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RESUMO

"ANTICORPOS HUMANIZADOS TERAPEUTICOS CONTRA ISOFORMAS DE

CD45"

Uma molécula compreendendo pelo menos um sitio de
ligacdo ao antigénio, que compreende na Ssequéncia as
regides hipervaridveis CDR1, CDR2 e CDR3, possuindo a
referida CDR1 a sequéncia de aminoacidos Asm-Tyr-Ile-Tle-
His (NYIIH), possuindo a referida CDR2 a sequéncia de
aminoacidos Tyr-Phe-Asn-Pro-Tyr-Asn-His-Gly-Thr-Lys-Tyr-
Asn-Glu-Lys-Phe-Lys-Gly (YFNPYNHGTKYNEK-FKG) e possuindo a
referida CDR3 a sequéncia de aminoacidos Ser-Gly-Pro-Tyr-
Ala-Trp-Phe-Asp-Thr (SGPYAWFDT); e.g., compreendendo ainda
na sequéncia as regides hipervaridveis CDR1', CDR2' e
CDR3', possuindo a CDR1' a sequéncia de aminodcidos Arg-
Ala-Ser-Gln-Asn-Ile-Gly-Thr-Ser-Ile-Gln (RASONI-GTSIQ),
possuindo a CDR2' a sequéncia de aminodcidos Ser-Ser-Ser-
Glu-Ser-Ile-Ser (SSSESIS), e a CDR3' possuindo a sequéncia
de aminoacidos Gln-Gln-Ser-Asn-Thr-Trp-Pro-Phe-Thr
(QOSNTWPFT), e.g., um anticorpo quimérico ou humanizado,

util como um agente farmacéutico.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS HUMANIZADOS TERAPEUTICOS CONTRA ISOFORMAS DE

CD45"

Campo da Invencgao

A presente invencdo refere-se a compostos orga-
nicos, tais como a moléculas de ligacdo contra isoformas do
antigénio CD45, tais como por exemplo anticorpos mono-

clonais (mAbs), e sua utilizacéo.

Antecedentes da Invencao

Uma abordagem no tratamento de uma variedade de
doencas ¢ conseguir a eliminacdo ou a inactivacédo de leu-
coécitos patogénicos e o potencial para inducdo da tole-

rdncia para inactivar as respostas imunitédrias patoldgicas.

Pensa-se que a rejeicdo de oérgdos, células e
tecidos transplantados e as varias doencas autoimunes sejam
principalmente o resultado de uma resposta imunitaria
mediada pelas células T, desencadeada por células T helper
que sdo capazes de reconhecer antigénios especificos que
sdo capturados, processados e apresentados as células T
helper através de células de apresentacdo de antigénio

(APC), tais como macréfagos e células dendriticas, na forma
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de um complexo antigénio-MHC, i.e., a célula T helper
quando reconhece antigénios especificos é estimulada para
produzir citogquinas, tais como IL-2 e para expressar ou
regular positivamente alguns receptores de citogquina e
outras moléculas de activacdo e para proliferar. Algumas
destas células T helper activadas podem actuar directamente
ou indirectamente, i.e., apoiando células T citotdxicas
efectoras ou células B, para destruir células ou tecidos
que expressam o antigénio seleccionado. Apbds a terminacédo
da resposta imunitédria, algumas das células seleccionadas
clonalmente maduras permanecem como células T helper de
membéria e células T citotdxicas de memdbria, que circulam
pelo corpo e reconhecem rapidamente o antigénio, se este
surgir novamente. Se o antigénio que desencadear esta
resposta for um antigénio ambiental indcuo, o resultado é
alergia, se o antigénio ndo é um antigénio estranho, mas um
antigénio proéprio, o resultado pode ser uma doenca
autoimune; se o antigénio for um antigénio de um &6rgédo

transplantado, o resultado pode ser a rejeicdo do enxerto.

O sistema imunitdrio desenvolveu-se de modo a
reconhecer a diferenca entre o préprio e o nédo-prdédprio.
Esta propriedade permite gque um organismo sobreviva num
ambiente exposto aos confrontos didrios com patogénios.
Esta especificidade para nédo-prdéprio e toleridncia em
relacdo ao prdéprio surge durante o desenvolvimento do
repertdério de células T no timo através de processos de
seleccdo positiva e negativa, gque também compreendem o

reconhecimento e a eliminacdo de células T autorreactivas.
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Este tipo de toleréncia ¢é referido como uma tolerdncia
central. Contudo, algumas destas células autorreactivas
escapam a este mecanismo selectivo e colocam um perigo
potencial para o desenvolvimento de doencas autoimunes.
Para controlar as células T autorreactivas gue escaparam
para a periferia, o sistema imunitédrio possuil mecanismos de
regulacdo periféricos gque proporcionam proteccdo contra a
autoimunidade. Estes mecanismos sdo uma base para a

tolerdncia periférica.

Os antigénios de superficie celular reconhecidos
por mAbs especificos sdo geralmente designados por um
numero de CD (Agrupamento de Diferenciacdo) atribuido por
workshops sucessivos de Tipagem de Leucdcitos Internacional
e o termo CD45 aqui aplicado refere-se ao antigénio CD45
comum aos leucdcitos de superficie celular; e um mAb contra

esse antigénio é aqui designado como "anti-CD45".

Os anticorpos contra o antigénio comum de
leucédcitos (LCA) ou CD45 sdo um componente principal da
globulina anti-linfdécito (ALG). CD45 pertence a familia das
fosfatase de tirosina de transmembrana e € tanto um
regulador positivo como negativo da activacdo celular,
dependendo da interaccdo do receptor. A actividade de
fosfatase de CD45 parece ser necessédria para a activacéo
das cinases da familia de Src associadas com o receptor de
antigénio dos linfécitos B e T (Trowbridge IS et al., Annu
Rev Immunol. 1994; 12:85-116). Assim, na activacdo celular

de T, CD45 ¢é essencial para o sinal 1 e as células
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deficientes em CD45 possuem defeitos profundos em eventos

de activacdo mediados por TCR.

O antigénio CD45 existe em diferentes isoformas
que compreendem uma familia de glicoproteinas de transmem-
brana. Isoformas distintas de CD45 diferem na sua estrutura
de dominio extracelular que surge de excisdo alternativa de
3 exdes variaveis que codificam para parte da regiédo
extracelular de CD45 (Streuli MF. et al., J. Exp. Med.
1987; 166:1548-1566). As varias isoformas de CD45 possuem
diferentes dominios extracelulares, mas possuem 0SS mMesSmos
segmentos de transmembrana e citoplédsmicos possuindo dois
dominios de fosfatase hombélogos, altamente conservados, de
aproximadamente 300 residuos. As diferentes combinacdes de
isoforma sé&do expressas diferencialmente em subpopulacdes de
linfécitos T e B (Thomas ML. et al., Immunol. Today 1988;
9:320-325). Alguns anticorpos monoclonais reconhecem um
epitopo comum a todas as isoformas diferentes, embora
outros mAbs possuam uma especificidade restrita (CD45R),
dependendo de qual dos exbdes excisados alternativamente (A4,
B ou C) eles reconhecem. Por exemplo, o0s anticorpos
monoclonais que reconhecem o produto do exdo A sédo
consequentemente designados CD45RA, aqueles que reconhecem
as vVvéarias isoformas contendo o exdo B foram designados
CD45RB (Beverley PCL et al., Immunol. Supp. 1988; TI:3-5).
Anticorpos tais como UCHL1 ligam-se selectivamente a
isoforma de 180 kDa CD45RO (sem qualgquer um dos exbes
varidveis A, B ou C) que parecem estar restringidos a um

subconjunto de células T activadas, células de memdbria e
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timbécitos corticais e nédo é detectada em células B (Terry

LA et al., Immunol. 1988; 64:331-330).

