
A supressdo de linfdécitos T CD8 conduziu a supresséao da

resposta especifica de TRP2; no entanto, o esgotamento de
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CD8 nado afectou a resposta de péptido HepB CD4, o que
sugere gque esta mediada mais provavelmente por linfdécitos T
CD4 (Figura 31 c).

Para determinar se as respostas geradas por imunizacao
com ADN de ImmunoBody sao capazes de matar as células alvo
in vitro, os esplendcitos foram estimulados com blastos de
LPS pulsados com péptido TRP2 in vitro durante 6 dias e
foram analisados num ensaio de libertacao de cromo contra
células de melanoma B1l6F10. Os esplendcitos de ratinhos
imunizados com ADN de ImmunoBody demonstraram lise superior
tanto de células B1l6F10, que tém baixos niveis de MHC de
classe I na superficie, como de células B16F10 IFNQ, dgue
tém alta expressao de MHC de classe I na superficie em
comparagao com a da linha B1l6F10 gque nao expressa moléculas
H-2Kb (B16F10 siKb). A supressadao da morte frente a linha
celular B16F10 siKb demonstra que a morte depende de CD8 e
estda restringida através de H-2Kb (Figura 31d).

Estes resultados mostram gque o epitopo de TRP2
(SVYDFFVWL) CD8 incorporado na regiao CDR H2 da armagao de
ImmunoBody é processado e apresentado para induzir
respostas de alta frequéncia mediadas por meio de MHC de
classe I. O epitopo de HepB CD4 também €& processado e
apresentado no contexto de MHC de classe II para induzir
boas respostas mediadas por CD4 de imunizag¢ao com ADN.

As respostas especificas de epitopo de TRP2 também
foram analisadas de outras construgdes que contém epitopo
de TRP2 utilizando metodologia idéntica. A incorporagao do
epitopo de TRP2 em CDR dentro da cadeia pesada tinha como
resultado respostas especificas de péptido de alta
frequéncia (Figura 3le). Ao contrario, a incorporagao de
epitopos de CTL dentro da cadeia leve tinha como resultado
uma redugao significativa da frequéncia de CTL (DCIB36). A
analise da avidez das respostas especificas de epitopo de

TRP2 revela que sao de alta avidez quando se geram a partir



74

de epitopos dentro da cadeia pesada, mas esta é
consideravelmente menor com a expressao de epitopos da
cadeia leve (Figura 31f). Observaram-se respostas
auxiliares de alta avidez de alta frequéncia para todas as
construgdes (Figura 31 g), o gue sugere gque a secrecgao de
cadeia pesada era uma vantagem para estimular respostas de
CTL, mas nao para respostas auxiliares.

Exemplo 3 - A imunizagdo de ADN de ImmunoBody é melhor que
a imunizagdo com péptido ou imunizagdo com antigénio
completo

Para analisar a eficacia de imunizacdao de ADN de
ImmunoBody, comparou-se com imunizagao s.c. com epitopo
peptidico em adjuvante incompleto de Freund ou imunizacgao
com um ADN gue expressa o antigénio de TRP2.

Os ratinhos C57BI/6 receberam trés imunizagbes
semanais com ADN ou péptido que compreendia o epitopo de
TRP2 ligado ao epitopo auxiliar universal em IFA. As
respostas especificas de péptido auxiliar e TRP2 geradas em
ratinhos imunizados com ImmunoBody foram muito superiores
em magnitude as induzidas por imunizacdo com péptido ou
imunizag¢ao com o antigénio de TRPZ completo (Figura 32a). A
analise adicional da avidez destas respostas especificas de
péptido revelaram gue as respostas geradas por ratinhos
imunizados com ADN de ImmunoBody tém uma avidez mais de um
logaritmico maior que as de individuos imunizados com
péptido (Figura 32b). As respostas geradas em ratinhos
C57BI/6 foram analisadas posteriormente em relagdo a
capacidade citotdxica in vitro frente a 1linha celular
B16F10 e, como um controlo negativo, a linha celular B16F10
siKb. A Figura 32c¢ mostra que os ratinhos imunizados com
ADN de ImmunoBody sao capazes de actividade tumoral in
vitro gue esta restringida por H-2Kb e tanto os ratinhos

imunizados com péptido como os ratinhos imunizados com
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antigénios completos sdao incapazes de matar as mesmas
linhas celulares de melanoma.

A administracgdao de ImmunoBody também se comparou com a
imunizag¢ao com péptido DC +. Os ratinhos C57BI/6 receberam
trés imunizag¢des semanais com ADN ou péptido DC +. As
respostas especificas de péptido de TRP2 foram de
frequéncia comparavel, mas os ratinhos imunizados com
ImmunoBody geraram respostas de maior avidez em comparagao
com os 1imunizados com péptido DC + (Figura 32d). Isto
também se demonstrou quando estas respostas foram
analisadas em relacao a capacidade para matar células de
melanoma B16F10 in vitro (Figura 32e). As respostas geradas
por i1munizagao com ImmunoBody mostraram maiores mortes de
melanoma B16F10 a menor razao de efector e alvo dque as
respostas de ratinhos imunizados com péptido DC +. Também
mostraram maior lise especifica da linha de melanoma B16F20
siKb que tinha niveis reduzidos de H-2Kb.

As construgdes de ImmunoBody gque continham o epitopo
de Ovoalbumina restringido por H-2Kb, SIINFEKL, e o epitopo
de gpl00 restringido por HLA-A2 modificado em ancoragem,
IMDQVPFSV (21 CM) compararam-se com a imunizagao com
péptido epitdépico correspondente em ratinhos C57BI/6 ou
HHDIT respectivamente. Os ratinhos receberam trés
imunizac¢des semanais com ADN ou péptido em IFA. A analise
das respostas depois da imunizagao final revela que o0s
ratinhos imunizados com ADN de ImmunoBody geram respostas
especificas de péptido de maior frequéncia em comparagao
com ratinhos imunizados com péptido (Figura 32f e g). Estas
respostas também foram analisadas em relagdo a avidez por
titulacadao de péptidos. A imunizacdo com ImmunoBody induz
respostas de avidez significativamente maior que a
imunizagao com péptido (Figuras 32h e 1i).

A magnitude da resposta especifica de TRP2 gerada pela

vacina de ADN de ImmunoBody € muito superior a gerada por
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péptido sintético ou antigénio de TRP2 completo. No
entanto, as provas de ensalos clinicos sugerem que a
presenga de uma frequéncia alta de 1linfécitos T CDS8
especificos de tumor ndo conduz necessariamente a regressao
tumoral e geralmente em ensaios de vacina a taxa de
resposta clinica objectiva é muito baixa (Rosenberg et al,
J Immunol 2005; 175: 6169-76; Rosenberg et al, Nature
Medicine 2004; 10: 909-15). Estda a tornar-se evidente agora
que factores distintos da frequéncia tais como avidez
funcional dos linfécitos T especificos de tumor e a via de
sensibilizacdo sao determinantes importantes na maximizacao
da eficdcia de vacina. Varios grupos mostraram gue oS
linfécitos T CD8 de alta avidez demonstram actividade
antitumoral superior (Alexander-Miller, Immunologic
research, 2005; 31: 13-24; Hodge et al, J Immunol 2005;
174: 5994-6004; Valmori et al, J Immunol 2002; 168: 4231-
40; Zeh et al, J Immunol 1999; 162: 989-94; Alexander-
Miller et al, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 1996; 93: 4102-7).
No estudo dos investigadores, a analise da avidez funcional
de respostas especificas de TRP2 induzidas por ImmunoBody
demonstrou que pode ser gerada uma resposta de alta avidez
em comparagao com imunizacgao com péptido sintético. Esta
resposta de alta avidez também se correlaciona com a
capacidade melhorada para reconhecer e matar células
tumorais in vitro. O sinal da APC ou via de sensibilizacao
da resposta também é crucial para a inducgao de respostas
imunes de alta avidez (Oh et al, J Immunol 2003; 170: 2523-
30).
Exemplo 4 - Podem ser processados miltiplos epitopos do
local CDR H2

Para demonstrar gque multiplos epitopos podem ser
processados e apresentados de CDR H2 para induzir uma

resposta imune, o epitopo restringido por H-2Kb SIINFEKL
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(DCIB24; Figura 21) de ovoalbumina e o epitopo de Hepatite
B restringido por H-2Kd IPQSLDSWWTSL (DCIB21; Figura 33)
foram inseridos por engenharia genética no local H2 na
regido variavel pesada. Estas construgdes de ImmunoBody
também continham um epitopo de Hepatite B CD4 restringido
por I-Ab (TPPAYRPPNAPIL) ou epitopo de hemaglutinina de
gripe restringido por I-Ad (FERFEIFPKE) no local CDR L1 na
regido variavel leve.

Foram imunizados ratinhos C57BI/6 ou Balb/c trés vezes
a 1intervalos semanais por via intradérmica com ADN de
ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas. Os
esplendécitos foram analisados posteriormente por elispot de
IFNY em relagdao a presenga de respostas de CD8 e CD4
especificas de epitopo.

Os ratinhos imunizados C57BI/6 demonstraram respostas
especificas de SIINFEKL de alta frequéncia, mas menores
respostas especificas para o epitopo auxiliar (Figura 34a).
Os ratinhos Balb/c também c¢riaram respostas de CDS8
especificas de epitopo de Hepatite B de alta frequéncia com
niveis de resposta similares ao epitopo auxiliar (Figura
34Db) .

Estes dados sugerem que o processamento e presentacgao
de epitopos de CD8 do local CDR H2 nao estdao restringidos
por sequéncia ou comprimento de epitopo especifico.

Exemplo 5 - Podem ser processados multiplos epitopos de CTL
da regido variavel

Para demonstrar que podem ser processados e
apresentados epitopos da regido variavel e ndo somente as
regides CDR, incorporam-se epitopos no local CDR Hl1 com a
retirada de parte da regiao flanqueante.

Os epitopos exemplares sao os epitopos restringidos
por HLA-AZ modificados IMDQVPFSV (DCIB17; Figura 35) de
gpl00 e FLPATLTMV de Tie-2 (DCIB26; Figura 36). As
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construgdes de ImmunoBody também continham o epitopo de
Hepatite B CD4 no local CDR L1.

Foram imunizados ratinhos transgénicos HLA-A2 (HHDITI)
trés vezes a intervalos semanais por via intradérmica com
ADN de ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas.
Os esplendcitos foram analisados posteriormente por elispot
de IFNY em relagdo a presenca de respostas de CD8 e CD4
especificas de epitopo.

Os ratinhos HHDII induziram respostas especificas de
epitopo de gpl00 210M de alta frequéncia com respostas
razodaveis para o epitopo de HepB CD4 (Figura 37a). As
respostas em ratinhos HHDII imunizados com a construgao dque
continha o epitopo de Tie2 nao eram de frequéncia tao alta,
mas foram geradas respostas especificas consideraveis tanto
para o epitopo de Tie2 como o epitopo de HepB CD4 (Figura
37b) .

Os dados neste exemplo indicam que os epitopos
inseridos dentro da regido variavel podem ser processados e
apresentados para induzir uma resposta imune in vivo.
Também resulta evidente que isto nao se restringe a uma
sequéncia de epitopo.

Exemplo 6 - Podem ser geradas multiplas respostas de CTL de
diferentes epitopos dentro da mesma construgdo de
ImmunoBody

O epitopo de gpl00 restringido por HLA-A2 previamente
mencionado IMDQVPFSV foi inserido por engenharia genética
no local CDR H1 junto com o epitopo de TRP2 SVYDFFVWL que
também estd restringido através de HLA-A2 no local CDR H2
da mesma construcgado. O epitopo de HepB CD4 estava presente
no local CDR L1 (DCIB15; Figura 19).

Os ratinhos HHDII foram imunizados trés vezes a
intervalos semanais por via intradérmica com ADN de
ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas. Os

esplendcitos foram analisados posteriormente por elispot de
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IFNY em relagdao a presenga de respostas de CD8 e CD4
especificas de epitopo.

A Figura 38a mostra gue se geram respostas especificas
para os epitopos tanto de gpl0O0 como de TRP2, embora a
frequéncia das respostas especificas de TRP2 sao menores.
Também se geram respostas de péptido de HepB CD4. A avidez
das respostas especificas de TRP2 também foi estudada por
titulagdo peptidica em elispot de IFNY. A avidez das
respostas varia de 10 M a 10" M de péptido para o
epitopo de gp 100 e 10° M a 10'° M de péptido para o
epitopo de TRP2. Mostram-se exemplos representativos na
Figura 38b. Para determinar se as respostas sao capazes de
matar as células alvo in vitro, foram estimulados
esplendécitos com blastos de LPS pulsados com péptido TRP2 e
gpl00 in vitro durante 6 dias e foram analisados num ensaio
de libertagcao de cromo contra células T2 marcadas com
péptido e células de melanoma B16F10 HHD. A morte
especifica de linha de melanoma B16F10 HHD era comparavel a
da linha de melanoma B16F10 de controlo. As respostas
também demonstraram lise especifica de células T2 marcadas
com péptido em comparagaco com o controlo (Figura 38c).

A combinacao de dois epitopos de CD8 numa construcgao
de ImmunoBody simples parece dar como resultado um grau de
imunodomindncia entre os epitopos. O epitopo imunodominante
é o epitopo com a maior afinidade pelo MHC de classe I.
Quando os ratinhos imunizados com a construgao que contém
epitopos tanto de gpl00 como de TRP2 CD8 sao comparados com
os imunizados com uma construgcdo gque contém somente o
epitopo de TRP2 CD8, a frequéncia da resposta de TRP2
diminui (Figura 38d).

Estes dados demonstram que podem ser geradas respostas
imunes especificas de epitopo da mesma construgao de ADN
especifica para dois epitopos de CD8 diferentes. Estes

também sao capazes de actividade antitumoral in vitro. No
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entanto, existe um grau de imunodominédncia que governa a
frequéncia da resposta ao epitopo subdominante.

Realizou-se um estudo similar com construgbes de
ImmunoBody separadas que continham o epitopo de TRP2 em
CDRH2 (DCIB18) ou o epitopo SIINFEKL em CDRH2 (DCIB24). Os
ratinhos foram imunizados com DCIB18 ou DCIB24 somente,
DCIB18 e DCIB24 combinados no mesmo local ou DCIR18 e
DCIB24 a vez, mas em locals separados. Realizaram-se
imunizagdes trés vezes a intervalos semanais e injectou-se
ADN i.m. No musculo tibial em combinacgao com
electroporagdo. A andlise das respostas 1imunes geradas
mostra que podem ser induzidas respostas especificas de
péptido de alta freguéncia quando os ratinhos foram
imunizados com DCIB18 ou DCIB24 somente (Figura 38e). A
imunizag¢ao de ratinhos com estas construgdes no mesmo local
tem como resultado a perda significativa da resposta
especifica de péptido TRP2. 1Isto sugere gque o epitopo
SIINFEKL ¢ dominante sobre o epitopo de TRP2. A resposta
especifica de TRP2 pode ser recuperada se os ratinhos forem
imunizados com construgdes em locais separados (p=0,0026).
Estes dados sugerem que a 1imunodomindncia influi nas
respostas imunes geradas por imunizagao com IB, mas isto
pode ser resolvido por imunizagdo em locals separados
espacialmente.

Exemplo 7 - As modificag¢des de residuos ndo de ancoragem
podem potenciar o reconhecimento de linfécitos T

O exemplo anterior mostra gque o epitopo de gpl00
modificado IMDQVPFSV €& imunodominante e tem uma alta
afinidade por HLA-AZ (predito wutilizando o algoritmo de
SYFPEITHI e demonstrado no ensaio de estabilizagao de T2 -
Quadro 5). Ja que o epitopo de gpl00 de tipo selvagem
ITDQVPFSV nao é imunogénico, realizaram-se modificagdes em
residuos nao de ancoragem que teriam uma afinidade de uniao

a HLA-A2 similar a do epitopo de tipo selvagem, mas também
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potenciaria a imunogenicidade. Estes epitopos modificados
foram inseridos por engenharia genética no local CDR H1l da
construgao de ImmunoBody e foram ensaiados Jjunto com o
epitopo de tipo selvagem (DCIB37, DCIB40, DCIBR41, DCIB42,
DCIR43; Figuras 39-43).

Foram imunizados ratinhos HHDII trés vezes a
intervalos semanais por via intradérmica com ADN de cadeia
pesada de ImmunoBody somente por meio do bombardeamento de
particulas. Os esplendécitos foram analisados posteriormente
por elispot de IFNY em relagao a presenga de respostas de
CD8 esgpecificas de epitopo. Duas modificagdes (F7L e F7I;
DCIB37; Figura 39, DCIB40; Figura 40) do epitopo de gpl0O0
de tipo selvagem que conservavam a afinidade por HLA-A2
(Quadro 5) demonstraram uma capacidade superior ©para
induzir respostas imunes especificas de epitopos em

comparacao com o epitopo de tipo selvagem (Figura 44a).

Quadro 5
Antigénio Epitopo Ensaio de Pontuacgao de
estabilizacao de T2 SYFPEITHI
(m.f.1)
Gpl00 (210M) |IMDQVPFSV 23,1 22
Gpl00 (wt) ITDQVPEFSV 18,5 18
Gpl00 (F7L) ITDQVPLSV 18 19
Gpl0Q0 (F7I) ITDQVPISV Nd 18
TRP2 SVYDFFVWL 19 21
Controlo 7,29 -
Exemplo 8 - Podem ser processadas e apresentadas miltiplas

respostas auxiliares de CD4 para induzir uma resposta imune
in vivo

Para examinar se os epitopos auxiliares de CD4 podiam
ser processados e apresentados para induzir uma resposta
imune in vivo, foram inseridos por engenharia genética de
forma independente diferentes epitopos no local de CDR L1

da construgao de ImmunoBody. Estes incluem o epitopo
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restringido por I-Ad FERFEIFPKE (DCIB21; Figura 33) de
hemaglutinina da gripe, o epitopo restringido por I-Ab
TPPAYRPPNAPIL de HBcAg (DCIB15; Figura 19) e o epitopo
restringido por HLA-DR4 WNRQLYPEWTEAQRLD de gplO0 (DCIB35;
Figura 45).

Foram imunizados ratinhos transgénicos Balb/c, C57BI/6
ou HHDII e DR4 trés vezes a intervalos semanals por via
transdérmica com ADN de ImmunoBody por meio do
bombardeamento de particulas. Foram analisados
posteriormente os esplendécitos por meio de elispot de IFNY
em relacdo a presenca de respostas de CD4 especificas de
epitopo. As Figuras 46a, b e ¢ demonstram gue os trés
epitopos auxiliares de CD4 podem ser ©processados e
apresentados do local CDR L1 para induzir uma resposta
imune especifica de epitopo in vivo.

O epitopo restringido por HLA-DR4 de gplO0 também se
ensailiou em relagdao ao processamento e apresentagao de
diferentes CDR. As construgdes que incorporam o epitopo em
CDRL1 (DCIB35; Figura 45), CDRH3 (DCIB54; Figura 29) ou
CDRL3 (QCIB50; Figura 47) foram utilizadas para imunizar
ratinhos transgénicos HLA-DR4 +trés vezes a 1intervalos
semanais. A Figura 46d mostra que o epitopo auxiliar pode
ser processado eficazmente de diferentes CDR para induzir
respostas auxiliares de alta frequéncia.

Exemplo 9 - As respostas de CTL sdao parcialmente
dependentes da cadeia pesada secretada, mas as respostas
auxiliares nao requerem cadeia leve secretada

Classicamente sao processados epitopos de linfécitos T
CD4 de proteinas que se adquirem de forma exdgena e
epitopos de linfécitos T CD8 de proteinas produzidas de
forma enddgena. Existem provas agora de que a apresentacao
cruzada de epitopos de antigénios adquiridos de forma
exbgena induz uma resposta mediada por linfdécitos T CDS8.

Também foil proposto que esta via de sensibilizacdo € mais
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eficaz no desenvolvimento de respostas imunes mediadas por
linfdécitos T CD8. Recentemente ocorreram achados similares
para respostas mediadas por CD4. As provas crescentes
sugerem gue os epitopos de linfdécitos T CD4 derivados de
proteinas intracelulares podem ser processados e
apresentados no contexto de MHC de classe II.

Para determinar se seria requerido ImmunoBody
secretado para a indugao de respostas de linfécitos T CD8 e
CD4, prepararam-se construgdes de ImmunoBody que continham
o epitopo de gpl00 restringido por HLA-A2 IMDQVPFSV no
local CDR H1l e o epitopo auxiliar de HepB restringido por
I-Ab TPPAYRPPNAPIL no local de CDR L1 sem sequéncias lider
na cadeia pesada ou cadeia leve (Figuras 10 e 11).

Foram imunizados ratinhos HHDIT trés vezes em
intervalos semanais ©por via intradérmica com ADN de
ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas. Os
esplendécitos foram analisados posteriormente por meio de
elispot de IFNY em relagao a presenga de respostas de
linfécitos T CD8 e (CD4 especificas de epitopo. Quando as
respostas foram analisadas em relagao a resposta de CDS8
especifica de gpl00, observou-se que a retirada da
sequéncia lider da cadeia ©pesada da construgao de
ImmunoBody tinha como resultado uma redugao das respostas
especificas de epitopo, no entanto as respostas de CD4 nao
foram afectadas (Figura 48a). A retirada da sequéncia lider
da cadeia pesada afectou a secrecao de cadeia pesada pelas
células CHO-S transfectadas (Figura 48b). A retirada da
sequéncia lider da cadeia 1leve, evitando deste modo a
secrecgcao de cadeia leve, nao pareceu afectar as respostas
de CD8 ou CD4 especificas de epitopo (Figura 48c). As
respostas de CD8 reduziram-se significativamente na
auséncia de uma sequéncia lider na cadeia pesada, mas as

respostas de CD4 nao foram afectadas (Figuras 48c e d).



84

Estes dados implicam que a secrecao de cadeia pesada é
importante para a 1indugdo eficaz de uma resposta de
linfécitos T CD8, o que sugere que os epitopos de CD8 estéao
a passar por apresentacao cruzada. Em segundo lugar,
implica que os epitopos de CD4 derivam de ImmunoBody
intracelular para induzir uma resposta imune.

Exemplo 10 - Respostas de CTL reduzidas sem Fc devido a
falta de secregdo de proteina

Esta experiéncia examina se a presenga da regiao Fc é
beneficiosa para estabelecer uma resposta imune eficaz. A
regidao Fc fol retirada da construcadao de ImmunoBody, dque
contém o epitopo de TRP2 restringido por H-2Kb SVYDFFVWL em
CDR H2 e o epitopo de HepB CD4 restringido por I-Ab
TPPAYRPPNAPIL em CDR L1 (OCIB15), incorporando um codao de
parada antes do Fc¢ para evitar a transcrigao e tradugao
(Figura 9).

Foram imunizados ratinhos C57BI/6 trés vezes a
intervalos semanais ©por via intradérmica com ADN de
ImmunoBody por meio do bombardeamento de particulas. Os
esplendécitos foram analisados posteriormente por elispot de
IFNY em relagao a presencga de respostas de linfécitos T CD8
e CD4 especificas de epitopo.

Os ratinhos imunizados com a construgao de ImmunoBody
sem a regiao Fc geraram um nivel baixo de resposta
especifica de péptido TRP2 que era capaz de reconhecimento
de nivel muito sob da 1linha celular tumoral B16F10 em
comparagac com uma construgao com a regiao Fc (Figura 49a).
A andlise das respostas especificas de péptido auxiliar
HepB e TRP2 de varias experiéncias demonstra dque as
construgdes sem a regiao Fc geram respostas especificas de
péptido TRP2 significativamente mais baixas (Figura 49b).
No entanto, as respostas auxiliares de HepB nao foram
afectadas pela retirada da regiao Fc¢ (Figura 49c). Isto é

coerente com os resultados anteriores dos investigadores
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que mostram que a ajuda funciona melhor na cadeia leve
gquando nado é secretada e funciona portanto por apresentacao
directa. Ao contrario, as respostas de CTL sdo estimuladas
por apresentagao tanto directa como indirecta e a segunda
pode Dbeneficiar-se da direcgao a Fc. Como alternativa a
construgcao sem Fc tem como resultado menor secregao da
cadeia pesada truncada o que pode explicar a resposta
reduzida. Obteve-se por engenharia genética portanto um
ImmunoBody dque codificava TRP-2 com uma IgG2 (DGIB33) e uma
regiao constante de IgG3 (DCIB65). A primeira nao deveria
unir-se a CD64, mas pode ser unida a CD32 e também pode ser
unida ao receptor IV de Fc em ratinhos. A IgG3 humana pode
ser unida tanto a CD32 como CD64. Ambos ImmunoBodies
estimularam respostas de CTL fortes (Figura 49e). Isto
sugere que a direcgao de Fc nao é um componente forte da
apresentacgao indirecta. Para verificar adicionalmente esta
questao, o dominio de direcgao Fc de IgGt foi substituido
com o dominio de IgG2 equivalente e vice-versa (DCIBS56, 67,
Figuras 15 e 16) . Ambas as construgdes estimularam
respostas de CTL fortes (Figura 49e). Isto pode ser devido
a que as vacinas de ImmunoBody somente secretam cadeia
pesada que pode nao estar associada e permitir a uniao de
Fc (Figura 49f e g).

Exemplo 11- A imunizagdo com ImmunoBody potencia as
respostas imunes e supera a regulagd3o observada do
antigénio completo. Também permite a identificacdo de novos
epitopos de linfécitos T heterdlogos.

Isto pode conduzir ao segundo beneficio de imunizacéao
com um epitopo de 1linfdcitos T que codificam anticorpo
humano gque ¢é, a diferenca da maioria dos antigénios
préprios, um portador inerte gque nao expressa epitopos
reguladores. Um ImmunoBodym gque expressa um epitopo de
gpl00 ou um epitopo de TRP-2 estimulou uma resposta de

linfdécitos T de alta avidez de alta freguéncia (frequéncia



86

1/10° avidez 107'% M) enquanto que a imunizagao com o©O
antigénio de gpl00 ou TRP-2 completo estimulou linfdcitos T
com baixa frequéncia e avidez (frequéncia 1/10° avidez 107’
M). O esgotamento de CD25 restaurou parcialmente a resposta
ao antigénio, mas o ImmunoBody ainda era 100 vezes superior
(Figura 50a e Db).

De forma similar a imunizagao com ADN que codifica os
primeiros 200 aminodcidos de Tie-2 1ligado a Fc¢, néao
estimulou uma resposta imune aos 10 epitopos preditos
superiores. A sequéncia dos primeiros 196 aminoacidos de
Tie-2 foi introduzida nos algoritmos de predicdo em linha
FpiJden e NetCTL. Ambos estes métodos levam em conta a
excisao proteossdémica e transporte de TAP além de predizer
a afinidade de uniao a HLA-A*0201. Os algoritmos MHCpred e
Syfpeithi foram wutilizados também como exemplos dos
algoritmos de predicgao mais antigos gque somente levam em
conta a afinidade de unido ao MHC predita. A molécula de
Tie-2 completa poderia conter epitopos de CTL adicionais
que podem exercer um efeito i1munodominante sobre os
presentes nos primeiros 196 aminoacidos. A sequéncia
completa de Tie-2 foi introduzida também portanto nos
mesmos algoritmos para obter os intervalos de cada epitopo
predito da molécula completa. Os péptidos gue nao eram
homélogos em ratinhos e homens foram descontados.
Seleccionaram-se seis dos ©péptidos restantes que se
prediziam consistentemente que representavam bons epitopos
de CTL por varios algoritmos diferentes de predicgdo. As
pontuagdes relativas obtidas com os diferentes algoritmos
para cada um destes péptidos, junto com resultados para 783
(um epitopo previamente identificado), s&o resumidos no
Quadro 6.

Dados adicionais da andlise de sobrenadante de células
CHO-S transfectadas demonstram que somente as construgdes

com epitopos de CTL incorporados na CDRH3 ou CDRL3 sao



87

secretadas como anticorpo intacto (Figura 20e) . Ao
contrario, a incorporacgdo de gqualquer epitopo dentro da
CDRH1 ou CDRHZ2 permitiu a secregao de quantidades pesadas,
mas baixas de anticorpo intacto inclusive se nao foi
incorporado nada dentro da cadeia leve e secretado. A
incorporacao de qualquer epitopo dentro de CDRL1 da cadeia
leve tinha como resultado secrecao de nivel baixo da cadeia
leve inclusive se somente havia um epitopo incorporado na
CDRH3 da cadeia pesada.

Para determinar se existe um repertdério de linfdédcitos
T em ratinhos transgénicos HLA-A*0201 que reconheca
qualquer dos epitopos de CTL preditos de Te-2, os animais
foram imunizados com a construcao de ADN de Tiez2 C200hFc
nativa (Ramage et al. Int. J. Cancer 2004; 110: 245-250) e
os esplendécitos foram explorados em relacdo a respostas de
IFNY especificas de péptido num ensaio de ELISPOT.
Imunizou-se um grupo separado de ratinhos com C200hFc
depois de tratamento com PC61, como antes, 4 dias antes da
imunizag¢ao com ADN.

Os ratinhos que foram imunizados com a construgdo de
C200HFc nativa nao montaram uma resposta de IFNY que
reconhecesse 783, independentemente de se fossem esgotados
os linfécitos T reguladores CD25" dos animais antes da
imunizagao ou nao. Nao houve respostas de IFNY
significativas para nenhum dos novos péptidos ensaiados de
animais em gque nao se esgotaram os linfdécitos T reguladores
antes da imunizagao, com a excepgao de 7284 que parecia
estimular uma resposta num animal (M3) com uma média de 69
SFC/milhao de esplendcitos (Figura 50c e d). Dos animais em
que foram esgotados os linfécitos T reguladores antes da
imunizacao de ADN, 213 animais (my e M3) demonstraram uma
resposta de IFNY a reestimulagdao com péptido 27282, com
valores médios de 320 e 94 SFC/milhdo de esplendcitos

respectivamente. M1l também demonstrou uma resposta parcial
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a reestimulagao com Z285, com uma média de 85 SFC/milhao de
esplendcitos.

Os resultados aparentemente em conflito do rastreio in
vivo dos epitopos de CD8' preditos de Tie-2 poderiam ser o
resultado de imunodominédncia, ja& que as respostas de IFNYy
dos ratinhos que foram imunizados com a construgao de
C200HFc nativa na auséncia de células CD25" pareciam
inclinar-se em direcgcao a um péptido predominante. Para
investigar adicionalmente o repertdério de linfdcitos T que
estd disponivel para responder ao epitopo 7282, na auséncia
de competicdo de outros epitopos de CD8" potenciais,
imunizou-se a um grupo de ratinhos HHD com o péptido de
72282 em IFA na presenga ou auséncia de linfdécitos T
reguladores CD25'. Todos os ratinhos imunizados com 2282
montaram respostas de IFNY especificas de péptido,
inclusive quando foram imunizados na presenca de linfdécitos
T reguladores CD25". O ratinho 3 dos animais néo
empobrecidos montou a resposta mais alta, com um valor
médio de 215 SFC/milhdo de células. A resposta mais alta
dos animais empobrecidos foi observada do ratinho 2 com um
valor médio de 137 SFC/milhdc de células (Figuras 50e e f).

As respostas induzidas por imunizagao com péptido
continuam a ser de baixa frequéncia. Para examinar se seria
possivel gerar respostas de maior frequéncia se o epitopo
fosse retirado de qualguer influéncia reguladora gerada
pelo antigénio completo, o epitopo de z282 (também
conhecido como zl12) foi introduzido por engenharia genética
no local H1 de uma construgao de ImmunoBody junto com Hep B
CD4 em L1 (DCIB71, Figura 51). Foram 1imunizados depois
ratinhos transgénicos HLA-A2 com péptido z12 ou ADN de
ImmunoBody (por meio de bombardeamento de particulas) trés
vezes a 1intervalos semanais e depois foram analisados em
relagdo a presenga de respostas 1imunes especificas de

epitopo. Todos os ratinhos imunizados com péptido zl1l2
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mostram respostas especificas de epitopo de baixa
frequéncia e avidez (Figura 50g). No entanto, gquando o
epitopo z12 ¢é introduzido por engenharia genética na
construgao de ImmunoBody induzem-se respostas de maior
frequéncia e avidez em todos os ratinhos (Figura 50h).

Para resumir, se forem empobrecidas as células CD25
antes da imunizagao, seria estimulada uma resposta imune a
3/10 dos epitopos de Tie2. De forma similar se um destes
epitopos fosse apresentado como um péptido, poderiam ser
geradas respostas imunes fracas. No entanto, se este
epitopo fosse apresentado dentro de uma construcao de
ImmunoBody seriam geradas respostas de linfécitos T de
alta frequéncia e alta avidez. Estes resultados sugerem que
existem epitopos de T-reg dentro dos primeiros 200
aminoacidos de Tie-2 que inibem respostas de CTL. Se estes
T-reg ou seus epitopos fossem retirados seria possivel
revelar uma resposta a antigénios prdéprios que pode ser

potenciada adicionalmente por apresentagao dentro de um

ImmunoBody.
Nome' |Comego® |Péptido’ |EpiJen* NetCTL® Sytpeithi® MHCPred’
Pontuagdo|Intervalo |Pontuagdo |Intervalo |Pontuag¢do |Intervalo |Pontuag¢do |Intervalo
(CI50 nM) (CI50 nM)
783 124 FLPATLTM|——— — 0,73 9 (27) 19 18 (55) 2978 96
T
7282 |27 ILINSLPL(|O, 05 1 1,39%* 1 29 1 (2) 16 2
\
72283 146 VLIKEEDA|O, 23 2 (5) 0,7 10 (31) 24 5 (11) 89 9
\
7284 |64 LMNQHQD (0,98 3 (7) 0,88* 3 (11) 21 9 (32) 113 11
PL
7285 |8 VLCGVSLL|1,19 4 (10) 0,94~ 2 (9) 24 4 (10) 242 21
L
72286 34 LVSDAETS|——— —= 0,74 8 (26) 19 15 (52) 887 65
L
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7287

26

LILINSLP|——— — 0,88% 4 (12) 23 7 (16) 607

L

718 | (f1u) GILGFVFT|0,19 (1) 1,29 (2) 30 419
L

Quadro 6. Epitopos de CTL restringidos por HLA-A*0201

preditos de Tie-2, Nome do péptido. 2 Posigao de comecgo do

residuo de aminodcido dentro da molécula de Tie-2. °

Sequéncia peptidica. Predicao utilizando o servidor web

EpiJden. A pontuacao & proporcionada em unidades de CIsy nM,
representando as pontuagdes mais baixas péptidos de maior
® predicdo utilizando o servidor web NotCTL 1.2.
de
de
de
de
CTL do conjunto de dados obtido para epitopos conhecidos.

SYFPEITHI.

afinidade.
LA pontuagao representa a soma ponderada de trés métodos
predigao individuais, indicando uma ponderagao relativa
unidao a MHC de 1 uma pontuacgao acima do valor limite
0,75 identificado como o ponto de corte para epitopos
utilizando o A pontuacgao

Predicao programa

maxima para péptidos de unido a HLA-A*0201 é 36. ' Predicéo
o método aditivo de MHCPred para predizer a

MHC e TAP.

utilizando

afinidade dos péptidos por A pontuagao é

representando
Os

proporcionada de novo em unidades de CIsg nM,
as pontuagdes mais baixas péptidos de maior afinidade.
sugeridos estao entre 0,01 e 5000 nM. Para
de de

em preditos

valores de Clgg
todos intervalo

do

os métodos predigao, os valores

ordem epitopos sao
de 196

entre parenteses as predigdes de intervalo da molécula de

indicam a que ©s

fragmento aminoacidos, representando os valores

Tie-2 completa. Os valores obtidos para o epitopo de 218
CTL conhecido derivado da proteina de matriz do virus da
gripe A sao incluidos para comparacao.