WO 2002/072832 revela anticorpos monoclonais
(mAbs), gque sido especificos para um epitopo em ambos CD45RB
e CD45RO para utilizacdes terapéuticas contra doencas

autoimunes e rejeicdes de enxertos.

O dominio pesado variavel de anticorpo humano
pode ser N-glicosilado (Dunn-Walters D. et al., Molecular
Immunology 2000; 37:107-113). A hipermutacgdo soméatica
introduz predominantemente substituicdes de nucledtidos
inicos nos genes de regido variadvel de modo a aumentar a

variabilidade da imunoglobulina.

A N-glicosilacdo na regido variavel é conhecida
como afectando a ligacdo ao antigénio. Todavia, sé&o
conhecidos anticorpos monoclonais aglicosilados, que,
embora preservem a sua funcdo bioldgica, através da
glicosilacdo perdem os seus efeitos colaterais adversos

(Friends P. et al., Transplantation 1999, 68; 1632-1687)

Descricdo das Figuras

A Figura 1 demonstra que a inibicdo de MLR
primadrio pelo "mAb candidato" estd dependente da dose
no intervalo de 0,001 e 10 ug/mL. "Concentracdo" ¢é

concentracdo do "mAb candidato".
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As Figuras apresentam o mapa de plasmideos
do vector de expressdo HCMV-Gl HuA6-VHQ que compreende
a cadeia pesada que possui a sequéncia de nucledtidos
SEQ ID N°:12 (3921-4274)-na sequéncia de nucledtidos

do vector de expressdo completa SEQ ID N°:15.

A Figura 3 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCMV-G1 HuA6-VHE que compreende a
cadeia pesada gue possul a sequéncia de nucledtidos
SEQ ID N°:11 (3921-4274) na sequéncia de nucledtidos

do vector de expressdo completa SEQ ID N°:16.

A Figura 4 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCMV-K  HuAb-VL1 humV1 que
compreende a cadeia leve gue possuil a sequéncia de
nucledétidos SEQ ID N°:14 (3964-4284) na sequéncia de
nucledétidos do vector de expressdo completa SEQ ID

N°:17.

A Figura 5 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCMV-K HuAb-VL1 humV2 que
compreende a cadeia leve gque possul a sequéncia de
nucledétidos SEQ ID N°: 13 (3926-4246) na sequéncia de
nucledétidos do vector de expressdo completa SEQ 1ID

N°:18.

A Figura 6 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo LCVL1ISP20 que compreende a cadeia

leve que possui a sequéncia de nucledtidos SEQ 1ID
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N°:33 na sequéncia de nucledétidos do vector de

expressdo completa SEQ ID N°:36.

A Figura 7 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo LCVL2SP20 que compreende a cadeia
leve que possui a sequéncia de nucledétidos SEQ 1ID
N°:13 na sequéncia de nucledétidos do vector de

expressdo completa SEQ ID N°:39.

A Figura 8 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCVHEN73D Sp20 gue compreende a
cadeia pesada que possul a sequéncia de nucledtidos
SEQ ID N°:34 na sequéncia de nucledtidos do vector de

expressdo completa SEQ ID N°:37.

A Figura 9 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCVHQN73D Sp20 que compreende a
cadeia pesada gque possul a sequéncia de nucledtidos
SEQ ID N°:35 na sequéncia de nucledtidos do vector de

expressdo completa SEQ ID N°:38.

A Figura 10 apresenta o mapa de plasmideo do
vector de expressdo HCVHESp20 que compreende a cadeia
pesada que possui a sequéncia de nucledbdtidos SEQ ID
N°:11 na sequéncia de nucledtidos do vector de

expressédo completa SEQ ID N°:40.

A Figura 11 apresenta o mapa de plasmideo do

vector de expressdo HCVHQSp20 que compreende a cadeia
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pesada que possui a sequéncia de nucledbdtidos SEQ 1ID
N°:12 na sequéncia de nucledtidos do vector de

expressédo completa SEQ ID N°:41.

A Figura 12 apresenta a anadlise de

Cromatografia de Exclusdo de Tamanho de VHE/humVl,
VHE/humV2, VHQ/humVl e VHQ/humV2, e de VHE/humV1l

juntamente com VHE-N73D/humVl1.

A Figura 13 apresenta a Cromatografia de
Permuta Catidénica de VHE/humV2, VHE/humV1l, VHQ/humV2,
VHQO/humV1 e de VHE /humV2 juntamente com VHE -

N73D/humV1.

A Figura 14 apresenta a Cromatografia de

Fase Reversa de VHE/humV2 e VHE-N73D/humV1.

Descrigdo da Invencao

Os autores descobriram um anticorpo humanizado
possuindo especificidade de ligacdo para CD45RO e para CD45
RB compreendendo uma regido variavel da cadeia pesada de
SEQ ID N°: 31 ou 32 e uma regido varidvel da cadeia leve de

SEQ ID N°:7 ou SEQ ID N°:8.

Noutro aspecto, o anticorpo humanizado possuindo
especificidade de ligacdo para CD45RO e para CD45RB

compreende:



PE1664122 -9 -

- uma regido variédvel da cadeia pesada de SEQ 1ID
N°:31 e uma regido varidvel da cadeia leve de SEQ
ID N°:7,

- uma regido varidvel da cadeia pesada de SEQ ID
N°:31 e uma regido varidvel da cadeia leve de SEQ
ID N°:8,

- uma regido varidvel da cadeia pesada de SEQ 1ID
N°:32 e uma regido varidvel da cadeia leve de SEQ
ID N°:7

- uma regido varidvel da cadeia pesada de SEQ ID
N°:32 e uma regido varidvel da cadeia leve de SEQ

ID N°:8.

O anticorpo humanizado CD45RB/RO pode também
suprimir o processo inflamatdério que medeia a rejeicgédo da
pele de aloenxertos humanos. Adicionalmente descobriu-se
que o anticorpo humanizado CD45RO/RB pode suprimir o
processo inflamatdério que medeia a rejeicdo da pele de
aloenxertos humanos, em particular, pode suprimir o
processo inflamatdério que medeia a rejeicdo da pele de
aloenxerto humano in vivo em ratinhos SCID transplantados
com pele humana e enxertado com esplendcitos mononucleares.
E para além disso, observou-se que o anticorpo humanizado
CD45RB/RO pode conduzir a sobrevivéncia prolongada de
aloenxertos em ilhas humanos através da prevencdo da
infiltracdo do enxerto e através da inibicdo da reaccdo de

rejeicdo mediada por leucdcitos in vivo.

Os anticorpos CD45RO/RB humanizados, de acordo
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com a invencdo, s&o capazes de se ligar especificamente as
isoformas CD45RB e CD45RO do antigénio CD45, quer
isoladamente ou associados com outras moléculas. A reaccédo
de ligacdo pode ser apresentada através de métodos conven-
cionais (ensaio qualitativo) incluindo, por exemplo, qual-
quer tipo de ensaio de 1ligacdo, tais como imunofluores-
céncia directa ou indirecta juntamente com microscopia de
fluorescéncia ou andlise citofluorimétrica (FACS), ensaio
de imunoabsorcdo ligado a enzima (ELISA) ou radioimuno-
ensaio nos gquais a ligacdo da molécula a células que
expressam uma isoforma particular de CD45 pode ser
visualizada. Adicionalmente, a ligacdo desta molécula pode
resultar na alteracdo da funcdo das células que expressam
estas isoformas. Por exemplo, a inibicdo da resposta de
linfécitos mistos primdrios ou secundéarios (MLR) pode ser
determinada, tal como um ensaio in vitro ou um bioensaio
para determinar a inibicdo de MLR primdria ou secunddria na
presenca e na auséncia de uma molécula de ligacdo a
CD45RO/RB e determinar as diferencas na inibicdo de MLR

priméria.

Alternativamente, os efeitos moduladores funci-
onais in vitro podem também ser determinados através da
medicdo da proliferacdo de células PBMC ou T ou células T
CD4", producdo de citoquinas, alteracdo na expressido das
moléculas da superficie celular, e.g. apds activacéo
celular em MLR, ou apds estimulacdo com antigénio especi-
fico, tal como toxdéide do tétano ou outros antigénios, ou

com estimuladores policlonais, tais como fito-hemaglutinina
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(PHA) ou anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 ou ésteres de
forbol e iondéforos Ca’’. As culturas sdo preparadas de um
modo semelhante ao descrito para MLR excepto que em vez de
células alogeneicas como estimuladores sdo utilizados
estimuladores de antigénio soltivel ou policlonais, tais
como aqueles mencionados acima. A proliferacdo das células
T é& medida, preferencialmente, como descrito acima através

da incorporacdo de “H-timidina.

A producdo de citoguina ¢é medida preferencial-
mente através de ELISA de sanduiche, em gque um anticorpo de
captura de citoquina é utilizado para revestir a superficie
de uma placa de 96 pocos, 0s sobrenadantes das culturas sao
adicionados e incubados durante 1 h a temperatura ambiente
e & entdo adicionado um anticorpo de detecgdo especifico
para a citoquina particular, apds um anticorpo de segundo
passo conjugado com uma enzima, tal como peroxidase de
rédbano seguido pelo substrato correspondente e a absor-
véncia ¢é medida num leitor de placas. A alteracdo nas
moléculas de superficie celular pode ser medida preferen-
cialmente por imunofluorescéncia directa ou indirecta apds
corar as células alvo com anticorpos especificos para uma
molécula de superficie celular particular. O anticorpo pode
ser marcado directamente com flurocromo ou pode ser
utilizado um anticorpo de segundo passo marcado fluores-
centemente especifico para o primeiro anticorpo, e as

células sdo analisadas com um citofluorimetro.

O anticorpo humanizado da invencdo possui uma
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especificidade de 1ligacdo para ambos CD45RO e CD45RB

(molécula de ligacdo "CD45RB/RO").

Preferencialmente o anticorpo humanizado liga-se
a isoformas de CD45R0O com uma constante de dissociacdo (Kd)
<20 nM, preferencialmente com uma Kd < 15 nM ou <10 nM,
mais preferencialmente com uma Kd < 5nM. Preferencialmente,
o anticorpo humanizado liga-se a isoformas de CD45RB com
uma Kd<50nM, preferencialmente com uma Kd<15 nM ou <10 nM,

mais preferencialmente com uma Kd<5 nM.

Noutra forma de realizacdo preferida, o anticorpo
humanizado da invencdo liga-se a essas isoformas de CD45

que

1) incluem os epitopos A e B, mas ndo a molécula do
epitopo C de CD45; e/ou

2) incluem o epitopo B, mas ndo o A e ndo p epitopo
C da molécula de CD45; e/ou

3) do ndo incluem qualgquer um dos epitopos A, B ou C

da molécula de CD45.

Ainda noutra forma de realizacdo preferida, uma
molécula de ligacdo da invencdo ndo se liga a isoformas de

CD45 que incluem

1) todos os epitopos A, B e C da molécula de CD45;

e/ou
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2)

ambos os epitopos B e C, mas ndo o epitopo A da

molécula CD45.

Noutra forma de realizacdo preferida a molécula

de ligacdo da invencdo também

2)

4)

6)

reconhece as células de memdéria e as células T
aloactivadas in vivo; e/ou

liga-se ao seu alvo em células T humanas, tais
como por exemplo células PEER; em que a referida
ligacdo ¢é realizada preferencialmente com uma
Kd<1l5 nM, mais preferencialmente com uma Kd<10
nM, com maxima preferéncia com uma Kd<b nM; e/ou
inibe a funcdo de células T alorreactivas 1in
vitro, preferencialmente com uma ICsy; de cerca de
menos do que 100 nM, preferencialmente inferior a
50 nM ou 30 nM, mais preferencialmente com uma
ICsg de cerca de 10 ou 5 nM, com maxima
preferéncia com uma ICsy; de cerca de 0,5 nM ou
mesmo 0,1 nM; e/ou

induz a morte celular através de apoptose em
linfécitos T humanos; e/ou

induz a toleradncia a células T especificas para o
aloantigénio in vitro; e/ou

previne a doenca letal de enxerto xenogeneico
versus hospedeiro (GvHD) induzida em ratinhos
SCID através de injeccgdo de PBMC humanas quando

administradas numa quantidade eficaz; e/ou
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7) liga-se a linfécitos T, mondcitos, células
estaminais, células natural killer e/ou
granuldécitos, mas ndo a plaquetas ou linfdbécitos
B; e/ou

8) suporta a diferenciacdo de células T com um
fenétipo de células reguladora T caracteristica
(Treg); e/ou

9) induz células T reguladoras capazes de suprimir a
activacdo celular de T "naive"; e/ou

10) suprime o processo inflamatdério gue medeia a
rejeicdo de aloenxerto de pele humana, em parti-
cular, suprime o processo inflamatdério que medeia
a rejeicdo de aloenxerto de pele humana in vivo
em ratinhos SCID transplantados com pele humana e
enxertados com esplendcitos mononucleares; e/ou

11) prolonga a sobrevivéncia de aloenxerto em ilha
humano num modelo animal em ratinhos hu-PBL-

NOD/SCID.

Noutra forma de realizacdo preferida, o anticorpo
humanizado da invencdo liga-se ao mesmo epitopo que o
anticorpo monoclonal "A6" como descrito por Aversa et al.,

Cellular Immunology 158, 314-328 (19%94).

Devido as propriedades de ligacdo e actividades
bioldégicas acima descritas, esses anticorpos humanizados da
invencdo sdo particularmente 1Uteis em medicina, ©para
terapia e/ou profilaxia. As doencas nas quals os anticorpos

humanizados da invencdo sdo particularmente Uteis incluem
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doencas autoimunes, rejeicdo de transplante, dermatite,
doenca inflamatéria da bexiga e/ou alergias, como seré

apresentado adiante.

Os anticorpos humanizados podem ser e.g., deri-
vados dos anticorpos produzidos por células B ou hibridomas
e ou qualquer fragmento destes, e.g., fragmentos F(ab'); e
Fab, assim como anticorpos de cadeia simples ou dominio
simples. Um anticorpo de cadeia simples consiste nas
regides varidveis das cadeias pesada e leve do anticorpo
ligadas covalentemente através de um ligante peptidico,
normalmente consistindo desde 10 até 30 aminoécidos,
preferencialmente desde 15 até 25 aminoacidos. Por isso,
uma tal estrutura ndo inclui a parte constante das cadeias
pesada e leve e cré-se gue o péptido pequeno espacador deve
ser menos antigénico do que uma parte constante total. Por
um anticorpo humanizado entende-se um anticorpo no qual as
regides hipervariédveis (CDRs) sdo de origem ndo humana
(e.g., de murino) enquanto que toda, ou substancialmente
toda a outra parte, e.g., as regides constantes e as partes
altamente conservadas das regides variaveis sdo de origens
humanas. Um anticorpo humanizado pode, contudo, reter
alguns aminodcidos da sequéncia de murino nas partes das

regides varidveis adjacentes as regides hipervariaveis.