Exemplo 12 - O papel de Fc xenogénico ao proporcionar ajuda
de linfécitos T e o requisito de ajuda de linfécitos T

especifica de antigénio

57 (271)
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A estimulacdao de respostas de linfdécitos T de alta
avidez habitualmente requer ajuda de linfdécitos T durante a
sensibilizacao. Concebeu-se originalmente que esta se
proporcionaria pelo epitopo auxiliar estranho Hep B
codificado dentro da cadeia leve. De facto, sao geradas
respostas auxiliares fortes para este epitopo. No entanto,
a medida que se secretava a cadeia pesada e nao a cadeia
leve embora o epitopo de hep B poderia ter proporcionado
ajuda para a apresentagao directa quando se produzisse
ambas cadeias pela mesma APC é pouco provavel que pudesse
proporcionar ajuda para a cadela pesada apresentada de
forma indirecta ja que é pouco provavel que esta se capte
pela mesma célula apresentadora de antigénios. Foram
imunizados portanto ratinhos com um vector de ADN due
codifica somente a cadeia pesada. Geraram-se ainda
respostas de CTL de alta avidez e alta frequéncia (Figura
53 a e b). Isto implica gue nao se requer ajuda ou que o Fc
humano gque ¢é xenogénico em ratinhos estd a proporcionar
ajuda estranha ligada. Avaliou-se portanto uma construcgao
de 1IgG2a de ratinho em relagao a secrecao de cadeias
pesadas e leves (Figura 49g) e rastreou-se em relagao a
geracao de respostas d1imunes (OCIB53 Figura 54). Embora
ainda proporcionasse resposta de 1linfdcitos T de alta
avidez e alta frequéncia estas nao foram tao fortes como a
construgao humana equivalente o gue sugere que o Fc
xenogénico estava a proporcionar ajuda ligada (Figura 53c e
d). Foi incorporado depois um epitopo de gypl00 HLA-DR4 na
construgcao de IgG2a de ratinho (DCIB64, Figura 55) para
proporcionar ajuda ligada para geragao de CTL, mas também
ajuda de linfécitos T especificos de antigénio para
estimular a inflamagao dentro do ambiente tumoral. Estas
construgdes estimulam respostas auxiliares e de CTL de alta

avidez e alta frequéncia (Figura 53e e f). Pode ser
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utilizado uma construgao de hIgGl que expresse 0 mesmo
epitopo em pacientes humanos.
Exemplo 13 - O processamento de imunoproteassoma ¢é
importante na geragdo de respostas de epitopos dentro de
construgdes de ImmunoBody

Sugeriu-se que o imunoproteassoma tem a capacidade de
alterar a disposicao dos epitopos gerados de antigénios
préoprios ja que possui um padrao diferente de excisdo. Em
alguns casos, geram-se novos epitopos apds a regulagao
positiva do imunoproteassoma e em outros se destruem os
epitopos. Existem provas de gue o imunoproteassoma é
incapaz de gerar varios epitopos derivados de antigénios de
melanoma, a saber MelanA/MART-1, gpl00 209217 o Tirosinase
369377 (Chapiro et al 2006. J Immunol; 176:1053-61). Chapiro
et al sugeriram gque a capacidade ©para processar e
apresentar o epitopo de gpl00 esta relacionada com a
regulacdo positiva do imunoproteassoma. Acredita-se que as
DC maduras sejam responsaveis pela sensibilizacgdo de
respostas imunes e sabe-se que expressam constitutivamente
o imunoproteassoma (Macagno et al. 2001. Eur J Immunol; 31:
3271-80). O epitopo de gplOOmg*217 foi introduzido portanto
por engenharia genética no local de CDRH1 de uma construgao
de ImmunoBody e ensaiou-se em relagao a sua capacidade para
induzir respostas imunes especificas de péptido em ratinhos
transgénicos HLA-A2. Nao foram observadas respostas
especificas de péptidos desta construgao (Figura 56). No
entanto, quando o epitopo se modificou para possuir uma
metionina na posigao 210 (210M) em lugar de treonina isto
evitou sua excisao pelo imunoproteassoma e observaram-se
respostas especificas de epitopo (Figura 56).

Também foram ensaiadas um péptido restringido por HLA-
A2 derivado de VEG32 (aa 773-781 VIAMFFWLL) e dois péptidos
de hTERT modificados (aa 572-580 YLFFYRKSV e aa 988-997
YLQVNSLOTV) em relacao a geracgao de respostas de



93

construgdes de ImmunoBody. Descobriram-se estes epitopos
inicialmente por predicdao de epitopos in silico e
imunizagao por péptido negando portanto o requisito de
processamento proteossémico. No entanto, sdo apresentados
na superficie de células hospedeiras tumorais/endoteliais o
gue sugere gue sao processados a partir de antigénio
completo por meio do proteassoma constitutivo. Nenhum
destes epitopos gerou respostas quando foram introduzidos
por engenharia genética na construgdo de ImmunoBody o dque
sugere que pode ser requerido o processamento por meio do
imunoproteassoma para geracgao eficaz de respostas imunes.
Exemplo 14- Diferentes métodos de imunizagdo sdo eficazes
na inducdo de respostas imunes de vacina de ImmunoBody

Foi mostrado que a vacina de ImmunoBody ¢ eficaz na
indugao de respostas de CD8 e CD4 de alta frequéncia e
avidez quando se administram por meio de bombardeamento de
particulas. A vacina de ImmunoBody foi ensaiada
posteriormente em relagao a geragao de respostas de
linfécitos T utilizando outros métodos de imunizacéao.

Foram imunizados ratinhos C57B1-6 com ADN de
ImmunoBody que continha o epitopo de TRP2 em CDRH2 por meio
da via i.d. ou i.m. As imunizacdes foram combinadas com e
sem electroporagdo e foram realizadas trés vezes a
intervalos semanais.

Os ratinhos imunizados com bombardeamento de
particulas mostram respostas especificas de péptido TRP2 de
alta frequéncia. Estas Sao comparavels em ratinhos
imunizados por meio de via i.m. ou 1i.d. combinada com
electroporagao. A imunizag¢gao, por meio de via i.m. ou i.d.
na auséncia de electroporagao gerou respostas especificas
de péptido TRP2 de frequéncia menor (Figura 57a). Todas as
respostas especificas de péptido TRP2 sao de alta avidez de
acordo com a medicdo por titulacao de péptidos (Figura
57b) .
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Exemplo 15 - A imunizacgao com ImmunoBody induz
despigmentagdao de tipo wvitiligo e protege contra desafio
tumoral

Ja que os ratinhos imunizados com ADN de ImmunoBody
geram respostas 1munes capazes de actividade citotdxica
frente a linha celular tumoral altamente metastasica e
escassamente imunogénica B1l6F10, a vacina foi ensaiada em
relagdo a eficéacia protectora in vivo.

Foram imunizados ratinhos com ADN de IB (DCIR1B;
Figura 30) por meio de bombardeamento de particulas na pele
afeitada do abddémen a intervalos de cinco semanas. Na
metade do programa de imunizagbes, injectou-se aos ratinhos
i.v. 1 x 10* células B16F10 que expressavam IFNO que forma
tumores metastasicos no pulmdo. Quando se permitiu que o
pelo crescesse de novo depois da Ultima imunizacgao,
observou-se que 0s ratinhos imunizados com ADN de
ImmunoBody tinham crescimento de pelo alvo no local de
imunizagao (Figura 58a). Sete semanas depois da injecgao de
células tumorais, os ratinhos foram sacrificados e foi
analisado o numero de metastase de pulmdo internas e
externas. 0Os ratinhos imunizados com ADN de ImmunoBody
mostraram uma redugdo significativa no nUmero de metastase
de pulmao em comparagao com ratinhos de controlo nao
tratados (Figura 58Db).

Também se imunizou aos ratinhos com ADN de IB (DCIB18)
por meio de bombardeamento de particulas a trés intervalos
semanais. Sete dias depois da imunizagao final os ratinhos
foram desafiados com 2 x 10% células B16F10 gque expressavam
IFNa de forma subcutdnea. Os ratinhos foram monitorizados
em relagdao ao crescimento tumoral e sobrevivéncia. Os
ratinhos foram sacrificados uma vez gque 0s tumores
alcancassem o limite maximo de acordo com as regulagdes do
Ministério do Interior. Os ratinhos imunizados com ADN de

ImmunoBody mostraram crescimento tumoral subcutaneo
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significativamente mais lento e sobrevivéncia prolongada
(Figura 58c e d).

A resposta especifica de TRP2 estda mediada por CD8 ja
que o esgotamento das células CD8+ suprime a resposta.
Identificaram-se os linfdécitos T (CD8 como um factor
importante na imunizagao antitumoral e os resultados dos
investigadores mostram que a 1munizagao com ADN de
ImmunoBody induz a imunidade antitumoral in vivo num modelo
de ratinho. Todos os ratinhos imunizados sem sinais de
doencga mostraram despigmentacgao de tipo vitiligo da pelagem
no local de imunizagdao. Anteriormente, o vitiligo era
associado com frequéncia a protecgdo tumoral em ratinhos e
foi correlacionado em grande medida com imunoterapia de IL-
2 bem-sucedida em pacientes com melanoma metastasico
(Overwijk et al. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 1999; 96: 2982-7;
Lance et al, Cancer Research 2004; 64: 1509-14; Steitz et
al, Cancer Immunocl Immunother 2006, 55: 246-53; Rosenberg &
White, J Immunother Emphase Tumor Immunol 1996;19: 81-4).
Exemplo 16 - A imunizagdo com ImmunoBody retarda
significativamente o crescimento tumoral.

Foi mostrado previamente que a imunizacao com
ImmunoBody protege significativamente contra a apresentacgao
de tumor. A vacina fol ensaliada posteriormente em relacao a
eficdcia num ambiente terapéutico.

Injectou-se aos ratinhos C57BI/6 s.c. 2 x 10° células
tumorais B16F1C. Quatro dias depois da injecgao imunizou-se
aos ratinhos com ADN de ImmunoBody que continha epitopo de
TRPZ2 em CORHZ ou ADN de ImmunoBody de controlo. Realizaram-
se 1munizagdes repetidas nos dias 11 e 18 depois da
injecgao do tumor. O crescimento tumoral foi monitorizado a
intervalos de 3-4 dias. Os ratinhos 1imunizados com

ImmunoBody demonstram um retardamento significativo do
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crescimento do melanoma B16F10 agressivo em comparagao com
ratinhos imunizados com o controlo (Figura 59a).
Realizou-se também um estudo similar wutilizando a
linha tumoral de IFNalfa B16F10 menos agressiva. Injectou-
se aos ratinhos C57BI/6 2 x 10° células tumorais s.c. e
imunizaram-se no dia 14 com ADN de ImmunoBody ou ADN de
controlo. Realizaram-se imunizacgdes repetidas nos dias 21 e
28 depois da injeccado do tumor. Os ratinhos imunizados com
ImmunoBody mostraram crescimento tumoral significativamente
menor gue os ratinhos imunizados com controlo no dia 47
depois da injeccadao tumoral (Figura 59b). Os dados
anteriores sugeriram gque o esgotamento de linfécitos T
reguladores potencia a geracao de respostas imunes,
portanto realizou-se um estudo antitumoral. Neste estudo
injectou-se aos ratinhos 2 x 10° células tumorais BI16F10
s.c. e foram imunizados no dia 4, 11 e 18 com ADN de
ImmunoBody ou ADN de controlo. No dia 0 foram esgotados os
linfécitos T reguladores dos ratinhos por meio de injeccéo
de anticorpo anti-CD25 (PCo1l). Simultaneamente com a
segunda imunizacao também se injectou aos ratinhos
anticorpo anti-CTLA4 uma vez que foil mostrado também que o
bloqueio de CTLA-4 é benéfico na inibigdo de linfécitos T
reguladores. O crescimento tumoral foi monitorizado e
embora a imunizacgao com ImmunoBody retarda
significativamente o crescimento tumoral (p=0,0188) isto
foli melhorado adicionalmente por tratamento com anticorpos
anti-CD25 e anti-CTLA-4 (p=0,001) (Figura 59¢). 0
tratamento com anticorpo anti-CD25 nao pareceu retardar
significativamente o <crescimento tumoral observado em
ratinhos imunizados com ImmunoBody.
Exemplo 17 - Podem ser dJgeradas respostas imunes de
construgdes de ImmunoBody expressas de diferentes cadeias

principais de vector.
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Foram analisadas as respostas quando as construgdes de
ImmunoBody foram expressas a partir de diferentes cadeias
principais de wvector. Foi introduzida por engenharia
genética uma construcgao de ImmunoBody gue continha epitopo
de gplOODR7 em CDRH1, epitopo de TRP2 em CDRH2 e epitopo de
gplO0DR4 em CDRH3 com cadeia leve de tipo selvagem nos
vectores de expressao doble 0OCOrig e DCVax (DCIB54, Figuras
18 e 29). Foram imunizados ratinhos transgénicos HLA-DR4
por meio de Dbombardeamento de particulas trés vezes a
intervalos semanais e as respostas foram analisadas ex vivo
por ensaio de elispot de IFNY.

Realizaram-se experiéncias similares wutilizando uma
construgdo de ImmunoBody que continha epitopo de gpl00DR7
em CDRH1 e CDRL3, epitopo de TRP2 em CDRH2, epitopo de
gplO0ODR4 em CDRH3 e CDRL1 (DCIB68, Figura 60). Esta
construgdo foil inserida por engenharia genética nas cadeias
principais de vector tanto 0OCOrig, DCOrig desprovisto do
promotor de SV40, como DCVax.

Os ratinhos imunizados com a construcao de ImmunoBody
no vector Orig (B1-3) demonstram respostas de epitopo de
frequéncia similar em comparagao com a construgao de
Immunobody no vector pVax (Cl -3) (Figura 61).

Em resumo, a tecnologia de ImmunoBody tem capacidade
superior para induzir respostas imunes de CD8 e CD4 de alta
frequéncia e avidez a partir de uma armagao de anticorpo
nao imunogénico que pode evitar eficazmente o crescimento
tumoral in vivo. Tem a capacidade de dirigir-se a até seis
antigénios diferentes simultaneamente e tem a capacidade de
evitar o problema dos linfécitos T reguladores gque com
frequéncia aparece quando sao utilizados imunogénios de
antigénio completo. Esta tecnologia apresenta uma abordagem
nova para a vacinag¢dao e demonstra o potencial para que o0s

sistemas de ImmunoBody sejam utilizados como uma vacina
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multivalente para muitos outros tipos de cancro e doencgas

relacionadas com microrganismos.
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<221> misc_feature
<222> (5)..(10)

<223> n é a, ¢, g, ou t

<400> 20

ctacnnnnnn ag 12

<210> 21

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Local enzimatico seleccionado (Hpa I) e sequéncia

oligonucleotidica epitdépica para CDR L3
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<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(15)

<223> n é a, ¢, g, ou t

<400> 21
tattactgcen nnnnnttcgg tggagg 26

<210> 22

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador H1

<400> 22
cctgagaatg tcctgctgecg caggctccgg ggaag 35

<210> 23

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador H2

<400> 23
cattggtagt ggtggccatt tccagagac 29

<210> 24
<211> 37
<212> ADN
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<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador H3

<400> 24
ccgtgtatta ctgtgcccgg gccaaggaac cacggtc 37

<210> 25

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador L1

<400> 25
ggagccagcc tcgatatctg cagaaaccag gc 32

<210> 26

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador L2

<400> 26
ccacagctcc taatattcag tggcagtgga tc 32

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>
<223> Iniciador L3

<400> 27
gctgaggata ccggagttaa ccaaggtgga aat 33

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador huHeClonR

<400> 28

cgcctgagtt ccacgacacc 20

<210> 29

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador huLidonR

<400> 29

caggcacaca acagaggc 18

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Iniciador CMV Directo

<400> 30
ggcgtggata gcggtttgac 20

<210> 31

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador OrigstophuHeCH1l Dir

<400> 31
ccaaggtgga caagaaagtt tgacccaaat cttgtgaca 39

<210> 32

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador origstophuHeCHl Inv

<400> 32
gagttttgtc acaagatttg ggtcaaactt tcttgtccac cttgg 45

<210> 33

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>



<223>

<400>

112

Iniciador pOrig ligero sem lider Dir

33

aggatccacc atggatgtgt tgatgaccc 29

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

<220>
<223>

<400>

34
25
ADN

Artificial

Iniciador pOrig pesado sem lider Dir

34

aaagcttatg caggtgcagc tggtg 25

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

<220>
<223>

<400>

35
26
ADN

Artificial

Iniciador huigG3Inv2#

35

atcgatatca tttacccgga gacagg 26

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

<220>
<223>

36
24
ADN

Artificial

Iniciador IgG3hudir?2
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<400> 36

actgtctcca gcgcttccac caag 24

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador IgG2 dir

<400> 37
agtcaccgtt tccagcgctt ccac 24

<210> 38

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador IgG2 Inv

<400> 38
agtggatatc atttacccgg agacagg 27

<210> 39

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador HIBF
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<400> 39
aacagtctga gggctgagga 20

<210> 40

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador huigGlPVA INV

<400> 40
agactgacgg tccccccgeg actggaggtg ctgg 34

<210> 41

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador HuigG2ELLGInv

<400> 41
agactgacgg tcctcctaac agttctggtg ctgg 34

<210> 42

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador SV40premDIR

<400> 42
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agctagcatc agcacgtgtt gacaattaat catc 34

<210> 43

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Sv40premInv

<400> 43

aacgattccg aagcccaacc tttcatag 28

<210> 44

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador migG2aClAfelF2

<400> 44

tttacagcgc taaaacaaca gccccatcgg tc 32

<210> 45

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador migGZaxbaRA

<400> 45
tctagatcat ttacccggag tccgggagaa gctc 34
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<210> 46

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MoLCIBsiF'l

<400> 46
tttcgtacgg atgctgcacc aactgtatcc 30

<210> 47

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MoLCxhoR1

<400> 47
tttctcgagt caacactcat tcctgttgaa gc 32

<210> 48

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MOIgGZBamHI Dir

<400> 48
ccttgacctg gaactctggt tccctgtcca gtggtg 36

<210> 49
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<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MoigG2BamHI Inv

<400> 49
caccactgga cagggaacca gagttccagg tcaagg 36

<210> 50

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MoigG2XhoI Dir

<400> 50
gcagctcagt gactgtaact tcgagcacct ggcccagc 38

<210> 51

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador MoigG2xhoI Inv

<400> 51
gctgggccag gtgctcgaag ttacagtcac tgagctgce 38

<210> 52
<211> 59



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

118

ADN

Artificial

Iniciador wtkappavarLlDir

52

ctcttgcaga tctagtcaga gcecctggtaca tagtaatgga

tagaatggt 59

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

<220>
<223>

<400>

53
59
ADN

Artificial

Iniciador wtkappavarLl Inv

53

accattctaa ataggtgttt ccattactat gtaccaggcet

ctgcaagag 59

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

<220>
<223>

<400>

54
36
ADN

Artificial

Iniciador TRPZ2 Murino Directo

54

tttctaagct tatgggcctt gtgggatggg ggcttc 36

<210>

55

aacacctatt

ctgactagat
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<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador TRP2 Murino Reverso

<400> 55
tttctgatat ctcaggcttc ctccgtgtat ctcttgce 37

<210> 56

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador GP100 Directo

<400> 56
tttctgatat catgggtgtc cagagaagga gcttc 35

<210> 57

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador Gpl00 Reverso

<400> 57
tttctctcga gtcagacctg ctgtccactg aggagc 36

<210> 58
<211> 35
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador Fosforilado (exemplo de epitopo de TRP2)

<400> 58
tagtgtttat gatttttttg tgtggctccg attca 35

<210> 59

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de auxiliar CD4 ou CTL CD8 (TRP2, A2 com
restrigdo por HLA, Kb)

<400> 59
agtgtttatg atttttttgt gtggctc 27

<210> 60

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (GP100, A2 com
restrigao por HLA)

<400> 60
accattactg accaggtgcc tttctcecgtg 30

<210> 61



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

121

30
ADN

Artificial

Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (GP100 (210M),

com restrigao por HLA)

<400>

61

accattatgg accaggtgcc tttctccgtg 30

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

<220>
<223>

<400>

62
30
ADN

Artificial

Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (GP100 (F7L))

62

accattactg accaggtgcc tttgtccgtg 30

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

<220>
<223>
<400>

63
9
PRT

Artificial

Epitopo de GP100 (F7L), A2 com restrigadao por HLA
63

{1e Thr Asp GIn val Pro Leu Ser val
1

<210>

64

A2
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<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (GP100, DRO0O401
restrigao por HLA)

<400> 64
tggaacaggc agctgtatcc agagtggaca gaagcccaga gacttgac 48

<210> 65

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (HEPB S AG,
Kd(CTL) com restrigao por HLA)

<400> 65
ataccgcaga gtctagactc gtggtggact tctctc 36

<210> 66

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (nucleoproteina

Hep8, I-Ab com restricao por HLA (auxiliar))

<400> 66

actcctccag cttatagacc accaaatgcc cctatccta 39
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<210> 67

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (MAGE3, A2 com
restrigao por HLA)

<400> 67
ttcctgtggg gtccaagggce cctegtt 27

<210> 68

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (MAGE3, A2 com
restrigao por HLA)

<400> 68

;he Leu Trp Gly gro Arg Ala Leu val

<210> 69

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (283), A2

com restrigao por HLA)
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<400> 69
ttcctaccag ctactttaac tatgact 27

<210> 70

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (z83), A2

com restrigao por HLA)
<400> 70

Phe Leu Pro Ala ;hr Leu Thr Met Thr
1

<210> 71

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (z84), A2

com restrigao por HLA)

<400> 71
ttcctaccag ctactttaac tatggtt 27

<210> 72

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (Z84), A2

com restrigao por HLA)

<400> 72

ihe Leu Pro Ala Thr Leu Thr Met val
S

<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (z9), A2 com

restrigao por HLA)

<400> 73
gggatggtgg aaaagccctt caacatt 27

<210> 74

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (29), A2 com
restrigao por HLA)

<400> 74

Gly Met val Glu %ys Pro Phe Asn Ile
1
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<210> 75

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (mz9), A2

com restrigcaoc por HLA)

<400> 75
gggatggtgg aaaagccctt caacgtt 27

<210> 76

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Tie2 (mz9), A2

com restrigao por HLA)

<400> 76

Gly Met val Glu Lys Pro Phe Asn val
1 5

<210> 77

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (FLU HA, I-Ad com

restricdao por HLA (auxiliar))
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<400> 77
tttgaaaggt ttgagatatt ccccaaggaa 30

<210> 78

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (ovoalbumina, Kb

com restrigao por HLA)

<400> 78
agtataatca actttgaaaa actg 24

<210> 79

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Triosefosfato

isomerase (wt), DR0O101 com restrigdo por HLA)

<400> 79
ggggagctca tcggcattct gaacgcggcc aaggtgccgg ccgac 45

<210> 80

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Triosefosfato

isomerase (wt), DR0O101 com restrigdo por HLA)

<400> 80

Gly Glu Leu Ite Gly Thr Leu Asn Ala Ala Lys val Pro Ala Asp
1 5 10 15

<210> 81

<211> 45

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Triosefosfato

isomerase (mI), DR0O101 com restrigdao por HLA)

<400> 81
ggggagctca tcggcactct gaacgcggcc aaggtgccgg ccgac 45

<210> 82

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (Triosefosfato
isomerase (mI), DR0O101 com restrigdo por HLA)

<400> 82

Gly Glu Leu 1le Gly Ile teu Asn Ala Ala Lys val Pro Ala Asp
1 S 10 15

<210> 83
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<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (VEGFR2, A2 com
restrigao por HLA)

<400> 83
gtgattgcca tgttcttctg gctactt 27

<210> 84

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (VEGFR2, A2 com
restrigao por HLA)

<400> 84

{a1 Ile Ala Met Phe Phe Trp Leu Leu
S

<210> 85

<211> 28

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (mVEGFR2, A2 com

restrigao por HLA)

<400> 85
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gtgcttgcca tggttcttct ggctactt 28

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

<220>
<223>

86
9
PRT

Artificial

Epitopo de Auxiliar CD4 ou CTL CD8 (mVEGFR2,

restrigao por HLA)

<400>

86

{a1 Leu Ala Met Phe Phe Trp Leu Leu
5

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

<220>
<223>

<400>

Ihr Ile Thr Asp gln Leu Pro Phe Ser val

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

87
10
PRT

Artificial

Epitopo de Gpl00 v5L

87

10

88
9
PRT

Artificial

A2 com
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<220>
<223> Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
Tie-2 (72282)

<400> 88

{1e teu Ile Asn ger Leu Pro teu Val

<210> 89
<211> 9
<212> PRT <213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
Tie-2 (7283)

<400> 89

\lzal Leu Ile Lys glu Glu Asp Ala val

<210> 90

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
Tie-2 (z284)

<400> 90

keu Met Asn Gln gis Gln Asp Pro Leu



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

<220>

<223>

Tie-2

<400>

132

91
9
PRT

Artificial

Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
(z285)

91

¥a1 Lev Cys Gly ¥a1 Ser Leu Leu Leu

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

<220>

<223>

Tie-2

<400>

92
9
PRT

Artificial

Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
(z286)

92

Leu val Ser Asp Ala Glu Thr 5Ser Leu
1 5

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

<220>

93
9
PRT

Artificial
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<223> Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de
Tie-2 (z287)

<400> 93

Leu Ile Leu Ile gsn Ser Leu Pro Leu
1

<210> 94

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Epitopo de CTL restringido por HLA-A*0201 predito de

Tie-2 (Z18)

<400> 94

gly Ile Leu Gly ghe val phe Thr Leu

<210> 95

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Péptido restringido por HLA-A2 derivado de VEGFR2

<400> 95

val Ile Ala Met Ehe Phe Trp Leu Leu
1



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

<220>
<223>

<400>

134

96
9
PRT

Artificial

péptidos hTERT modificados

96

Tyr Leu Phe Phe ;yr Arg Lys Ser val
1

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

<220>
<223>

<400>

97
10
PRT

Artificial

péptidos hTERT modificados

97

Tyr Leu Gln val Asn Ser Leu Gln Thr val
1 5 10

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

<220>
<223>

<400>

98
1489
ADN

Desconhecido

Cadeia pesada guimérica de immunobody

98



aagcttacca
cactcccang
agaatgtect
caggctceygg
tactarccag
ctgtatttge
cattatggtc
grerccagey
acctetggag
acggtgtcgt
cagtccteay
acceagacet
gttgagccca
ctgggyggac
cggaccectg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagq
accatcteca
cgggatgagce
agcgacateyg
cctecegtyge

agcaggtgge
cactacacgce

ccttaaggge

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

99
467
PRT

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagcctc
ggaagggget
acactgtgaa
aattgaacag
actacgtgga
cttccaccaa
gcacagegge
ggaactcagg
gactctacte
acatctgeaa
aatcttgtga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgraccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggacteega

agcaggggaa
agaagagcct

gaattttgea

Desconhecido

ctgtatcate
ggagactggg
tggattcget
ggagtggatc
gggccgatte
tctgaggget
ctatgetgtg
gggcccatey
cctgggetge
cgeectgace
cctcageage
cgtgaatrcac
caaaactcac
cercttecee
cgtggtggtg
cgrggaggtg
rgrggtcage
caaggtctee
gcagcccega
ccaggtcage
ggagagcaat

cggctcerte

cgrettetca
cteectgtet
gatatccatc

135

cterretrtgy
ggaggcttaa
ttcaataccy
gcatacatrtg
accatttceca
gaggacacag
gactactggs
gtctteecee
ctggtcaagg
agcggcgtge
gtggtgaccy
aagcccagea
acatgcccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgeca
gtecteaccg
aacaaageec
gaaccacagg
ctgacctgee
gggcagecgg
trectetaca

tgcecegega
ccgggtaaat
acactggegg

tagcaacage
tccagectgg
atgacatgtc
gtagtggtgg
gagacaatag
ccgtgtatta
gtcaaggaac
tggcacecte
actacttcecece
acaccttece
tgccctecag
acaccaaggt
cgtgcccage
aggacacect
acgaagaccc
agacaaagec
tcctgeacca
tcecagececec
tgtacaccet
tggtcaaagy
agaacaacta

gcaagetcac

tgcatgagge
gatctaaagg

cegetegag

taccggagte
agggtcecetg
ttgggttcge
tgatagaacc
caagaacacc
ctgtgcaaga
cacggtcace
ctecaagage
cgaaccggtyg
ggctgtecta
cagcttogac
ggacaagaaa
acctgaactc
catgatctce
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggetyg
carcgagaaa
gecceeeatce
cttctatecc
caagaccacg
cgtggacaag

tctgeacaac

gcgaattcge

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

1020
1080
1140
1260
1260
1320

1380
1440
1489



<220>

<223> Cadeia pesada

<400> 99

Met
1
val
Ile
GlIn
Ala
65
Lys
Leu
Ala
Gln
val
145
Ala

Ser

val

Gly Trp Ser gys Ile

His
Ile
Leu
50

Tyr
Gly
Gln
Arg
Gl

13

Phe
Leu

Trp

Leu

Ser

Leu

35

val

Ile

Arg

Leu

His

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
195

Gln

20

Phe

Glu

Gly

Phe

AsSn

100

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

180

Ser

val

Leu

Thr

Ser

Thr

85

Ser

Gly

val

Ala

165

Gly

Ser

Glin

val

Gly

Gly

70

Ile

Leu

His

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

136

quimérica

Ile

Leu

Ala

Gln

55

Gly

Ser

Arg

TYyr

val

135

Ser

Lys

Leu

Leu

Leu
val
Thr
40

Ala
AsSp
Arg
Ala
val
120
Ser
ser

Asp

Thr

280

Phe

Glu

Ala

Pro

Arg

Asp

Ghlu

105

Asp

Ser

Lys

Tyr

Ser

185

Ser

de

Leu

10

Thr

Thr

Gly

Thr

Asn

90

Asp

Tyr

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

immunobody

val
Gly
Gly
Lys
TY"r
7%

Ser
Thr
Ala
Ser
Thr
155
Pro

val

Ser

Ala

Met

val

Gly

60

TYr

Lys

Ala

val

Thr

140

Ser

Glu

His

Ser

Thr

Gly

His

45

Leu

Pro

Asn

val

AS

12

Lys

Gly

Pro

Thr

val
205

Ala
4
Ser
Glu
Asp
Thr
1%
Tyr
Gly
Gly
val
Phe

190

val

I?r Gly
Ser Cys
GIn val
Trp Ile
Thr val

80

Leu Tyr
95

Tyr Cys
Trp Gly
Pro Ser
Thr Ala

160

Thr val
175

Pro Ala

Thr val



Pro
Lys
235
Asp
Gly
Ile
Glu
His
305
Arg
Lys
Glu
Tyr
Leu
385
Trp
val
ASp
His

Pro
465

ser
210
Pro
Lys

Pro

ser

Asn

val

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu
450

Gly

Ser
Ser
Thr
sSer
Ar

27

Pro
Ala

val

Thr
355
Leu
Cys
Ser
ASp
Ser

Ala

Lys

Ser
Asn
Hjs
12
Thr
Glu
Lys
ser
340
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
420

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

val

Thr

Ser

Pro

val

Asp

Gly
LysS
%5
Cys
Leu
Glu
Lys
310
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
390

Gln

Gly

Arg Trp Gln

Leu

His

Asn

Thr

215

val

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

vatl 5

Ala

Ar

37

Gly

Pro

Ser

Gln

His
455

137

Gln
Asp
Pro
Pro
Thr
280
Asn

Arg

val

350
Asp
Phe
Glu
Phe
Gl

44

Tyr

Thr

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

AsSn

Phe

425

Asn

Thr

Tyr

Lys

Pro

250

Lys

val

Tyr

Glu

His
330

Lys A

Gln

Leu

Pro

Asn

410

Leu

val

Gln

ile

val

235

Ala

Pro

val

val

Pro

Thr

ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

250

Glu
Pro
Lys
val
300
Tyr

AsSp

Leu P

Arg

Lys

380

Asp

LysS

Ser

ser

ser
460

AsSn
Pro
Glu
Asp
AS

28

Gly
Asn

Trp

Asn
Ile
Thr

LysS

val

Lys

teu

Thr

270

val

va)l

Ser

Leu

Afa p

Pro

Gin

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Asn

ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Glin

val

val

Pro

415

Thr

val

Leu

His

Cys

240

Gly

Met

His

val

Tyr

320

Gly

]
-
[+']

val

Ser

Glu

400

fro

val

Met

ser



138

<400> 101

<210> 100

<211> 732

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Cadeia capa guimérica de immunobody

<400> 100
goatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc taccggagtc 60
cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctécctgc ctgtcactcc tggggagcca 120
gccrccatct cttgcagate tagtcagagce ctggtacata gtaatggaaa cacctattta 180
gaatggtacc tgcagaaacc aggccagtct ccacagctcc tgatctacaa agtttccaac 240
cgattttctg gggtcccaga cagattcagt ggcagtggat cagggacaga tttcacactce 300
aagatcagca gagtggaggc tgaggatacc ggagtgtatt actgctttca aggtrcacat 360
gttccgtgga cgttcggtygg aggcaccaag gtggaaatca agcgtacggt agcggcccca 420
tctgtcttca tcttcccgec atctgatgag cagttgaaat ctggaactgc ctctgttgtg 480
tgcctgctga ataacttcta tcccagagag gccaaagtac agtggaaggt ggataacgcce 540
ctccaatcgg gtaactccca ggagagtgtc acagagcagg acagcaagga cagcacctac 600
agcctcagea gecaccctgac ﬁctgagcaaa gcagactacg agaaacacaa agtctacgcc 660
tgcgaagtca cccaccaggg cctgagctcg cccygtcacaa agagcttcaa caggggagag 720
tgttgactcg ag 732

<210> 101

<211> 238

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Cadeia capa quimérica de immunobody



Met

val

Thr

val

Gly

65

Gly

Leu

Phe

Glu

ser

145

Asn

Ala

LysS

Asp

Leu
225

Gly

His

Pro

His

50

GIn

val

Lys

Gin

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

Trp
Ser
Gly
35

ser
ser

Pro

Ile
Gly
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
195

Glu

Ser

sSer

Asp

20

Glu

Asn

Pro

Asp

Ser

100

ser

Arg

Gln

Tyr

ser

180

Thr

Lys

Pro

o
val
Pro
Gly
Gln

Arg

85

Arg
His
Thr
Leu
Pro
165
Gly
Tyr
His

val

Ile

Leu

Ala

ASn

Leu

70

Phe

val

‘val

val

Arg

Asn

Ser

LysS

Thr

Ile

Met

ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

ser

Glu

Ser

Leu

val

215

Lys

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Ile

Gly

Ala

120

Ala

Gly

Ala

Gin

ser

200

Tyr

Ser

139

che

GIn

25

ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

Ala

Phe

Leu
10

ser
Cys
Glu
Lys

Gly

20

AsSp
Phe
Ser
Ala
val
170
Ser
Thr

Ccys

Asn

val
Pro
Arg
Trp
val

75

Ser

Thr
Gly
val
Ser
155
Gln
val

Leu

Glu

258

Ala
Leu
Ser
Tyr
60

ser

Gly

Gly
Gly
phe
140
val
Trp
Thr
Thr
val

220

Gly

Thr

ser

ser

a5

Leu

Asn

Thr

val

Gl

12

Ile

val

Lys

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Ala

Leu

30

Gln

Gln

Arg

Asp

Phe

Cys

val

Gln

190

Ser

His

Cys

Thr

15

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

Lys

Gin

Gly
val
Leu
Pro
i

Thr

Cys
val
Pro
Leu
160
Asn
ser

Ala

Gly



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

102
376
ADN

<220>
<223>

<400> 102

atgggatgga
gtgcagctgg
tgcgcaggct
aacctactat
caccctgtat
aagacattat

caccgtctee

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

103
125
PRT

<220>

<223>

<400> 103

Desconhecido

gctgtatcat
tggagactgg
€Cgg9ggaagg
ccagacactyg
ttgcaattga
ggtcactacg
agcgct

Desconhecido

cctcttcttg
gggaggctta
gogctggagtg
tgaagggccyg
acagtctgag
tggactatgc

140

Regido variavel da cadeia pesada de immunobody

gtagcaacag
atccagcctg
gatcgcatac
attcaccatt
ggctgaggac
tgtggactac

Regido varidvel da cadeia pesada de immunobody

ctaccggagt ccactcccag
gagggtccct gagaatgtcc
attggtagtg gtggtgatag
tccagagaca atagcaagaa
acagccgtgt attactgtge
tggggtcaag gtaccacggt

(H1)

(H1)

60
120
180
240
300
360
376



Met
1
val
Pro
Glu
ASp
65
Thr

Tyr

Tyr

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

Gly

His

Gly

Trp

50

Thr

Leu

Tyr

Trp

<220>

<223>

<400>

Trp Ser

Ser GIn
20

Gly Ser
35

Ile Ala
val Lys

Tyr Leu

Cys Ala
100

glg Gln

104
382
ADN

104

Cys
)
val
Leu
Tyr
Gly
Gin
85

Arg

Gly

Ile

GlIn

Arg

Ile

Arg

70

Leu

His

Thr

Desconhecido

Ile

Leu

Met

Gly

5%

Phe

Asn

Tyr

Thr

141

Leu Phe
val Glu
Ser Cys
40
Ser Gly
Thr 1Ile
Ser Leu
Gly His
105

val Thr
120

Leu
10

Thr
GIn
Gly
Ser
Arg
90

Tyr

val

val

Gly

Ala

ASp

Arg

75

Ala

val

Ser

Ala Thr
Gly Gly
Pro &}y
gsg Thr
ASp Asn
Glu Asp
Asp Tyr

ser aAla
125

Ala

Leu

30

Lys

Tyr

Ser

Thr

Ala
110

Thr

15

Ile

Gly

Tyr

Lys

Ala

95

val

-G1y

GIn

Leu

Pro

Asn

80

val

Asp

Regido variavel da cadeia pesada de immunobody (H2)



atgggatgga gctgtatcat
gtgcagctgg tggagactgg
tgtgcagcct ctggattcgc

gggaaggggc tggagtggat
caagaacacc ctgtatttgc

ctgtgcaaga cattatggtc

cacggtcacc gtctccageg

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

<220>
<223>

<400>

105
126
PRT

Desconhecido

142

cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactcccag
gggaggctta atccagcctg gagggtccct gagaatgtcec
tttcaatacc tatgacatgt cttgggttcg ccaggctccg
cgcatacatt ggtagtggtg gccatttcca gagacaatag
aattgaacag tctgagggct gaggacacag ccgtgtatta
actacgtgga ctatgctgtg gactactggg gtcaaggtac
ct

Regido varidvel da cadeia pesada de immunobody (H2)

105

60
120
180
240
300
360
382



Met Gly
1

val His
Pro Gly
Asn Thr

50

Glu Trp
65
Asn Thr

val Tyr

Asp Tyr

Trp
ser
Tyr
Ile
Leu

TYr

<210> 106
<211> 383
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regiado variavel da cadeia pesada de immunobody

<400> 106

Ser Cys
5

Gln val

20

Ser Leu

AsSp Met

Ala Tyr

Tyr Leu
85

5 4

Gly GIn

Ile

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Gln

Arg

Gly

Leu

Met

Trp

55

Gly

Leu

His

Thr

Leu

val

sSer

40

val

Ser

Asn

Tyr

Thr
120

143

Phe

Cys

Arg

Gly

Ser

Leu
10

Thr
Ala
Gln
Ile
Ley
90

His

Thr

val

Gly

Ala

Ala

Ser

75

Arg

Tyr

val

Ala
Gly
ser
Pro
60

Arg
Ala
val

Ser

Thr

Gly

Gly

Gly

Asp

Glu

Asp

Ser
125

Ata

Leu

30

Phe

Lys

ASn

ASD

Thr
15

Ile

Ala

Gly

Ser

Thr

95

Ala

Gly
Gln
Phe
Leu
o)
Ala

val

(H3)



atgggatgga
gtgcagctag
tgtgcagcct
gg9aagggoc
gacactgtga
caattgaaca

ccacggtcac

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

107
127
PRT

<220>

<223>

<400> 107

gctgtatcat
tggagactgg
ctggattcge
tggagtggat
aggyccgatt
gtctgaggge
cgtctccagce

Desconhecido

cctcttettg
gggaggctta
tttcaatacc
cgcata.catt
caccatttce
tgaggacaca

gct

144

gtagcaacag
atccagectg
tatgacatgt
ggtagtggtg
agagacaata

gccgtgtatt

ctaccggagt
gagggtccct
cttgggttcg
gtgatagaac
gcaagaacac

actgtgcccg

Regido varidvel da cadeia pesada de immunobody

ccactcccag
gagaatgtcc
ccaggctccg
ctactatcca
cctgtatttg
ggccaaggta

(H3)

60
120
180
240
300
360
383



145

Met Gly Trp Ser gys Ile ITe Leu

val His Ser g&n val GIn Leu val

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser

)
5 40

wey

Asn Thr Tyr Asp Met Ser Trp val
50 55

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser
65 P Y 70 Y

Asp Thr val Lys g}y Arg phe Thr

Thr Leu Tyr Leu Gin Leu Asn Ser
100

Tyr Tyr Cys Ala Gly Gln Gly Thr
115 120

<210> 108
<211> 335
<212> ADN

<213> Desconhecido
<220>
<223> Regiao wvariavel da

(H1/H2)

<400> 108

Phe

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Thr

Leu
10

Thr
Ala
GIn
Gly
Ser
90

Arg

val

cadeia

val

Gly

Ala

ala

ASp

75

Arg

Ala

Thr

Ala

Gly

ser

Pro

60

Arg

ASp

Glu

val

Thr Ala
Gly Leu
30
Gly Phe
45
Gly Lys
Thr Tyr
Asn Ser
Asp Thr
110

Ser Ser
125

pesada de

{?r Gly
Ile Gln
Ala Phe
Gly Leu
TYyr 550
ggs Asn

Ala val

Ala

immunobody



atgggatgga gctgtatcat cctcttettg gtagcaacag ctaccggagt ccactceccag 60
gtgcagctgg tggagactgg gggaggctta atccagectg gagggtecct gagaatgtec 120
tgcgecagget ccggggaagg ggctggagtg gatcgcatac attggtagtg gtggecattt 180
ccagagacaa tagcaagaac accctgtatt tgcaattgaa cagtctgagg getgaggaca 240
cagccgtgta ttactgtgea agacattatg gtcactacgt ggactatget gtggactact 300
ggggtcaagg taccacggtc accgtctcca geget 335
<210> 109

<211> 110

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regido variavel da cadeia pesada de immunobody
(H1/H2)

<400> 109

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His

pro Gly

Glu Trp

50

Asn Thr

65

val Tyr

Asp Tyr

Ser Glin
20

Gly Ser

35

Ile Ala

Leu Tyr

Tyr Cys

Trp Gly
100

val GlIn
Leu Arg
Tyr Ile
Leu Gln

70 75

Ala Ar
85 9

GIn Gly

146

tey val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln
25 30

ser Cys GIn Ala pPro Gly Gly Leu

40 45

Met Lys

Gly Ser Gly Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
55 60

Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr g&a

His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val
90 95

Ala
110

val Thr val

105

Thr Thr ser Ser



147

<210> 110
<211> 336
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regido variavel da cadeia pesada de immunobody

(H1/H3)

<400> 110
atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactcccag 60
gtgcagctgyg tggagactgg gggaggctta atccagcctg gagggtccct gagaatgtccg' 120
tgcgcaggcet ccggggaagy ggctggagtg gatcgcatac attggtagtg gtggtgatag 180
aacctactat ccagacactg tgaagggccg attcaccatt tccagagaca atagcaagaa 240
caccctgtat ttgcaattga acagtctgag ggctgaggac acagccgtgt attactgtgce 300
ccgggccaag gtaccacggt caccgtctcc agcgct 336

<210> 111

<211> 111

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regildo variavel da cadeia pesada de immunobody

(H1/H3)

<400> 111



Met Gly

val His

fro Gly

35

Glu Trp

50

Asp Thr val

65

Thr Leu Tyr

Tyr Tyr Cys

<210> 112
<211> 342
<212> ADN

Trp Ser
Ser Gln

20

Gly Ser

Ite Ala

Lys

Leu

Ala
100

gys Ile Ile

val GIn Leu

Leu Arg Met

Ile Gly

Tyr
SS

Gly Arg Phe

70

Leu Asn

Gin Gly

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regiao
(H2/H3)

<400> 112

atgggatgga gctgtatcat
gtgcagctgg tggagactgg
tgtgcagcct ctggattcge
9ggaaggggc tggagtggat
caagaacacc ctgtatttgc

ctgtgcccgg gccaaggtac

variavel da

tttcaatacc
cgcatacatt
aattgaacag

cacggtcacc

Leu Phe
val Glu

25

ser Cys
40

ser Gly
Thr Ile
Ser Leu

Thr Thr
105

148

cadeia

Leu val
10
Thr Gly

GIn Ala

Gly Asp
Ser Arg
75
Arg Ala
90g

val Thr

Ala Thr
Gly Gly
Pro Gly

45
Arg Thr
60

Asp Asn

val Ser

pesada

Ala
Leu

30

LyS

Tyr

Ser

Glu Asp Thr

Ser
110

de

Thr Gly
15
Ile G1n

Gly Leu

Tyr Pro
Lys Asn

80
Ala val
a5

Ala

immunobody

cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactcccag

gggaggctta atccagcctg gagggtccct gagaatgtcc

tatgacatgt cttgggttcg ccaggctccg

ggtagtggtg gccatttcca gagacaatag

tctgagggct gaggacacag ccgtgtatta

gtctccageg ct

60
120
180
240
300
342



149

<210> 113
<211> 112
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regido variavel da cadeia pesada de immunobody
(H2/H3)

<400> 113

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5 10 1S

val His Ser GIn val GIn teu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gin
20 25 30

Pro Gly g}y Ser Leu Arg Met igr Cys Ala Ala Ser E}y Phe Ala Phe

Asn Egr Tyr Asp Met Ser ;gp val Arg GIn Ala ggo Gly Lys Gly Leu

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys
65 P Y 70 Y Y 75 9 P 80

Asn Thr Leu Tyr kgu GIn Leu Asn Ser Sgu Arg Ala Glu Asp ggr Ala

val Tyr Tyr Cys Ala Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser Ala
100 10s 110

<210> 114
<211> 295
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regido variavel da cadeia pesada de immunobody

(H1/H2/H3)



<400> 114
atgggatgga
gtgcagctgg
tgcgcagget
ccagagacaa

cagccgtgta

<210> 115
<211> 96
<212> PRT

gctgtatcat
tggagactgg
ccggggaagy

tagcaagaac

ttactgtgce

<213> Desconhecido

<220>
<223>
(H1/H2/H3)

<400> 115

Tet Gly Trp

val

Pro

Glu

Asn

65

val

<210> 116

Regiao

His Ser

Gly Gly
35

Trp Ile

SO

Thr Leu

Tyr Tyr

Ser

Gln

20

Ser

Ala

Tyr

Cys

variavel

Cys Ile

S

val Gln

Leu Arg

Tyr Ile

Leu GIn
70

Ala Gly
85

cctctrcttg

gggaggctta
ggctggagtg
accctgtatt

cgggccaagg

da

Ile Leu
val

Leu

ser
40

Met

Gly Ser

55

Leu Asn

GIn Gy

150

gtagcaacag ctaccggagt ccactcccag
atccagcctg gagggtccct gagaatgtcc
gatcgcatac attggtagtg gtggccattt
tgcaattgaa cagtctgagg gctgaggaca

taccacggtc accgtctcca geget

cadeia pesada de i1mmunobody

Phe val Ala Thr Ala Thr Gly

15

Leu
10

Gilu Thr Gly Gly Gly ggu Ile GIn

GIn Ala Gly

45

Cys Pro Lys Gly Leu

Gly Ile Ser Arg Asn Ser Lys

AS
60 P

Ser Leu Arg Ala Glu

Asp Thr Ala
75 80

Thr val Thr val

90

Thr Ser Ser Ala
95

60
120
180
240
295



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atgggatgga gctgtatcat
gtgttgatga cccaatctcc
tctgcagaaa ccaggccagt
tggggtccca gacagattca
cagagtggag gctgaggata
gacgttcggt ggaggcacca

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

<220>
<223>

<400>

340
ADN

Desconhecido

151

Regido varidvel da cadeia capa de immunobody (L1)

116

117
110
PRT

Desconhecido

cctcttetg
actctcccty
ctccacagct
gtggcagtgg
ccggagtgta
aggtggaaat

gtagcaacag
cctgtcactc
cctgatctac
atcagggaca
ttactgcttt

caagcgtacg

ctaccggagt
ctggggagec
aaagtttcca
gatttcacac

caaggttcac

ccactccgat
agcctegata
accgatttte
tcaagatcag

atgttccgtg

Regido variavel da cadeia capa de immunobody (L1)

117

60
120
180
240
300
340



152

Met Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
val His Ser ?ap val Leu Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val

Thr Pro g;y Glu Pro Ala Ser kgu Gln Lys Pro Gly ggn Ser Pro Gln

Leu Lgu ITe Tyr Lys val ggr Asn Arg Phe Ser g&y val Pro Asp Arg
5

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Ar
65 y 70 Y 75 80g

val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe GIn Gly Ser His
85 Y 95 95

val Pro Trp Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 118
<211> 360
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regiado variavel da cadeia capa de immunobody (L2)

<400> 118

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactccgat
gtgttgatga cccaatctcc actctccctg cctgtcactc ctggggagec agcctccate
tcttgcagat ctagtcagag cctggtacat agraatggaa acacctartt agaatggtac
ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc ctaatattca gtggcagtgg atcagggaca
gatttcacac tcaagatcag cagagtggag gctgaggata ccggagtgta ttactgcttt
caaggttcac atgttccgtg gacgttcggt ggaggcacca aggtggaaat caagcgtacg

<210> 119

60
120
180
240
300
360



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

117
PRT

Desconhecido

153

Regido varidvel da cadeia capa de immunobody

119

Met Gly Trp Ser
1

val His Ser

Thr pPro Gly

val Hi
50

35

s 5er

Gly Gln Sser

65

Phe Th

Ty Cy

Lys va

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

<220>
<223>

r Leu

s Phe

1 Glu
115

120
352
ADN

ASp

20

Glu

Asn

Pro

Lys

Glin

100

Ile

gys Ile
val Leu
Pro Ala
Gly Asn
Gln Leu

70

Ile Ser
85

Gly Ser

Lys

Desconhecido

Ile

Met

Ser

Thr

55

Leu

Arg

His

Leu

Thr

Ile

40

Tyr

Phe

val

val

Phe

GIn

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
105

Leu
10

Ser
Cys
Glu
Gly
Ala
90

Trp

val

Pro

Arg

Trp

Ser

75

Glu

Thr

Ala
Leu
ser
&'
Giy
Asp

Phe

Thr

ser

Ser

45

Leu

Ser

Thr

Gly

Ala Thr
15

Leu Pro
30

G6In Ser
GIn Lys

Gly Thr

Gly val
95

sl

Regido varidvel da cadeia capa de immunobody

(L2)

Gly

val

Leu

Pro

Asp

30

Tyr

Thr

(L3)



<400> 120

atgggatgga
gtgttgatga
tcttgcagat

ctgcagaaac

ggggtcccag
agagtggagg

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

121
115
PRT

<220>

<223>

<400> 121

gctgtatcat
cccaatctee
ctagtcagag
caggccagtc

acagattcag

ctgaggatac

Desconhecido

ccrcttcttg
actctecctg
cctggtacat

tccacageec

tggcagtgga
cggagttaac

154

gtagcaacag
cctgtcacte
agtaatggaa

ctgatctaca

tcagggacag

caaggtggaa

ctaccggagt

ctggggagcec
acacctrartt

aagtitccaa

atttcacact

atcaagcgta

Regido variavel da cadeia capa de immunobody

ccactccgat
agcctecatc
agaatggtac
ccgatrttct

caagatcagce

cg

(L3)

60
120
180
240

300
352



155

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
20 25 30

Thr Pro g;y Glu Pro Ala Ser ﬁée Ser Cys Arg Ser igr GIn Ser Leu

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tgr Leu GIn Lys Pro
SO 55 6

Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser

65 70 ' 75 80
Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95
Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Thr Lys val
100 105 110
Glu Ile Lys
115
<210> 122
<211> 301
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regiado variavel da cadeia capa de immunobody (L1/L3)

<400> 122

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactcecgat 60
gtgttgatga cccaatCtcc actctccctg cctgtcactc ctggggagcee agecctcgata 120
tctgcagaaa ccaggccagt ctccacaget cctaatattc agtggcagtg gatcagggac 180
agatttcaca ctcaagatca gcagagtgga ggctgaggat accggagtgt attactgctt 240

tcaaggttca catgttccgt ggacgttcgg tggaggcacc aaggtggaaa tcaagcgtac 300
9 301



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

<220>
<223>

<400>

get Gly Trp Ser gys Ile
val His Ser Asp val Leu
20
Thr pPro Gly Glu Pro Ala
35
Leu Leu Phe Ser Gly Ser
SO
Ser Arg val Glu Ala Glu
65 70

Ser His val Pro ;gp Thr

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

<220>
<223>

<400>

123
96
PRT

Desconhecido

156

Regido varidvel da cadeia capa de immunobody

123

124
313
ADN

Desconhecido

Ile

Met

Ser

Gly

55

Asp

Phe

Leu

Thr

Leu

40

Ser

Thr

Gly

Phe

GlIn

25

Gln

Gly

Gly

Gly

Leu
10

Ser
Lys
Thr

val

Gl
90y

val Ala Thr Ala Thr

15
Pro Leu Ser Leu Pro

30
Pro Gly GIn Ser Pro
45
Asp Phe Thr Leu Lys
60

;gr Tyr Cys Phe Gln

Thr tys val Glu Ile
9s

Regido varidvel da cadeia capa de immunobody

124

(L1/L3)

Gly

val

GIn

Ile

Gly

80

LyS

(L2/L3)



157

atgggatygga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactccegat 60
gtgttgatga cccaatctcc actctccctg cctgtcactc ctggggagce agcectccatce 120
tcttgcagat ctagtcagag cctggtacat agtaatggaa acacctattt agaatggtac 180
ctgcagaaac caggccagtc tccacagete ctaatattca gtggcagtgg atcagggaca 240
gatttcacac tcaagatcag cagagtggag gctgaggata ccggagttaa ccaaggtgga 300
aatcaagcgt acg . 313

<210> 125
<211> 101
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regido variavel da cadeia capa de immunobody (L2/L3)

<400> 125

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

1 S 10 15

val His Ser ggp val Leu met Thr g;n ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr Pro g;y Glu Pro Ala Ser iae Ser Cys Arg Ser igr Gln Ser Leu

val ?35 Ser Asn Gly Asn ggr Tyr Leu Glu Trp g%r Leu Gln Lys Pro

Gly GIn Ser Pro Gin Leu Leu Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 ' 70 75 80

Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Thr
85 90 95

Lys val Glu Ile Lys
Y 100



158

<210> 126
<211> 254
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regido variavel da cadeia <capa de immunobody

(L1/L2/L3)

<400> 126

* atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctaccggagt ccactccgat 60
gtgttgatga cccaatctcc actctccctg cctgtcacte ctggggagec agcctcgata 120
tctgcagaaa ccaggccagt ctccacaget cctaatattce agtggcagtg gatcagggac 180
agatttcaca ctcaagatca gcagagtgga ggctgaggat accggagtta accaaggtgg 240
aaatcaagcg tacg 254

<210> 127
<211> 80
<212> PRT

<213> Desconhecido
<220>
<223> Regido variavel da cadeia <capa de immunobody

(L1/L2/L3)

<400> 127



159

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val ala Thr ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser ggp val Leu Met Thr g}n Ser Pro Leu Ser %Su Pro val

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Leu Gln Lys Pro Gly GIn Ser Pro GIn
35 40 45

Leu ggu Phe Ser Gly Ser g}y Ser Gly Thr Asp Ege Thr Leu Lys Ile

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Thr Lys val Glu Ile Lgs
65 70 75 8

<210> 128
<211> 293
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Regido variavel da cadeia capa de immunobody

<400> 128

atgggatgga gctgtatcat
gtgttgatga cccaatctcc
tctgcagaaa ccaggécagt
tggggtccca gacagattca
cagagtggag gctgaggata

<210> 129
<211> 94
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

cctcttctty gtagcaacag
actctcectg cctgtcacte
ctccacagct cctgatctac
gtggcagtgg atcagggaca
ccggagttaa ccaaggtgga

ctaccggagt
ctggggagcc
aaagtttcca
gatttcacac

aatcaagcgr

ccactccgat
agcctcgata
accgattttc
tcaagatcag

acg

(L1/L3)

60
120
180
240
293



160

<223> Regido variavel da cadeia capa de immunobody (L1/L3)

<400> 129

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser ggp val Leu Met Thr 6ln Ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr pPro §1y Glu Pro Ala Ser kgu Gln Lys Pro Gly g}n Ser Pro Gln
S

Leu ggu Ile Tyr Lys val ggr Asn Arg Phe Ser ggy val Pro Asp Arg

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg
65 Y Y 70 Y P 75 80

val Glu Ala Glu ggp Thr Gly val Thr 355 val Glu Ile Lys

<210> 130
<211> 720
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Cadeia pesada de immunobody IB15

<400> 130



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
g9g9g9aaggggc
gtgtggctcce
aacagtctga
gtggactatg
accaagggcc
gcggecctygg
tcaggcgccc
tactcccteca

tgcaacgtga

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

131
236
PRT

<220>

<223>

<400> 131

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtgogacta
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagegg
gcagcgtggt
atcacaagcec

Desconhecido

ctgtatcatc
ggagactggg

ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagccgtg
ctggggtcaa
cccecctggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgrgecc

cagcaacacc

161l

ctcttettgy
ggaggcttaa
cctttctecg
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgty
ggtaccacgg
ccctcecctceca
ttccecgaac
ttcccggety
tccageaget
aaggtggaca

tagcaacagc
tccagectgg
tgtgggttcy
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta
tcaccgtctc
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tgggcaccca

agaaagtttg

Cadeia pesada de immunobody IB15

taccggagtc
agggtccctyg
gcaggctcecg
tgattttttt
tttgcaattg
tggtcactac
cagcgcettcc
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc

acccaaatct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720



Met

val

Pro

Phe

Ala

65

Arg

Leu

His

Thr

Pro

145

Gly

AsSn

Gln

Ser

Ser
225

Gly

His

Gly

ser

50

Tyr

Phe

Asn

Tyr

Thr
130
Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
210

Asn

Trp

ser

Gly

35

val

Ile

Thr

ser

Gly

115

val

Ala

Leu

Gly

Ser

195

Leu

Thr

Ser

GlIn

20

Ser

Trp

Gly

Ile

Leu

100

His

Cys
S
val
Leu
val
Ser
ser
85

Arg

Tyr

Thr val

Pro Ser

val

LysS

Ala Leu
180

Gly Leu

Gly Thr

Lys val

Ile
Gln
Arg
Arg
s
Arg

Ala

val

Ser
Ser
150
Asp
Thr
Tyr

Gln

230

Ile

Leu

Met

Gln

55

Gly

Asp

Glu

ASp

Ser
135

Lys

Tyr

Ser

ser

Thr

215

LyS

162

Leu

val

ser

40

Ala

Ser

AsSn

Asp

Tyr

120

Ala

ser

Phe

Gly

Leu

200

Tyr

Lys

Phe

Glu

25

Cys

Pro

val

ser

Thr

105

Ala

ser

Thr

Pro

val

185

Ser

Ile

val

Leu val
10

Thr Gly
Thr Ile
Gly Lys
Tyr Asp

75

Lys Asn
50
Ala val

val Asp

Thr Lys
Ser G

15

Glu Pro
170
His Thr

ser val

Cys Asnh

o s

Ala

Gly

Met

Gly

60

Phe

Thr

Tyr

TYr

Thr

Gly

ASp

45

Leu

Phe

Leuw

Tyr

Trp

Ala

Leu

30

Gln

Glu

val

TYr

Cys

110

Gly

125

Glg Pro Ser
14

Gly Thr

val

Phe

val

val

220

Ser

Thr

Ala

val

Thr

15

Ile

val

Trp

Trp

Leu

95

Ala

Gln

val

Ala

Ser
175

Pro Ala val
190

Thr val

205

AsSh

His

Pro

Lys

Gly
GIn
Pro
Ile
Leu
80

Gln
Arg

Gly

fhe
Leu
160
Trp
Leu

ser

Pro



163

<210> 132
<211> 363
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regiado variavel pesada de DCIB15 sem um lider (cadeia
pesada)
<400> 132
aagcttacca tgcaggtgca gctggtggag actgggggag gcttaatcca gectggaggg 60

tccctgagaa tgtcctgcac cattatggac caggtgcctt tctccgtgtg ggttcggcag 120
gctccgggga aggggctgga gtggatcgca tacattggta gtggtggtag tgtttatgat 180
ttttttgtgt ggctccgatt caccatttcc agagacaata gcaagaacac ccrgtatttg 240
caattgaaca gtctgagggc tgaggacaca gccgtgtatt actgtgcgag acattatggt 300
cactacgtgg actatgctgt ggactactgg ggtcaaggta ccacggtcac cgtctccage 360
gct 363

<210> 133

<211> 117

<212> PRT

<213> Desconhecido
<220>

<223> Regiado variavel pesada de DCIB15 sem um lider (cadeia

pesada)

<400> 133



le4

Met GIn val GIn ;eu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gin Pro Gly

Gly Ser Leu gsg Met Ser Cys Thr %ée Met Asp Gln val ;50 Phe Ser

val Trp val Arg GIn Ala Pro Giy Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ala Tyr
35 9 40y Y Y 45

Ile gsy ser Gly Gly Ser gg] Tyr Asp Phe Phe zg] Trp Leu Arg Phe

Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Leu Asn
65 70 75 80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg His Tyr
85 95 95

Gly His Tyr va) Asp Tyr Ala val Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 10? 115

val Thr val Ser Ser
115

<210> 134
<211> 345
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regido variavel capa de DCIB15 sem um lider (cadeia

leve)

<400> 134



165

ggatccacca tggatgtgtt gatgacccaa tctccactct ccctgectgt cactocctggg 60
gagccagect ccatctcttg cactcctcca getrtatagac caccaaatge ccctatccta 120
tyggtatctgc agaaaccagg ccagtctcca cagetcctga tctacaaagt ttccaaccga 180
ttttctgggg tcccagacag attcagtgge agtggatcag ggacagattt cacactcaag 240
atcagcagag tggaggctga ggataccgga gtgtattact getttcaagg ttcacatgtt 300
ccgtggacgt tcggtggagg caccaaggtg gaaatcaagc gtacg 345

<210> 135
<211> 110
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223> Regido variavel capa de DCIB15 sem um lider (cadeia

leve)

<400> 135

?et Asp val Leu get Thr Gln Ser Pro LSU ser Leu Pro val {gr Pro
1

Gly Glu Pro Saa ser Ile Ser Cys ;gr Pro Pro Ala Tyr gag Pro Pro

Asn Ala Pro Ile Leu Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln
3S 40 45

Leu ggu Ile Tyr Lys val ?gr Asn Arg Phe Ser gay val Pro Asp Arg

fhe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser Arg
65 70 75 80

val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly Ser His
85 Y ' S 35

val pro Trp Thr pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105 1



<210> 136
<211> 857
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 136
agcgetteca

gagagcacag

tcgtggaact

tcaggactct
acctacacct
cgcaaatgtt
ttcctettee
tgcgtggtag
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcageccce
aaccaggtca
tgggagagca
agtggeggcc

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

137
654
PRT

<400> 137

ccaagggccc
€ggccctggg
caggcegetet
actccctcag
gcaacgtaga
gtgtcgagtg
CcCcaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtcctcac
ccaacaaagg
gagaaccaca
gcctgacctyg
atgggcagcec
gctcgag

Homo sapiens

atcggtcttc
ctgcctggte
gaccagcggc
cagcgtggtg
tcacaagccce
cccaceqgtge
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcgtgcac
ccteccagece
ggtgtacacc
cctyggtcaaa

ggagaacaac

166

ccectggcge
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeect
agcaacacca
ccagcaccac
ctcatgatct
cccgaggtec
<cacgggagg
caggactggc
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctacc
ctaagggcega

cctgctccag
tcccecgaacc
tcccggetgt
ccagcaactt
aggtggacaa
ctgtggcagg
cccggaccce
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatctc
cccgggagga
ccagcgacat

attctgcaga

gagcacceec
ggtgacggtg
cctacagtce
cggcacccag
gacagttgag
éccgtcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggac
cagcacgttc
ggagtacaag
caaaaccaaa
gatgaccaag
cgccgtgogag
tatccageac

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val phe Pro Leu Ala Pro Cgs Ser
1 5 10 1

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
857



Arg

Tyr

ser

Ser

65

Thr

Lys

Pro

AsSp

=2
v
no

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

ser

Phe

Gly

50

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

130

val

val

ser

Leu

Ala

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Thr

Pro

35

val

Ser

Thr

val

val

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Pro

Gln

val

val

Pro
275

ser

20

Glu

His

Ser

Cys

Glu

100

Ala

Met

His

val

Phe

180

Gly

1le

val

Ser

Glu

260

Pro

Glu

Pro

Thr

val

Asn

85

Arg

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

TYr

Leu

245

Trp

Met

Ser

val

Phe

val

70

val

Lys

Pro

Ser

2
vy
oOw

Asn

val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Thr
Thr
Pro
S5

Thr
Asp
Cys
ser
Ar

13

Pro
Ala
val
Tyr
Thr

215

Leu

Ser

Asp

Ala
val
40

Ala
val
His
Cys
val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
360
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
280

167
Ala
25
ser
val
Pro
Lys
val
105
Phe
Pro
val
Thr
val
185
Cys
Ser

Pro

val

Leu
Trp
Leu
Ser
5
Glu
Leu
Glu
Gln
1%0
Leu
Lys
Lys
Ser
5%
GIn

Gly

Gly
Ash
Gln
Ser
Ser
Cys

Phe

Thr
val
Thr
Ar

23

Gly
Pro

Ser

Cys
ser
Ser
60

Asn
Asn
Pro
Pro
Thr
140
AsSn
Arg
val
Ser
LyS
zgo
Glu
Phe

Glu

Phe

Leu

Gly

45

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

125

Cys

Trp

Glu

val

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
285

val

30

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

110

Lys

val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

AsSn

270

Leu

Lys

Leu

Leu

Thr

val

95

Pro

Pro

val

val

GIn

175

GlIn

Gly

Pro

Thr

ser

255

Tyr

Tyr

Asp

Thr

Tyr

GlIn

80

AsSp

Ala

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser



Lys

305

Leu

Phe

Leu

Trp

Leu

385

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

465

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys
545

Leu

290

Ser

Ser

Pro

Gly

Asn

370

GlIn

Ser

Ser

cys

Phe

450

val

Phe

Pro

Thr

val

530

Thr

Thr
val
Leu
Leu
St
Ser
Ser
Asn
Asn
Pro
435
Pro
Thr
Asn
Arg
1l

ser

Lys

val

Met

Ser

Ala

340

Lew

Gly

Ser

Phe

Ia =
[\ J= o
(o iy }

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

500

val

Asn

Gly

ASp
His
Pro
325
ero
val

Ala

Gly

Lys
Cys
Lys
val
a5
Glu
His
Lys

GIn

Lys

Glu

310

Gly

Ccys

Lys

Leu

Leu

390

Thr

val

Pro

Pro

val

470

val

Gln

Gln

Gly

Pro
550

Ser
295
Ala
LyS
Ser
Asp
Thr
375
Tyr
Gln
AsSpD
.A'! a
Lys
val
Asp
rhe
AsSp
Leu

535

Arg

168

Arg
Leu
ser
Arg
360
Ser
Ser
Thr
Lys
Pro
440
Asp
Asp
Gly
Asn
Tr

52

Pro

Glu

Trp

His

Ala

Ser

345

Phe

Gly

Leu

Tyr

4~
-4
=

Thr

val

val

Ser

50s

Leuy

Ala

Pro

Gln

ASn

Ser

330

Thr

Pro

val

Ser

Thr

410

val

val

Leu

Ser

Gluy

490

Thr

ASn

Pro

Gln

Gln
His
Thr
Sgr
Glu
His
55
Cys
Glu
Ala
Met
His
475
val
Phe
Gly

Ile

val
555

Gly

300

Tyr

Lys

Glu

Pro

Thr

380

val

Asn

Arg

Gly

Ile

460

Glu

His

Arg

Lys

Glu

540

Tyr

Asn

Thr

Gly

Ser

val

365

Phe

val

val

LysS

Pro

445

ser

Asp

Asn

val

val

GIn

Pro

Thre

350

Thr

Pro

Thr

Arg

Pro

Ala

val

510

Glu

Lys

Thr

Tyr

Thr

teu

Phe
Lys
sSer
335
Ala
val
Ala
val
His
415
Cys
val
Thr
Glu
Lys
455
Ser
Lys

Ile

Pro

ser

Ser

320

val

Ala

Ser

val

Pro

400

LysS

val

fhe

Pro

val

480

Thr

val

Cys

Ser

Pro
560



Ser

Lys

Gln

Gly

GIn
625

Asn

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

<400>

Arg Glu
Gly Phe
Pro Glu

595
Ser Phe
610

GIn Gly

His Tyr

138
1164
ADN

Ash

Phe

Asn

Thr

Met

565

Pro

Asn

Leu

val

Homo sapiens

138

Thr Lys

Ser Asp

Tyr Lys

Tyr Ser
615

Phe Ser
630

Lys Ser

169

Asn

Ile

Thr

600

Lys

Cys

Leu

Gln val
570

Ala val

585

Thr Pro

Leu Thr

Ser val

Ser Leu
650

ser

Glu

Pro

val

Met

635

ser

Leu

Trp

Met

Pro

Thr Cys Leu
575

Glu Ser Asn
590

Leu Asp Ser
605
Lys Ser Arg

Glu Ala Leu

Gly Lys

val

Gly

ASp

Trp

His
640



agcgcttcca
g9g99gcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacacct
ctcaaaaccc
tgtgacacac
ccatgeccac
ccagcacctg
acccttatga
gaccccgagg
aagccgeygg
caccaggact
gcceccatcg
accctgccce
aaaggcttct
aactacaaca
ctcaccgtgy
gaggctctgc

ccaagggcce
<ggcectggg
caggcgeect
actccctcag
gcaacgtgaa
cacttggtga
ctccecegtg
ggtgcccaga
aactcctgygg
tttcceggac
tccagttcaa
aggagcagtt
ggctgaacgg
agaaaaccat
catcccggga
accccagega
ccacgcectcec
acaagagcag

acaaccgctt

atcggtctte
ctgcctggte
gaccagcgge
cagcgtggtg
tcacaagccc
cacaactcac
cccacggtge
gcccaaatct
aggaccgtca
ccetgaggtce
gtggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaaacc
ggagatgacc
catcgcegtg
catgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

ccatcacact gg9cggccgct cgag

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

139
377
PRT

<400> 139

Homo sapiens

170

ccectggeye
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccct
agcaacacca
acatgeccac
ccagagcecca
tgtgacacac
gtcttectct
acgtgcgtgg
gacggcgtag
ttccgtgtag
aagtgcaagyg
aaaggacagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacggct
gggaacatct

agectctece

cctgctccag
tccccgaace
tccecggetot
ccagcagctt
aggtggacaa
ggtgcccaga
aatcttgtga
ctcccccatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagcgtect
tctccaacaa
cccgagaace
tcagcctgac
gcagcgggea
ccttcttect
tctcatgcte
tgtctccgagg

gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtcec
gggcacccag
gagagttgag
gcccaaatct
cacacctccc
cccacggtgce
acccaaggat
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctccca
acaggtgtac
ctgcctgatc
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatgatat

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

1020
1080
1140

1164



Ser

Arg

Tyr

ser

ser

65

Thr

Lys

Pro

Arg

Cys

145

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

Ala
Ser
Phe
Leu
Tyr
Arg
Arg
3
Pro
Ala
Pro
val
val

210

Gln

Ser

Thr

Pro

35

val

Ser

Thr

val

Cys

Pro

Glu

Pro

Lys

val

195

Asp

Phe

Thr
Ser
20

Glu
His
Ser
Cys
Glu
100
Pro
Glu
Pro
Glu
AS

18

Asp

Gly

Asn

LysS
S
Gly
Pro
Thr
val
Asn
85
Leu
Glu
Pro
LYS
Leu
165
Thr
val

val

Ser

Gly

Gly

val

Phe

val

70

val

LysS

Pro

Lys

Ser

150

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Thr

Pro

55

Thr

Asn

Thr

Lys

Ser

135

Cys

Gly

Met

His

val

215

Phe

Ser
Ala
val
40

Ala
val
His
Pro
Ser
120
Cys
ASp

Gly

Ile

His

Arg

171

val

Ala

25

ser

val

Pro

Lys

Leu

105

Cys

Asp

Thr

Pro

ser

185

Asp

Asn

val

Phe

10

Leu

Trp

Leu

ser

Pro

90

Gly

Asp

Thr

Pro

Ser

170

Arg

Pro

Ala

val

Pro

Gly

Asn

GlIn

Ser

75

Ser

Asp

Thr

Pro

Pro

155

val

Thr

Glu

LysS

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

60

Ser

Asn

Thr

Pro

Pro

140

Pro

Phe

Pro

val

Thr

220

val

Ala
Leu
Gly
45

Ser
Leu
Thr
Thr
Pro
125
Pro
Cys
Leu
Glu
GlIn
205

Lys

Leu

Pro

val

30

Ala

Gly

Gly

Lys

His

110

Pro

Cys

Pro

Phe

val

190

Phe

Proa

Thr

Cys

Lys

Leu

Leu

Thre

val

95

Thr

Cys

Pro

Arg

Pro

175

Thr

Lys

Arg

val

Ser

AsSp

Thr

Tyr

GIn

80

Asp

Cys

Pro

Arg

Cys

Trp

Glu

His



225

Gln

Ala

Pro

Thr

sSer

305

Tyr

Tyr

Phe

Lys

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

Asp
Leu
Arg
2%
ASp
Asn
Ser
Ser

ser
370

<220>

<223>

<400>

Trp

Pro

AsSnh

Ile

Thr

Lys

Cys

355

Leu

140
1440
ADN

140

Leu

Ala

260

Pro

GlIn

Ala

Thr

Leu

340

Ser

ser

Asn

245

Pro

Gln

val

val

Pro

325

Thr

val

Leu

230

Gly

Ile

val

Ser

Glu

310

Fro

val

Met

Ser

Desconhecido

Lys

Glu

Tyr

Leu

295

Trp

Met

Asp

His

Pro
375

Gl

Lys

Thr

280

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

360

Gly

172

Tyr

Thr

2%

Ile

265

Ley

Cys

Ser

Asp

S

w
&
w9

Ala

Lys

Cadeia pesada de DCIB66

Pro

Leu

Ser

ser

330

Arg

Leu

235

Cys Lys
Ser Lys
Pro Ser
e
S
Asp Gly
Trp Gln

His Asn

val Ser

Thr Lys
2¥0

Arg Glu

28

Gly phe

Pro Glu

ser Phe

GIn Gly
350

368 7"

ASN

255

Gly

Glu

Tyr

Asnh

Phe

Asn

Thr

240

Lys

GlIn

Met

Pro

ASNn

320

Leu

Ile

Gln



aagcttacca
cactcccagy
agaatgtcct
gggaaggggc
gtgtggctce
aacagtctga
gtggactatg
accaagyggcec
gcggccctgg
tcaggegece
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcrtectct
acatgcgtgg
gacggcgtag
taccgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagg
gagtgggaga
tccgacgget
gggaacgtct

agcctctecc

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

141
465
PRT

<220>
<223>

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta
catcggtctt
gctgectgat
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccccccaaa
tgatggacgt
aggtgcataa
tcagegtect
tctccaacaa
cccygagaace
tcagcctgac
gcaatgggca
ccrtcttcct
tctcatgete
tgtctccgag

Desconhecido

173

ctgtatcatc
ggagactggg
ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagccgtg
ctggggtcaa
ccccctggea
caaggactac
cgtgcacacce
gaccgtgece
cagcaacace
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccectecca
acaggtgtac
ctgcctggte
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat
taaatgatct