As regides hipervariéaveis, i.e., CDR's de acordo
com a presente invencdo podem estar associadas com qualguer
tipo de regides quadro, e.g., partes constantes das cadeias

leve e pesada, de origem humana. Regides quadro adequadas
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sdo e.qg., descritas em "Sequences of proteins of
immunological interest", Kabat, E.A. et al., US department
of health and human services, Public health service,
National Institute of health. Preferencialmente, a parte
constante de uma cadeia pesada humana pode ser do tipo
IgGl, incluindo subtipos, preferencialmente a parte
constante de uma cadeia leve humana pode ser do tipo k ou
A, mais preferencialmente do tipo k. Preferencialmente, a
referida cadeia pesada compreende nédo mais do que um sitio
de glicosilacéo, com maxima preferéncia o sitio de
glicosilacdo é um sitio de N-glicosilacdo site, e com
maxima preferéncia o sitio de glicosilacgédo estd localizado
na parte constante da cadeia pesada. Com maxima preferéncia
ndo estd presente nenhum sitio de glicosilacdo na regiéo
variavel, preferencialmente nenhum sitio de glicosilacdo na

regido gquadro.

Noutro aspecto a presente invencdo proporciona um

anticorpo humanizado compreendendo

- um polipéptido da SEQ ID N°:31 e um polipéptido
da SEQ ID N°:7 (tais como VHEN73D/humV2),

- um polipéptido da SEQ ID N°:31 e um polipéptido
da SEQ ID N°:8 (tals como VHEN73D/humVl),

- um polipéptido da SEQ ID N°:32 e um polipéptido
da SEQ ID N°:7 (talis como VHQN73D/humV2), ou

- um polipéptido da SEQ ID N°:32 e um polipéptido

da SEQ ID N°:8 (tals como VHON73D/humVl).
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"Polipéptido", se ndo for aqui especificado de
outro modo, inclui gqualquer péptido ou proteina compre-
endendo aminoadcidos uns aos outros através de ligacdes
peptidicas, possuindo uma sequéncia de aminodcidos com
inicio na extremidade N-terminal e terminando na extre-
midade C-terminal. O polipéptido da presente invencdo é um
anticorpo monoclonal. Preferencialmente ¢ um anticorpo
monoclonal (enxertado com CDR) humanizado. O anticorpo
monoclonal humanizado (enxertado com CDR) pode incluir ou
ndo outras mutacdes introduzidas nas sequéncias quadro (FR)
do anticorpo aceitador. Preferencialmente, o anticorpo
humanizado ndo compreende mais do que um sitio de
glicosilacdo. Com maxima preferéncia, o referido sitio de
glicosilacdo ¢é um sitio de N-glicosilagcdo Com méxima
preferéncia ndo estd presente nenhum sitio de glicosilacéo
na regido variavel, e ainda mais preferencialmente ndo esta
presente nenhum sitio de glicosilacdo na regido variéavel da
cadeia pesada, com maxima preferéncia nenhum sitio de

glicosilacdo estéd presente nas regides quadro (FR's).

O termo "modificacdo covalente" inclui modifi-
cacdes de um polipéptido de acordo com a presente invencéo,
e.g., de uma sequéncia especificada; ou um seu fragmento
com um agente proteico orgdnico ou derivado ndo proteico,
fusdes com sequéncias de polipéptido heterdlogas, e
modificacdes pds-traducdo. Os polipéptidos modificados
covalentes, e.g., de uma sequéncia especificada, ainda tem
a capacidade para se ligar a CD45RO e CD45RB através de

ligacéao reticulada. As modificacdes covalentes sédo
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introduzidas tradicionalmente através da reaccéao de
residuos de aminocadcidos alvo com um agente de derivacéo
orgadnico que é capaz de reagir com residuos laterais ou
terminais seleccionados, ou através de mecanismos de
aproveitamento de modificacdes pdbds-traducdo que funcionam
em células hospedeiras recombinantes seleccionadas. Certas
modificacdes pds-traducdo sd&o o resultado da accédo de
células hospedeiras recombinantes no polipéptido expresso.
Os residuos glutaminilo e asparaginilo s&o fregquentemente
desaminados pdés-traducdo nos residuos glutamilo e aspartilo
correspondentes. Alternativamente, estes residuos sédo
desaminados em condicdes acidicas moderadas. Outras
modificacdes pbds-traducdo incluem a hidroxilacédo de prolina
e lisina, fosforilacdo de grupos hidroxilo dos residuos de
serilo, tirosina ou treonilo, metilacdo dos grupos o-amino
das cadeias laterais de lisina, arginina, e histidina, ver
e.g., T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular
Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86
(1983) . As modificacgdes covalentes e.g., incluem proteinas
de fusdo compreendendo um polipéptido de acordo com a
presente invencdo, e.g., de uma sequéncia especificada e
suas variantes da sequéncia de aminodcidos, tais como
imunocadesinas, e fusdes N-terminal com sequéncias sinal

heterdbélogas.

"Aminoacido (s)" refere-se a todos 0s L-o-
aminoadcidos que ocorrem naturalmente, e.g., e incluindo D-
aminocadcidos. 0Os aminocdcidos sdo identificados através de
qualguer uma das designacdes bem conhecidas de uma unica

letra ou de trés letras.
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O termo "variante da sequéncia de aminoédcidos”
refere-se a moléculas com algumas diferencas nas suas
sequéncias de aminoédcidos em comparacdo com um polipéptido
de acordo com a presente invencédo, e.g., de uma sequéncia
especificada. As variantes da sequéncia de aminoacidos de
um polipéptido de acordo com a presente invencédo, e.g., de
uma sequéncia especificada, ainda possuem a capacidade para
se ligarem a CD45RO e CD45RB. As variantes de substituicéo
sdo aquelas gque ©possuem pelo menos um residuo de
aminoadcidos removidos e um aminodcido diferente inserido no
seu lugar na mesma posicdo num polipéptido de acordo com a
presente invencdo, e.g., de uma sequéncia especificada.
Estas substituicgdes podem ser Unicas, em gue apenas um
aminodcido na molécula foi substituido, ou podem ser
miltiplas, em gque dois ou mais aminodcidos foram substi-
tuidos na mesma molécula. As variantes de insercdo sé&o
aquelas com um ou mais aminodcidos inseridos numa posicédo
imediatamente adjacente a um aminoadcido numa pPosicédo
particular num polipéptido de acordo <com a presente
invencdo, e.g., de uma sequéncia especificada. Imedia-
tamente adjacente a um aminoédcido significa ligado ao grupo
funcional o-carboxilo ou a-amino do aminoédcido. Variantes
de delecdo sdo aguelas com um ou mais aminodcidos num
polipéptido de acordo com a presente invencdo, e.g., de uma
sequéncia especificada, removida. Ordinariamente, as vari-
antes de delecdo terdo um ou doils aminoacidos eliminados

numa regido particular da molécula.
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Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
polinucledtidos isolados que codificam o) anticorpo

humanizado da presente invencéo.

Polinucledétidos compreendendo polinucledtidos que
codificam um polipéptido da SEQ ID N°:31 ou da SEQ ID N°:32
e/ou, preferencialmente e, um polipéptido da SEQ ID N°:7 ou

da SEQ ID N°:8; e.g., codificando

- um polipéptido da SEQ ID N°:31 e um polipéptido
da SEQ ID N°:7,

- um polipéptido da SEQ ID N°:31 e um polipéptido
da SEQ ID N°:8,

- um polipéptido da SEQ ID N°:32 e um polipéptido
da SEQ ID N°:7, ou

- um polipéptido da SEQ ID N°:32 e um polipéptido

da SEQ ID N°:8.

"Polinucledétido", se ndo for aqui especificado em
contrdrio, inclui qualquer polirribonucledétido ou poli-
desoxirribonucledtido, que pode ser RNA ou DNA néo

modificados, ou RNA ou DNA modificado, incluindo sem
limitacdo RNA de cadeia simples e dupla, e RNA gue é uma

mistura de regides de cadeias simples e dupla.

Um anticorpo humanizado CD45RO/RB e.g., que & um
anticorpo humanizado ou quimérico, pode ser produzido
através de técnicas de DNA recombinante. Assim, uma ou mais

moléculas de DNA que codificam o CD45RO/RB podem ser
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construidas, colocadas sob sequéncias de controlo apro-
priadas e transferidas num hospedeiro adequado (organismo)

para expressdo através de um vector apropriado.

Noutro aspecto, a presente invencido proporciona
um polinucledétido que codifica uma cadeia simples, pesada
e/ou leve de um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo
com a presente invencdo; e a utilizacdo de um poli-
nucledétido de acordo com a presente invencdo para a
producdo de um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com

a presente invengdo através de meios recombinantes.

Pode ser obtida uma molécula de ligacdo a
CD45RO/RB de acordo com, e.g., analogamente, um método
convencional Jjuntamente com a informacdo aqui propor-
cionada, e.qg., com o conhecimento da sequéncia de
aminoadcidos das regides hipervaridveis ou variédveis e as
sequéncias de polinucledtido que codificam essas regides.
Um método para construir um gene de dominio variavel &
e.g., descrito em EP 239 400 e pode ser resumidamente
sumarizado como se segue: Pode ser clonado um gene due
codifica uma regido varidvel de um mAb de qualquer
especificidade. Os segmentos de DNA que codificam o quadro
e as regides hipervariadveis s&do determinados e os segmentos
de DNA que codificam as ©regides hipervaridveis sé&o
removidos. S&do preparadas cassetes de CDR sintéticos de
cadeia dupla através da sintese de DNA de acordo com as
sequéncias de CDR e CDR', como aqui especificados. Estas

cassetes sdo proporcionadas com extremidades coesivas de
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modo a gue se possam ligar nas Jjungdes de um qguadro
desejado de origem humana. Os polinucledtidos que codificam
o anticorpo de cadeia podem também ser preparadas de acordo
com, e.g., analogamente, a um método convencional. Um
polinucledétido de acordo com a presente invencdo assim
preparado pode ser transferido convenientemente num vector

de expressdo apropriado.

As linhas celulares apropriadas podem ser
encontradas de acordo com, e.g., analogamente, a um método
convencional. S&o conhecidos vectores de expressdo, e.g.,
compreendendo promotor (es) e genes adequados que codificam
partes constantes da cadeia pesada e leve e.g., e estédo
disponiveis comercialmente. S&o conhecidos hospedeiros
apropriados ou podem ser encontrados de acordo com, e.g.,
analogamente, a um método convencional e incluem culturas

de células ou animais transgénicos.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
um vector de expressdo compreendendo polinucledtidos de
acordo com a presente invencdo, em que o vector é capaz de
produzir anticorpo humanizado quando o referido vector esta

presente numa célula hospedeira compativel.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
uma célula hospedeira isolada que compreende um vector de
expressdo capaz de produzir anticorpo humanizado. Os
autores descobriram também gque um anticorpo humanizado

CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo inibe respostas
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aloimunes primadrias de um modo dependente da dose, como
determinado através de MLR in vitro. 0Os resultados indicam
que as células que tinham sido aloactivadas na presenca de
um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente
invencdo sdo comprometidas em relacdo as suas respostas ao
aloantigénio. Isto confirma a indicacdo de que um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo pode
actuar directamente nas células T alorreactivas efectoras e
modular a sua funcdo. Adicionalmente, as propriedades
funcionais das células T derivadas das MLR primarias foram
ainda estudadas em experiéncias de reestimulacdo em MLR
secundédrias, utilizando células estimuladoras especificas
ou estimuladores de terceiros para avaliar a especificidade
dos efeitos funcionais observados. Descobrimos que as
células derivadas das MLRs primdrias nas quais um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo estéa
presente, foram comprometidas em relacdo a sua capacidade
de resposta a estimulacdo Oéptima subsequente com células
estimuladoras especificas, embora ndo exista anticorpo
adicionado as culturas secundérias. A especificidade da
inibicdo foi demonstrada pela capacidade das células
tratadas com um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo
com a presente invencdo responderem normalmente a células
estimuladoras de dadores terceiros ndo relacionados. As
experiéncias de reestimulacéo utilizando células T
derivadas de culturas de MLR primarias indicam assim que as
células que tinham sido aloactivadas por um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencgdo sio

hipo-responsivas, i.e., tolerantes, ao aloantigénio
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original. S&o descritas outras actividades bioldgicas nos

exemplos 7, e 9 a 13.

Para além disso, os autores descobriram que a
proliferacdo celular em células pré-tratadas com um
anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente
invencdo podem ser recuperadas através de IL-2 exdgeno.
Isto indica que o tratamento de células T alorreactivas com
um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente
invencdo induz um estado de tolerdncia. Na verdade, as
respostas proliferativas reduzidas observadas nas células
tratadas com um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo
com a presente invencédo, foi devida ao enfraquecimento da
funcdo das células T, e estas células foram capazes de
responder a IL-2 exdgeno, indicando que estas células estédo
num estado anérgico, verdadeiramente ndo responsivo. A
especificidade desta resposta foi demonstrada pela
capacidade das células tratadas com um anticorpo humanizado
CD45RO/RR de acordo com a presente invencdo para proliferar
normalmente em células do dador ndo relacionadas para o

nivel das células de controlo tratadas.

Adicionalmente, as experiéncias indicam dque a
ligacdo de um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com
a presente invengdo a CD45RO e CD45RB pode inibir as
respostas de memdéria de células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de dadores imunizados ao antigénio de
revocacdo especifico. A ligacdo de um anticorpo humanizado

CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo a CD45RO e
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CD45RB ¢é por isso também eficaz na inibicdo de respostas de
memédria a Ag soluvel. A capacidade de um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencao
inibir respostas de revocacdo ao tétano em PBMC de dadores
imunizados indica que a molécula de ligacdo a CD45RO/RB de
acordo com a presente invencdo ¢é capaz de se dirigir e
modular a activacdo das células de memdéria. E.g., Estes
resultados indicam que um anticorpo humanizado CD45RO/RB de
acordo com a presente invencdo adicionalmente a reconhecer
células T alorreactivas e activadas ¢é capaz de modular a
sua funcédo, resultando na inducdo da energia das células T.
Esta propriedade pode ser importante no tratamento de
respostas imunes em curso aos autoantigénios e alergénios e
possivelmente aos aloantigénios como se observam nas
doencas autoimunes, alergia e rejeicdo crénica, e doencas,
tais como psoriase, doenca da bexiga inflamada, em que as
respostas de memdbdria desempenham um papel na manutencdo do
estado da doenca. Cré-se gque seja uma caracteristica
importante numa situacdo de doenca, tal como em doencas
autoimunes nas quais as respostas de memdria aos
autoantigénios podem desempenhar um papel principal para a

manutencdo da doenca.