Cadeia pesada de DCIB66

ctcttcttgg
ggaggcttaa
cctttctecy
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg
cccrecteca
ttccccgaac
ttcccggetg
tccagcaget
aaggtggaca
ccagcaccte
accctcatga
gaccctgagg
aagcegcgag
caccaggact
gcccccatcg
accctgeece
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg
gaggctctge

aaagggcgaa

tagcaacagc
tccagectgg
tgtgggttcg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta
tcaccgtetce
agagcacctc
cggtgacggt
tccracagec
tgggcaccca
agaaagttga
cagtcgcggg
tctcccggac
tcaagttcaa
aggagcagta
gactgaatgg
agaaaaccat
catcccggga
atcccagcga
ccacgcctec
acaagagcag
acaaccacta

ttcgecctta

taccggagtc
agggtccctg
gcaggcteeg
tgattttett
tttgcaattg
taggtcactac
cagcgettece
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatc
gcccaaatct
gggaccgtca
cectgaggtc
ctggtacgtyg
caacagcacyg
caaggagtac
ctc¢caaagec
tgagctgacc
catcgeegtg
cgtgctggac
gtggcagcag
cacgcagaag

agggcgaatt

60
120
180
240
300

- 360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440



<400> 141

?et Gly Trp

val

Pro

Phe

Ala

65

Arg

Leu

His

His

Gly

sSer

50

Tyr

Phe

Ash

Tyr

Ser

Gly

35

val

Ile

Thr

Ser

Gly

Ser
Gln
20

sSer
Trp
Gly
Ile
Leu
100

His

Cys
5
val
Leu
val
Ser
Ser
85

Arg

Tyr

Ile

GIn

Arg

Arg

Gly

70

Arg

Ala

val

Ile
Leu
Met
GIn
55

Gly
Asp

Glu

Asp

Leu

val

Ser

40

Ala

Ser

AsSn

Asp

Tyr

174

Phe

Glu

Cys

Pro

val

Ser

Thr

105

Ala

Leu
10

Thr
Thr
Gly
Tyr
19..55
Ala

val

val

Gly

Ile

Lys

Asp

75

Ash

val

ASp

Ala

Gly

Met

Gly

60

Phe

Thr

Tyr

Fyr

Thr

Gly

Asp

45

Leu

Phe

Leu

Tyr

Trp

Ala

Leu

30

GIn

Glu

val

TYr

Cys

110

Gly

Thr
15

Ile
val
Trp
Trp
Leu
95

Ala

Gln

Gly

Gin

Pro

Ile

Leu

80

Gln

Arg

Gly



Thr

Pro

145

Asn

Gln

Ser

ser

225

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

305

val

TYTI

Thr

Leu

Cys

Thr

130

Lteu

Cys

Ser

Ser

Ser

210

Asn

His

val

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

370

Leu

115

val

Ala

Leu

Gly

Ser

195

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

275

val

Thr

val

Cys

Ser

355

Pro

val

Thr
Pro
val
Ala
180
Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
260
Glu
Lys
Lys
Leu
340
LyS

Ser

Lys

val

Ser

Leuw

Thr

val

Pro

245

Phe

val

Phe

Pro

Thr

325

val

Ala

Arg

Gly

ser
ser
150
Asp
Thr

Tyr

GIn

Pro
Thr
Asn
Ar

3

val
Ser
Lys
Asp

Phe

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

215

Lys

Cys

Pro

Cys

Ley

Gly

Glu
375

Tyr

120

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

200

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

280

TYr

Glu

His

Lys

Gln

360

Leu

Pro

175

Ser

Thr

Pro

val

185

Ser

Ile

val

Ala

Pro

265

val

val

Gln

Gln

Ala

345

Pro

Thr

Ser

Thr
Ser
Glu
170
His
Ser
Cys
Glu
Pro
250
Lys
val
AsSp
Tyr
AS

33

Leu
Arg

Lys

Asp

Thr

val

AsSn

Pro

Pro

Asp

ASp

Gly

Asn

315

Trp

Pro

Glu

AsSn

Ile

Gl

14

Gly

val

Phe

val

val

220

Lys

val

Thr

val

val

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

125

Pro

Thr

Thr

Pro

Thi

205

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Asn

ro

Gln

365

val

val

Ser

Ala

val

Ala

190

val

His

Cys

Gly

Met

270

His

val

Tyr

Gly

Ile

350

val

ser

Glu

val
Ala
Ser
175
val
Pro

Lys

Asp

Ile
Glu
His
Arg
i
Glu
Tyr
Leu

Trp

Phe

Leu

160

Trp

Leu

ser

PIro

Lys

240

Pro

Ser

AsSp

Asn

val

320

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu



176

385 390 395 400

Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu
405 410 415

Asp Ser Asp G15 Ser Phe Phe Leu Tgr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys
42 425 430

Ser Arg Trg GIn GIn Gly Asn val phe Ser Cys Ser val Met His Glu
43 440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly
450 455 460

Lys
465

<210> 142
<211> 1440
<212> ADN

<213> Desconhecido
<220>
<223> Cadeia pesada de DCIB67 gue contém motivo de unido a

Gl

<400> 142



aagcttacca
cactcccagy
agaatgtcct
9g9g9aaggggc
gtgtggctcc
aacagtctga
gtggactatg
accaagggcc
gcggeectgg
tcaggegete
tactccctea
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
ttccccccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagcgtcc

gtctccaaca

ccccgagaac
gtcagcctga
agcaatgggc
tccttettee
ttctcatget

ctgtctccgg

<210> 143
<211> 462
<212> PRT

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
aacccaagga
tgagccacga
atgccaagac
tcaccgtegt

aaggcetcce

cacaggtgta
cctgectggt
agccggagaa
tctacagcaa
ccgtgatgeca
gtaaatgata

<213> Desconhecido

<220>

177

ctgtatcatc

ggagactggg

ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagccgty
ctggggtcaa
ccecectggeg
caaggactac
cgtgcacace
gaccgtgccc
cagcaacacc
cccagcacca
caccctcatg
agaccccgag
aaagccacgg
gcaccaggac

agcccccate

cacectgecc
caaaggctrtc
caactacaag
gctcaccgtg
tgaggctctg
tccactaagg

ctcrrcttgg
ggaggéttaa
cctttctecyg
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg
cecetgetcea
ttccccgaac
ttceecggetg
tccagcaact
aaggtggaca
gaactgttag
atctcccgga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacg

gagaaaacca

ccatcccgygg
taccccageg
accacacctc
gacaagagca
cacaaccact

gcgaattctg

tagcaacagc
tccagcctgg
tgtgggttcg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta
tcaccgtcte
ggagcacctc
cggtgacgot
tcctacagtce
tcggcaccca
agacagttga
gaggaccgtc
cccctgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta

tctccaaaac

aggagatgac
acatcgccgt
ccatgctgga
ggtggcagca
acacgcagaa

cagataxcca

taccggagtc
agggtccctg
gcaggctccg
tgattttttt
tttgcaattg
tggtcactac
cagcgettece
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacce
gcgcaaatgt
agtettecte
cacgtgcgtg
ggacggcgtg
gttccgtgtg
caagtgcaag

caaagggcag

caagaaccag
ggagtgggag
ctccegacgge
ggggaacgtc
gagcctctcc

gcacagtggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440



178

<223> Cadeia pesada de DCIB67 gue contém motivo de unido a

Gl

<400> 143

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 15

val His Ser GIn val GIn Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile GIn
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser Cys Thr Ile Met Asp GIn val Pro
35 40 45

Phe Ser val Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
50 9 55 60

Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe Phe val Trp Leu
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ile ggr Arg Asp Asn Ser ggs Asn Thr Leu Tyr 5§u Gln

Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
100 105 110

His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val Asp Tyr Trp Gly GIn Gly
Y 11 Y P 150 y 12 Y

Thr Thr val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe
130 135 14

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu
145 150 155 160

Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp
’ : 165 170 175

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr phe Pro Ala val Leu



Gln
Ser
325
Cys
Leu
Glu
Gln
305
Leu
Lys
LYS
ser
5
GlIn
Gly
GIn

Asn

Ser

Asn

210

Asn

Pro

Phe

val

Phe

290

Pro

Thr

val

Thr

Ar

37

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Ser
195
Phe
Thr
Pro
Pro
Thr
275
Asn
Arg
val
Ser
LyS
3%
Glu
Phe

Glu

Phe

180

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

260

Cys

Trp

Glu

val

Asn

340

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

420

Asn

Thr

Leu

Thr

val

Pro

245

Lys

va)

Tyr

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

405

Leu

val

Gln

TYr

Glin

Pro

val

val

Gln

310

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

390

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Thr

215

LyS

Pro

Lys

val

Asp

Leu

Arg

375

Asp

Lys

Ser

Ser

Leu
200
Tyr
Thr
Glu

Asp

Asn
Trp
Pro
s
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

440

Leu

179

185

Ser

Thr

val

Leu

Thr

265

val

val

ser

Leu

Ala

345

Pro

GIn

Ala

Thr

Leu

425

ser

sSer

Ser

Cys

Glu

Ley

250

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

330

Pro

Gln

val

val

Pro

410

Thr

val

Leu

val

AsSn

Ar
23

Gly

Met

His

val

Phe
315

Gly

Ile

val

Ser

Glu

395

Pro

val

Met

Ser

val

val

220

Lys

Gly

Ile

Glu

His

300

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

380

Trp

Met

AsSp

His

Pro

Thr
205
Asp
Cys

Pro

Ser

val

Glu

Lys

Thr

365

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly

190

val

His

Cys

Ser

Ar

27

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

350

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

430

Ala

Lys

Pro
Lys
val
val
255
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
3}3’5
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
415

Arg

Leu

Ser

Pro

Glu

240

Phe

Pro

val

Thr

val

320

Cys

Ser

Pro

val

Gl

40

ASp

Trp

His



450

<210> 144
<211> 417
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

455

180

460

constantes capa e Fc de IgGl humana

expressao pDCOrig

<400> 144

aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
gggaaggggc
gtotggctce
aacagtctga

gtggactatg

<210> 145
<211> 135
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes

expressao pDCOrig

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta

ctgtatcatc
9gagactggg
ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagccgtg
ctggggtcaa

(variavel pesada)

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ccttteteey
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg

dentro do vector de

tagcaacagc
tccagectag
tgtgggttcg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta

tcaccgtctc

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

taccggagtc
agggtccctg
gcaggctccg
tgattttttt
tttgcaattg
tggtcactac

cagcgct

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

capa e Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

60
120
180
240
300
360
417



181

<400> 145

Met Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

val His Ser gan val GIn Leu val g}u Thr Gly Gly Gly ggu Ile GIn

Pro Gly g}y Ser Leu Arg Met igr Cys Thr Ile Met ﬁgp Gln val Pro

Phe Ser val Trp val Arg g}n Ala Pro Gly Lys g&y Leu Glu Trp Ile
50

Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe Phe val Trp Leu
65 70 75 80

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
85 90 95

Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
100 105 110

His Tyr Gly His Tyr val Asp Tgr Ala val Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
115 120 125

Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 146
<211> 309
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressdo pDCorig (variadvel leve)



182

<400> 146
cteteecetge ctgtcactee tggggageca gectcgatct cttgcactee tccagettat 60
agaccaccaa atgcccctat cctatggtat ctgcagaaac caggccagtc tccacagetce 120

ctgatctaca aagtttccaa ccgattttct ggggtcccag acagattcag tggcagtgga 180
tcagggacag atttcacact caagatcagc agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat 240
tactgctttc aaggttcaca tgttccgtgg acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc 300
aagcgtacg 309

<210> 147
<211> 128
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa e Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressdo pDcorig (variavel leve)

<400> 147



183

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr GIln Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
20 25 30

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Thr Pro Pro Ala Tyr Arg |
35 40 45
Pro 260 Asn Ala Pro Ile %gu Trp Tyr Leu GIn Egs Pro Gly GIn ser

Pro Gln Leu Leu Ile Tgr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
65 7 75 80

Asp Arg Phe Ser g;y Ser Gly Ser Gly ;Br Asp Phe Thr Leu ;gs Ile

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe GIn Gly
100 105 110

Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Giu Ile Lys
115 120 125

<210> 148
<211> 422
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCorig (variavel pesada) (sequéncia de DCIB24)

<400> 148



aagcttacca
cactcccagy
agaatgtcct
aggctccggg
actttgaaaa
aattgaacag
actacgtgga
ct

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

149
137
PRT

<220>
<223>

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagecte
gaaggggctg
actgcgattc
tctgagggct
ctatgctgtg

Desconhecido

Sequéncia de nucledtidos

184

ctgtatcatc ctcttcttgg
ggagactggg ggaggcttaa
tggattcgct ttcaatacct
gagtggatcg catacattgg
accatttcca gagacaatag
gaggacacag ccgtgtatta
gactactggg gtcaaggaac

tagcaacagc
tccagectgg
atgacatgtc
tagtggtggt
caagaacacc
ctgtgcaaga

cacggtcacc

taccggagte
agggtcecctg
ttgggttege
agtataatca
ctgtatttgc
cattatggtc
gtctccageg

ou
120
180
240
300
360
420
422

e aminodcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao

<400> 149

pDcorig

(variavel pesada)

(sequéncia de DCIB24)



185

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
i 5 10 15

val His Ser GIn val GIn Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu lle GlIn
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met SSr Cys Ala Ala Ser g;y Phe Ala Phe
35 4

Asn Thr Tyr Asp Met Ser Egp val arg GIn Ala EEO Gly Lys Gly Leu
50

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser Ile Ile Asn Phe Glu
65 70 75 80

Lys Leu Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp ggn Ser Lys Asn Thr ;gu Tyr
85

Leu Gln Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Ala Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val Asp Tyr Trp Gly
115 120 125

GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 150
<211> 398
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressdo pDcorig (variadvel leve) (sequéncia de DCIB24)

<400> 150



ggatccacca
cactccgatg
gcctcgatct
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
cgttcggrgg

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

151
128
PRT

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcactcc
aggccagrct
cagattcagt
tgaggatacc

aggcaccaag

Desconhecido

ctgtatcatc
ccaatctcca
tccagcttat
ccacagctcc
ggcagtggat
ggagtgtatct
gtggaaatca

186

ctcttcttgg
cteteectgce
agaccaccaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgctttca

agcgtacg

tagcaacage
ctgtcactec
atgcccctat
agtttccaac
tttcacactc

aggttcacat

taccggagtc
tggggagceca
cctatggtat
cgattttctg
aagatcagca

gttccgtgga

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides

60
120
180
240
300
360
398

constantes capa e Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

exXpressao

<400> 151

pDCOrig

(variavel leve)

(sequéncia de DCIB24)



187

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
5

val His Ser ggp val Leu Met Thr g}n Ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Thr Pro Pro Ala Tyr Arg
35 40 45

Pro gso Asn Ala Pro Ile ggu Trp Tyr Leu Gln Egs Pro Gly Gln Ser

fro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val pro

65 70 75 80
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
P AT9 85 20 95
ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
100 105 110
Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
115 120 125

<210> 152

<211> 417

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel pesada) (sequéncia de DCIB25)

<400> 152



aagcttacca
cactcccagyg
agaatgtcct
gggaaggggc
gtgtggctcc
aacagtctga

gtggactatg

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

153
420
ADN

<220>
<223>

tgggatggag
tgcagcetggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta

Desconhecido

ctgtatcatc

ggagactggg

ggaccaggtg
cgcatacatt

ttccagagac
cacagccgtg

ctggggtcaa

188

ctcttcttgg
ggaggcttaa
cctttctecg
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg

tagcaacagc
tcecagectgg
tgtgggttcg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta

tcaccgtctc

taccggagtc
agggtccctyg
gcaggctecg
tgattttttt
tttgcaattyg
tggtcactac
cagcget

60
120
180
240
300
360
417

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

expressao

<400> 153

ggatccacca

cactccgatg

gcctccatet
gaatggtacc
cgattttctg
aagatcagca

agaccaccaa

<210> 154
<211> 135
<212> PRT

pDCOrig

tgggatggag
tgttgatgac

cttgcagatc
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggce
atgcccctat

(variavel leve)

ctgtatcatc

ccaatctceca

tagtcagagc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc
cctatteggt

ctettettgg

cteteeectge

ctggtacata
ccacagctcec
ggcagtyggat
ggagtgtatt

ggaggcacca

tagcaacagc

ctgtcactec

gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgcactcc

aggtggaaat

(sequéncia de DCIB2Y5)

taccggagtc
tggggagcca

cacctattta
agrttccaac
tttcacacte
tccagcttat

caagcgtacg

capa e Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

60
120

180
240
300
360
4290



189

<213> Desconhecido

<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCorig (variavel leve) (sequéncia de DCIB25)
<400> 154
Met Gly Trp Ser Cys Ile 1le Leu Phe Lgu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 1 15

val His Ser gsp val Leu Met Thr g}n Ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr Pro g;y Glu Pro Ala Ser i&e Ser Cys Arg Ser iﬁr GIn Ser Leu

val ggs ser Asn Gly Asn ggr Tyr Leu Glu Trp Esr ted Gln Lys Pro

Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp g;g fhe Ser Gly Ser g&y Ser Gly Thr Asp ;he Thr
5

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Phe Gly Gly
115 120 125

Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
Y 130 Y 1§5

<210> 155
<211> 135
<212> PRT

<213> Desconhecido



190

<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCorig (varidvel pesada) (sequéncia de DCIB25)
<400> 155

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5 10 15

val His Ser ggp val teu Met Thr g;n Ser Pro Leu Ser %Su pPro val

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
35 40 45

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Egr Leu GIn Lys Pro

50 55
Gly GIn Ser Pro GlIn Leu teu Ile Tyr tys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80
Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp phe Thr
85 90 95
teu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 11C
Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Phe Gly Gly
115 120 125
Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
Y 130 Y 1§s
<210> 156
<211> 423
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminodcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides



constantes

expressao

<400> 156

aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
caggctccgg
tactatccag
ctgtatttge
agtgtttatg

gct

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

157
137
PRT

<220>
<223>

pDCorig

tgggatggag ctgtatcatc
tgcagctggt ggagactggg
gtgcagccte tggattcget
ggaaggggct ggagtggatc
acactgtgaa gggccgattc
aattgaacag tctgagggct
atttttttgt gtggctctgg

Desconhecido

191

(variavel pesada)

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacattg
accatttcca
gaggacacag

ggccaaggaa

(sequéncia de DCIR31)

tagcaacage
tccageetgg
atgacatgtc
gtagtggtag
gagacaatag
ccgtgtatta

ccacggtcac

taccggagte
agggtccctg
ttgggttcge
tgatagaacc
caagaacacc
ctgtgcccga

cgtctccage

capa e Fc de IgGl humana dentro do vector de

60
120
180
240
300
360
420

423

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

expressao

<400> 157

capa Fc de

pDCorig

IgGl

(variavel pesada)

humana dentro do vector de

(sequéncia de DCIR31)



Met

val

Pro

ASn

Glu

65

AsSp

Thr

Tyr

Gln

Gly

His

Gly

Thr

50

Trp

Thr

Leu

Tyr

Gly
130

Trp

ser

Gly

35

Tyr

Ile

val

Tyr

cys

Thr

<210> 158
<211> 407
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides

Ser

GIn

20

Ser

ASD

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Cys
S
val
Leu
Met
Tyr
Gly
85
Gin

Arg

val

Itle

Gln

Arg

Ser

Ile

70

Arg

Leu

Ser

Thr

Ile

Leu

Met

Trp

55

Gly

Phe

Asn

val

val
135

192

Leu
val
ser
40

val
Ser
Thr
sSer

1%0

Ser

Phe

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

105

Asp

Ser

Leu val Ala
10

Thr Gly Gly

Ala Ala Ser

GIn Ala Pro
60

Gly Asp Arg
75

ser Arg Asp
20

Arg Ala Gglu

Phe Phe val

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Thr

Asn

Asp

Trp

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

110

Leu

Thr
15

Ile
Ala

Gly

Tyr

Trp

Gly

GIn

Phe

Leu

Pro

80

Asnh

val

Gly

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

capa Fc de

expressao pDCOrig

<400> 158

(variavel leve)

IgGl

humana dentro do vector

(sequéncia de DC1831)

de



ggatccacca
cactccgatg
gcctccatct
gaatggtacc
cgattttctg
agatcagcag

ttecegtggac

<210> 159
<211> 131
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

tgggatggag ctgtatcatc
tgttgatgac ccaatctcca
cttgcagatc tagtcagage
tgcagaaacc aggccagtct
gggtcccaga cagattcagt
agtggaggct gaggataccg
gttcogtgga ggcaccaagg

193

ctcttettgg
crcteectge
crggracata
ccacagetee
gcagtggatc
gagtgtatta

tggaaatcaa

tagcaacage
ctgtcactec
gtaatggaaa
tgatctacaa
agggacagat
ctgctttcaa
gcgtacg

taccggagtc
tggggagcca
cacctattta
agtttccaac
ttcacactca

ggttcacatg

60
120
180
240
300
360
407

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

expressao pDCOrig

<400> 159

IgGl

(variavel leve)

capa Fc de

humana dentro do vector de
(sequéncia de DCIR31)



194

Met Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

val His Ser ggp val Leu Met Thr g}n Ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr Pro g}y Glu Pro Ala Ser EAe Ser Cys Arg Ser Sgr GIn Ser Leu
4

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu GIn LysS Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro asp Arg phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Phe GIn Gly Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
11 120 125

Glu Ile Lys
130

<210> 160
<211> 423
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do wvector de

expressao pDCOrig (varidvel pesada) (sequéncia de DCIB32)

<400> 160



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcce
caggctccgyg
tactatccag
ctgtatttgc
agtgtttatg
gct

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

161
137
PRT

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes IgGl

expressao pDCOrig

<400> 161

tgggatagag
tgcagctggt
gtgcagcctc
ggaaggggct
acactgtgaa
aattgaacag
atrttrtegt

Desconhecido

capa Fc

ctgtatcatc
ggagactggg
tggattcgct
g9gagtggatc
gggccgatte
tctgagggct
gtggctctgg

de

(variavel pesada)

195

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacattg
accatttcca
gaggacacag

ggccaaggaa

humana

dentro

(Sequéncia de DCIR32)

tagcaacagc
tccagectgg
atgacatgtc
gtagtggtgg
gagacaatag
ccgtgtatta

ccacggtcac

do

taccggagtc
agggtccctg
ttgggttcge
tgatagaacc
caagaacace
ctgtgcccga

cgtctccagce

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides

vector

60
120
180
240
300
360
420
423



196

Met Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu pPhe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

val His Ser GIn val GIn Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln
20 25 30

Pro Gly g;y Ser Leu Arg Met ggr Cys Ala Ala Ser g;y Phe Ala Phe

Asn ;gr Tyr Asp Met Ser ;gp val Arg G1n Ala 230 Gly Lys Gly Leu

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Pro
65 70 75 80

Asp Thr val Lys g}y Arg Phe Thr Ile ggr Arg Asp Asn Ser ;gs Asn

Thr Leu Tyr Lteu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser val Tgr Asp Phe Phe val Trp Leu Trp Gly
115 120

GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 162
<211> 420
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do wvector de

expressdo pDCOrig (varidvel leve) (sequéncia de DCIB32)

<400> 162



ggatccacca
cactccgatg
gcctccatcet
gaatggtacc
cgattttceg
aagatcagca

agaccaccaa

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

163
432
ADN

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes IgGl

expressao pocorig

<400> 163

aagcttacca

cactcccagg
agaatgtcct
caggctccyg
tactatccag
ctgtatttgc
cattatggtc
gtctccagcey

<210> 164
<211> 140
<212> PRT

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcagatc
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
atgcccctat

Desconhecido

capa Fc

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagecte
ggaagggact
acactgtgaa
aattgaacag
actacgtgga
ct

197

ctgtatcatc
ccaatctcca
tagtcagagc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc
cctattcgot

de

(variavel pesada)

ctgtatcatc

ggagactggg
tggattcgct
ggagtggatc
gggccgatte
tctgagggct
ctatgctgtg

ctctecttyg
ctctccctge
ctggtacata
ccacagctce
ggcagtggat
ggagtgtatt

ggaggcacca

humana

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacattg
accatttcca
gaggacacag

gactactggg

dentro

tagcaacagc
ctgtcactec
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgcactcc

aggtggaaat

tagcaacagc
tccagectag
atgacatgtc
gtagtggtag
gagacaatag
ccgtgtatta
gtcaaggaac

do

taccggagec
tggggagcca
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
tccagcttat

caagcgtacg

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

vector de

(sequéncia de DCIB36)

taccggagtc
agggtccctg
ttgggttcyc
tgatagaace
caagaacacc
ctgtgcaaga

cacggtcacc

60
120
180
240
300
360
420

60
120
180
240
300
360
420
432



198

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel pesada) (Sequéncia de DCIB36)

<400> 164

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 15

val His Ser Gln val GIn Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile GlIn
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala phe
35 40 45

Asn ;Br Tyr Asp Met Ser ;gp val Arg GIn Ala 250 Gly Lys Gly Leu

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Pro
65 70 75 80

Asp Thr val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
85 g 90 9 95

Thr Leu Tyr Leu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val aAsp
115 12 155

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 13§ 140

<210> 165
<211> 408
<212> ADN

<213> Desconhecido



199

<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDcorig

<400> 165

ggatccacca
cactccgatg
gcctccatct
gaatggtacc
cgattttctg
aagatcagca

tttgtgtggce

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

166
131
PRT

<220>

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcagatc
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
tettcgotag

Desconhecido

(variavel leve)

ctygtatcatc
ccaatctcca
tagtcagagc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc

aggcaccaag

ctcttettgg
ctctecctge
ctggtacata
ccacagcetcc
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtggaaatca

tagcaacagc
ctgtcactcc
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgcagtgt
agcgtacg

(sequéncia de DCIB36)

taccggagtc
tggggagcca
caccrattta
agtttccaac
tttcacactc
ttatgatttt

60
120
180
240
300
360
408

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
de IgGl humana do de

(Sequéncia de DCIR36)

constantes capa Fc dentro vector

expressao pDCOrig (variavel leve)

<400> 166



200

Met Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly

val His Ser Asp val Leu Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
20 25 30

Thr Pro g}y Glu pro Ala Ser gée Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu
45

val ?as Ser Asn Gly Asn ;Er Tyr Leu Glu Trp Eﬁr_Leu GIn Lys Pro

Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser

65 70 75 80
Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 20 95
Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 Y 1{0
Ser val Tyr Asp Phe Phe val Trp Leu Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
115 128 125 Y
Glu Ile Lys
130
<210> 167
<211> 438
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do wvector de

expressao pDCOrig (varidvel pesada) (Sequéncia de DCIB48)

<400> 167



201

aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc taccggagtc 60
cactcccagg tgcagctggt ggagactggg ggaggcttaa tccagcctgg agggtccctg 120
agaatgtcct gtgcagectc tggattcgect ttcaatacct atgacatgtc ttgggttcege 180
caggctccygg ggaagggoct ggagtggatc gcatacattg gtagtggtygd tagtgtttat 240
gatttttttg tgtggctccg attcaccatt tccagagaca atagcaagaa caccctgtat 300
ttgcaattga acagtctgag ggctgaggac acagccgtgt attactgtgc ccgatggaac 360
aggcagctgt atccagagtg gacagaagec cagagacttg actggggcca aggaaccacy 420
gtcaccgtct ccageget 438

<210> 168
<211> 142
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressdao pDCOrig (variavel pesada) (Sequéncia de DCIB48)

<400> 168



202

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
5

val His ser GIn val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln
20 25 30

Pro Gly g;y sSer Leu Arg Met igr Cys Ala Ala Ser g;y Phe Ala Phe

Asn Thr Tyr Asp Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe Phe
65 P Y 70 Y A 75 Y P 80

val Trp Leu Arg g?e Thr Ile Ser Arg sap Asn Ser Lys Asn ;Er Leu

Tyr Leu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ala Arg Trp Asn Arg GIn Leu Tyr Pro Glu Trp Thr Glu Ala GIn

11 120 125
Arg Leu Asp Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135 140
<210> 169
<211> 317
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel leve) (sequéncia de DCIB48)

<400> 169



203

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage taccggagte 60
cactccgatyg tgttgatgac ccaatctcca ctctoccctge crgtcactcc tggggagcca 120
gccrccatct cttgcagatc tagtcagagc ctggtacata gtaatggaaa cacctattta 180
gcagtggatc agggacagat ttcacactca agatcagcag agtggaggct gaggataccyg 240
gagtgtatta ctgctttcaa ggttcacatg ttccgtggac gttcggtgga ggcaccaagg 300
tggaaatcaa gcgtacg 317
<210> 170
<211> 435
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de
expressdao pDCOrig (variavel pesada) (sequéncia de DCIB49)
<400> 170
aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc taccggagtce 60
cactcccagg tgcagctggt ggagactggg ggaggcttaa tccagecctgg agggtccctg 120
agaatgtcct gtgcagcctc tggattcgcet ttcaatacct atgacatgtc ttgggttcge 180
caggctccgg ggaaggggct ggagtggatc gcatacattg gtagtggtgg tgatagaacc 240
tactatccag acactgtgaa gggccgattc accatttcca gagacaatag caagaacacc 300
ctgtatttgc aattgaacag tctgagggct gaggacacag ccgtgtatta ctgrgcccga 360
actcctccag cttatagacc accaaatgcc cctatcctat ggggccaagg aaccacggtc 420
accgtctcca gcget 435
<210> 171
<211> 141
<212> PRT

<213> Desconhecido



<220>

204

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

capa Fc de

expressao pDCOrig

<400> 171

?et Gly Trp

val His Ser

ser

GIn
20

Pro Gly Gly Ser
35

Asn Thr
50

Glu
65

Trp
Asp Thr
Thr Leu
Tyr Tyr

Leu
130

Ile

172
408
ADN

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

<220>

Tyr

Ile

val

Tyr

Cys

115

Trp

ASp

Ala

Lys

Leu

100

Ala

Gly

Cys
5
val

Leu

Met
Tyr
Gly
85

Gln

Arg

Gin

Desconhecido

(variavel pesada)

IgGl

Ile Ile Leu Phe

GIn Leu val Glu
25

Arg Met Ser Cys
40

ser

Ile

70

Arg

Leu

Thr

Gly

Trp
55

Gly
Phe
ASN
Pro

Thr
135

val Arg

Ser Gly

Thr Ile

Ser Leu
105

Pro Ala
120

Thr val

Leu val
10
Thr Gly

Ala ala

Gln Ala
Gly Asp
75
Ser Arg
Arg Ala
Tyr Arg

Thr val

Ala

Gly

ser

Pro

60

Arg

Asp

Glu

Pro

Ser
140

Thr

Gly

Gly
45

Gly

Thr

AsSn

AsSD

Pro

125

Ser

humana dentro do vector
(Sequéncia de DCIR49)

Ala Thr Gly
15

Leu Ile GIn
30

Phe Ala Phe

Lys Gly Leu

Tyr Tyr ggo

Ser Lys Asn
95

Thr Ala val

110

Asn Ala Pro

de



<223> Sequéncia de nucledtidos

205

e aminoadcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes

expressao

<400> 172

ggatccacca
cactccgatyg
gcctccatct
gaatggtacc
cgattttcrg
aagatcagca
gttccgtgga

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

173
429

<220>
<223>

ADN

pDCOrig

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcagatc
tgcagaaaéc
gggtcccaga
gagtggaggc
cgttcagtag

Desconhecido

capa Fc de

(variavel leve)

ctgtatcatc
ccaatctcca
tagtcagagc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc

aggcaccaag

IgGl

ctctrcttgg
cteteectge
ctggtacata
ccacagctec
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtggaaatca

tagcaacagc
ctgtcactec
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgctttca
agcgtacg

taccggagtc
tggggagcca
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc

aggttcacat

humana dentro do vector de
(Sequéncia de DCIR49)

60
120
180
240
300
360
408

Sequéncia de nucledtidos e aminoadcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

dentro do vector de

(sequéncia de DCIR52)

constantes capa Fc de IgGl humana

expressao pDCOrig (variavel pesada)

<400> 173



aagcttacca
cactcccagg

agaatgtcct

caggctccgg
gatttttttg
ttgcaattga
ccagcttata

tccagegct

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

174
139
PRT

<220>
<223>

variadveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes IgGl

expressao

<400> 174

tgggatggag
tgcagetggt
gtgcagcctc

99aaggggct
tgtggctccg
acagtctgag

gaccaccaaa

Desconhecido

capa Fc de

pDCOrig

ctgtatcatc

ggagactggg
tggattcget

ggagtggatc
attcaccatt
ggctgaggac
tgcccctatc

Sequéncia de nucledtidos

(variavel pesada)

206

ctettettgg
ggaggcttaa
ttcaatacct

gcatacattg
tccagagaca
acagccgtgt
ctatggggcce

tagcaacagc
tccagectgg
atgacatgtc

gtagtggtgg
atagcaagaa
attactgtgc

aaggaaccac

taccggagtc
agggtccctg
ttgggttcgce

tagtgtttat
caccctgtat
ccgaactcct

ggtcaccgtc

e aminodcidos das regides

humana dentro do vector de
(sequéncia de DCIB52)

60
120
180

240
300
360
420
429



207

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser gan val GIn Leu val g1u Thr Gly Gly Gly Leu Ile GlIn

Pro Gly g;y Ser Leu Arg Met ggr Cys Ala Ala Ser E;y Phe Ala Phe

Asn Thr Tyr Asp Met Ser Trp val arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 4 55 60

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe Phe
65 P Y 70 Y 75 80

val Trp Leu Arg pPhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
85 - 90 95

Tyr teu Gln Leu Ash Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr
100 105 110

Cys Ala Thr Pro Pro Ala ng Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu
1

Ar
11 125

Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
135 135

<210> 175
<211> 407
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel leve) (sequéncia de DCIB52)

<400> 175



ggatccacca
cactccgatg
gccteocatct
aatggtacct
gattttctgg
agatcagcag

ttcegtggac

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

176
453
ADN

<220>
<223>

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcagatc
gcagaaacca
ggtcccagac
agtggaggct
gttcggtgga

Desconhecido

ctgtatcatc
ccaatctcca
tagtcagagc
ggccagtctc
agattcagtg
gaggataccyg

ggcaccaagg

208

ctcttcttgy
ctctecectge
ctggtacata
cacagctcct
gcagtgogatc
gagtgtatta

tggaaatcaa

tagcaacagce
ctgtcactcec
gtaatggaaa
gatctacaaa
agggacagat
ctgctttcaa
gcgtacg

taccggagtc
tggggagcca
cacctatttg
gtttccaacc
ttcacactca

ggttcacatg

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constante

expressao

<400> 176

aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
taccattggg
ggtggtagtg
aagaacaccc
tgtgcccgat
ggccaaggta

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

177
147
PRT

Des

S

pDCOrig

tgggatggag
tgcagctggt
gcgggacagg
ttcggeagge
ttrtatgatrtt
tgtatttgca
ggaacaggca

ccacggtcac

conhecido

capa Fc de

ctgtatcatce
ggagactggg
cagggcaatg
tccggggaag
ttttgtgtyg
attgaacagt
gctgtatcca

cgtctccage

(variavel pesada)

C

C

g
C

IgGl

ggaggcttaa

ctgagggctg
gagtggacag
gct

terrettyg

tgggcacac

ggctggagt
tccgattca

tagcaacage
tccagectgg
acaccatgga
ggatcgcata
ccatttccag
aggacacagc

aagcccagag

taccggagtc
agggtccctg
agtaactgtc
cattggtagt
agacaatagc
cgtgtattac

acttgactgg

humana dentro do vector de
(sequéncia de DCIB54)

60
120
180
240
300
360
420
453

60
120
180
240
300
360
407



209

<220>
<223> Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (varidvel pesada) (sequéncia de DCIB54)
<400> 177
get Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe &8u val Ala Thr Ala {Er Gly

val His Ser Gln val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ite GlIn
20 25 30

pro Gly ggy Ser Leu Arg Met ggr Cys Gly Thr Gly ggg Ala Met Leu

Gly Thr His Thr Met Glu val Thr val Tyr His Trp val arg Gln Ala
S0 55 60

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser

65 70 75 80
val Tyr Asp Phe Phe val Trp Leu Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
85 90 95
Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
100 105 110
Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp Asn Arg Gln Leu Tyr Pro Glu
115 12 125
Trp Thr Glu Ala GIn Arg Leu Asp Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr
130 135 140
val Ser Ser
145
<210> 178
<211> 131
<212> PRT

<213> Desconhecido



<220>

210

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das regides

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes capa Fc de

expressao pDCOrig

<400> 178

Tet Gly Trp Ser gys

val His Ser Asp val
20

Thr Pro g}y Glu Pro

val His Ser Asn Gly
50

Gly GIn Ser Pro Gin
65

Gly val Pro Asp Arg

85

Leu Lys Ile Ser Arg
100

Phe GIn Gly Ser His

Glu Ile Lys
130

<210> 179
<211> 408
<212> ADN

<213> Desconhecido

IgGl

(variavel leve)

Ile

Leu

Ala

Asn

Leu

70

phe

val

val

Ile

Met

Thr
55

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

ile

40

Tyr

Ile

Gly

Phe

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Leu

10

Ser

Cys

Glu

Lys

Glf

90

ASp

Phe

val

Pro

Arg

Trp

val

75

Ser

Thr

Gly

Ala
Leu
ser
Tyr
60

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Gly

Ala

Leu

30

GIn

Gln

Arg

Asp

Tyr
110

Thr

humana dentro do vector

(sequéncia de DCIBR52)

Thr Gly

15

Pro val

Ser Leu

Lys Pro

Phe Ser
80

Phe Thr

95

Tyr Cys

Lys val

de



211

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminocdcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc¢ de IgGl humana dentro do vector de

expressdao pDCOrig (variavel leve) (sequéncia de DCIBS54)

<400> 179

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage taccggagre
cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctccctgc ctgtcactcc tggggageca
gcctccatct cttgcagatc tagtcagagc ctggtacata gtaatggaaa cacctattta
gaatggtacc tgcagaaacc aggccagtct ccacagctcc tgatctacaa agtttccaac
cgattttctg gggtcccaga cagattcagt ggcagtggat cagggacaga tttcacactc
aagatcagca gagtggaggc tgaggatacc ggagtgtatt actgctttca aggttcacat
gttccgtgga cgttcggtgg aggcaccaag gtggaaatca agcgtacg

<210> 180
<211> 131
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do wvector de

expressdo pDCOrig (varidvel leve) (sequéncia de DCIBS54)

<400> 180

60
120
180
240
300
360
408



212

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile teu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 3 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val

20

(41

Thr Pro ggy Glu pPro Ala Ser 583 ser Cys Arg Ser %gr GIn Ser Leu

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu GIn Lys Pro
S0 55 60

Gly Gln ser Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp ggg Phe Ser Gly Ser g;y Sar Gly Thr Asp Sge Thr

Leu tys Ile Ser arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys

100 105 110
Phe GIn Gly Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
115 120 125
Glu Ile Lys
130

<210> 181
<211> 426
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel pesada) (sequéncia de DCIB18)

<400> 181



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
caggctecgg
gatttrtttg
ttgcaattga
ggtcactacg
agcget

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

182
138
PRT

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides

constantes IgGl

expressao

<400> 182

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagcctce
ggaaggggct
tgtggetccg
acagtctgag
tggactatgc

Desconhecido

capa Fc de

pDCOrig

ctgtatcatc
ggagactggg
tggattcgcet
ggagtggatc
attcaccatt
ggctgaggac
tgtggactac

(variavel pesada)

213

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacatty
tccagagaca
acagccgtgt
tggggtcaag

tagcaacagc
tccagectag
atgacatgtc
gtagtggtgg
atagcaagaa
attactgtgc
gaaccacggt

taccggagtc
agggtccctg
ttgggttcgce
tagtgttrtat
caccctgtat
aagacattat

cacegtetee

Sequéncia de nucledtidos e aminoacidos das regides

humana dentro do vector
(sequéncia de DCIB18)

60
120
180
240
300
360
420
426



214

get Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe Lgu val Ala Thr Ala I?r Gly
1

val His Ser GIn val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile GIn
20 25 30

Pro Gly g}y Ser Leu Arg Met Egr Cys Ala Ala Ser g}y Phe Ala Phe

ASn ;gr Tyr Asp Met Ser ;gp val Arg G1n Ala 250 Gly Lys Gly Leu

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe Phe
65 P Y 70 y y o 75 y 80

val Trp Leu Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu
8s 90 95

Tyr Leu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr

100 105 110
Cys Ala Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val Asp Tyr Trp
11 150 125
Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 183

<211> 398

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel leve) (sequéncia de DCIBL18)

<400> 183



ggatccacca
cactccgatg
gcctegatct
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
cgttcggtag

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

184
128
PRT

<220>
<223>

variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes IgGl

expressao pDCOrig

<400> 184

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcactcc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc

aggcaccaag

Desconhecido

capa Fc de

215

ctgtatcatc
cCaatctcca
tccagcttat
ccacagctcc
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtggaaatca

(variavel leve)

ctcttcttgg
ctctecectge
agaccaccaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgctttca

agcgtacg

tagcaacagc
ctgtcactcc
atgcccctat
agtttccaac
tttcacactc

aggttcacat

taccggagtc
tggggagcca
cctatggtat
cgattttctg
aagatcagca

gttccgtgga

Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides

humana dentro do vector

(sequéncia de DCIR18)

60
120
180
240
300
360
398



216

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
20 25 30

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser iée Ser Cys Thr Pro zgo Ala Tyr Arg
35

Pro Pro asn Ala Pro Ile Leu Trp Tyr Leu Gln Lgs Pro Gly Gln Ser
50 55 6

Pro Gln Leu Leu Ile Tgr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
65 7 75 80

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
P ATS 85 S0 9¥

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
100 105 110

Ser His val pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
115 125 125

<210> 185
<211> 135
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoacidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressao pDCOrig (variavel leve) (sequéncia de DCIB32)

<400> 185



217

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 S 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
20 25 30

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser i%e Ser Cys Arg Ser ggr Gln Ser Leu
35

val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu GIn Lys Pro
S0 55 60

Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu ala Glu Asp Tﬁr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Thr Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leuv Phe Gly Gly
115 120 125

Gly Thr Lys val Glu 1le Lys
130 135

<210> 186
<211> 131
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do wvector de

expressdo pDCOrig (varidvel leve) (sequéncia de DCIB48)

<400> 186



218

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe teu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser égp val Leu Met Thr g;n Ser Pro Leu Ser %gu Pro val

Thr Pro Gly Glu Pro Ala %er Ile Ser Cys Aarg Ser Ser Gln Ser Leu
35 40 45

val gas Ser Asn Gly Asn Egr Tyr teu Glu Trp ggr Leu GIn Lys Pro

Gly Gln Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser

65 70 75 80
Gly val pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85g 90 95
teu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 110
phe GIn Gly Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
115 120 125
Glu Ile Lys
130
<210> 187
<211> 131
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de nucledétidos e aminoadcidos das regides
variaveis pesadas e leves clonadas in frame com as regides
constantes capa Fc de IgGl humana dentro do vector de

expressdao pDCOrig (varidvel leve) (sequéncia de DCIB49)

<400> 187



Met
1
val
Thr
val
Gly
65
Gly
Leu

Phe

Glu

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

Gly

His

Pro

His

50

GIn

val

Lys

Gln

Ile
130

<220>

<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

Ser

Ser

Pro

Ile

188
435
ADN

188

Ser

Asp

20

Glu

AsSn

Pro

Asp

Ser

100

sSer

Cys
S
val
Pro
Gly
GlIn
Arg
3s

Arg

His

Ile

Leu

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

val

Desconhecido

ITe

Met

Ser

Thr

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

Thr

Ile

40

TYr

Ile

Gly

Ala

219

Phe

Gln

25

Ser

Lev

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

Leu
10

Ser
Cys
Glu
Lys
Gly
90

Asp

Phe

val

Pro

Arg

Trp

val

75

ser

Thr

Gly

Ala

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

45

Leu

AsSn

Thr

val

Gly

Sequéncia de DCIB21 - Variavel pesada

Ala

Leu

30

Gln

GIn

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Thr

15

Pro

ser

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Lys

Gly

val

Leu

Pro

ser

80

Thr

Cys

val



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
caggctccgg
agtctagact
accctgtatt

agacattatg

accgtcteca

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

189
141
PRT

<220>

<223>

<400> 189

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagectc
ggaaggggct
cgtggtggac
tgcaattgaa

gtcactacgt

gcget

Desconhecido

220

ctgtatcatc

ggagactggg
tggattcgct
ggagtggatc
ttctctccga
cagtctgagg

ggactatgct

ctcttcttag
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacattg
ttcaccattt

gctgaggaca

gtggactact

tagcaacagc
tccagectgg
atgacatgtc
gtagtggatgg
ccagagacaa

cagccgtgta

ggggtcaagg

Sequéncia de DCIB21 - Variavel pesada

taccggagtc
agggtccctg
ttgggttcgc
tataccgcag
tagcaagaac

ttactgtgca

aaccacggtc

60
120
180
240
300
360

420
435



Met

val

Pro

Asn

Glu

65

Ser

Asn

val

ASp

Gly
His
Gly
Thr
50

Trp
Trp

Thr

Tyr

Tyr
130

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

<220>
<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

Tyr

Ile

Trp

Leu

Tyr

115

Trp

190
390
ADN

190

Ser

Gln

20

Ser

Asp

Ala

The

Tyr

100

Cys

Gly

Cys
)
val
Leu
Met
Tyr
Ser
85
Leu

Ala

Gln

Ile

Glin

Arg

Ser

Ile

70

Leu

GIn

Arg

Gly

Desconhecido

Ile

Leu

Met

Trp

55

Gly

Arg

Leu

His

Thr
135

Leu
val
Ser
40

val
ser
Phe
Asn

%0

Thr

221

Phe Leu
10

Glu Thr
Cys Ala
Arg Gln
Gly Gly
Thr Ile

90

Ser Leu
105

Gly His

val Thr

val

Gly

Ala

Ala

Ile

75

Ser

Arg

Tyr

val

Ala

Gly

ser

Pro

60

Pro

Arg

Ala

val

Ser
140

Thr

Gly

Gly

45

Gly

Gln

Asp

Glu

Sequéncia de DCIB21 - Variavel leve

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Ser

Asn

Thr
15

Ile
Ala
Gly
Leu
ser
95

Thr

Ala

Gly

GIn

Phe

Leu

Asp

80

Lys

Ala

val



ggatccacca
cactecgatg
gcctccatcet

ccaggccagt

gacagattca
gctgaggata
ggaggcacca
<210>
<211>

<212>
<213>

191
125
PRT

<220>

<223>

<400> 191

tgggatggag
tgttgatgac
cttgctttga
ctecacaget

gtggcagtgg
ccggagtgta
aggtggaaat

Desconhecido

Sequéncia de

222

ctgtatcatc ctcttcttgg
ccaatctcca ctcteectge
aaggtttgag atattcccca
cctgatctac aaagtttcca

atcagggaca gatttcacac
ttactgcttt caaggttcac

caagcgtacg

DCIBRZ21

tagcaacagce
ctgtcactcc
aggaatggta
accgattttc

tcaagatcag

atgttccgtg

- Variavel leve

taccggagtc
tggggagcca
cctgcagaaa

tggggtccca

cagagtggag
gacgttcggt

60
120
180
240

300
360
390



Met Gly

val His

Thr Pro

Phe Pro

50

Leu Ile
65
Ser Gly

Glu Ala

Pro Trp

Trp

Ser

Gly

35

Lys

Tyr

Ser

Glu

Thr
115

<210> 192
<211> 423
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

ser Cys
5

Asp val
20

Glu Pro
Glu Trp
Lys val

Gly Ser
85

Asp Thr
100

Phe Gly

Ile

Leu

Ala

Tyr

Ser

70

Gly

Gly

Gly

Ile

Met

ser

Leu

55

Asn

Thr

val

Gly

ieu
Thr
Ile
40

Gln
Arg
Asp

Tyr

Thr
120

223

Phe

Gln

25

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

Lys

Leu

10

Ser

Cys

Pro

Ser

Thr

90

Cys

val

val

Pro

Phe

Gly

Gly

75

Leu

Phe

Glu

Ala Thr Ala Thr Gly

Leu

Glu

GlIn

60

val

Lys

GIn

Ile

Ser

Arg

45

Ser

fro

Ile

Gly

Lys
125

<223> Sequéncia de DCIB26 - Variavel pesada

<400> 192

Leu

30

Phe

Pro

Asp

Ser

Ser
110

15

Pro val
Glu Ile
Gln Leu
Arg Phe

9 80
Arg val
95

His val



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct

g9gg9aaggggc
gacactgtga

caattgaaca
cactacgtgg
gct

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

193
137
PRT

<220>

<223>

<400> 193

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
agggccgatt

gtcrtgaggoc
actatgctgt

Desconhecido

ctgtatcatc

ggagactggg
ggaccaggtg
cgcatacatt

caccatttec

tgaggacaca

ggactactgg

224

ctcttcttag
ggaggcttaa
cctttctecg
ggtagtggtg
agagacaata

gccgtgtatt
ggtcaaggaa

tagcaacagc taccggagtc
tccagectgg agggtecctg
tgtgggttcg gcaggctecg
gtgatagaac ctactatcca

gcaagaacac cctgtatttg

actgtgcaag acattatrggt

ccacggtcac cgtctccage

Sequéncia de DCIB26 - Variavel pesada

60
120
180
240
300

360
420
423



Met

val

Pro

Phe

Ala

65

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

His

Gly

ser

50

Tyr

Gly

GlIn

Arg

Gl
130

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

val

Ile

Arg

Leu

His

115

Thr

194
399
ADN

194

Ser

Gln

20

ser

Trp

Gly

Phe

Asn

100

Tyr

Thr

Cys
5
val
Leu
val
Ser
Thr
85
Ser
Gly

val

Ile

Gln

Arg

Arg

Gly

70

Ile

Leu

His

Thr

Desconhecido

Ile

Leu

Met

GIn

55

Gly

Ser

Arg

val
135

Sequéncia de DCIB26

Leuy

val

Ser

40

Ala

Asp

Arg

Ala

val

120

Ser

225

Phe

Glu

25

Cys

Pro

Arg

ASp

Glu

105

AsSp

Ser

Leu
10

Thr
Thr
Gly
Thr
Asn
90

ASp

Tyr

val

Gly

Ile

Lys

Tyr

75

Ser

Thr

Ala

Ala

Gly

Met

Gly

60

Tyr

LysS

Ala

val

- Variavel leve

Thr

Gly

Asp

45

Leu

Pro

AsSn

val

Ala Thr
15

Leu Ile
30

Gln val

Glu Trp

Asp Thr

Thr Leu
95

Tyr Tyr
110

Tyr Trp

Gly

Gln

Pro

Ile

val

80

Tyr

Cys

Gly



ggatccacca
cactccgatyg
gcectcgatet

ctgcagaaac
ggggtcecag
agagtggagg
acgttcggtg

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

195
128
PRT

<400> 195

Tet Gly Trp

val His

Thr Pro

Pro Pro

50

Pro GIn

65

Asp Arg

Ser

Arg

ser His

Ser

Gly

35

Asn

Leu

Phe

val

val

tgggatggag
tgttgatgac

cttgcactcc

caggccagtc
acagatccag
ctgaggatac

gaggcaccaa

Desconhecido

Ser Cys
5

Asp val

20

Glu Pro

Ala Pro
Ile

Leu

Gly
85

Ser

Glu Ala

100

Pro Trp

115

Ile

Leu

Ala

Ile

Glu

Thr

226

ctgtatcatc ctcttctigg

ccaatctcca ctctccctge

tccagcttat agaccaccaa

tccacagctc ctgatctaca

tggcagtgga tcagggacag
cggagtgtat tactgctttc

ggtggaaatc aagcgtacg

Ile

Met

Ser

Leu

55

Lys

Gly

Asp

Phe

Leu Phe

Thr Gln
25

Ile
40

Ser
Trp Tyr
val Ser
Ser Gly
Thr Gly

Gly

teu
10

ser
Cys
Leu
Asn
Thr
a0

val

Gly

val

Pro

Thr

GIn

Arg

75

ASp

Tyr

Thr

tagcaacagc
ctgtcactece

atgcccctat

aagtttccaa
atttcacact

aaggttcaca

Ala Thr

Ser

Leu

Pro
45

Pro

Lys Pro

60

Phe Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Ala

Leu

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Phe

taccggagtc

tggggagcca
cctatggtat

ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtgg

Thr
15

Gly

Pro val

Tyr Arg

GIn Ser

val Pro

80
bgs Ile

Gln Gly

110

val

Lys
125

Glu

Ite Lys

60
120
180

240
300
360
399



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

196
420
ADN

<220>
<223>

<400> 196

aagcttacca
cactcecagg
agaatgtcct
aaggggctgg

actgtgaagg
ttgaacagtc
tacgtggact

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

197
136
PRT

<220>

<223>

<400> 197

Desconhecido

tgggatggag
tgcagctggt
gcttcctace

agtggatcgc

gccgattcac
tgagggctga
atgctgtgga

Desconhecido

ctgtatcatc
ggagactggg
agctacttta
atacattggt

catttccaga
ggacacagcc

ctactggggt

227

Sequéncia de DCIB26 - Variavel pesada

ctcttcttgg tagcaacagc taccggagtc
ggaggcttaa tccagcctgy agggtccctyg
actatggttt gggttcggca ggctccgggg
agtggtggtg atagaaccta ctatccagac

gacaatagca agaacaccct gtatttgcaa
gtgtattact gtgcaagaca ttatggtcac

caaggaacca cggtcaccgt ctccageget

Sequéncia de DCIB26 - Variavel pesada

60
120
180
240

300
360
420



228

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr
1 5 10
val His Ser Gln val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly Gly
20 25
Pro Gly Gly Ser teu Arg Met Ser Cys Phe Leu Pro Ala
35 40 45
mMet val Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
S0 55 60
Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr Pro Asp
65 70 75
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr
85 90
GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
100 105
Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val Asp Tyr
115 120 155
Gly Thr Thr val Thr val ser Ser
130 135
<210> 198
<211> 399
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> sequéncia de DCIB26 - Variavel leve
<400> 198

Ala

Leu

30

Thre

Trp

Thr

Leu

Tyr

110

Trp

Thr
15

Ile
Leu

Ile

val

Cys

Gly

Gly

Gln

Thr

Ala

Leu

Ala

GIn



229

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage taccggagtc

cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctecctge ctgtcactce tggggageca

gcctcgatct cttgcactce tccagettat agaccaccaa atgcccctat cctatggtat

ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc ctgatctaca aagtttccaa ccgatrttct

ggggtcccag acagattcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact caagatcage

agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat tactgctttc aaggttcaca tgttcegtgg

acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc aagcgtacg

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

<220>
<223>

<400>

199
128
PRT

Desconhecido

Sequéncia de DCIB26 - Variavel leve

199

60
120
180

240
300
360
399



Met
val
Thr
. Pro

Pro
65

Asp
ser

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gly

His

Pro

Pro

50

Gln

Arg

Arg

His

Trp

Ser

Gly

35

ASn

Leu

Phe

val

val
115

200
423
ADN

Ser

Asp

20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

100

Pro

g
val
Pro
Pro
Ile
g

Ala

Trp

Desconhecido

Ile

Leu

Ala

Ile

Glu

Thr

Ile

Met

Ser

Leu

55

Lys

Gly

Asp

Phe

230

Leu
Thr
Ile
40

Trp
val

Ser

Thr

1
128

Phe

Gln

25

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu
10

Ser
Cys
Leu
Asn
Thr
20

val

Gly

val

Pro

Thr

GIn

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Ala
Leu
Pro
3
Phe
phe
Tyr

Lys

Thr

Ser

Pro

45

Pro

ser

Thr

Cys

val
125

Sequéncia de DCIB37 - variavel pesada

200

Ala
Leu
30

Ala
Gly
Gly
Leu
Phe
110

Glu

Thr

15

Pro

Tyr

Gln

val

LYys

Gln

Ile

Gly

val

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Gly

Lys



231

aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage

cactcccagg tgcagetggt ggagactggg ggaggettaa tccagectgg
agaatgtcct gcaccattac tgaccaggtg cctttgtccg tgtgggttcyg

gggaaggggc tggagtggat cgcatacatt ggtagtggtg gtgatagaac

gacactgtga agggccgatt caccatttce agagacaata gcaagaacac

caattgaaca gtctgagggc tgaggacaca gccgtgtatt actgtgcaag

cactacgtgg actatgctgt ggactactgg ggtcaaggaa ccacggtcac

gct

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

<220>
<223>

<400>

201
137
PRT

Desconhecido

Sequéncia de DCIB37 - variavel pesada

201

taccggagtc
agggtecctg
gcaggctccy
ctactatcea

cctgtattty
acattatggt
cgtctccage

60
120
180
240

300
360
420
423



Met Gly Trp Ser Cys lle Ile Leu Phe Leu val Ala

1 S 10

val His Ser GIn val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly
20 25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser Cys Thr Ile Thr

35 40
Leu Ser val Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly
S0 58S 60

Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Asp Arg Thr Tyr Tyr

65 70 75

Lys Gly Arg pPhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys

85 a0

teu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
100 105

Ala Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val

115 120
6In Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135S

<210> 202

<211> 399

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB37 - variavel leve

<400> 202

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc taccggagic

cactccgatg tgttgatgaC ccaatctcca ctctccctge ctgtcactcc tggggagcca

232

Thr

Gly

Asp

45

Leu

Pro

Asn

val

Ala

Ley

30

GlIn

Glu

AsSp

Thr

Tyr

110

Tyr

Thr

15

Ile

val

Trp

Thr

Leu

95

Tyr

Trp

Gly

Gln

Pro

Ile

val

80

Tyr

Cys

Gly

60
120



gcctcgatct cttgcactcc tccagettat
ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc
ggggtcccag acagattcag tggcagtgga
agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat
acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc

<210> 203
<211> 128
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223> Sequéncia de DCIB37 -

<400> 203
get Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu

val His Ser ggp val Leu Met Thr

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile
35 40

Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Trp
S0 55

Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val
65 70

Asp Arg Phe Ser g;y ser Gly Ser

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr
100

Ser His val Pro Trp Thr pPhe Gly
115 120

233

agaccaccaa atgcccctat cctatggtat
ctgatctaca aagtttccaa ccgattttct
tcagggacag atttcacact caagatcagc
tactgctttc aaggttcaca tgttccgtgg

aagcgtacg

variavel leve

Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
10 15

GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro val
25 30

Ser Cys Thr Pro zgo Ala Tyr Arg

Tyr Leu Gln kgs Pro Gly GIn Ser

Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
75 80

Gly Thr Asp phe Thr Leu Lys Ile
90 9%

Gly val Tyr Tyr Cys Phe GIln Gly
105 110

Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
125

180
240
300
360
399



234

<210> 204
<211> 423
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB40 - variavel pesada

<400> 204

aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc Ctcttcttgg tagcaacage taccggagre 60

cactcccagg tgcagcergot ggagactggg ggaggcttaa tccagcectgg agggtcccty 120
agaatgtcct gcaccattac tgaccaggtg cctatctecg tgtgggttcg gcaggectccg 180
gggaaggggc tggagtggat cgcatacatt ggtagtggté-gtgatagaac ctactatcca 240
gacactgtga agggccgatt caccatttcc agagacaata gcaagaacac cctgtatiig 300
caattgaaca gtctgagggc tgaggacaca gccgtgtatt actgtgcaag acattatggt 360
cactacgtgg actatgctgt ggactactgg ggtcaaggaa ccacggtcac cgtctccage 420
gct 423

<210> 205
<211> 137
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB40 - variavel pesada

<400> 205



Met

val

Pro

Ile

Ala

65

Lys

Leu

Ala

GIn

Gly

His

Gly

Ser

50

Tyr

Gly

Gln

Arg

Gly
130

Trp

ser

Gly

35

val

Ile

Arg

Leu

His

115

Thr

<210> 206

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

399
ADN

206

ser
GIn
20

Ser
Trp
Gly
Phe
AsSn
100

Tyr

Thr

Cys Ile
5

val Gln
Leu Arg
val arg
Ser Gly

70

Thr Ile
85
Ser Leu

Gly His

val Thr

Desconhecido

Ile

Leu

Met

Gln

55

Gly

Arg

Tyr

val
135

Leu

val

Ser

40

Ala

Asp

Arg

Ala

val

120

Ser

235

Phe

Glu

25

Cys

Pro

Arg

Asp

Glu

105

ASp

Ser

Leu

10

Thr

Thr

Gly

Thr

Asn

ASp

Tyr

val
Gly
1le
Lys
Tyr
75

Ser
Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

€0

Tyr

Lys

Ala

val

Sequéncia de DCIB40 - variavel leve

Thr

Gly

AsSp

45

Leu

Pro

Asn

val

AsSp

‘Ala

Leu

30

Gln

Glu

AsSp

Thr

TYr

110

Tyr

Thr

15

Ile

val

Trp

Thr

Leu

95

Tyr

Trp

Gly

Gin

Pro

Ile

val

80

Tyr

Cys

Gly



236

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage

cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctccctge ctgrcactcec

gcctegatct cttgcactce tccagettat agaccaccaa atgeccctat

ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc ctgatctaca aagtttccaa

ggggtcccag acagattcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact

agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat tactgctttc aaggttcaca

acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc aagecgtacg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

207
128
PRT

Desconhecido

Sequéncia de DCIB40 - variavel leve

207

taccggagtc

tggggagcca
cctatggtat

ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtygg

60

120
180
240
300
360
399



Met

val

Thr

Pro

Pro

65

ASp

Ser

Ser

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

Gly

His

Pro

Pro

50

Gln

Arq

Arg

His

<220>

<223>

<400>

aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc taccggagtc
cactcccagg tgcagctggt ggagactggd ggaggcttaa tccagcctgg agggtccctg

Trp

Ser

Gly

35

Asn

Leu

Phe

val

val
115

208
423
ADN

208

Ser

Asp

20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

100

Pro

Cys
S
val
Pro
Pro
Ile
Gly
85

Ala

Trp

Ile
Leu
Ala
Ile
Y
ser
Glu

Thr

Desconhecido

Ile

Met

Ser

Leu

35

Lys

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

Ile

40

Trp

val

Ser

Thr

237

Phe

Ser

Tyr

Ser

Gly

Leu
10

Ser
Cys
Leu
ASn
Thr
20

val

Gly

val

Pro

Thr

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Ala

Leu

Pro

Lys

60

Phe

Phe

Tyr

Lys

Thr

Ser

Pro

45

Pro

Ser

Thr

Cys

val
125

Sequéncia de DCIB41 - variavel pesada

Ala
Leu
30

Ala
Gly
Gly
Leu
Phe
110

Glu

Thr

15

Pro

TYr

Gln

val

Ile

Gly

val

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Gly

Lys

60
120



238

agaatgtcct gcaccattac tgaccaggtg cctttctccg tgtgggrtcg
gggaaggggc tggagtggat cgcatacatt ggtagtggtg gtgatagaac
gacactgtga agggccgatt caccatttcc agagacaata gcaagaacac
caattgaaca gtctgagggc tgaggacaca gccgtgtatt actgtgcaag
cactacgtgg actatgctgr ggactactgg ggtcaaggaa ccacggtcac
gct

<210> 209

<211> 399

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB41 - variavel leve
<400> 209

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc
cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctccctge ctgtcactcc
gcctcgatet cttgcactcc tccagettat agaccaccaa atgcccctat
ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc ctgatctaca aagtttccaa
ggggtcccag acagattcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact
agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat tactgctttc aaggttcaca
acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc aagcgtacg

<210> 210

<211> 128

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB41 - variavel leve

<400> 210

gcaggctccg
ctactatcca
cctgtatttg
acattatggt

cgtctccagce

taccggagtc
tggggagcca
cctatggtat
ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtygg

180
240
300
360
420
423

60
120
180
240
300
360
399



Met

val

Thr

Pro

Pro
65

AsSp

Ser

Ser

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

Gly
His
ro
Pro

50

Glin
Arg
Arg

His

<220>

<223>

<400>

Trp
Ser
Gly
35

Asn

Leu

Phe

val

val
115

211
423
ADN

211

ser

AsSp

20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu
100

Pro

Cys
5

val
Pro
Pro

Ile

Gly
85

Ala

Trp

Ile
Leu
Ala
Ile
iy
Ser
Glu

Thr

Desconhecido

Ile

Met

Ser

Leu

5%

Lys

Gly

ASp

Phe

Leu

Thr

Ite

40

Trp

val

ser

Thr

239

Phe

Glin

25

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Leu
10

Ser
Cys

Leu

Asn

Thr
90

val

Gly

val

Pro

Thr

Gin

Arg
75

ASp

Tyr

Thr

Ala Thr

Leu Ser

Pro Pro
45

kgs Pro

Phe Ser
Phe Thr
Tyr Cys

Lys val
125

Sequéncia de DCIB42 - variavel pesada

Ala
Leu
30

Ala

Gly

Gly

Leu

Phe
110

Glu

Thr

15

Pro

Tyr

Glin

val

Ile

Gly

val

Arg

Ser

Pro
80

Ile

Gly

Lys



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
gggaaggggc
gacactgtga
caattgaaca
cactacgtag
gct

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

212
137
PRT

<220>
<223>

<400> 212

Met Gly

1

val His

Pro Gly

Tyr Ser
50

Ala Tyr
65

Trp Ser gys
Ser Gln val
20
Gly Ser Leu

35
val Trp val

Ile Gly Ser

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattac
tggagtggat
agggccgatt
gtctgagggc
actatgctgt

Desconhecido

ctgtatcatc
ggagactggg
tgaccaggtg
cgcatacatt
caccatttcce
tgaggacaca
ggactactgg

Ile Ile Leu Phe

Gln Leu val Glu

Arg Met Ser Cys
40

Arg GIn Ala Pro

55

Gly Gly Asp Arg
70

240

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ccttactecy
ggtagtogtg
agagacaata
gccgtgratt
ggtcaaggaa

tagcaacagc
tccagectgg
tgtgggttcy
gtgatagaac
gcaagaacac
actgtgcaag

ccacggtcac

Sequéncia de DCIB42 - variavel pesada

Leu val Ala Thr Ala
10

Thr Gly Gly Gly Leu

30
Thr Ile Thr Asp GIn
45
Gly Lys Gly Leu Glu
60

Thr Tyr Tyr Pro Asp
75

taccggagtc
agggtccctg
gcaggctccg
ctactatcca
cctgtatttg
acattatggt

cgtctccagce

Thr Gly
15

Ile GIn
val pro
Trp Ile

Thr val
80

60
120
180
240
300
360
420
423



Lys Gly Arg

Leu GIn Leuw

Ala Arg His

100

241

Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val
120

115 125

Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser

130
<210> 213
<211> 399
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> Sequéncia de DCIB42 - variavel leve
<400> 213
ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage
cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctccctgc ctgtcactcc
gcctcgatct cttgcactcec tccagettat agaccaccaa atgcccctat
ctgcagaaaCc caggccagtec tccacagctc ctgatctaca aagtttccaa
ggggtcccag acagattcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact
agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat tactgctttc aaggttcaca
acgttcggtg g9aggcaccaa ggtggaaatc aagcgtacg
<210> 214
<211> 128
<212> PRT
<213> Desconhecido
<220>
<223> sequéncia de DCIB42 - variavel leve

Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
85 20 95
Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
105 110

Asp Tyr Trp Gly

taccggagtc
tggggagcca
cctatggtat
ccgattttct
caagatcagc
tgttcecgtag

60
120
180
240
300
360
399



242

<400> 214

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser Asp val Leu Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Vval
20 25 30

Thr Pro ggy Glu Pro Ala Ser ﬁée Ser Cys Thr Pro zgo Ala Tyr Arg

Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
50 55 60

Pro Gln Leu teu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly val Pro
65 70 75 80

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp phe Thr Leu Lys Ile
85 30 95
ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
100 105 110

ser His val pro Trp Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
11% 120 125

<210> 215
<211> 423
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB43 - variavel pesada

<400> 215



aagcttacca
cactcccagy
agaatgtcct
gggaaggggc
gacactgtga
caattgaaca
cactacgtyq
gct

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

216
136
PRT

<220>

<223>

<400> 216

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattac
tggagtggat
agggccgatt
gtctgagggce
actatgctgt

Desconhecido

sequéncia de

ctgtatcatc
ggagactggg
tgaccagctg
cgcatacatt
caccatttcc
tgaggacaca

ggactactgg

243

ctcttcttgg
ggaggcttaa
cctttctccg
ggtagtgogtg
agagacaata
gccgtgtatt
ggtcaaggaa

tagcaacagc
tccagectgg
tgtgggttcg
gtgatagaac
gcaagaacac
actgtacaag

ccacggtcac

DCIB43 - variavel pesada

taccggagte
agggtccctg
gcaggctecg
ctactatcca
cctgtatttg
acattatggt

cgtctccage

60
120
180
240
300
360
420
423



Met

val

Pro

Phe

Ala
65

Lys

Gln

Arg

Gly

Gly

His

Gly

Ser

50

Tyr

Gly

Leu

His

Thr
130

Trp
ser
Gly
35

val

Ile

Arg
ASD
Tyr
115

Thr

<210> 217
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

128
PRT

217

Ser
Glin
20

ser

Trp

Gly

Phe
ser
100

Gly

val

Cys
S

val
Leu
val

Ser

Thr
85
Leu

His

Thr

Ile

Gln

Arg

Arg

Gl
?Oy

Ile

Arg

Tyr

val

Desconhecido

Ile

Leu

Met

Gln

55

Gly

Arg

Ala

val

ser
135

Leu

val

Ser

40

Ala

AsSp

AsSp

Glu

244

Phe

Glu

Cys

Pro

Arg

Asn

Leu
10

Thr
Thr

Gly

Thr

Ser
90

Thr

Ala

val

Gly

Ile

Lys

TYyr
75

Lys

Ala

val

Ala

Gly

Thr

Gly

60

Tyr

Asn

val

ASp

The
Gly
ASp
45

Leu

Pro

Thr

Tyr

135

Sequéncia de DCIB43 - variavel leve

Ala

Leu

30

GlIn

Glu

Asp

Leu

Tyr
110

Trp

Thr
15

Ile
Leu

Trp

Thr

Cys

Gly

Gly

GIn

Pro

Ile

val
80

Leu

Ala

Gln



Met
1
val
Thr
Pro
Pro
65
Asp

Ser

Ser

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

Gly

His

Pro

Pro

50

Gln

Arg

Arg

His

<220>

<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

ASn

Leu

Phe

val

val
118

218
137
PRT

218

Ser

ASp

20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

100

Pro

g
val
Pro
Pro
Ile
85

Ala

Trp

Ile

Leu

Ala

Ile

Glu

Thr

Desconhecido

Ile

Met

ser

Leu

55

Lys

Gly

Asp

Phe

Leu

Thr

Ile

40

Trp

val

Ser

Thr

Gly

245

Phe

GIn

25

Ser

Tyr

ser

Gly

Gly

Gly

Leu
10

Ser
Cys
Leu
Asn
Thr
90

val

Gly

val

Pro

Thr

GIn

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Ala
Leu
Pro
&
Phe
Phe
Tyr

Lys

Thr

Ser

Pro

45

Pro

ser

Thr

Cys

val
125

Sequéncia de DCIB41 - variavel pesada

Ala

Leu

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Phe

110

Glu

Thr

15

Pro

Tyr

Gln

val

Ile

Gly

val

Arg

ser

Pro

80

Ile

Gly

Lys



Met

val

Pro

Phe

Ala

65

Lys

Leu

Ala

Gln

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

Gly
His
Gly
Ser
50

Tyr
Gly

GIn

Arg

13

<220>

<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

val

Ile

Arg

Leu

His

115

Thr

219
399
ADN

219

Ser

GIn

20

Ser

Trp

Gly

Phe

Asn

100

Tyr

Thr

Cys
S
val
Leu
val
ser
Thr
85
Ser

Gly

val

Desconhecido

Ile

Gln

Arg

Arg

Gly

70

Ie

Leu

His

Thre

Ile

Leu

Met

Gln

5%

Gly

val
135

Leu

val

Ser

40

Ala

Asp

Arg

Ala

val

120

Ser

246

Phe

Glu

25

Cys

Pro

Arg

Asp

Glu

105

Asp

Ser

Leu
10

Thr
Thr
Gly
Thr
Asn
90

Asp

Tyr

val
Gly
Ile
LyS
TYr
75

Ser
Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

Gly

60

Tyr

Lys

Ala

val

Sequéncia de DCIB43 - variavel leve

Thr

Gly

Asp

45

Leu

Pro

AsSn

val

Asp

Ala

Leu

30

GIn

Glu

Asp

Thr

TYr

110

Tyr

The

15

Ile

val

Trp

Thr

Leu

95

Tyr

Trp

Gly

Gln

Pro

Ile

val

80

Tyr

Cys

Gly



247

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc
cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca ctctecctygc ctgtcactcce
gcctcgatct cttgcactcc tccagcttat agaccaccaa atgeccectat
ctgcagaaac caggccagtc tccacagctc ctgatctaca aagtttccaa
ggggtcccag acagattcag tggcagtgga tcagggacag atttcacact
agagtggagg ctgaggatac cggagtgtat tactgctttc aaggtrcaca
acgttcggtg gaggcaccaa ggtggaaatc aagcgtacg

<210> 220

<211> 417

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB35 - variavel pesada

<400> 220
aagcttacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttygy tagcaacagce
cactcccagg tgcagctggt ggagactggg ggaggcttaa tccagectgg
agaatgtcct gcaccattat ggaccaggtg cctttcteccg tgtgggticg
gggaaggggce tggagtggat cgcatacatt ggtagtggtg gtagtgttta
gtgtggctcc gattcaccat ticcagagac aatagcaaga acaccctgta
aacagtctga gggctgagga cacagccgtg tattactgtg cgagacatta
gtggactatg ctgtggacta ctggggtcaa ggtaccacgg tcaccgrctc

<210> 221

<211> 135

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB35 - variavel pesada

taccggagtc
tggggagcca
cctatggtat
ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtgg

taccggagtc
agggtcccty
gcaggctccyg
tgattttrtee
tttgcaattg
tggtcactac
cagcget

60
120
180
240
300
360
399

60
120
180
240
300
360
417



<400> 221

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala
1 5 10

val His Ser G1n val GIn Leu val Glu Thr Gly Gly

20 25
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser Cys Thr Ile Met
35 40
fhe Ser val Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
50 55 60

Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ser val Tyr Asp Phe
65 70 75

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asnh Thr

85 90
Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr
100 105
His Tyr Gly His Tyr val Asp T{r Ala val Asp Tyr
11 120
Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 222

<211> 408

<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB35 - variavel leve

<400>

222

248

Thr

Gly:

Asp

45

Leu

Phe

Leu

TYr

Trp
125

Ala

Leu

30

Gln

Glu

val

Tyr

Cys

110

Gly

Thr

15

Ile

val

Trp

Trp

Leu

95

Ala

Gln

Gly

Gln

Pro

Ile

Leu

80

GIn

Arg

Gly



ggatccacca
cactccgatg
gcctcgatct
gactggtatc
cgattttctyg
aagatcagca

gttccgtgga

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

223
131
PRT

<220>

<223>

<400> 223

tgggatggag
tgttgatgac
cttgctggaa
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
cgttcoggtgg