Os autores também descobriram que um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo pode
modular as respostas de proliferacdo de células T numa
resposta de linfécitos mistos (MLR) in vivo, i.e.,
descobriu-se qgue um anticorpo humanizado CD45RO/RB de

acordo com a presente invencdo possuia propriedades
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inibidoras correspondentes em testes in vivo, tais como por
exemplo, prevencdo de doenca letal de enxerto xenogeneico
versus hospedeiro (GvHD) ou supressao do processo
inflamatdério que medeia a rejeicdo de aloenxerto de pele
humana em modelos de ratinhos SCID, ou prolongando a
sobrevivéncia de aloenxerto em ilha humano num modelo de

ratinho hu-PBL-NOD/SCID.

Um anticorpo humanizado CD5RO/RB de acordo com a
presente invencdo pode desse modo possuir propriedades
imunosupressoras e tolerogénicas e pode ser Util para a
inducdo de tolerédncia in vivo e ex-vivo a aloantigénios,
autoantigénios, alergénios e antigénios da flora bacte-
riana, e.g., um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo
com a presente invencdo pode ser Util no tratamento e
profilaxia de doencas e.g., incluindo doencas autoimunes,
tais como, mas ndo limitado a, artrite reumatdide, artrite
psoridtica, tirodite autoimune, doenca de Graves, diabetes
de tipo I e de tipo II, esclerose multipla, doenca de Crohn
(CD), colite wulcerosa (UC), 1lupus sistémico eritematoso,
sindrome de Sjogren, escleroderma, gastrite autoimune,
glomerulonefrite, rejeicdo de transplante, tais como, mas
ndo limitados a, aloenxerto de 6rgdos e tecidos e rejeicéo
de xenoenxerto, e.g., para o tratamento de destinatéarios de
e.qg., transplantes de coracdo, pulmdo, coracdo-pulméo
combinados, figado, rim, ©pancreaticos, da pele ou da
coérnea, doenca de enxerto versus hospedeiro (GVHD), tais
como apds transplante da medula bssea, e/ou rejeicdo de

transplante de células de ilhas pancredticas, e/ou também
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psoriase, dermatite, tal como dermatite atdépica e de
contacto, incluindo dermatite de contacto alérgica, doenca

da bexiga inflamada e/ou alergias, incluindo asma alérgica.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona a
utilizacdo do anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com

a presente invencdo, como um produto farmacéutico.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona o
anticorpo humanizado de acordo com a presente invencdo para
utilizacdo no tratamento e/ou profilaxia de doencas
autoimunes; rejeicdo de transplante, psoriase, dermatite,

doenca da bexiga inflamada e/ou alergias.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
um anticorpo humanizado de acordo com a presente invencédo
no tratamento e/ou profilaxia de doenca de enxerto versus

hospedeiro (GVHD).

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
um anticorpo humanizado de acordo com a presente invencgéo
para a preparacdo de um medicamento no tratamento de

rejeicdo de transplante de células de ilhas pancreéaticas.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
um método de tratamento e/ou profilaxia de doencas
associadas com doencas autoimunes, rejeicdo de transplante,
psoriase, dermatite, doenca da Dbexiga inflamada e/ou

alergias compreendendo administrar a um individuo em
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necessidade desse tratamento e/ou profilaxia, uma gquan-
tidade eficaz de um anticorpo humanizado GD45RO/RB, de
acordo com a presente invencdo, e.g., na forma de uma

composicédo farmacéutica de acordo com a presente invencédo.

Uma forma de realizacdo da presente invencéo
proporciona um método de tratamento e/ou profilaxia de uma
doenca associada com rejeicdo de transplante de células de
ilhas, e.g., rejeicdo de transplante de células de ilhas,
compreendendo administrar a um individuo em necessidade
desse tratamento e/ou profilaxia, uma gquantidade eficaz de

um anticorpo humanizado de acordo com a presente invencédo.

Nas formas de realizacdo preferida, o referido
anticorpo humanizado CD45RO/RB para utilizacdo como um
composto farmacéutico, para a producdo de um medicamento
ou, num método de tratamento e/ou profilaxia de uma doenca
associada com doencas autoimunes, rejeicdo de transplante,
psoriase, dermatite, doenca da bexiga inflamada e/ou
alergias compreende um polipéptido da SEQ ID N°:31 ou da
SEO ID NO:32 e/ou um polipéptido da SEQ ID N°:7 ou da SEQ
ID N°:8. Preferencialmente, 0 anticorpo humanizado
CD45RO/RB compreende um polipéptido da SEQ ID N°:31 e um

polipéptido da SEQ ID N°:8.

Uma "quantidade eficaz" de um anticorpo huma-
nizado CD45RO/RB é uma quantidade suficiente para conseguir
resultados benéficos ou desejados, incluindo resultados

clinicos, tais como diminuindo um ou mais sintomas que
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resultem da doenca autoimune, rejeicdo de transplante,
psoriase, dermatite, doenca da Dbexiga inflamada e/ou
alergia, aumentando a qualidade de vida dos que sofrem de,
diminuindo a dose de outros medicamentos necessédrios para
tratar essas doencas, efeito de aumento de outra medicacéao,
retardando a progressdo da doenca, e/ou prolongando a
sobrevivéncia dos doentes, seja directamente ou indirec-

tamente.

Uma gquantidade eficaz pode ser administrada em
uma ou mais administracdes e pode ser alcancada ou ndo em
conjun¢do com outro fArmaco, composto, ou composicdo
farmacéutica. Assim, uma "quantidade eficaz" pode ser
considerada no contexto de administrar um ou mais agentes
terapéuticos, e pode ser considerado um agente Unico para
ser administrado numa quantidade eficaz se, em conjuncéo
com um ou mais outros agentes, possa ser ou seja alcancado

um resultado desejéavel.

Também ¢é referido que um anticorpo humanizado
CD45RO/RB da invencdo pode ser administrado como o uUnico
ingrediente activo ou juntamente com outros farmacos em
regimes de imunomodulacdo ou outros agentes anti-infla-
matédrios e.g., para o tratamento ou prevencdo de doencas
associadas com doencas autoimunes, rejeicdo de transplante,
psoriase, dermatite, doenca da bexiga inflamada e/ou
alergias. Por exemplo, um anticorpo humanizado CD45RO/RB da
invencdo pode ser utilizado em combinag¢&do com um inibidor

de calcineurina, e.g., ciclosporina A, ciclosporina G, FK-
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506, ABT-281, ASM 981; um inibidor de mTOR, e.g., rapa-
micina, 40-0-(2-hidroxi)etil-rapamicina, CCI779, ABT578,
AP23573, AP23464, AP23675, AP23841, TAFA-93, biolimus-7 ou
bioimus-9; um corticosterdide; ciclofosfamida; azatioprina;
metotrexato; um agonista receptor de S1P, e.g., FTY 720 ou
um seu analogo; leflunomida ou seus analogos; mizoribina;
acido micofendlico; micofenolato de mofetilo; 15-
desoxispergualina ou seus anadlogos; anticorpos monoclonais
imunossupressores, e.9g.,, anticorpos monoclonais contra
receptores de leucdcitos, e.g., MHC, CD2, CDsS, CD4,
cblla/CD18, CD7, CD25, CD27, B7, CD40, CD45, CD58, CD137,
ICOS, CD150 (SLAM), 0OX40, 4-1BBR ou seus ligandos, e.g.,
CD154; ou outros compostos imunomoduladores, e.g., uma
molécula de ligacdo recombinante possuindo pelo menos uma
porcdo do dominio extracelular de CTLA4 ou um seu mutante,
e.g., pelo menos uma porcdo extracelular de CTLA4 ou um seu
mutante unido a uma sequéncia de proteina ndo CTLA4, e.qg.,
CTLA4lg (e.g., designada ATCC 68629) ou um seu mutante,
e.g., LEA29Y, ou outros inibidores da molécula de adeséo,
e.g., mAbs ou inibidores de baixo peso molecular incluindo
antagonistas de LFA-1, antagonistas de Selectina e

antagonistas de VLA-4.