Desconhecido

ctgtatcatc
ccaatctcca
caggcagctyg
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc

aggcaccaag

249

ctcttcttyg
ctctccctge
tatccagagt
ccacagetece
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtggaaatca

tagcaacagc
ctgtcactcc
ggacagaagc
tgatctacaa
cagggacaga
actgctttca

agcgtacg

Sequéncia de DCIB35 - variavel leve

taccggagtc
tggggageca
ccagagactt
agtttccaac
tttcacactc

aggttcacat

60
120
180
240
300
360
408



250

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr
1 5 10
val His Ser Asp val Leu Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser
20 25
Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Trp Asn Arg
35 40 45
Pro Glu Trp Thr Glu Ala GIn Arg Leu Asp Trp Tyr Leu
50 55 60
Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asnh
65 70 75
Gly val pPro Asp grg Phe Ser Gly Ser g&y Ser Gly Thr
5
Leu Lys Ile Ser arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val
100 105
phe GIn Gly Ser His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly
11 120 125
Glu Ile Lys
130
<210> 224
<211> 417
<212> ADN
<213> Desconhecido
<220>
<223> Sequéncia de DCIB50 - variavel pesada
<400> 224

Ala

Leu

30

Gin

Gln

Arg

Asp

Tyr

110

Thr

Thr

15

Pro

Leu

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Lys

Gly
val
Tyr
Pro
Ser
80

Thr
Cys

val



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
gggaaggggc
gtotggctcc
aacagtctga

gtggactatg

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

225
135
PRT

<220>
<223>

<400>

225

tgggatggag
tgcagetggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta

Desconhecido

Sequéncia de

ctgtatcatc
ggagactagg
ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagcegtg
ctggggtcaa

251

ctcttcttgg
ggaggcttaa
cctttctecy
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg

tagcaacagc
tccagectay
tgtgggttcg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta

tcaccgtctc

DCIB50 - variavel pesada

taccggagtce
agggtcccty
gcaggctccg
tgatttecee
tttgcaattg
tggtcactac

cagcget

60
120
180
240
300
360
417



Met

val

Pro

Phe

Ala

65

Arg

Leu

His

Thr

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

Gly

His

Gly

Ser

50

Tyr

Phe

Asn

Tyr

Thr
130

<220>

<223>

<400>

Trp

ser

Gly

35

val

Ile

Thr

Ser

Gly

val

226
431
ADN

226

ser

GlIn

20

Ser

Trp

Gly

Itle

Leu

100

His

Thr

gys Ile
val Gln
Leu Arg
val Arg
Ser Gly

70

Ser Arg
85
Arg Ala

Tyr val

val Ser

Desconhecido

Ile

Leu

Met

Gln

5%

Gly

AsSp

Glu

Asp

Ser
135

Leu

val

Ser

40

Ala

Ser

AsSn

Asp

252

Phe

Glu

Cys

Pro

val

Ser

Thr

105

Ala

Leu
10

Thr
Thr

Gly

Tyr

val

val

Gly

Ile

Lys

Asp

75

Asn

val

Asp

Ala

Gly

Met

Gly

60

Phe

Thr

Tyr

Tyr

Sequéncia de DCIB50 - variavel leve

Thr

Gly

Asp

45

Leu

Phe

Leu

Tyr

Ala

Leu

30

Gln

Glu

val

Tyr

Cys

Gly

Thr

15

Ile

val

Trp

Trp

Leu

95

Ala

Gln

Gly

Gln

Pro

Ile

Leu

80

Gln

Arg

Gly



253

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacagc

cactccgatg tgttgatgac ccaatctcca Ctetccctge ctgtcactec

gcctccatct cttgcagatc tagtcagagc ctggtacata gtaatggaaa

gaatggtacc tgcagaaacc aggccagtct ccacagctcc trgatctacaa

cgattttctg gggtcccaga cagattcagt ggcagtggat cagggacaga

aagatcagca gagtggaggc tgaggatacc ggagtgtatt actgctggaa

tatccagagt ggacagaagc ccagagactt gacttcggtg gaggcaccaa

aagcgtacgm g

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

<220>
<223>

<400>

227
138
PRT

Desconhecido

Sequéncia de DCIB50 - variavel leve

2277

taccggagtc
tggggagcca
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
caggcagctg
ggtggaaatc

60
120
180
240
300
360
420
431



Met Gly

1

val His

Thr Pro

val His
S0

Gly GIn

65

Gly val

Leu Lys

Trp Asn

Trp
ser
Gly
35

Ser
Ser

Pro

Ile

113

Ser Cys
5

Asp val
20

Glu Pro
Asn Gly
Pro Gln

Asp Arg
85

ser Arg
100

Gln Leu

Ile

Leu

Ala

Asn

Leu

70

Phe

val

Tyr

Ile

Met

Ser

Thr

55

Leu

ser

Glu

Pro

254

Leu Phe

Thr G1n
25

ITe Ser
40

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly ser

Ala Glu

105

Glu Trp
120

Leu
10

Ser
Cys
Glu
Lys
Gly
2@

Asp

Thr

val

Pro

Arg

Trp

val

75

Ser

Thr

Glu

Ala

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Ala

Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
130 135

<210> 228
<211> 420
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

Thr

Ser

Ser

45

Leu

Asn

Thr

val

Glin
125

<223> Sequéncia de DCIB71 - Variavel pesada

<400> 228

Ala

Leu

30

GIn

Gln

Arg

Asp

TYr

110

Arg

Thr Gly
15

Pro val
Ser Leu
Lys Pro
Phe Ser

80

Phe Thr
95

Tyr Cys

Leu Asp



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
aaggggctyg
actgtgaagg
ttgaacagtc
tacgtggact

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

229
136
PRT

<220>

<223>

<400> 229

tgggatggag
tgcagctggt
gcatcttgat
agtggatcgc
gccgattcac
tgagggctga
atgctgtgga

Desconhecido

255

ctgtatcatc
ggagactggg
caattcccta
atacattggt
catttccaga
ggacacagcc

ctactggggt

ctcttettgg
ggaggcttaa
cctcttgtat
agtogtggty
gacaatagca
gtgtattact

caaggaacca

tagcaacagc
tccagectgg
gggttcggca
atagaaccta
agaacaccct
gtgcaagaca

cggtcaccgt

Sequéncia de DCIB71 - Variavel pesada

taccggagtc
agggtccctg
ggctccgggg
ctatccagac
gtatttgcaa
ttatggtcac

ctccageget

60
120
180
240
300
360
420



Met
1
val
Pro
Leu
Tyr
6%
Gly
Gln

Arg

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

Gly

His

Gly

val

50

Ile

Arg

Ley

His

Trp

ser

Gly

35

Trp

Gly

Phe

Asn

Tyr

230
399
ADN

Desconhecido

<220>

<223>

<400>

230

ser

GIn

20

Ser

val

Ser

Thr

Ser
100

Gly

Cys
S
val
Leu
Arg
Gly
Ile
85

Leu

His

Ile

GIn

Arg

GIn

Gly

70

ser

Arg

Tyr

Gly Thr Thr val Thr val
130

Ile

Leu

Met

Ala

55

Asp

Arg

Ala

val

Leu
val
Ser
40

Pro
Arg

AsSp

Glu

130

256

Phe

Glu

Cys

Gly

Thr

Asn

AsSp

105

Tyr

Leuy

10

Thr

Ile

Lys

Tyr

Ser

90

Thr

Ala

val

Gly

Leu

Gly

Tyr

75

Lys

Ala

val

Ala

Gly

Ile

Leu

60

Pro

AsSn

val

ASp

Sequéncia de DCIB71 - Variavel leve

Thr

Gly

Asn

45

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
125

Ala
Leu
30

Ser
Trp
Thr
Leu
Tyr
110

Trp

Ser Ser
135

Thr
15

Ile
Leu
Ile
val
TYTIF
9%

Cys

Gly

Gly

Glin

Pro

Ala

Lys

80

Leu

Ala

GIn



ggatccacca
cactccgatg
gceregatct
ctgcagaaac
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg

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

231
128
PRT

<220>

<223>

<400> 231

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcactcc
caggccagtc
acagattcag
ctgaggatac

gaggcaccaa

Desconhecido

257

ctgtatcatc
ccaatctcca
tccagettat
tccacagetce
tggcagtgga
cggagtgtat
ggtggaaatc

ctcttcttgg
ctctccctge
agaccaccaa
ctgatctaca
tcagggacag
tactgctttc

aagcgtacg

tagcaacagc
¢tgtcactece
atgcccectat
aagtttccaa
atttcacact

aaggttcaca

Sequéncia de DCIB71 - Variavel leve

taccggagte
tggggagcca
cctatggtat
ccgatttect
caagatcagc

tgttccgtgg

60
120
180
240
300
360
399



Tet Gly Trp

val Hi

s Ser

Thr Pro-Giy

35

Pra Pro Asn

50

Pro G}
65

n Leu

ASp Arg Phe

Ser Arg val

Ser Hi

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

<220>
<223>

<400>

s val
115

232
426
ADN

ser

Asp

20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu
100

Pro

Cys
S

val
Pro
Pro
Ile
Gly

85

Ala

Trp

Ile

Leu

Ala

Ile

TYr

70

ser

Glu

Thr

Desconhecido

Ile

Met

Ser

Leu

55

Lys

Gly

Asp

rhe

L.eu

Thr

Ile

40

Trp

val

Ser

Thr

Gly

258

Phe

Gln

Ser

Tyr

Ser

Gly

Leu

10

Ser

Cys

Leu

Asn

Thr

val

Gly

val

Pro

The

Gln

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Ala
Leu
Pro
Lys
60

Phe
Phe

Tyr

Lys

Thr

Ser

Pro

45

Pro

Ser

Thr

Cys

val
125

Sequéncia de DCIB72 - variavel pesada

232

Ala

Leu

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Phe
110

Glu

Thr

15

Pro

Tyr

Gln

val

Ile

Gly

val

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Gly

LYS



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
caggctccgg
aattccctac
ttgcaattga
ggtcactacg
agcget

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

233
138
PRT

<220>

<223>

<400> 233

tgggatggag
tgcagctggt
gtgcagcecte
ggaaggggct
ctcttgtacg
acagtctgag
tggactatgc

Desconhecido

ctgtatcatc
ggagactggg
tggattcgct
ggagtggatc
attcaccatt
ggctyaggac
tgtggactac

259

ctcttcttgg
ggaggcttaa
ttcaatacct
gcatacattg
tccagagaca
acagccgtgt
tggggtcaag

tagcaacage
tccagectgg
atgacatgtc
gtagtggtgg
atagcaagaa
attactgtgc

gaaccacqggt

Sequéncia de DCIB72 - variavel pesada

taccggagtc
agggtcectg
ttgggttcge
tatcttgatc
caccctgtat
aagacattat

caccgtctee

60
120
180
240
300
360
420
426



260

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu val Ala Thr Ala thr Gly
1 S 10 15

val His Ser GIn val Gln Leu val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Ile Gln
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu arg Met Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ala Phe
35 40 45

Asn Thr Tyr Asp Met Ser Trp Val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60

Glu Trp Ile Ala Tyr Ile Gly Ser Gly Gly Ile Leu Ile Asn Ser Leu
65 70 75 80

Pro Leu val Arg gge Thr Ile Ser Arg ggp ASn Ser Lys Asn ;?r Leu

Tyr Leu GIn Leu Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr
100 105 . 110

Cys Ala Arg His Tyr Gly His Tyr val Asp Tyr Ala val Asp Tyr Trp
11 120 125

Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser
130 135

<210> 234
<211> 399
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB72 - variavel leve

<400> 234



ggatccacca
cactccgatg
gcetcgatct
ctgcagaaac
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg

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

235
128
PRT

<220>

<223>

<400> 235

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcactcc
caggccagtc
acagattcag
ctgaggatac

gaggcaccaa

Desconhecido

Sequéncia de

ctgtatcatc
ccaatctcca
tccagettat
tccacagetce
tggcagtgga
cggagtgtat
ggtggaaatc

261

ctcttettag
ctctcectge
agaccaccaa
ctgatctaca
tcagggacag
tactgctttc
aagcgtacg

tagcaacagc
ctgtcactcc
atgcccctat
aagtttccaa
atttcacact

aaggttcaca

DCIB72 - variavel leve

taccggagtc
tggggagcca
cctatggtat
ccgattttct
caagatcagc

tgttccgtygy

60
120
180
240
300
360
399



Met

val

Thr

Pro

Pro

65

ASp

ser

Ser

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

Gly

His

Pro

Pro

50

Gln

Arg

Arg

His

<220>

<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

AsSn

Leu

Phe

val

val
115

236
1413
ADN

236

Ser

Asp

20

Glu

Ala

Ley

Ser

Glu
100

Pro

g
val
Pro
Pro
Ile

Gly
85

Trp

Desconhecido

Ile

Leu

Ala

Ile

Ser

Glu

Thr

Ile

Met

Ser

Leu

35

Lys

Gly

AsSp

Phe

Leu

Thr

Ile

40

Trp

val

Ser

Thr

262

Phe

GIn

25

ser

TYr

Ser

Gly

Leu

10

ser

Cys

Leu

Asn

Thr

val

Gly

val

Pro

Thr

Gln

Arg

75

ASp

Tyr

Thr

Ala
Leu
Pro
3
Phe
Phe

Tyr

Lys

Thr

Ser

Pro

45

Pro

Ser

Thr

Cys

val
125

Sequéncia de DCIBS3 - variavel pesada

Ala

Leu

30

Ala

Gly

Gly

Leu

Phe
110

Glu

Thr

15

Pro

Tyr

GIn

val

Ile

Gly

val

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Gly

Lys



aagcttacca
cactcccagg
agaatgtcct
gggaaggogc
gtgtggctcc
aacagtctga
gtggactatg
acaacagcce
gtgactctag
tctyggttcec
accctcagca
aatgtggccc
acaatcaagc
gtcttcatct
acatgtytgg
aacaacgtgg
ctccgggtag
aaatgcaagg
aaagggtcag
aagaaacagg
gagtggacca
tctgatggtt
agaaatagct

agettetece

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

237
465
PRT

<220>
<223>

tgggatggag
tgcagctggt
gcaccattat
tggagtggat
gattcaccat
gggctgagga
ctgtggacta
catcggtcta
gatgcctggt
tgtccagtgg
gctcagtgac
acccggcaag
cctgtcctec
tccctecaaa
tggtggatgt
aagtacacac
tcagtgccct
tcaacaacaa
taagagctee
tcactctgac
acaacgggaa
cttacttcat
actcctgttc

ggactccggy

Desconhecido

Sequéncia de

ctgtatcatc
9g2gactggg
ggaccaggtg
cgcatacatt
ttccagagac
cacagccgtg
ctggggtcaa
tccactggcc
caagggttat
tgtgcacacc
tgtaacttcg
cagcaccaag
atgcaaatgc
gatcaaggat
gagcgaggat
agctcagaca
ccecatccag
agacctccca
acaggtatat
ctgcatggtce
aacagagcta
gtacagcaag
agtggtccac
taaatgatct

263

ctcttcttgg
ggaggcttaa
cctttctecg
ggtagtggtg
aatagcaaga
tattactgtg
ggtaccacgg
cctgtgtgtg
ttccctgage
ttcccagetg
agcacctgge
gtggacaaga
ccagcaccta
gtactcatga
gacccagatg
caaacccata
caccaggact
gcgcccatcg
gtcttgecte
acagacttca
aactacaaga
ctgagagtgg
gagggtctgc

aga

tagcaacagc
tccagectgg
tgtgggtrcyg
gtagtgttta
acaccctgta
cgagacatta
tcaccgtcte
gagatacaac
cagtgacctt
tcctgcagtc
ccagccagtc
aaattgagcc
acctcttggg
tctccctgag
tccagatcag
gagaggatta
ggatgagtgg
agagaaccat
caccagaaga
tgcctgaaga
acactgaacc
aaaagaagaa

acaatcacca

DCIB53 - variavel pesada

taccggagtc
agggtccctg
gcaggctccg
tgatrrtLet
tttgcaattg
tggtcactac
cagcgctaaa
tggctccteg
gacctggaac
tgacctctac
catcacctgc
cagagggccc
tggaccatcc
ccccatagtce
ctggtttgtg
caacagtact
caaggagttc
ctcaaaaccc
agagatgact
catttacgtg
agrcctggac
ctgggtggaa
cacgactaag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1413



264

<400> 237



Met

val

Pro

Phe

Ala

65

Arg

Leu

His

Thr

Pro

145

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser

225

Pro

Gly Trp Ser

His

Gly

Ser

50

Tyr

Phe

Asn

Tyr

Thr

130

Leu

Cys

Ser

Ser

210

Thr

Cys

ser
Gly
35

val

Ile

Thr,

Ser

Gl

11

val

Ala

teu

Gly

195

Pro

Lys

Pro

Gln

20

Ser

Trp

Gly

Ile

Leu

100

His

Thr

Pro

val

ser

180

Leu

Ser

val

Pro

Cys
5
val
Leu
val
Ser
ser
85
Arg
Tyr

val

val

Tyr
GIn
Asp

Cys

Ile
Gin
Arg
Arg
2y
Arg
Ala
val
Ser
1%
Gly
Ser
Thr
Ser
2%

Lys

Ile

Leu

Met

Gln

55

Gly

Asp

Glu

Asp

Ser

135

Gly

Tyr

Ser

Leu

Ile

215

Lys

cys

Leu
val
Ser
40

Ala
Ser
Asn
Asp
Tyr
130
Ala
ASp
Phe
Gly
Ser
200
Thr

Ile

Pro

265

rPhe

Glu

25

Cys

Pro

val

Ser

Thr

105

Ala

Lys

Thr

Pro

val

185

Ser

Cys

Glu

Ala

Leu

10

Thr

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

val

Thr

Thr

Glu

170

His

Ser

Asn

Pro

Pro
250

val
Gly
Ile
Lys
Asn
val
Asp
Thr
Gly
Pro
Thr
val
val
Ar

23

Asn

Ala

Gly

Met

Gly

60

Phe

Thr

Tyr

Tyr

Ala

140

Ser

val

Phe

Thr

Ala

220

Gly

Leu

Thr Ala Thr

Gly

Asp

45

Leu

Phe

Leu

Tyr

Tr

12

Pro

Ser

Thr

Pro

val

205

His

Pro

Leuw

Leu

30

GIn

Glu

val

Tyr

Cys

110

Gly

ser

val

Leu

Ala

190

Thr

Pro

Thr

Gly

15

Ile
val
Trp
Trp
Leu
95

Ala
GlIn
val
Thr
Thr
175
val
Ser

Ala

Ile

35

Gly

Gln

Pro

Ile

Leu

80

Gin

Arg

Gly

Tyr

Leu

160

Trp

Leu

ser

Ser

Lys

240

Pro



ser

Leu

Pro

Ala

305

val

Phe

Thr

Leu

cys

385

Asn

AsSp

Lys

Gly

Lys
465

val

Ser

ASp

290

6In

Ser

Lys

Ile

Pro

370

Met

Asn

ser

Asn

Leu
450

Phe

Pro

275

val

Thr

Ala

Cys

Ser

355

Pro

val

Gly

Asp

Trp

435

His

<210> 238
<211> 729
<212> ADN

Ile

260

Ile

Gln

GIn

Leu

Lys

340

LysS

Pro

Thr

Lys

Asn

Phe

val

Ile

Thr

Pro

325

val

Pro

Glu

Asp

Thr

405

Ser

Glu

His

Pro Pro LYys

Thr

Ser

His

310

Ile

Asn

Lys

Glu

Phe

390

Glu

Tyr

Arg

His

Cys

295

Arg

Gin

Asn

Gly

Glu

375

Met

Leu

Phe

Asn

Thr
455

val

280

Phe

Glu

His

Lys

ser

360

Met

Pro

Asn

Met

Ser

440

Thr

266

Ile
265
val
val

Asp

GlIn

Thr
Glu
Tyr
Tyr
4%5
Tyr

Lys

Lys

vaf

AsSn

TYr

Arg

Lys

AsSp

410

Ser

Ser

Ser

AsSD

ASp

Asn

Asn

315

Trp

Pro

Ala

Lys

395

Asn

LyS

Cys

Phe

val

val

val

300

Ser

Met

ala

Pro

Glin

380

Tyr

Thr

Leu

Ser

Ser
460

Leu

ser

285

Glu

Thr

Ser

Pro

GlIn

365

val

val

Glu

Arg

val

445

Arg

Met
270
Glu
val

Leu

Gly

val

Thr

Glu

Pro

val

430

val

The

Ile

Asp

Arg

Lys

335

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

415

Glu

His

Pro

Ser

Asp

Thr

val

320

Glu

Arg

val

Thr

Thr

400

Leu

Lys

Glu

Gly



<213> Desconhecido

<220>

267

<223> Sequéncia de DCIB53 - variavel leve

<400> 238

ggatccacca tgggatggag ctgtatcatc ctcttcttgg tagcaacage taccggagtc

cactccgatg
gcetegatet
ctgcagaaac
ggggtcccag
agagtggagg
acgrtcggtg
atcttececac
aacaacttct
aatggcgtee
agcaccctca
actcacaaga

gagtctaga

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

239
235
PRT

<220>

<223>

<400> 239

tgttgatgac
cttgcactec
caggccagte
acagattcag
ctgaggatac
gaggcaccaa
catccagtga
accccaaaga
tgaacagttg
cgttgaccaa

catctacttc

Desconhecido

ccaatctcca
tccagettat
tccacagctc
tggcagtgga
cggagtgtat
ggtggaaatc
gcagttaaca
catcaatgtce
gactgatcag
ggacgagtat

acccattgte

ctcteeetge
agaccaccaa
ctgatctaca
tcagggacag
tactgctttc
aagcgtgead
tctggaggtg
aagtggaaga
gécagcaaag
gaacgacata

aagagcttca

ctgtcactcc
atgccecectat
aagtttccaa
atttcacact
aaggttcaca
atgctgcace
cctecagtegt
ttgatggcag
acagcaccta
acagctatac

acaggaatga

Sequéncia de DCIB53 - variavel leve

tggggagcca
cctatggtat
ccgattttct
caagatcagc
tgttcegtyg
aactgtatcg
gtgcttcttg
tgaacgacaa
cagcatgage
ctgtgaggec
gtgttagctc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729



Met

val

Thre

Pro

Pro

65

ASp

Ser

Ser

Arg

Gln
145

Tyr

Gln

Arg

Pro
225

Gly

His

Pro

Fro

50

Gln

Arg

Arg

His

Ala Asp Ala Ala
130

Leu

Pro

AsSD

Tyr

Trp

Ser

Gly

35

Asn

Leu

Phe

val

val
115

Thr
Lys
Gly
sSer
195

AsSn

val

<210> 240
<211> 1449

Ser

Asp
20

Glu

Ala

Leu

Ser

Glu

100

Pro

ser

ASp

val

180

Met

ser Tyr

Lys

Cys

val

Pro

Fro

Ile

Gly

85

Ala

Trp

6ly Giy Ala
Y 18

Ile Asn val

165

Leu Asn Ser

Ser Ser Thr

Ser

Ile

Leu

Ala

Ile

Glu

Thr

Frao Thr

Ile

Met

Ser

Leu

55

Lys

Gly

ASp

Phe

135

Thr Cys

Ser val

Trp Thr

Ley Thr

268

Leu Phe
Thr Gln

25

Ile Ser

40

Trp Tyr

val ser

Ser Gly

Thr Gly

Gly Gly
120

Lys Trp Lys

val

Leu
10

Ser
Cys
Leu
ASn
Thr
Aa

val

Gly

val Ser Ile Phe

Cys

val

Pro

Thr

GlIn

Arg

75

Asp

Tyr

Thr

Ala

Leu

Pro

Lys

60

Phe

Phe

Tyr

Lys

140

155

170

185

200

215

Phe Asn

230

Arg Asn

Glu Ala Thr

Asp

Leu

Glu

Ile

GIn

Thr

His

220

R

Thr Ala

Ser Leu
30

Thr Gly
15

Pro val

Pro Ala Tyr Arg

45

Pro Gly Gln Ser

Ser Gly val Pro

Thr Leu

Cys phe
110

val Glu
125

Phe Leu Asn Asn

Asp Gly Ser GIU

175

Asp Ser Lys Asp

190

Lys Asp Glu Tyr
205

Lys Thr Ser Thr

30

Lys Ile

Gln Gly

Ile Lys

Pro Pro Ser Ser Glu

Phe

160

Arg

Ser

Glu

ser



<212>
<213>

ADN

<220>
<223>

<400> 240

aagcttacca
actcecaggy
agaatgtect
taccattggg
ggtggtagtg
aagaacaccce
tgtgeccgat
ggccaaggaa
ctggececcty
ggrratttec
cacaccttce
acttcgageca
accaaggrgyg
aaatgcccag
aaggatgtac
gaggatgace

Desconhecido

tgggatggag
geagetggro
gcgggacagyg
rtcggeaggc
ttratgattt
tgtatttgea
ggaacaggca
ccacggteac
tgtgtggaga
ctgagecagt
cagctgtect
cctggeecag
acaagaaaat
cacctaacct
tcatgatetce

cagatgteca

269

crgtatcarc
gagactgggc
cagggcaatg
tccgggygaay
tLtigtgtgy
attgaacagt
gectgtatcea
cgtetecage
tacaactggce
gaccttgace
gcagtctgac
ccagtecate
tgagcccaga
cttgggtgga
cergagoecec
gatcagctgg

ctcttettgy
ggaggcttaa
ctgggcacac
gggctggagt
ctcegattca
ctgagggety
gagtggacag
gctaaaacaa
tccteggtga
tggaactctyg
ctetacacec
acctgeaatg
gggcecacaa
ccatceatet
atagtcacat

tttgtgaaca

Sequéncia de DCIB64 - Variavel pesada

tagcaacagce
tccageetygy
acaccatgga
ggatcgeata
ccatttccag
aggacacagc
aagcccagag
cageeecatce
ctctaggatg
gtreccctgtce
tcagcagorc
tggcccaccee
tcaageectg
tcatcttece
gtgtggtiggt
acgtggaagt

raccggagec
agggtccctg
agtgactgtc
cattggtagt
agacaatagc
cgtgtattac
acttgactgg
ggtctatcca
cctggtcaag
cagtggtgtyg
agtgactgta
ggcaageage
tcctecatge
tccaaagatc
ggatgtgage
acacacagct

cagacacaaa
atccagecacce
ctoecageyc
gtatatgtct
atggtcacag
gagctaaact
agcaagctga
gtccacgagg
tgatctaga

cccatagaga
aggactggat

ccatcgagag

‘tgeetecace

acttcatgec
acaagaacac
gagtggaaaa

gtctgcacaa

ggattacaac
gagtggcaag
aaccatctca
agaagaagag
tgaagacatt
tgaaccagtc
gaagaactgyg

tcaccacacyg

agtactctee
gagttcaaat
aaacccaaag
atgactaaga
tacgtggagt
ctggactctg
gtggaaagaa

actaagagct

gggrggtcag
gcaaggtcaa
ggtcagtaag
aacaggtcac
ggaccaacaa
atggttctta
atagctactc

Tereceggac

tgeeetecce
caacaaagac
agctecacag
tctgacctge
cgggaaaaca
cttcatgtac
ctgttcagtg
tccgggtaaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1449

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



270

<210> 241
<211> 476
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223>

<400> 241

Met
1
val
Pro
Gly
Pro
65
val
Ser
Thr

Trp

val
145

Gly Trp Ser gys Ile Ile Leu Phe

His Ser GIn val GIn Leu val Glu
20 25

Gly Gly Ser Leu Arg Met Ser Cys
35 40

Thr His Thr Met Glu val Thr val
SO S5

Gly Lys Gly Leu g&u Trp Ile Ala

Tyr Asp Phe ghe val Trp Leu Arg
5

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu GIn Leu
100 105

Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp
115 12

Thr Glu Ala Gln Arg Leu Asp Trp
130 135

Ser Ser Ala Lys 125 Thr Ala Pro

Leu

10

Thr

Gly

Tyr

Tyr

Phe

90

ASn

AsSn

Gly

Ser

val

Gly

Thr

His

Ile

75

Thr

Ser

Arg

Glin

val
155

Ala

Gly

Gly

Trp

60

Gly

Ile

Lew

Gln

Sequéncia de DCIB64 - Variavel pesada

Thr

Gly

Arg

a5

val

Ser

Ser

Arg

Leu

125

Thr

Pro

Ala

Leu

30

Ala

Arg

Gly

Arg

Ala

110

Tyr

Thr

Leu

Thr

15

Ile

Met

Gln

Gly

ASp

95

Glu

Pro

val

Ala

Gly

Gln

Leu

Ala

Ser

80

Asn

ASp

Glu

Thr

Pro
160



val

Lys

Leu

Tyr

Gln

225

Asp

Cys

Pro

Thr

Ser

305

His

Ile

Asn

Lys

Glu

385

Phe

Glu

Cys

Gly

ser

Thr

210

Ser

LysS

Lys

Pro

Cys

290

Trp

Arg

Gln

Asn

G)

37

Glu

Met

Leu

Gly

TYyr

ser

195

Leu

Ile

Lys

Cys

Lys

val

Phe

Glu

His

LyS

355

Ser

Met

Pro

Asn

Asp
Phe
180
Gly
Ser
Thr
Ile
Pro
260
Ile
val
val
Asp
Gin
340
Asp
val

Thr

Glu

430

Thr

165

Pro

val

Ser

Cys

Glu

245

Ala

Lys

val

Asn

Tyr

325

AsSp

Leu

Arg

LYyS

Asp

405

Lys

Thr

Glu

His

Ser

Asn

230

Pro

Pro

Asp

Asp

Asn

310

AsSh

Trp

Pro

Ala

390

Ile

AsSn

Gly
Pro
Thr
val
215
val
Arg
Asn
val
val
295
val
Ser
Met
Ala
Pro
37S
6lin
Tyr

Thr

Ser

val

Phe

200

Thr

Ala

Gly

Leu

Leu

280

ser

Glu

Thr

Ser

Pro

360

Gln

val

val

Glu

271

Ser

Thr

185

Pro

val

His

Pro

Leu

265

Met

Glu

val

Leu

Gly

Ile

val

Thr

Glu

Pro
425

val
170
Leu
Ala
Thr
Pro
Thr
250
Gly
Ile
ASD
His
Ar

33

Lys
Glu
Tyr
Leu
Trp

410

val

Thr

Thr

val

Ser

Ala

Ile

Pro

Ser

Asp

The

315

val

Glu

Arg

val

Thr

395

Thr

Leu

Leu

Trp

Leu

Ser

220

Ser

LYS

ser

Leu

Pro

300

Ala

val

Phe

Thr

Leu

380

Cys

Asn

Asp

Gly
Asn
Gln
205
Thr
Ser
Pro
val
Ser
285
Asp
GIn
ser
LysS
Ile
365
Pro
Met

Asn

ser

Cys

sSer

190

Ser

Trp

Thr

Cys

Phe

270

Pro

val

Thr

Ala

Cys

350

ser

Pro

val

Gly

Asp
430

Leu

175

Gly

Asp

Pro

Lys

Pro

255

Ile

Ile

Gln

GlIn

Leu

335

Lys

Lys

Pro

Thr

Lys

Gly

val

sSer

Leu

Ser

val

240

Pro

Phe

val

Ile

Thr

320

Pro

val

Pro

Glu

sSer



Tyr Phe Met Tyr Ser
435

Arg Asn Ser Tyr Ser
450

His Thr Thr Lys Ser

465

242
738
ADN

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

<220>
<223>

<400> 242

ggatccacca
cactccgatg
gcctccatct
gaatggtacc
cgattttctg
aagatcagca
gttccgtgga
actgtatcga
tgcttcttga
gaacgacaaa
agcatgagca
tgtgaggcca
tgttagcteg

<210> 243
<211> 238

Desconhecido

Sequéncia de

tgggatggag
tgttgatgac
cttgcagatc
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
cgttcggtgg
tctteccace
acaacttcta
atggcgtect
gcaccctcac
ctcacaagac

agtctaga

272

Lys Leu Arg val Glu Lys Lys Asn Trp val Glu
44 : 445

Cys Ser val val His Glu Gly Leu His Asn His
455 460

Phe Ser Ar
470

DCIB64 -

ctgtatcatc
ccaatctcca
tagtcagagc
aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc
aggcaccaag
atccagtgag
ccecaaagac
gaacagttgg
gttgaccaag

atctacttca

g Thr Pro Gly Lys
475

variavel leve

ctcttcttgy
ctctcecctge
ctggtacata
ccacagcetece
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtggaaatca
cagttaacat
atcaatgtca
actgatcagg
gacgagtatg
cccattgtca

tagcaacage
ctgtcactcc
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
actgcrttca
agcgtgcaga
ctggaggtgc
agtggaagat
acagcaaaga
aacgacataa

agagcttcaa

taccggagtc
tggggagcca
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
aggttcacat
tgctgcacca
ctcagtcgtg
tgatggcagt
cagcacctac
cagctatace

caggaatgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

273

PRT

Desconhecido

Sequéncia de DCIB64 - variavel leve

243



274

met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe teu val Ala Thr ala Thr Gly
1 5 10 15

val His Ser gap val Leu Met Thr g;n ser Pro Leu Ser ggu Pro val

Thr fPro ggy Glu Pro Ala Ser gae Ser Cys Arg Ser zgr GIn Ser Leu

val 235 Ser Asn Gly Asn ggr Tyr Leu Glu Trp ggr Leu Gla Lys Pro

Gly GIn Ser Pro GIn Leu teu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95

Leu Lys Ile Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Thr Gly val Tyr Tyr Cys
100 105 110

phe GlIn Gly Ser His val Pro Trp Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val
115 120 125

Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr val Ser Ile phe pro Pro
130 135 140

Ser Ser Glu Gin teu Thr Ser Gly Gly Ala Ser val val Cys pPhe Leu
145 150 - 158 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn val Lys Trp Lys Ile Asp Gly
165 170 175

Ser Glu Arg GIn Asn Gly val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gin Asp Ser
180 185 180

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp
195 200 205

Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr
210 215 220

ser Thr Ser Pro Ile val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
225 230 23

<210> 244
<211> 453
<212> ADN



<213> Desconhecido

275

<220>

<223> Sequéncia de DCIB68 - variavel pesada
<400> 244

aagcttacca tgggatggag ctgtatcate ctettettgg tagcaacage
cactcccagg tgeagetggt ggagactggg ggaggcttaa tccagcctgg
agaatgtcct gcgggacagg cagggcaatg ctgggcacac acaccatgga
taccattggg ttcggcagge tccggggaag gggotggagt ggatcgeata
ggtggtagtg tttatgattt ttttgtgtgg ctccgattca ccatttccag
aagaacaccce tgtatttgca attgaacagt ctgagggetg aggacacage
tgtgcccgat ggaacaggca getgtatcca gagtggacag aagcccagag
ggccaaggta ccacggtcac cgtctccage get

<210> 245

<211> 147

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Sequéncia de DCIB68 - variavel pesada
<400> 245

taccggagtc
agggtccctg
agtaactgtc
cattggtagt

agacaatagc
cgtgrattac
acttgactgg

60
120
180
240

300
360
420
453



Met

val

Pro

Gly

Pro

65

val

Ser

Thr

Trp

val
145

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

Gly

His

Gly

Thr

50

Gly

Tyr

Lys

Ala

Thr

130

Ser

<220>

<223>

<400>

Trp

Ser

Gly

35

His

Lys

Asp

Asn

val

115

Glu

Ser

246
435
ADN

246

ser

GlIn

20

Ser

Thr

Gly

Phe

Thr

100

Tyr

Ala

Cys
S
val
Leu
Met
Leu
Phe
85
Leu

Tyr

Gln

Ile

Gln

Arg

Glu

Glu

70

val

Tyr

Cys

Arg

Desconhecido

Ile

Leu

Met

-Val

55

Trp

Trp

Leu

Ala

Ley
135

276

Leu Phe
val Glu
25

ser Cys
40

Thr val
Ile Ala
Leu Arg

GIn Leu
105

128"

Asp Trp

Leu
10

Thr
Gly
Tyr
Tyr
Phe
90

Asn

Asn

Gly

val

Gly

Thr

His

Ile

75

Thr

Ser

Arg

GlIn

Ala

Gly

Gly

Trp

Gly

Ile

Leu

GIn

Sequéncia de DCIB68 - variavel leve

Thr

Gly

Arg

45

val

Ser

Ser

Arg

Leu

125

Thr

Ala

Leu

30

Ala

Arg

Gly

Arg

Ala

110

Tyr

Thr

Thr

15

Ile

Met

Gln

Gly

Asp

95

Glu

Pro

val

Gly

GIn

Leu

Ala

Ser

80

ASn

Asp

Glu

Thr



ggatccacca
cactccgatg
gcctegatct
gactggtatc
cgattttcto
aagatcagca
atgctgggca

gaaatcaagc

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

247
140
PRT

<220>

<223>

<400> 247

tgggatggag
tgttgatgac
cttgctggaa
tgcagaaacc
gggtcccaga
gagtggaggc
cacacaccat

gtacg

Desconhecido

ctgtatcatc

ccaatctcca

277

ctcttcttyg
ctctcectge

tagcaacagc

ctgtcactcec

caggcagctg tatccagagt ggacagaagce

aggccagtct
cagattcagt
tgaggatacc

ggaagtgact

ccacagctcec
ggcagtggat
ggagtgtatt
gtctaccatt

tgatctacaa
cagggacaga
actgcgggac

tcggtggagg

Sequéncia de DCIB68 - variavel leve

taccggagtc
tggggagcca
ccagagactt
agtttccaac
tttcacactc

aggcagggca
caccaaggtg

60
120
180
240
300
360
420
435



Met

val

Thr

Fro

Gly

65

Gly

Leu

Gly

TYr

Gly

His

Pro

Glu

50

GIn

val

Lys

Thr

His
130

Trp

Ser

Gly

35

Trp

Ser

Pro

Ile

Gly

Phe

ser Cys
5
Asp val
20
Glu Pro
Thr Glu
Pro Gln
AsSp Arg
85
Ser Arg
100

Arg Ala

Gly Gly

Ile

Leu

Ala

Ala

Leu

70

Phe

val

Met

Gly

Ile

Met

Ser

Glin

55

Lev

Ser

Glu

Leu

Thr
135

Leu

Thr

Ile

10

Arg

Ile

Gly

Ala

278

Phe

Gln

25

Ser

Leu

Tyr

Ser

Glu

105

Thr

val

Leu

10

Ser

Cys

ASp

Lys

Gly

90

Asp

His

Glu

val

Pro

Trp

Trp

val

75

Ser

Thr

Thr

Ile

Ala

Leu

Asn

TYr

60

Ser

Gly

Gly

Met

Lys
140

Thr

sSer

Arg

45

Leu

Asn

Thr

val

Glu

Ala

Leu

30

Gln

GlIn

Arg

ASp

Tyr

110

val

Thr

15

Pro

Leu

Lys

Phe

Phe

95

Tyr

Thr

Gly

val

Tyr

Pro

Ser

80

Thr

Cys

val
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REIVINDICACOES

1. Um acido nucleico que compreende um promotor nao
especifico e uma sequéncia que codifica um anticorpo
recombinante, em que a molécula de anticorpo tem epitopos
de 1linfécitos T heterdlogos na mesma de modo que o
anticorpo nao pode tomar a sua conformacao nativa quando o
acido nucleico € expresso, sendo os epitopos de linfdcitos
T heterdlogos:

GTGRAMLGTHTMEVTVYH em CDRH1 e CDRL3

SVYDFFVWL em CDRHZ2, e

WNRQLYPEWTEAQRLD em CDRH3 e CDRLI1.

2. Um acido nucleico de acordo com a reivindicacao 1, em

que os epitopos de linfécitos T sdo inseridos no anticorpo.

3. Um acido nucleico de acordo com a reivindicacao 1, em
que o0s epitopos de linfdécitos T sao substituidos no

anticorpo.

4. Um acido nucleico de acordo com a reivindicagao 1, 2

ou 3, em que o anticorpo é um anticorpo monoclonal.

5. Um acido nucleico de acordo com qualquer reivindicacgao

anterior, em que o anticorpo é humanizado ou quimerizado.

6. Um acido nucleico de acordo com qualquer reivindicacgao
anterior, em que a sequéncia que codifica a cadeia pesada
do anticorpo recombinante compreende adicionalmente uma

sequéncia lider.

7. Um acido nucleico de acordo com qualgquer reivindicacgao

anterior, em que o anticorpo tem a sequéncia da Figura 60.



8. Uma vacina que compreende um acido nucleico de acordo

com qualquer reivindicag¢ao anterior e um adjuvante.

9. Uma composigdo farmacéutica que compreende um acido
nucleico de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 1 a
7 e um veiculo, excipiente ou diluente farmaceuticamente

aceitavel.

10. Um 4&cido nucleico de acordo com qualgquer uma das

reivindicagdes 1 a 7 para utilizagdo em medicina.

11. Um &cido nucleico de acordo com a reivindicagdo 10
para utilizagdo na estimulagao de uma resposta imune contra

pelo menos um dos epitopos de linfécitos T.

12. A wutilizagdo de wum é&cido nucleico de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 7 no fabrico de um
medicamento para estimular uma resposta imune contra pelo

menos um dos epitopos de linfécitos T.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura §
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Figura § continuacio
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Figura 6 continuacio
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Figura 7
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Figura 7 continuacio
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Figura 8
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 18
Cadela pesada
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Figura 18
Cadefa pesada
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 20 continuagio
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 28
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Figura 32

W péptido TRP2
i controlo
B peplido auxiliar

péptido figadoe

antigens completo de TRFZ

% g citotoxicidade

19 4

34

o BI6FI0
o BISFi10 RNa
0 BISFI0 Wiy

...,4,,MM“--\

ADN de DOIBYS peptido figado  antigano completa

de TRP2



37/70

Figura 3% continuagio

2,
45 5 S ADN de (8 TRPE versus  BYEF10
YO0 - B~ TRPIDC vesus BIGFAD
pr o 3 0 s & 2 orsus Wik
ADN de 18 4 txn ADR g2 18 TRPZ 815 sikb
o] —Ow piptive Do » gL TOTTRPZDC v BUGSih
) & - e s G
& S
we 2 % &:\m
= e,
2 e ~@
o) & “a
<
=
W I H G P
1 W
; : ® 8 T
“w Pl
- : : 16 -
£ H &
| fo i
O fooem Seing y £ 5
9 £8 BU BN B0 €00 45 € €% '
cane, dy péptidas (M)
vew N razdo de )7
g
2200 - m
§ B SHFEKL 2 @ 5p1o0 210
5 2800 2 800 :
] & controle @ D costrate
|~
2 260D %
. -
ﬁ 2006 &
© %
2?1608 @
= 18
£ £
T 200 T
£ €
2 g
= 860 €
a g
3§ -

péptido ADN de iB pégptido

imunizagio imunizacao



38/70

Figura 32 continuagdo

ROJ -
e DT B 24
s 4 ~=O=—péptido
&/
=00 4
BUS
mameamawady
= .
]
H
20 4 '
1
t
200 ¢
: M
otd --.:W
[ Oy groerldy > s -
W SRR B D N9 S 0T g0

conc. de péptidos (M)

62
— e RO G
e gieepéplide

&

TR CEQR BT L9R

t

€2 ®BA B

conc. de péptidos (M}



39/70

Figura 33

Varidvel pesada

HipaZXX H & ¥ 3 € 3% X x ® BV R T AT SE& VY H QY EY BTG
wﬂ}wc; G A TSGR T TR A NSO T T T T R TR GOA RS BEOT Aarmca&mnr*tccm&.. SORGATRNTESRGACTERG
o P £ o N 2 ] ¥ PRV B R - 1

$v

e 6 L L 9 ¥ 8 % & L R M 5 € & A &8 & F & £ NN T ¥ 0 M3 ¥ ¥ R
GGE&GC’ITJ‘AW'C\\&G";T»C RGEATOEC TEBRAR TG TR GTC%RGMWF;\"TL‘@TT’TCM?.‘.C!"T&T':&CRTG"‘C STGHETTRGE

RN S~

DY ssrareivrasives § i anvimia i anan it b i st asinow b s ars o d e

.::Qapuxssaszserav:sssaz‘au's&nswsz'g;}
CAGEL IO OGN B I IO AL T A T GO TACAT T ST A SO TOTATACE L MBS TCTASAC TG G GUACT RIS GA

1831 men Fanr o ¥ ! f : e H ? e t Loang
F Y OIS R DWW KW T OE Y OLQL® IS RBREARABRE DT AVE Y C X
'HC&SC ri't*mma.me mJAM,(.(""S’?E PLROEAATTGARCRSTET i}&GWG{'&C&C\C’CﬁG‘I@T&T?&L‘I GTSCH
e bk et '} - ¥ H ¢ -1 dgg
AfsX
M B Y 6 8 Y ¥V P YAV DY ¥ 3T HEET TV T E S A
SRR T YA TR AL A S TG O A T S ST ER AL TAN T A GO T AR GG AR CCATER TR S CONTUTORAGCHUR
W1 - } w4 ¥ N e fataron it Alaimerd 438
¥aridvel leve
BastiX 0w W % £y ¥ % € L ¥ AT AT SV E S P VLAYTH S P
EERRCT AT AN C&T"b&aﬂ RIS TERTC ST IOTT GO Y ACTAACAGL YA BN T CRCT CEERTRTO TTOR TCASOCARTOTECR
1 wowiand ¥ i e i ke §on e Ve § [ JUCREEE S T
LS_',&Z-?.‘J?K‘GEI_? i\STBC?RRFi‘.EF&’K&NYLQ&
CYCTCCE ORI TR0 AL RSO AT SO TIEGT Y TORMAGATITEAGATAY FCFMGGMTC.E'IA CTSCRGRAY
3 [ . H i H { o e e s L sbuny 3= H §1)
o Xl & QX LY OYXYH Y S N B F S SV P DR EF S B £ S5 S GT
Wmmmcrc:c&.. mu\_.unu. :s.\ A:\Z\ia. T ARCEER T TR TNGIRETOO0S c;zz‘::m:?r\.uc"rmc‘m EGA‘TC&MCA
18 -~ f ¢ ¢ : 1 3 4 H ! nie
S F ¥ L X YOS R Y E A S DY S VY Y Y @ P g8 3 8V SR T FG
{-&‘ITWJ‘L’A’“&X‘PAGA TCAGUBCRRTES. AGG"“GMmATbQCwGBG:.GTAZ‘SKC“G‘L‘T’E’I’CA&GG’ITCM::(us..u.is..v 1@&3&(-»3 TORGTY
¥ Rt T i inne t Lo £ { i t 383

5 8 T ®# ¥ £ 3 X BsiWl
GEAGOTATCARGOTOERRATCARGOGTROG

B1-d } 1 - 3B%




ponto/milhdes de esplenédcitos

2000
mm}
mmj
1400 4
1200 <
1000 ¢
.
500 -
433 |
200 4

:

{

pépiidn  péplido  controlo
irrelevante SINFEKL

[N S ,.&_, ...,
auxiliar

40/70

Figura 34

ponto/milhides de esplendcitos

2800 -
300 £

g

D canegeees
peptido  péptide  auxill
irrelevante  HepB

ar controie

g



41/70

Figura 35

Varidvel pesada

HFipdPIZ M & ® & ¢ X X X ¥ & ¥ AT A% 6 ¥V & & ¥V QL ¥ E TS
Aﬁ(«"r"‘&cv\?‘;&ﬁﬁf SHAGH C’tﬁT&'{L AT :"‘ICT“‘E:"EWIM\.!&G“ TACSGEMITOCAL TOCAGES! YGC&@T\?“" ?"S msc«

¥ oo } ¥ imsinion ¥ oieneerron e Lo Ca [ H

¢ #H L I O F 8 & S LR @B CITI¥EL QY P T O OVIR VRO BRYT
SR A SO A T A GG T S AN S T R AU AT T A TSRO AGG TR C T T TOOR TGS TP CRGRRGR UG

% SEVOVNNESEREL THRMP NI S - Foaemm 3 R o [ B R 4 < 3

GRGL!“;WTA?Eﬂﬂ(‘iﬁbﬁ'&"l!?ﬁ?\”ﬁ%ﬁk‘l!»’i
GHERAGGEHRY "’2 G TOEA ab('C.RZ'.-,.t..A""“G('T& PGB TTAT ABAACCT ECTAT CTAGADECTI T GARGRUCHR T PR CC AR TTTC

x83 § ot 3 R i s R 3

B RS X N T LY EQ ¥ 8 KRR E ST LY XN ¥ O ARSY G
ADRCACRATAGVAAL: Bﬂ.S’oChﬁfLL~<s"l‘£.’!"l"(§t§.%.§.‘!"£”.§&&ﬁ&m&ﬁﬁﬂﬁ'{m&g_&@cpfﬁG’Ie’ T‘I}CN'T.’C{\.MPACA”T&“G@T

27 v H . . : i Ly } -1

AfeX
§ ¥ ¥ P ¥ XK ¥V U Y ¥ 8 8 T T V¥ YT ¥ S B
OACTACHTRBATTATGOTS ﬁtﬁ@m&:"ﬁwféawﬁ AORAA, L"S&CMTQ?;C&GICK‘MGGT
361 -~ ' : B et CES 7 3.}

Varidvel feve

BarsBl HG&G&CII%ELV&!%I.x'vﬂnDVLMEQS-‘?
WAMTEC-GN?GGAECTGTATCATCW {'eG‘ TAGE. A.“CMCIlkC&\:G‘é“C“&"TCCGA“G‘ImGnIt"EC"‘C‘} YT VC\A
& QOUSIULIIUIUEES POEIUSVURUy P VAN s Eenensn i

ST RO T A I CAC I TG GHERACCTABCCTORR T S T YOO ICCARCT Y AT RGN ACORIATEEONEEATOST,

53 Tk 3 . : Yo - 1 e ¥

S ! ‘ et

v~
LX)

SJST.FVTE‘GEFﬂﬁlﬁ&?-’?i‘?x?vRi’i‘auPK)}!WY
2

L¢g 8 P B8 ¢ 3 g LK I YRV EgHARTEKY P DR F SIS ES
"rscmw;:camm,m*u.mkm CRTORTCTRCAAAGT! I‘«L(‘I%CQG&TW&EGG&ELP&%IMK T{\AE‘““;G’:AGTG@

ray Lo e b § e e

5 & ¥R ¥ T n B I S % VvV ENB DB T E@VY Y YT E® GG E s WP oW
PEARCCERIMRAT TICACAL TCARSATCACCAGAS TORRCEET GAGGRTACY! SG?\CTG?\TT&MC&KWITC&CA ﬁCCGI‘Q’S

271 S 1 t ¥ st s Py = i i R

Tt F T X ¥ E T E Bsiwy
2OGTTUSBTSCARB ACCARGE I GERAR TT RACOTACE
363 Fwe £ H 9%

;;m

w

93

180

£38

g



42/70

Figura 3§

Varidvel pesada

by
AR T R T G A Y B AR O R L N D e L A L A XA A A S OGRS TR TS CABSTCOAG LT BS TEHATATS:
' -

Hd¥IZ 8 ¢ € 3 ¢ X ¥ L P N ¥ X T AT 4V ® S g Vo » V&

tge

L e H Fonmas e e oo ovnes ! 4 11
cc::,:az:csssx,x{:ssﬂLg,q.::.ruvvaqags
ns‘sscrm*..:.mcmms BITCUD TCAGRA TOTCCT AT TN T TACCAGETACTI VARK TATGAT wsc rm»cmccrccmm

G SR ORI | 3 t=g s i T T X8
K 8 L & ¥ T & ¢ ¥ & 8 6 & % R T ¥ * 9?0 % ¢ X 8 &K T ¥ 3 R

m.wwmvmrmcaﬂm:mam. TG‘\YT{?E’?’"‘;TA{:Q\GCTGW}**‘C’RQAL&“ m&ercccccm*ca.,mrszc\xw

BB i s i e niens § o oo aeann wiarne s Ree— [ ¥ - T2
TN % OB N T OXF Y OLOOL NS LR AE LT EUVY YL RE R R Y G SR
GACARTRGUANGRATACCOIGTATYY cmwmmr.aw*rc&«cmac@rm m:mc:*s‘r*xcrmacﬁx@ummwm

ATY we § L. Eomm e o (R -3 H . tORED

Ael

T YR Y AND Y HE B QB TT Y T ¥ S O3
fAC‘(‘T@GA\., L’x.{ G TETEGRET AU L EGEH T CAAGORAUCACGEDCACCR YOI L RSCICT

36 wme’ Lo % Tt DT i e+

Varidvel {eve
Bt M 6 ¥ 8§ 2t ¥ X & L ¢ R T AT S VWHSIS DV EE T QS R
mw-nrf'ammman K?QIMC”TLXTUGYMW»&.?R@“ & '-:c;aarcwmrswaamacﬂcmmmm

: 2o e Footonir : § [ ¢ 84

E

81

231

L ¥ L o2 ¥ T F S XN ® A & 7 ¥ QfF ¥ B R ¥ R ¥ ¥ R & F 3 Wim Y
CECINEC T ST BICACT LT RGO CRECCAGTETAGATSTCT I &C"»‘L.‘TCU&CC‘!‘InT%CAC‘I&C{. AARTCCLODTRYLCTHICGTAT
S ¥ 1ol

DTSRI SEOUMRPE RS VEY [FONNFELIPAN EIIIG SBSONUS LU RU -l ¥ H
S } ? T

L ¢ ¥ 2 0o 25 2 ¢ % L ¥ ¥ K ¥ & 8 R F 3 6 ¥ 8 DR P &8 &35 @

CIGERGHARROCAORCERTTOTCCALASS *‘C"'T..J\“‘CI’A A&.&!GT?T{ZCM‘;CCG,&‘J,‘;’T !'(."{«‘SG\ STOSCRGREAGRLTC ;S{‘ TGHER l‘-"!‘fa&\

~ B ORISR Yoy . 1 2 S70
§ & TR F T L K I U RYESED TS VYYEOFQE T HE TP W
TEAGRGRCRCATT TOMCACTCAAUN TONS TR EATTEGHOBUL GRGGN "‘A»(TGA GURTATTACE ST TITAMN 'TI‘IA»A‘K.'}'T My iecd

- SO JU § o rernase mrerre 4 e 71

TOF OB BT K ¥V K X K BsERE
ATGTICGHTICACGTACCRA GOTCERAM TCBRILBRACG

- e : s R




pontaimithBes de ssplendcitns

5
2

B

:

43/70

péptido centrote péptido
gp 100 auxitiar

Figura 37

pontoimithbes de esplendcitos

400 4

©»
8

g

8

m-}séptidn
Tie2

controto

.......‘..,...,.-,...,.,.,,,,.

péptids
auxitiny

S—



% de ciiotaxicidade

ponto/milhdes de esplendcitos

Figusa 38
a. b
£<0,0001 3G
1200 1 -

1193 ~ . 2 0
4 » =
1080 4 3 oo

900 4 b e
4 paftOt * @
8OO g : B 500
7680 4 ™ a o
48
.. [
00 . p<6,0081 3
@

500 4 o:' ., 2 G -
il s " £ 298
= * - =

200 “es e .0t E
EOG - e——— A Q
. A2 P2 ad IR
1004 » o’ » PO g
R ) 1 o & 4
pégdido TRP2 péplido gpitd axdmto péplidy suxiiar -
[ d.
P2,005 o 7
1 F<8,0005 e 2
' g«
£ 4 \
=4
* L s
5 4 ¢
} * seaps * -
B gen -
h . . B w0
33 - Q9
* =
2 9 * “u - £ an
. - 3
i 4 . '§ 00
A n )
g A g
e T2a ™ Biefio BIBFW
goiGe  THSZ  control KRD
ki ]
@
o
=
2
Q
& o153
2 p  SeeplideTRR2
@ 00 ® péptido BMFERL
) 3 ennbnto
T
n
43
Q
£ W
£
P
=
€
8 o
3
o e = s VAN
9 oTigas D8 LERE R3S B0 E
‘g mesmo iugar fugares separados

44/70

e GO0 Z1OM
—TEPR
—tp GPIO0 T

R -1 1E 1IES

18 IEF IR

cona. de péptidos (M)

w pAptido gpIRG 240M
speptiva TRP2

2 sontiola

| peplicn auxtiize

W”Sfr"‘}a“ construgéda de
de epitopo epitopo simpies
dupio



45/70

Figura 33

Vaciavel pesada

Biog2IX M O W & T ¥ ¥ L M L VW R T AT 4 8 K 2 OV QX VY BT S
m&cmm\‘mmﬁa«m GIATCATINYCTRS ’"“GGTA{CM’JBGCYR’”CGGAG"WAWW"’ G TR G TBRTGRRCRC TGS

R - " - T

g% %t g P ae e LR wsolriTeaow s L& viwyo®oooaow
AT TARICCABOTTABRGEUTE ‘sc,mmumcva ACCATTACIGAOTARTSOCT (TRECOTS b CATTONGOAGRCTING

e v s ia g B e S ot |

8Y e s e dom et ¢ S s

~

¢ K ¢ L & W I &Y ¥ & 8 & 8 PRI Y¥YPE o IV KEERST IS
GOCARSEORCTOHENGIERA TV GUNTACATT ORI AN IR D BETSA tmaz‘cmmwmwum:"‘ TRARGRDCHATTCANCATTICE

g

3&'1 Hransesmatie b anansave i § i sy s d e e e e s JLITNTTURE JYSPNNN B s Tt Lo LIS, 3
‘xzsuzw»&:xvnq&ms.\,ﬁﬁss:’»\sfﬁ‘f«*aaurﬁ
wwmt:.cmmcywm PRI TEOARTZGAB crcvawcctm@c RCNCE GO L@ TR TERCRC I UCARGACAT TATAGY
PG § T e i ] Vo v vnniime §rvnte i e e e f e e s s o i e w?
FY%
R ¥ ¥ P ¥ 2% » ¢ & ¢ &8 7T ¥ 1TV 3B 8
TRET. mmn&m' mcmrma\"w:rsrmmr AGRAASTRCCS TEACOR TN IECRGCOET
463 ' it - Yo b b 423

Variaval leve

Hamst) MGWSE‘YIIai’L\!’A?.&YG&’)!El}‘)E’a}!TQSF
EEAPOOH L&TCF‘Z:.-';T‘““RG" TRTATCATCRTOT I NGG TAGCRACHT T AT REAGT CRAG TR LGA TG TG T TGA TERCCCRATETEGA

SSRRUO |

1 b + N Lo Tamie ¢

S O T D T A U S G EAI S O U T OBA T ST TS R S PO I ER G U T TA T a6 SCACASA T COLOUT AT QO TGEIAT

; EEERY 8] 1 L3

L,’;I.?V'!’?G’-"‘PA:}"}:S:Cf&'i‘a}f&??ﬁ'hi’l'{ﬁ)‘
£

31 oY~ 3w renwre wwaseeves £ e oyt ¥

I‘.QKPGGSS‘QLL"‘25‘3%’3"5?&5&"?‘&5‘?365‘:
[eax th&!@mﬂ‘&(iki"ﬁ-'s@*(’ TR G ‘:ﬁ:ﬁf&?x“C"Sﬁf‘ um&ccm?wssa"mmmmﬂcmmmm TR

233 Fvseenme 1 comaraom § awsrie R JRve— H t

S § TR OYOYT L OE I LR VE XN E XY EW T Y LF G E ¥ EVFY
TCHETE &‘?E‘Iﬁ&t%ﬁt&i@"kB‘G”MGI‘GGK‘TG”?@-\GGFJ‘?NCM!R&}fa AT TACT ST TN ARCOTTCRCH TOTICUGTNG

273 ] 1] D e v i Lo f '

r PG4 OB 8 T K V¥V E I K Badwl
BTG CRAGRCRCC ARG IEHARK S ARDCETADE
3*5.’; ? ik oe Tk 2O

Fovne o manes ¢ " ; Puew imonn 1 iy PR 1)

2l
EAS

IS

€3



46/70

Figura 40

Varidvel pesada

HadIIX W & A/ 3 € ¥ ¥ L of WV AT AT S VY B I DV QLY BT
ARGCT ‘“&Wﬁ@&&'&aﬁ@"’?é?(’a’{(ﬁ?}' FICXTS: TAGC!‘»&CR’SCYXC&"G"\RGXC}:C!‘C 'S\»GT ARGLTG G‘IG‘G.’@EC’I!" G’"

e i 1 SOE JFIS “t

e

1 P oF W E B LR MH YT T T DL OV RIS VY YRQ R S
SHR! WMGCSTG&%QTCW&MTG‘{X‘S G CCR&‘TAWGI\CC&SG‘!‘{'SQ, TATCTCCGTTOSNTTOGRE ABECTLCE
1 t -i 2 ot T T vl oy T auaoy LNV |
G ® 8 X £ ¥ Y AR Y ¥ oG ¥ BT oY R RPDT ¥ OE & KPP Y Xo@
GEARRRORGOTGRRGVEGA T!"Gf}k“ﬁ‘x&’k?’“m RK@TS‘G&W&C‘! AT AGACEC TGT RBMGECIGAT PORCRRTI TN
i 3 RO v o § i e meveine v u.....,...z....c avine B T L P T
B 3 K B8 Y L Y L g LW & LR AR E DT AV YY LS ARNY QG
m&ﬁamn B M!GJ\?\CAQQC TETAYT TSCART MR CAT T T CACLGU TOALCANACAGLON TR TATI NCTCLEC AN GACAT TR TUSY
271 RSN i o T aawmomin 8 SRRV | fnme i § v e wam X3
Al
¥ ¥V VYV &Y R VYO0 T W B ST T VYN S
SALTARGTEGARTR TECTETNEAL TACTGEGE TCARGEM AN A GE T AU I I CCRGEEST
351 H - LE H t 3 Yams 23

Vartavel leve

Bt ¥ G W 5 8 Y I XN F L WAR T AT Y ’B I DY LU T L B
BERICEASCR TBECRTESRGCTRI AT c&ra:«'tr'r*crrs«mmmcﬂm"cmccm-mm*cmwmrc:‘cccawcvm
: - - ' I~ i X v § : e o ¢

EF P Y YT P SGSE PR R T IS CPT RFYE AT R PP N AN L LW X
CIE T UL TS OIS T OACT OO GOBORECTANCC TCEATCIOT TR CINCICCAGCT T, ‘wmm\m\wrmwmr:.w HEEY
: . g

FY ciivmvmmin sy s ma § e 5 ¥ sdon 3 A T

i

3

g K P & g S P QL YR Y S HREKE Y 3 GV S DRER PSS Y S
\."I m&wa&cc&s*cmrumcnwwwcmhm@;* TCCA &(XIG&». FXAC I\aﬁt‘f STUC A SR CARATTCRAATRGC G TBAA

181 tom : i u- i ‘ )
§ % 7 8§ F T L K I3 8V EAEDTITSV Y OXOTF ¥ 8 5 B ¥V B H

TOASSEACAGET T TR TE IR CATOHGTA GMTG@&MSSASG&“ ac'\ssm'tmanm‘rscﬁ t(’&\cs“m T C"KC‘P» CTTCONTEG

o 2 QRS SIPHRRCEN ' 3 % $ H

T F 88 87T R Y B 2 B Beawt
QT TEROTHRASLACCRAGGTCIRARTIARGLTTALS
3D RPN — ! - 1

180

i8d

<

388



p2-#3

kLS

=

9%

8y

47/70

Figura 41

Varidvel pesada
HindXIZ » & ®w 3% ¢ ¥ ! L P L OV A T A T & ¥ B S ©V @O LY T TGS
ABGOTLACCAIGOCATERMED I LT &“Ch.,m. TRTICTT sm TAGCARCRGUTACCOGAL ,mwrr'mmaﬂmsam* IGQG

§oenw

A e i f i e t H o ¥ X

3 & 4 I 2 E 6 2 L RHESCOCIY T OOLUE P F Y VN Y R OAR
RO TAR TR v-u«mww:crmm*wrw AOCH A TEACERGR THICTYTCICCG T fu%f‘l‘t»’aﬁf%-:(ﬂl‘“l&b

] Fou £ O S L aa Ry DL T RNTEE VR SO -
G X 83 L P W I A ¥ &35 E X RYYYEDYTYRE RIS
GEGRNGSOW w?%h;-au!kt‘h' BT RBY R ST GA Y AGRATETA TR Y »ma&cacmmmmrm\-;:u.mcmn*u.
N e LT . S 3 Lo H Fomamimes TSR, 3
A2 op o3 X BN T L ¥ LR L oM ¥ LR A E BT ANV Y YT AR HY G
aﬁmmm@:mmws»sxmmws .c:»m*mwsstmmmsc mﬁsmmmzmx"wwm‘*wmcAmr‘ra*rm
L —— 1 e o e vt 3 Amsenan e Lnrin ianre naar 3} D
Afel
2 ¥ ¥ o8 ¥ R Y D Y ¥ G G BT TV TV SE S
mrﬂcr'rmacfwmmram*‘raf:cmraaawmcmw«.‘sw*ccmm
fam o l.,,_u,, Havwa q9-3
Variavel leve
Bl NUKSC&ZLPBV&TGTGVRGDVLHYQS?
SRR RIS EO A T R GC T A T A TP T O T T GO TARCAACASC ;m“.“«ft.ﬂ.ak"‘?’"u T OCEATGTG T TN TRAOCCARTOTO A
v e s o § oL IO 3 w——— E ~———) v 3

t 3

I 5 L P VY TP G EBE R AS IS CITPFIFAYE T v¥aiviitie
DI ORI CTRICAUDC T GUSOAGNCRSCCTCRATCTT TG ‘t‘l‘L‘C“‘—CXGC"T ATAGACLALCABR T OCCTATCOTNANSTAY

[ IV, | JUSUN e e 3 P R Ty u VY SR A |

LQKEGOS\E‘QLLZ”‘?VSD'R?S(:‘I’P!)F&E‘S_GSC—
CTOCRGARR BB CC AT TS IR ACAGT T C T GA I R CA A T T TOUAROCGAT T TV CUBGHTORC RERCAGA T TCAB TG UEAGTESR
z SN Jree——

| SR | i 3 [ 3w f

58 TR Y T LK YOS RV E M E Y LTS VY Y OF QR T HYTE S
TUAGCTATASAT IR, acmmrmmamsm@«wm@mxmx »"SGBG‘KGYP&'TI'\L_WR}& SYTTOAC \“"'S‘l“l‘(‘(:f‘!""(,

B 1 T Ty AR NI | ¥ s H g

P & 8 8 Y o« W O8I W 35T
nC"""TC MINURCHTACCANGE TTGRRATTARGCUTICG

et 3 (PSRN 3 S

360

3

1890



48/70

Figura 42

Varidvel pesada

metlHGS\‘SCIIZ&F‘LV’ATATG‘?RSQ"@{.VE?\s
ARSCTLACLR YOS m'x‘r:ﬁ:«mc:m-‘:aw CYCTIRIIRG TAGTRRCA ﬂ?':.ﬁ SCEEASTICT RC’C"C;»OGTGCAQ.“GG;GC:&XC-G
i}

5 - 5

L Wit § an snmninse it e s e : 3

5?3';}1‘33’\1551.‘1?4 Tﬁ’,}’?}."‘f.n‘-‘-"ﬂ\"%ﬂ%?
CRMOTCTTANTELA O TR AT DOC TGN BRATRICCT acm“., ST AT SO T A TS T PAGE T TEONCRSEETeS
&1 Gt :

Rl e e SR B T

G}(G’LEW!K?IﬂSEB’DPTX‘??uT{'KGRP?T!5
COERAGHH TS EAGT G TN CA TACR X AS G TAGTGRTH AT SA Y ASAACCTAC LA TC CAGRL AT TET ARAGGGTOAR T TCACEATTTNC

) § - fe et SRVOPURE S ¢ ¥ z 1

g R & B ¥ T LY % Q L PES LHE AR YT SV Y ¥ L ARBYS
AGACACAAYAGTARGARLACTCIGL, A"“""’G"AAW»AB{A\'l t:"“assmr*z'emaamchm G”Ii\“rk"mmtk\ﬁht ATTATEEY

RS 3 Finem L i [ 3

AfeX
B Y ¥ B ¥ & ¥ B Y & 8B Q8 T TV I NYS S
CHLT, acstuc\acm:scmrmc*mmas FCRABTIRON AR DS TCACOG IO TOCRGEEET

381 $ S~ [T ST PPRPUNOUSIN: SNV RIS 1 §

Variavel leve

BaalL 8 8 % s & N X L OF LV AT AR T LY H I DY L B Y G E R
QEATTLN: Qm&f“m&lh;ﬁ‘\&tyk TP CT IS TALC AN AGC TAMNESACTCORETOIGR YT TSI TCRYGACTORNTOTELS
X 4 ¢ T e [T 1 T SUREETIR! PRI |

&8 L p ¥ T ® 6 R P AESY B CfYVIF T 8§ KREFT & AT LIn v
CICILCTEOCTETCAUROCTGT GL‘!TKB\‘C’:C?‘ A}"TC""}'GC&C?G‘."}\"C}AC TATSEACCACTAAMTSUOLCTATOCTHIGETAY

e A et ol R e 3 et ¥

Bt et 8 i ] et o R v tiani e i o o e e e e

LL‘-KF‘G@,S?QI(LEYK‘I.:NN.FSE‘)PDRFSG“E‘S
CICCACRASCCREERTA CT’CQ&“M{Z!L( SRILTALRBAGTEXD unA"'" AT T TCTCEGE ICOCASACHR GP‘I'Q&G?W

9% 3 [ wlow 3 i R : 3
B & T & FT L K T OB R VY E N EDLRTYT SNV OLYTFQGHG S TN PW

‘E'L AEEERCIAGATTTCACRCTCARE? XTCA"P ¥} f‘l\mﬁ"\‘” SESEATADLOSAS YT AT TACTIGUTTIC ARG T TCATATOTICUSTCS

P ] {mm § ! . H ¢ 4 e H

T F & 3 &€ T R ¥V ¥ X R Bzl
ALRTTCARETEENIFON AT AAGHE T LB a}u‘ﬁ?ua\.’&ﬁm
361 ' s e FEL]

B3

350

%0

279

36



49/70

Figura 43

Varidavel pesada

Mind3IT N G ¥ 3 € 1t 1
RAREPTACCRTH

B LT |
X i ¥

F LY AT A TSV HE S XY D LYV ETS
BTG RROCTEI AT TCOT O TOINSG macsncu@*mammtca\mﬂawm &TGCA = W?Gﬁ?«ﬁﬁﬁc THOG
A “"

e o i § e e e

L
t PORCINg © RN ]
B LT Of P G %N & L R ¥ S ST Y OB G OLP E S VW VR g AP
ORGSR TCHANC YA IO O TEAGRA TRTUDTE canmmam"zsnrmrf"m PG TLBUCAGSOTCOS
B st g A A R fraif g | JUSCANNIESR IR 1) CESNSCEI SESR PR T 3 12
& X8 % B W T A Y IE SEE R RITY ¥ DTV RS RS TYTOOY
| GEGRASGEIN T GOAGTGRA CONBCATACA TOEI T AGTNG TG SR SATACC YU TR T ":,r‘l..ﬁCaC‘ii?:‘&klﬂ&fccﬁn“l'cﬁs\?k’fﬁt{!

B R O T PINUIy, JUPRR I | e [ R 5§ SETURI RV P et I & £}
R 9 N &8 R ¥ ¥ & ¥ L § L ¥ & LR AEBEK T E VY YO 8 REEY S
AOAGECAE TASCARG! '-At:ﬁ.t:(.(‘"i’(‘a‘”h i’T"‘G‘Z’MT”wMCﬂCI"T!‘Kﬂ;@”&lﬁa@@&&\ﬁtﬁtﬂéﬂﬂ@i&?& ahmtmmm

My g cnntn S 384

ALel
E Y ¥ 0 X A % D ¥ W & 9 8 1z ¥t v s B
CRCTRCET SCAL IR TWCT BEGFACTSS 1@&*&\Amrmwcmcmrcmrcmm
T 5 T RE TR S RO e & -4 [ U

e 433

Varidval leve

Baphy M & W 3 C T I L F LY & YT AT
|

k

G Y # S DV L # Y g
mﬂ:mfmv:rs.sra»::.,uc-"s:‘m"'amc:c*tc*rmmr;cmcm,mmw rcmcrcmrmﬁr*@macrcaxma
1 et ¢

F ®
X NS I ? ST

L 8 UL

2 ¢ T OB & %% A N FSCITRE F OB Y R PR R AP L OLIW
O G A T TS NG S P OGA T T R TR KOO G T ATAGACEA RS TR RCCTATCE 1
/L it “in

P

PENTRSRINPPY PRIV 1

SNV |

T

4 e § i IR0

Lo K P® 53 Q 5 P G L L I OY R Y EREPF S G VE O RE

CROARACCASENCAFTOTCOAQREITS, '”t«\i‘&f\c’:.?m“@ﬂ:h’mﬁ‘- TTTCTNGERTONCATACAGR T TOASTEHIRTTSINN
3 t ——we d .

s & B3 @
& 5 T

R R S 3

ot
X L ¥ B ¥

j RN
sa?:zsre'vrt‘s.sassa
TCAGE QCA{*XIt*'CuCSVI»&.?‘GRI’Qw»nG‘"”’&“?kmﬁ*’GGR'AWS(‘&GTFTA‘EY&V'{‘?CTT
T $ S .