Uma quantidade eficaz de um anticorpo humanizado
CD45RO/RBR da invencdo, isoladamente ou em conjunto com
outro féarmaco, composto, ou composicdo farmacéutica pode
ser administrada por qualgquer via convencional, incluindo
injeccdo ou por infusdo gradual ao longo do tempo. A

administracdo pode, por exemplo, ser oral, intravenosa,
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intraperitoneal, intramuscular, intracavidade, subcutéanea,
tépica ou transdérmica. Por "co-administracdo" entende-se a
administracdo dos componentes das composicdes da invencéo
em conjunto ou substancialmente ao mesmo tempo, oOU NO MESmMO
veiculo ou em veiculos gseparados, de modo que apds
administracdo oral, por exemplo, ambos 0s compostos estédo
presentes simultaneamente no tracto gastrointestinal.
Preferencialmente, os compostos sdo administrados como uma

combinacdo fixa.

Em, outro aspecto a presente invencdo proporciona
uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo
humanizado CD45RO/RB de acordo com a presente invencido em
associacéo com pelo menos um  veiculo ou diluente

farmaceuticamente aceitével.

0O termo "veiculo ou diluente farmaceuticamente
aceitavel”™ como aqui wutilizado significa um ou mais
enchimentos sdélidos ou liquidos compativeis, diluentes ou
substéncias de encapsulacéao que sdo adequadas para
administracdo a mamiferos incluindo humanos. O termo
"veiculo" denota um ingrediente orgédnico ou inorgénico,
natural ou sintético, com gque o ingrediente activo é

combinado para facilitar a aplicacédo.

O termo "farmaceuticamente aceitével" significa
um material ndo téxico que ndo interfere com a eficédcia da
actividade Dbioldgica dos ingredientes activos. Estas

preparacdes podem, de forma rotineira, conter concentracdes
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de sais farmaceuticamente aceitéaveis, agentes de
tamponamento, conservantes, veiculos compativeis, agentes
potenciadores de imunidade suplementares tais como adju-
vantes e citoquinas e opcionalmente outros agentes

terapéuticos, tais como agentes quimioterapéuticos.

Quando utilizados em medicina, os sais devem ser
farmaceuticamente aceitéaveilis, mas o0s sais ndo farmaceuti-
camente aceitaveis podem convenientemente ser utilizados
para preparar oS seus sais farmaceuticamente aceitédveis e

ndo sdo excluidos do dmbito da invencéo.

As composicdes farmacéuticas podem conter agentes
de tamponamento adequados, incluindo: &cido acético num
sal; é&cido citrico num sal; &cido bdérico num sal; e &cido
fosférico num sal. As composicdes farmacéuticas também
podem conter, opcionalmente, conservantes adeguados, tais
como: cloreto de benzalcdnio; clorobutanol; parabenos e

timerosal.

As doses de polipéptido ou &cido nucleico gue
codifica o referido polipéptido administradas a um
individuo podem ser seleccionadas de acordo com diferentes
pardmetros, em particular de acordo com o modo de
administracdo utilizado e o estado do individuo. Outros
factores incluem o periodo desejado de tratamento. No caso
em que a resposta num individuo é insuficiente nas doses
iniciais aplicadas, doses elevadas (ou doses efectivamente

superiores através de uma via de distribuicdo diferente,
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mais localizada) pode ser empregue na extensdo em gue a

tolerdncia do doente o permita.

As composicdes farmacéuticas podem conveniente-
mente ser apresentadas numa forma de unidade de dosagem e
podem ser preparadas por qualquer dos métodos bem
conhecidos na técnica da farmécia. Todos os métodos incluem
0 passo de colocar o agente activo em associacgcdo com um
veiculo que constitui um ou mais ingredientes acessdrios.
Em geral, as composicdes sdo preparadas através da
colocacdo uniformemente e intimamente do composto activo em
associacdo com um veiculo liguido, um veiculo sélido
finamente dividido, ou ambos, e depois, se necessario, dar

forma ao produto.

As composicdes adequadas para administracdo oral
podem ser apresentadas como unidades discretas, tais como
cépsulas, comprimidos, lozengos, contendo cada um uma
quantidade pré-determinada do composto activo. Outras
composicdes incluem suspensdes em liquidos agquosos ou
liquidos ndo aguosos tais como um xarope, elixir ou uma

emulsédo.

As composicgdes adequadas para administracédo
parentérica compreendem convenientemente uma preparacio
estéril aguosa ou ndo aquosa de um polipéptido ou &acido
nucleico que codifica o polipéptido, que ¢é preferen-
cialmente isotdénico com o sangue do receptor. Esta pre-

paracdo pode ser formulada de acordo com métodos conhecidos
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utilizando agentes de dispersdo ou de humedecimento
adequados e agentes de suspensdo. A preparacdo injectével
estéril também pode ser uma solugdo ou suspensdo injectavel
estéril num diluente ou solvente parentericamente aceitével
ndo téxico, por exemplo, como uma solucdo em 1,3-buta-
nodiol. Entre os veiculos e solventes aceitaveis que podem
ser empregues sdo &agua, solucdo de Ringer, e solucdo iso-
ténica de cloreto de sdbdédio. Adicionalmente, sdo convencio-
nalmente empregues O&leos estéreis, de fixacdo como um
solvente ou meio de suspensdo. Para este efeito, pode ser
empregue qualquer ¢leo fixado moderado, incluindo mono ou
diglicéridos sintéticos. Adicionalmente, podem ser utili-
zados &cidos gordos, tais como &cido oleico na preparacgio
de injectéveis. Formulacdo transportadora adequada para
administracbes orais, subcutédneas, intravenosas, intramus-
culares, etc. pode ser encontrada em Remington's Pharma-

ceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA.

Uma composicdo farmacéutica pode compreender
ainda, e.g., ingredientes activos, e.g., outros anticorpos
imunomoduladores tais como, mas ndo confinados a anti-ICOS,
anti-CD154, anti-CD134L ou proteinas recombinantes tais
como, mas nado confinadas a rCTLA-4 (CD152), r0X40 (CDl134),
ou agentes anti-inflamatdérios ou compostos imunomoduladores
tais como, mas ndo confinados a ciclosporina A, FTY720,
RAD, rapamicina, FK506, 15-desoxispergualina, esterdides;
como descrito acima. Essa composicdo farmacéutica pode
compreender um anticorpo humanizado CD45RO/RB de acordo com

a invencdo e farmacos imunomoduladores e/ou agentes anti-
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inflamatédrios em formas de dosagem unitédria separadas,
preferencialmente em que as formas de dosagem unitéria sé&o
adequadas para administracdo dos compostos componentes em
quantidades sinergisticamente eficazes, em conjunto com
instrucdo para utilizacdo, opcionalmente com outros meios
para facilitar a submissdo a administracdo dos compostos
componentes, e.g., um rétulo ou esquemas. As composicdes da
invencdo podem ser administradas como uma combinacdo livre,
ou podem ser formuladas numa combinacdo fixa. As dosagens
absolutas dos compostos variardo dependendo de varios
factores, e.g., o individuo, a via de administracédo, a
duracdo desejada, a taxa de libertacdo do agente activo e a

natureza e gravidade da condicdo a ser tratada.