Lo v £ 273

¥ P oW
TCIAGETTCRCATOTTODGEGS
fomens H i PR ¢ i o36B
T F B G 6T BV OE I K BNy

....Gr"assmmxsfacm ESGRARTCASTOSTRAG
*63

R $

358



pontaimithées de esplendcitos

LCtpel

50/70

Figura 44

B péptido wt do gp100
8 controlo

B h

DCEIT ooqpep PUEHAT DB



51/70

Figura 48

Yaridvel pesada

BiefXL M G @ F C ¥ ¥ L £ LV R T XA TS Y R & OV WY R TE
ARGLTTACCHTOBGRYGAACTTETRTCA R"«’)’L\"TCTT\-GTAW.&‘,M‘CTMZCQ&‘G’W-RC‘” COCRGETECRA 'IGGTGG“‘GI&C"W

3 mwemn e o e snsam s e 3 s H TN “) s | — £33

2 S -] ‘5 3 LR 8 8§ CFY 2 MG oD Y ORPES VIRVYR G AR P
SEAGRLTEATCCACCOT BB GG TR REARTEICCT acc.ﬂ'rmammc.amccﬂﬂcvm*a. eebre) ‘I“imm“‘h
3 - S ' o] e : RSO T S NN — 1 Lan

§ K € L EN I &Y 18 66 ¢f§VITFF VO LIRF T T S & O
R G 6 TG AT T TR A T ACA TS G TR G T OGT GURAG TG T TATGAT DT I T FLET G A T RO OAT TRCCAGRGRK

3 - ¢ e ] 3 S RN | - VN o278

S B M T L Y L ¢ % B S LR AEDTAY Y X EAE HY S HE Y
Jyﬂ‘»@(,k%(‘h:\(‘}ki,% BT RT R TIAR T ISAACHE TCYGAGOSC THAG G}u.h!‘&b:k‘..b?(.:?&l‘k ACTEMGORABCA TR TGRYCRTTRC
po TR T 3 v ¥ e " i1 1o 1] t et ZED

AfeX
¥R YR YD YW E Qe YV TV oS oB
CIBRANTANGUT RN FBAL TAN TS TURR BB TACCALGS TCAC SO ICICCAST RS T

v}, . ¢

LI ! ¢ q 417

Variave! leve

BaclT 8 5w S T § 3L F &Y AETAETAEY B SBYV LHET QS W
A A
I e mamniser L invarm mrem apsmanm § o s asis e T v s s e e } . s ] e Y Sy

LS L F VT P E R A SIS LYY E QL Y P B W I ERG K( i
CIFTCCOTELOTRIRAT *CC’!‘CS@:.‘;G\.CENCC“CWA”“‘ICT”W W@%L%(CAGC’I“.MI‘CCAGM‘EC&AQ\ u\acxam*;cm
(33 £ Ta ¢ Y SRR

DB Y L g R 2 8§ € 2 P Q L LT Y HE Y S EER P E VY PSR F S
gt Gv~;\m?um:%ac;:«&:;+.mtr:c’rvmuﬁ*’tc«rea'mﬁc*..a.‘af:"r‘:{m.a."“‘r"x CIGHHEGTROTAGSOAGATIOASY

] [ i . 3 3w T e f i e 2T

o5

6 8 § &€ 6 T R FT LRI R Y E A E DT H VYV YY QF Q38 ¥
GGMTGG}Y{*arﬁt‘mﬁv‘mw*cwmensm CASCACACT GRAGUCTEMIGATACCHERCTSTAT TRC THCTTS .z:.e:.m SYTCACAT
i b 3G

okt BN inmnd ‘ }mnman i i 2 LRSS

¥row TP o &G 9KV E T X BN
PG I CCACGTTRBAT AR CARIB IORARAT CARGOGTALS
381 et RN O T TR JENENNENNCEY Y




52/70

Figusra 48

contonio

cptido B HA

o2
5t
£
a, ¢ *r L4 e
TEEIEELELE
wﬁumgﬁﬁmﬁm&. 3p w&.ﬂxww»ﬁxﬁumg
[
H
2
%

“§ % %8 8 8 3 °

- 3

soyvousitiss ap seoypuouod

o

o

B péptide gpi0SORS

L nontrain

sojsousidse ap saoypunoited op e

210 mn rpans

opion DRt

H

§ § 5§ 8 § & 8 8
BOsoUGKisH ap Sotueiod

Q0 <

@

contralo



J&)

P

w1

18y

v

53/70

Figura 47
Variavel pesada

Sad¥T O & W & & X OF L F O$ Y A Y AY GV RBA YV L LY ET S
mﬁ(ﬁ’3}\'!&‘GF;AYG&R?K.‘?GTR‘?@'STC“‘!‘CPCT‘MTRFMP&SC"RC“GCNG‘K”AC"‘LCQ RATSS &“‘C’i"{ia FRARACTERE

U5 PRV, Lioam s b Ak . Temwinvomanl GO
& 8 % 7T @R ¢ 6 8 L 2 s clY LMD QO VE ¥ S ViW VRGN P
ARG L B A T A GO C T RORGSE TOCR TEAGAN TG T TR SR T TA TG AT T I BT P U TG )\dﬁi’isﬂtﬂa&f}ﬁt‘ft\’ﬁ
B VS R T ULUVIUUURITS SUREURPNTIUIIITS (NURIRORgRpy P S anmmanse apva £ H ~t 18D
G K & L oz ¥ I A ¥ 26 esfYVIETF I ¥FTLiaor & rp
SRR RN BN GER NG UL RO T T e NS B TR AR A VAN T Y A YA Y TN TR N TR T CERAT YCARCATTICCAGATR Y
- ¢ H b Fmrdon e K { 213
¥ & X ¥ 7 L 0¥ OL g LB ¥ L E AR YO AR TY YO OR R AR Y GH Y
&Anm‘.m»:w‘:.\str‘s‘mm*r BCAATTGARL M YCTEAGHRUL TR TR TRECCH PG TRTTAL TS xCGR:’I‘: CRTIRYSGISASTAY
o T o e [N e f ¥ 1 388
PE %
¥ & ¥ A ¥ b8 ¥ ¥ B Q G T PV T OE S
GYGOACTA \‘L-t""bzsrk'“'l‘ ACTGS wrmm&mu; CRe cc‘n"’r& CAGCSUT
o f e E s = ‘ ,‘]X’J
Varigvel leve
Baols? ¥ 5 ¥ 8 € X X L P LY AN T AY S Y EE DY L ET G
mmm?@ﬁuhfw SLTCE ﬁ'"u\"’tt“‘}'f:f TETL m AETABTHSCRANCOEATT CCAC TECGRTE IS TPCRTCACTOAAICTURA.
- ¥~ 2...~.v 5‘... uv“! Yo ‘e I Sa
L.‘SLP\’TﬁG'ﬁi’&EISCﬁSBQSL*’E!SE*‘GB'(".‘“:‘;
(L o 8 ot A b ori-o g Y& v T E Wio A i G A SR S Y N AR T TS Y T3 R GE T I S8 TACR T AL T AR TG SRR (AT 4'&1'5':5
~...‘:..~~<.--..._}.,-.-.~.. «.u..—_.:'_‘,-_...‘....,“_(u l - 3 ..5.,“-.“.‘.. i f,.,.-.,-,....,_,..-! i i 3 .SG
EQYLQKS’GQS?QLLIL“E‘\?-.;NRF&E?PB-{FE
(\?.%T\:C*/\C(‘TGC GMAC..&G\:CCAG.KT(.'-,i‘bAGf“l‘(‘LT»K}\T%WﬁTL&C“&II’"‘*‘CWQ QCC&@C&G&"T»X&;I
B _I_-_,,._...\.....- : ..-m,nl ‘\?D
O —
23 % 2 6 TP FT L HE S RY EAERPDT G Y Y VY CINW 8 R QLY
SGUMETHERTTAGSEAC Tm TTICRS J\L’TAK&‘J’GACC& GATTOEAEGOTEASCRTAL OGN QT!;T?;TS'P CTEGYEGRACRGRICAGETG
1 { e §am 11380
i_.m._......_........

T 5 E € T € & 0 B L DIV 6 & & T KN ¥ E I R’ Beisd
rmccm.\mwmm..;\w\ﬁsscnomme&mmmmm%m:mmmc

e Tam w e § e i3s




pontoimithdes de espiendcitos

£ peutita auxiiide

o péptido gpitd
& conkalo

pontofmilhdes de esplendcitos

vonstrugdo son lides na

de epitupo cadela pesada
DoAY
140
»
S804 )
LI
106904
.
5004 ]
B
. .
00 . .
- —
2004
»
13, . » ¥
T Y
8 1B sem jider de Re

54/70

fFigura 48

n.
82 - Bcadeia H
07 Goadela L
g s T intacin
=
.g %3
2 os
o
53 -
22
D1
sem ides fa ' ¢4 - >
cageia leve :g} ‘_i‘_st :'i é
€3 ® e¥ =3
3 & &
o 2 8
1100~
» »
L 1w
%3
QD0
ey
B 0D b
5 *
g 264
% Ll * .”
0 ]
I 20
g a0
= | ry ]
_g 30
2 a0 ¢ se®
= *o®
g o o*
R 6 Y

{8 sem fider de He

|

Contrado
eIV



55/70

Figura 49

*
LI T
t S

"

# Ralitop

L * E ]
L 3 -8 . &9 & oD
» » -

NEEERE

e}

soysounidsa ap saoylryowsod

o
4
&
= g
= 7
Zgoe
B2 %
LT -
202
s uoo _
&
g
- e P
§ £ 88882 8
sojosuapdes ap sagyueoued
o

<
@

e 8 ol

sl 32

b v o v,
o

¥ ¥ ¥ Y

5858285388 °

e w

SOANUDINSS op saoypwauod ap eippw

-
% ® w omm,
¥ » [ ) 50 W i
@ » &« & R
&
L)
L) L) &
» L4 ¥ wip s LA ]
se}f & [

EEREEEERER

soynounidss op seoyrumund

cont. de péptidos {Mj



56/70

Figura 48 continuacéo

L]

GG

BCadeia
| intact>
D Cadniz L

7
u oauliau
;

R (GG 183 RIMIZAIOSGR
2 0P 1oTady
Ry
Gt o 2D OH
ORI
- sely
%
P )
S ot
ans B o
2BE
RBE
B\Nc
1 1a] - S
o 4 P
E88 888 E ¢4

sojaousidss ap sagypwoiod op vipaws

0

3 %

I GG 1 EIaup oS



57/70

Figura 58
a b
g 200 - 8 péptido gpiod w3460 R péplida TRP2
I 1o0e i Qoontroio % 1ot O controfa
T te0e
3 _§_ 80 3 % w0
5% me €%
2 g By o0
Z i
5@ 0 2% wo0f
Ba o } 2 03 i
H 32 T B |
g E 0 3 e W EE [N s . ]
ADN e {8 Ag complete ADN de 1B &g completo SRNde B+ Ag completo +

esg. de (D28 esy. de £DZS
tmunizagio

o
"

ﬁ . ¥ xs

2 1 ]

g RN §

§ w0 J e £ e

R %

2 ]

[} @

5 20 4 3 a8

% W0 T w

b I3

ra " - 8%

(] [P : a

2292 ey 784 288 Zems 2267 a3

8. .

a 309 . " S LR

g - 25 3 -

s Civeios - & [ Msios

& a0 A g 200 o

@R

g e g 100 4
o J Fomne o J

& [¥5) Y

s P ) Mz



ponto/milhbes de esplendcitos

30 o et

260 4
150

100

58/70

Figura 50 continuacado

e 1152

N A e A N R e

B KB T EPS ey

cane. de péptisas (M)

ponto/miindes de esplendcitos

208 -

e D5
i 07

bo 3 v s

B 8@ B8 L € wos

cone. de péptidos 194}



59/70

Figura 51

Varidvel pesada

&1

2N

361

1

3

362

HigdIZET ¥ 6 ¥ 3 ¢ ¢ ¥ L OF L ¥ AT A Y & YV H S XV O EVYEIG
AR A A TG N DASASC TG T ATCR TS T T TR TT SO T ARCAGCTALT m@.ﬁ'm%mm%aﬂacawmmvsxx“am

IS provieg e E i i P 3 R

B & L I 4 ¥ G & B W OBR NS S OLION S L 2L I Y RGN R
GEAGLITTIAATOLABCI I BEAG ?&tmm't*mcm PATCTTRATRRTICI LA TCTT: f”? B GOITTERGUABEITHORGRNS

R P I PSRN T i : (2o y b i ] vt RHY

l\lgl’.\zw.‘{&’f)‘.6-'3&@5!‘%????!}1’\'86%*‘?25&
meuwz:'*wryrmm::a‘m AT AT IR TAG TG T B TORTAGRALTTRCTATCCEGRLDLIG IS, CCRTTLOCADS

____________ SN S TEPRTRNDIIRI-S SN PUNRI SUPRERAUIPNAL | " H et XR

W § KE BN T & ¥ L ¢ L N ¥ LR AE QT AV YYD SRR L&Y N
GROARTAT Q&%"LAC AN 1'6 TAYIT S AN TY GRRCAGTUIRRGEGCTSAR GME@;;-NG TG AT“E"TQT@“MGSVWYTIWGG"CRF

— ) : [ | RC— § to3en
Afsl
¥ ¥R ¥ A Yy oY o8 4 £ 0 Y T YT YOS &
TACETERRET ST mﬁgﬁicra&mr@mz&mm SRETERCUSTOTCCANDECT
B NS S NIV S | H 4 i 420
Variavef leve
Bansi ¥ E R 2 ¢ I T OLOPF L V¥ ATA T S W g 3 BH VY LB FLC S P
GEATCRNCCE THSOATASASTTGY AT SR TCCTET IR TTGGIAGCM\"T%»W CW ccsxx“m.».ucmcm*cfcm
._..«_..-m.g,_.A‘..--..-e._-_,.‘..-_....g i} e 1 ER -t
?."‘L?‘V’;‘OG?,P.ASIS ir P P A ¥ r ¥ F ¥ A & I KiH ¥
“rc*mmurucwssax&,cwc\ 1.~.:T3'L’ “CS:E'CC.&Cwﬁ&i‘w:}’c*i&“éﬂ"m.b‘iu~. BOHTAY
o I e ¢ PRERNE B T e B e - 1]
i

CIGCAGRRRITRBHOCIH TN DOCA TR TORTER 'CT)\WG‘!T) (::mm BATTTTCTUGAGT! CCF&MMGATWM*&SC\GTMA
2 L3 1 2o

L2 K P & 2 ¢ ¥ ¢ L L T Y K ¥ 3 KEF S GV ®&DHRY &L 3G

et e e S omromin o] eren wmmnnn ’ ¥

£ 8 Y ® F Y LK S % R ¥ ERAEDT GV Y ¥ SPF QA S H VP WK

TOAGHRBUABATY CJ\CR!‘."‘:M TEAGCAS RS TCGACRCTCALGRTALCGEABTCTAT TALT S'«""l"{"x‘& %GG‘?‘.‘CA‘I& TEITOCEYES
3 3 Tonn i o3¢

o ans ¥ ¥ i

T P8 8 6 T K ¥V E I ¥ Beddg
ACGTIC GG"’W Lo P)ﬂ.?ﬁ"‘l‘u\ﬂ"ﬂ'&"ﬁw
PUESSER e} o hi 34




3
~

3:4]

e}

60/70

Figura 82

Varidvel pesada

MIIEGWSCXISaf‘!;\“kﬁ'w‘\’fﬁ"i‘QSQ“-’QL‘-‘E‘TG
mﬁ"fkw &T‘@G.‘.Ss:‘t‘&“r.ﬁt CRTONTCY TUTTES TASCARCAGC TACCEER G SCACT OUCAGE TR AGC TR AR T XG0SR

24 ’ 3 S . e B L T T B B e S B 1]

& 8 %L X 46 P G 3 LR H &S AR EEE AT N Y S NS RY R
CHAGEL T AR P COAGCOT AE MERCTONC PEASRS TE TCCTE PRCAKIC DI DG A T T GO T T CRy TACT T AT G AL A'C'(ST"!‘TM:S‘T"\“( X

2 et § owom it s § vie S aaer senkens ] e vane o st ] ase v s

e T R B T T Lot s

g R P G R 8 L B W TN Y ¥ B ¥ H YL LW L & 8L F L VIE ST I
CREIIC R G GEAACROSI TREHG TERA FEOTA TACA T PEETAS GO TGO TS T TIGS TCAR T TCCC T ACCI LT VU CARGN T IURECA LT
! 1 379

e i o i it | innon i e § e -1 LD ! § i te

E R B WS KN T L Y LN WB LR A EDT AT Y Y C LR A Y
TECHCRGANRA TASCRAGAACSUCCTOTA TTTHIAA TTCABCAS OIS .akﬁ(’ GLSEARBACRCABCERTCTATTACTOTRCRABACATIAY

i e o e e s s e 0 e, i i osmin armion d R T | wawmi 3ED

ALY
@BT“":‘3!3‘13'?36{!81‘?9‘1'"4’55
WETCACTAD ?\'-')&’%;CTB?"""‘ GACTATTHROGGICARGSANDSA CGC"’ »_A&.CG!“'TCC‘M

H . § vieciasne < i e o 3 H28

Yariavel leve

383

W'Héh’ﬁi}I‘.‘(.{<£“L‘f§.t'nfG‘}}ﬁ(u\{#v'l;\&X‘Q&F
SRASCCATTATESSATSCAGCE STATCA TCUTOT IO PGS §&MW"’ s CUGEREICIRLT CL*G&'IL:I»'I"‘-AK!G&”‘CCRAT{‘ HCCA

SUVEISR RS, JUNIUIOPISNUOI IR .._~.._..}-_._..-_..._. .............. | N Te——— § o

TR R ~f 3%

X.S;LE"I}'FL&?&E}ZESCT“PR?RS"E&}‘)F.iLk‘Y
LTCTRO 1‘&C."IG?CALTC’"!’O4CIC{.\GCCA‘SCQTCu!,"(’“‘("x T{.C.R et i":’{“ FOLRGETTS s'rrm SEACTARITGCOODTRTCC TRIGGTAY

3 . 1 (. ¢ -k H LI <]
oK PG ¢ TP YL LT YEY S NRY S EVERSRF S SO
i Mnﬂh{i‘.ﬂlﬂﬁ“@!’ﬁf{‘”&(‘@%“"ETC‘%‘ECTM\MEFWCU&LC’CAT:T‘ILTC"‘MCCC: RECAGERT VNS TGULETIGECA
e Losivimn HE H L 1
§ & T ¥ T L K I RV 2 AED Y G Y Y YCTFE QS S E YRR
TCAGERACRESTLTCACATTORAGATER smmmc\m':crc:\a.-ssmm AGTETATTACTOUTT ICARGET TCACRTGTIO06TRS
v d ? ¢ R R g o £ ! ¢ Rt

T E § &3 T X ¥ £ I K SsiWl
2OTTTOGETGEAGRCALT R&E’SK‘ TG»»?'.B:\TCBRMW

-, ' $ 335




61/70

Figura 53
a b,
11 @
may  medt 3 v
2 controlo 3
2 e
108 4 &
Q RE
H
®o 3 o T
k=
n &R
@
£09 - 2 s
E o
[+]
440 - =
g w0
" 208
o &
=0 &
, 8t
el
5N mil =) T I
T g Y e e® % ¥ g

TRP2 He SPUGE He
cong. de péptidos (M)

@
#

8

» péptida TRPZ
B Controfo
B péptido HepB

PV g bRt
~De K0l

P
s

3

8

e

2
o

e a

:

-

i ey -

0+ ¢ ¥ ¢ ) \
12 (511 118 1E08 1E08 1BOT 1805

média de ponto/milhdes de esplenbcifos

media de puntosimiiién de ssplenocitos

-3

conc. de péptidos {M}

L
.

1800 . Mpéptido TRPZ
o Controto
1 Rpeiptido gpl0ODRE J

1600 y oo Hutlyti

e MG G20
1460
RI:E
h-
1200 -
W 4
00§

média de ponto/mithdes de esplendcitos

média de ponto/milhdes de esplendcifos

0o B :
WET IR R e e g™
cone. de péptidos (M)



$3

¥l

QL

ingy

IR

62/70

Figura 54

Cadela pesada

BaedIIt N 6 w 6 0T ¥ 1 L ¥ L ® A ¥ A Y €@ ¥ E ¥ QV G L ¥V & T 4
AACTTACCATGIGATBBABTTGTATCATUNXSY tu.;_x-&-xil‘;\\hﬁ(.a R TACERGAS ORGSR TONASICTGERGRASRTTERE

N -4 -3 [ERSRTIRUUS RPN ¢

T R

§ 6 W I §P E &S »ARB S ST Iwe Y P F 3 VIRV RD AP

{FERBGITTA S TRCAKSLT &-Kmt'.ﬂ.\.ﬁf@i%’k@!’t‘m ACOATTATCRALNAGH T BT TTCICCRTHIBEATTIBEC ARG TS
[ R - H T R T e T S )

A K & L & ® ¥ A Y I 6 868 ¢ @H VY DDEF V¥R LIRF¥F T TS R T
BRGBRABGEREE T AT SR LA TAC A T MO A L T RGN QY RGT G I TR PRA T IR T TG GO P UL UAT TCRCKATTICCAGAGHE

o Y PRTEARN ¥ -l Vo | R, L JUURRRTRIRERNE. TR SRR
0% B W T LY L gL ®ELE ABD YR YR Y LRREYGE Y
AR ARG AN A AT TG T A T TG Ay S T R B A TS T A R T A A AT O T AL S TR R ST GO R R SR TR O T AT TR
e o e i g o e ] 4 e e - l!ql-q—l«.-'.\w‘ ! ( - ¥ ! ’ e L
Arex
'9'2“’3¢D'¢’\\GGG!T‘J“{"SEéK?T-?s?a‘-’??k!a
GTLGALT am*'r*\:smmc? COUGTERAGSTACCREMGTEANCATCIN RSO TRARMCI AL RGES \ATCE'»?TLEF;I\’CBCI‘ WS
A b3 X e - ke Yl e e !

2 Y0 € R TT &E S VYT LS LY E R R FE E P L TET YR
AATTBTTS TG{' ERETRORAZCEGHCICOTOSETRAL T C‘f}..;ﬁ!s‘h‘.; fc"'rmaaaﬂa’rnc\,ﬂ@scmm{:ﬂ'rmm'rmam

- RO I SV JIIUIRIERUIRY DURRCRORIIN |

] $

$ & % L 3 348 Y T P & A Y L OSSO E YT LN E 2 VTV TN
TEYHETTOR “'G'K‘ SRETSITEIGUAL: .&.‘C?I QC&G‘“’{MR‘IJ\GWIGBC(I‘?’T &M&QVETCAG?A'X*CRN*C'“*“TN’ETC&’
e 1 .

- FRee. § s ? YRS IV o4 swt

3 JITC“'IVS\’!P&SS!i‘i‘\"ﬁi‘l!&'li&?k’é?
a¢ .?\T' vS\."’S’*-'G \ST‘(.‘. e\TC}d:\'Ic GERRTGTRGIICATL (4@3"-1&1 AGCACURES G AN ARG A YT ERMICTCAGI GLIOIT

JESOV N SRR i Faw -3 B rom mm o mrn § s s manemiar s  m om s i e e ]

6}

T X 8 F < & & 0 8 C P A P N L L GG P T VW F XY EF P2 PR XKD
ACAATCRASCICTETCOTCUA TECARATACCC A SO TRALCICT TRERTGHACTEA TIN STCT RUS TR TCCC TUCAARGA TE AR GOAT

Dt R B el BT B e it b T b T T INRMEVIIPPPINY |

"5?41’51,5'03VT{:\;’V‘JI"J;%FDGI‘S?QZSWE’V
GTACTOATCATS NCC'&'GX(" {CECATAG T CACATEI BT CO THSTEGATCTCAGIGAGEATGROCT at:a’;'*;rccm&*ca\.‘a TITOIC

I

v e f e e e $

Lomm morin e §an sttt v

ooy E ¢ 8 7T 3 g T g ¥ H R E S TN S T LR Y Y 3 A LMY TOQ
ACRACTT SEARI T AL M AT ASCTCAGACAC 2 AACOCA TACAGAG SR T TAC AN AL TACT U TON COGTRA ARSI OT COOIRTCTMG
i

wlaaa ]

. R H Poaw H

B Q0 ¥ 8 8 & # £ & X € K ¥ ¥ K K D> & ¢ A P I E 27T I 58 K P
PRCDLIGATT GEATGER MZ‘!%"“P ARG, ‘S’T”:M‘“&MGGTC&\QWMGR‘“ CTTTCA \G(DGCCC?-"’CC' REAGARBMMATCT CWCCK,

- e R,

e b o - e e

KEEE‘\”RAPQV‘E‘JF.&‘P""BE‘%TRKQV?L'{E&’?
AANMEFTUAG TEACACCICCALASLTATATSTLTTNCC Y(‘ CJ&CC)‘GAAG\RG&GA GHCTRAGARAICAGETCACICTGALCTGLATEE IV

i v et ] o : s : m——tm -F e b

TR OF ¥ p 8 £ I Y ¥ B % YR H S K YT R L K Y K ¥ T I PV LU
CREAST CATL-CC"GN\G:\C&'U TALRT .:GRG‘”’GL&LQ}'&R CANCEGCARRACACALGT TAAACTACARGRACACTGRACC "N’ TLLTHGAL

—— £ [ PR DRV S t “at

EbGSYS‘WYSE\&K?Eﬁiﬁﬁwvet‘i‘iﬁ?.’i'f.‘ﬁ‘«’dﬂ
'!"‘TGR?GC’T!C”I ANETICA A‘GI’}J‘SCAA’Z‘-’.‘TL\E AT GORLANGNACANET .;@ﬁmcmm»r:\macrccmmmtm‘ T

¢

e PURVINE L

3 B s |

¥ 5% L BE N #8 ¥ ¥ KX 3 F 3 R T SO H Y Xoel
CRBGIYYLT rmnm‘:w CRCRUEND ‘13?\‘3&5{‘[’1'5%\. CERACTOCEGETAAATERTCTAG

I3 2

- ¢ Y [RCTE IS MUIEISE SRR JUS 3% I

3N

&R

kafe}

32

g

#10

420

s2e

1369

1350



RES

181

631

63/70

Figura 54 continuacio

Cadeia leve
Bamift mc«;‘\ssc::L“I."a:}\'rt;vn%nvx,xras

¥
OEATCCAT ?&‘l’c.-ﬁ&ﬁ*’%‘wc‘ BIRICAY CC“I'C“TC‘{TWYI\Q. ’aACNZv TACTOUAGT, »CAC‘!‘F CORICTUITOATARCOCARTCTOCA
e Ve 3 o F o [N $ 5y
3 W P ¥Y TR &G OE P A S YN CiT PR F AT R P B B R P I OLiw X
CTCICCCTACCT SRR CYOTIGGEOAGUTAGS L TAGAT O RS TGRS TON P ERAGE Y T TAGA CLACCAAR TGCCOCTRICO TGO TAT
o B 3 L H 3 } - | e ¢ e I A1
s i H
Le@ KR ® ¢ ¢ 8 F 9 L L ¥ ¥ K Y 3 ¥R F 36V P D8 F 36 8 @
CLECAEIABCCACEORAG LT %Aﬁyrcc‘”nﬂ'“rwmwr‘m AACCHRITY L TGRS TCCCA S ARG TTAGTGUCHGIGGA
~~~~~~~~~ At | e $ H e d i ¢ TG
¥4 rYr ™ F Y LK I8 RV E X B RPYIGV Y XY CF QOGS K Y POW
I Mi&hﬂﬂ?‘f“c&(‘émﬂm ELR u.mx:;mmamsr"rm AT ;«' CRBAGTGTATTACTGCT I TCARGE T TCATATGTIY. ‘&2"’3‘&{3
- H Fomn { o vmin § o ¢ ) H -2 io3ey
HpaX
T § 8 5§ & T K V B I B R A D K AP TV S I F B PSS T QLT
ACETICHGTEGAECCICCARGE TG ANA T ARGCE T GO ABARTECTRCATE AN TG TATCRARC T FUOC AQCAT I CHET RGO ACTTRARCA
- b o R e H i~ 1w 1 4595
8 5 4 & g VY LT L E S F ¥ P2 KBSV K W K IS & B R QG
TETGGRGSTHEN T ALY LﬁTG’tG&‘."!’t‘C’!““.;k:\*"M\("l* m;:ccc:»:m.ma CATCAATG TN ALR T GOAMEI TTRATOGTAGY S.‘.ACSAC.\A
B T R b o f s | s H H “i Y5
e ¥ LY 3 R T D QO 3 K OGS T ¥ S M3 ST LT LY KD E X
EATGLECICOTHARCAGT TOGACT GA TCAGSGATMIC AR GATAGCACCTREAGCRTEAECAGCATCC "c&t‘t‘i‘r’*qﬁ»»&km SCGASGTAY
B L T T B et e e Y v § ' §30
& R B N 3 Y ¥ o2 O£ A T 83 K T F T S 2 IV HE X £ N QG NE LT
SRR A AT AN AT A T A T O TG ARSI DAL TO R AR GACA TCTACT TEASCCA T IO TCARGRGE T T CAACASGAR TERGCTGTTAGOTR
e B el R L ! -t e nnanl H 1720

kst
GRGITTALA

A — =



-

2¥L

361

Tzl

a6y

3%%

1268

138%

1341

64/70

Figuex 38
Cadeia pesada

Mpdd¥ N ¢ W 8 € ¥ I 4L F L ¥ S5 YV AT &V R S G N¥OEVET
ARUTTASCATOROATGRICTATATERT CTTETLE S EAGC ARCA T TV T AC IO AG T ICAGE T CTGURERC TG40
i -

2 s ) i d s s e i G
6 b5 L F g P & 63 W R NS ole r e R s ML BT MY ME WA
GRASGLTRAATOCRECCY b\:wﬁ&zSmh,-M%‘mWWI@C&’CG&CA‘oW&&M!uC* frad ety ‘ZP"NZ‘C CRCRARGTERC z“’S‘C §
B LT RVISPENVYRY SPRRVPRNSV NPV | x e b $and § $mann 48180
il"i’R{}A?GRGLE\NIA!‘ZQ&EC&VTDS&V?\‘K
;ECC‘&“ *’GGGY"‘M%GCYCC&W N‘%mm‘mwﬂ%nmnm*m,mt,mswm SYETTERTHAYTY T‘mf"i"'!‘f"
- T frt » 11378
e
&-RF‘I‘EGRQRSR&?L,‘{LQLN&L&::\EQTS&%‘I‘!
CTECEATTRARTNT TYOUAS. km'!‘k’m(}&&!;m'lﬁ'lET‘K%MRGMSA&TG;C&G‘” MM%MU:(A@CG“C ATIRS
S 1 s afw N} PSRN | Pl anae Fibrm : 1 wwi 366
boenond i .&fnl:
£ a2 R® # 8 § & %X P 8 W ¥ 5 A O R LB B &G T 3 YV T N E 3B
TETRCCEIHTGEANTARGORECTE mcmrarrm&c&a&% O REREACTTOAC GRERCCAMDIMACCACCLTIACTR T TOUAR
i i o e L STPSIS JHCISUPRTCIUYRN JURIUVIIIE SRS SO $ enend BSH
& X T 7T KPS VYR OLE PR Y SED T T ESE YT LS E LNV K
GUTASIATIRCAGSEOCA ROACTC TATC DR SOOIV GG TSRABATACANCY u\-‘l\ CITEGTORATCY lxiﬂu%&- PRSTTARG
i e e £ g, e s ] e n < a3 . % wenn b - ¥ 1 E3 5]
GYE‘F}.PVT‘»’.?%‘&LGSLSSb\!HTF?A‘JLQS@
BETTAT T THIBCCACT SASCTTONOL VUMCTC’I@T‘{C*C&‘?’GTOJ\C’ICGTG‘“GQ‘.‘.\L.’&C""T"I‘@«UL“TCC“GCR ""\'.‘!G.‘C
vl o gm..“.. [ JENTECIVESNSRARTS SRR L. Faenmeen, € i &
¥ T L O® ¥ 8§ ¥ T VY3 2T Y F S Qg3 I TECW VAR SRS
CICTARADCCEEACT ucm?rmvm ACT *rmecmmcaa’?ck‘ BFTUCATOACCTRCAR T3 TOSCOCRNCCHRUAMIANT
et s H H H ¢ i ~=~t 726
TR ¥ g £ K I % ¥ R G 2?2 YT ¥ € R Cc & o B C @ X F YL LITE
ACTARGE R GG ACA ,«&MA"“(‘ GRS GER u.acmrf‘mu. .w&\.*m.h."w:‘w‘tcy. mf:crmccs'mswm
- H et B H L3 3
?3‘3":‘1.‘{-‘PFKIKD‘J.«VIELSPIVTCVYVDVS
TEATCGT R TR AT T TOCCTCCARR TR TCRAGGATOTAT TCRY TEATCTCCOTGARGUE LA YA TCACA T BT TG TGIFT R &m’rm
BT e o {wm + P e F e e | [ S04
€ 2 b P B ¥ Q S ¥ f Y N B Y OE VY 8 T A ST QY H# B E DY N
ARGHATHACCCAGR TE TN GA TCAR I PG I TS IGANCART CTGCAAGTACACACACETC REACATARRCCCR TASARASCAT TACASY
ey aem e e §anin i e B T T e e e e P N ....g TG
8 vV ¥ & R L OF 1T Y HE DWW M 36 XEP H X VNN E D
CTECREITRGTIRG w-"f"‘“'!‘i:\’“(-‘c."‘i C’Z&M‘.&"‘iuiii«ct“a‘;ﬁ&mu%%&@?"ﬁ?%ﬁ& SETCARTASCBABGAY
PRTPURINO T T Topey Jos B s TS RPN IR LR P LI ¥ad:
L PR @I LR T I LSNP E G HE VYR APV Y VY L ¥ P R EE
STCCCARUCCCRTOGAGRGRACCR T TORI ARG CORARGEG TU M TASG AGCT CU AL ASGT AT ATETCT TORC TOCATTRERAGARGAR
et ST e e ] -«-..u.-—w«..»!'.---—-nm-u-..\u[ e e R LTSNS I & S X ¢ ]
2"?9‘1((2'9':1;1‘(:&1"!’:‘:'?{4&3&IY\'S.%’TRHCPY
ATERLTRAGRAAC Auc-"r"mrmc:crmns’vrxm ACTICRTGIA .&'L 2BAGARCA LTT&E:Q‘S@GN“?‘-&MX‘%J&M}&M&A&
uw..‘a...a..w,es e § anmemen $ - ‘.“f e R et ] 3 Xaea
E L 8 Y ¥ N T £ P VW LD S DG S Y F 8 YT S E LBV E K H® R K
GACGETRRM SRR AGAATAUTGA AN AN TC U TEGAL T TRATBG PICT TAC T I U AT S TACAGL ARG TRA G AG THGARRALARRARC TR
B el e T T e B Tk e e T T 4 smraeem ¥ ? L ! 1330
3’3R'N$YSCSV‘\I‘«IEGI.HYHHT‘!‘?SE‘SRIPGK
p ‘('N:'«rf:.pr’harccmwt”mr“rcncm\‘:chmcXCG CPRMGRSITICICOCGERTITUBGT L DAS
e bt IR R L S PR EPRVIRRIIOUPYE JUPNPIURIPRRURS: SUSAN v} et ravncern e el ettt wananl 3448
* XbaX
TRALCTALA

[ T



65/70

Figura 88 continuagdo

Cadeaia leve

BapBy oo W o8 £ ¥ L 0¥ LY A YA P Y S ¥ TRV LHTLEE
SEATCCRECR TGHGRTINGAST B LR T ORTCUTCLTOYYTE: 5T‘Z"€MQ5¢T&C&E§GR@Z‘CL§C ‘“C‘(nSTG”E:TTGRmP TARTCTCNS
i 1 t L

b

e o mind K i 1 § i e

L 3 L P Y TDYP G&E PR ¥ IOPQCRE SR LE MY H SR GRTY L
LATTICCTL !’J‘T STTALYCT “‘IGG*:{-ML'}C?,GEC‘R- CATCRCTTGIRGA D C'i‘ RGTORGAGECTCGTATY TACTMTGEW TACST &'r‘rm

IR ¥ - i ol - e ¢ 180

EY?LQKPQQS&?QL‘QIKK?S“K?56’3"’1)&:—'5

G.X&"‘GG‘”A(:%‘:""GC":CM.& CCRGCLTIELT "t‘C?LL Aut‘."l‘('-CTG TOYE ﬁw“&'ﬂm \.5’.%:0-: \T"“"I\.“TGG@" tCC W.Cﬁ.&.‘ Y tuetes
I¥Y YE Y e $= ) LR

GSQSQ‘I'[}FTLKE'SR‘\’EASDTG‘K‘?‘!(??QGS)&
GHCAGTEGATIAGT GHTET C‘ACR!"T(:M(' AT ORISR G(Wa@ﬂﬁ&&h"ﬂm&w (."’ A T“RL‘TGWJ’.G EUYCACHE
k3

FIL v mseonae § e ;.. 8 it e 03 S—— 1610
Caaa.
¥R O@OT OFoE GO TRV EIAERADASAEEFTY SR PR SR
ST u‘c:'r";sm«‘: FORBTBAREREROCE ~&*&¢mtmcm’:$ck&\ YEOTGOALORAGTE (mmwc a.‘:ccAc'z:amrm TVAN
363 H 1 £ > v 3 -} < : i d §oabn
Hpal :
RN T 2 & X 8 ¥ VIO F L WHE P YRR DB IOEY R W EITIOTDGE S
mmlw:atc G'mrur"‘f::’rw\.“tccrc:rca TCTTHRACRRC T T TROEED, w\mcxxcaa‘mf&ncf::@ REATTSRTNCCHST
453 fa Y £ et i e 1 iined £rsamm oG
B X g ¥ ¢ ¥ 2 N 3 & X 6 QP 8% & 0 {z T g s ¥ 5 % T oL T L TR
Wﬁ&ﬁm‘;ﬁtm@ {(.&, ‘:‘&G‘t”i GOACTERNTTACCACASTARA A TRELACCYANICATEARCADCACCUTCACSTDSACKARG
S$2 : «t e § wi 8 3 ok H Famaus 1R
2L ¥ OB OR & % & %Y T OC O£ X T A& BT LY SR YV R S F Y RN B
CACGRGT A TOARIGACA T RANRGCTATANS TR TGRSO T AT RS ACAT S TACT TORCOCAT IR F CAMCAGC TICAACMOBARTTAG
73X ~ 3 = i H 3 i [ -1 : HE LR

C % Xbo

FLY o f i 738

Figura §8

B péptido gp1oo
o controfo

5
et
g

ithies de ¢
£

%

3504

A

média de p

R omen Bl - -
gpiRG 203217 gpilo2iaN



média de

(30
40p
20

¥

pisiola

8 péptide TRP2

Geontroto

§ péptido auxifiar

Lt
slectroporagio

66/70

Figura 57
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