Doencas, como delineado acima para serem tratadas
com um anticorpo humanizado CD45RO/RB da presente invencéo
isoladamente ou em combinacdo com outros farmacos incluem,
mas ndo estdo limitadas a doencas autoimunes, incluindo
artrite reumatdéide, artrite psoridtica, tirodite autoimune,
doenca de Graves, diabetes de tipo I e tipo II, esclerose
miltipla, doenca de Crohn (CD), colite ulcerosa (UC), ltpus
sistémico eritematoso, sindrome de Sjogren, escleroderma,
gastrite autoimune e glomerulonefrite; rejeicéo de
transplante, incluindo, mas sdo ndo limitado a, rejeicdo de
aloenxertos e xenoenxertos de dérgdos e tecidos, e.g., para
o0 tratamento de destinatdrios de e.g., transplantes do
coracdo, pulmdo, coracdo-pulmdo combinado, figado, rim,
pancreadtico, da pele ou da cdrnea, doenca de enxerto versus

hospedeiro (GVHD), tais como apdbds transplante da medula
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b6ssea, e/ou rejeicdo de transplante de células de ilhas
pancredticas; psoriase; dermatite, tal como dermatite
atdépica e dermatite de contacto incluindo dermatite de
contacto alérgico; doenca da Dbexiga inflamada e/ou

alergias, incluindo asma alérgica.

EXEMPLOS

A invencdo serd entendida em maior detalhe com a
referéncia aos exemplos seguintes. Eles ndo devem, contudo,
ser encarados como limitantes do &dmbito da invenc&do. Nos
exemplos seguintes, todas as temperaturas estdo em graus

Celsius.

O "mAb candidato" ou "anticorpo guimérico" é uma
molécula de ligacdo a CD45RO/RB de acordo com a presente
invencdo compreendendo a cadeia leve da SEQ ID N°:3 e a

cadeia pesada da SEQ ID N°:4.

O "anticorpo humanizado" ¢é uma molécula de
ligacdo a CD45RO/RB de acordo com a presente invencdo
compreendendo um polipéptido da SEQ ID N°:8 e polipéptido
da SEQ ID N°:9 (VHE /humV1, VHE/VL1 ou VHE/VLh), um
polipéptido da SEQ ID N°:8 e um polipéptido da SEQ ID N°:10
(VHQ/humV1l, VHQ/VL1 ou VHQ/VLh); um polipéptido da SEQ ID
N°: 7 e polipéptido da SEQ ID N°:9 (VHE/humV2, VHE/VL2 ou
VHE/VLm) ; um polipéptido da SEQ ID N°:7 e polipéptido da
SEQ ID N°:10 (VHQ/humv2, VHQ/VL2 ou VHQ/VILm) ; um

polipéptido da SEQ ID N°:8 e polipéptido da SEQ ID N°: 31
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(VHEN73D/humvl, VHEN73D/VL1 ou VHEN73D/VLh); um polipéptido
da SEQ ID N°:8 e polipéptido da SEQ ID N°:32
(VHON73D/humV1, VHQON73D/VL1 ou VHQN73D/VLh); um polipéptido
da SEQ ID N°©:7 e polipéptido da SEQ ID N°:31
(VHEN73D/humv2, VHEN73D/VL2 ou VHEN73D/VLm) ; ou um
polipéptido da SEQ ID N°:7 e polipéptido da SEQ ID N°:32

(VHON73D/humV2, VHQN73D/VL2 ou VHEN73D /VLm) .

S&do utilizadas as seguintes abreviaturas:

APC células de apresentacdo de antigénio
CEX cromatografia de permuta catidnica
c.p.m. contagens por minuto

dhfr di-hidrofolato redutase

EDTA dcido etilenodinitrilotetraacético
ELISA Ensaio de imunoabsorcdo ligado a enzima

ESI-Q-TOF ionizacdo por electroaspersdo - quadrupolo -
tempo de voo
FACS separacdo por emissdo de fluorescéncia de

células activadas

Fc fragmento cristalizéavel

F(ab'), ligacdo ao antigénio do fragmento; bivalente
FITC isotiocianato de fluoresceina

FBS soro de bovino fetal

GVHD doenca de enxerto-vs-hospedeiro

HCMV promotor do citomagalovirus humano

HPLC Cromatografia Liquida de Elevado Desempenho

IFN-y interferdo gama
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IgE imunoglobulina isotipo E

IgG imunoglobulina isotipo G
IL-2 interleuquina-2

IU unidades internacionais

MALDI-TOF ionizacdo de dessorcdo de laser assistida

pela matriz - tempo de voo
MLR reaccdo de linfdécitos mistos
MLC cultura de linfécitos mistos
MP1 proteina de matriz 1 de Hemophilus influenza
MTX metotrexato
PBS soro fisioldgico tamponado com fosfato
PBL leucdcitos de sangue periférico
PBMC células mononucleares de sangue periférico
PCR reaccdo em cadeia pela polimerase
RP cromatografia de fase reversa
SEC cromatografia por exclusdo de tamanho
SCID imunodeficiéncia combinada grave
Treg células T reguladoras
xGVHD doenca xeno-enxerto-vs-hospedeiro

Exemplo 1: Resposta primdria de linfécitos mistos

(MLR)

Células

As amostras de sangue sdo obtidas de dadores
humanos saudéaveis. As células mononucleares de sangue

periférico (PBMC) sdo isoladas por centrifugacdo em Ficoll-

Hypaque (Pharmacia LKB) de leucdcitos de sangue periférico
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total, leucoferese ou camada leuco-plagquetédrias com tipo de
sangue conhecido, mas tipo de HLA desconhecido. Em algumas
experiéncias de MLR, as PBMC sdo directamente utilizadas
como as células estimuladoras apbds a irradiacdo a 40 Gy.
Nas outras experiéncias, as células T foram empobrecidas em
PBMC através da utilizacdo de CD2 ou CD3 Dynabeads (Dynal,
Oslo, Noruega). As esferas e as células contaminantes sé&o
removidas através de campo magnético. As PBMC empobrecidas
em células T s&o utilizadas como simulador de células apds

a irradiacéo.

PBMC, células T CD3" ou células T CD4' s&o
utilizadas como as células de resposta em MLR. As células
sdo preparadas a partir de dadores diferentes para células
estimuladoras. As células T CD3' s&o purificadas através de
seleccdo negativa utilizando mAb anti-CD16 (Zymed, CA),
Dynabeads IgG anti-ratinho de cabra, Dynabeads anti-CD14,
Dynabeads CD19. Adicionalmente, sdo utilizadas Dynabeads
anti-CD8 para purificar células T CD4". As células obtidas
sdo analisadas por FACScan ou FACSCalibur (Becton Dickinson
& Co., CA) e a pureza das células obtidas foi de >75%. As
células s&o suspensas em meio RPMI1640, suplementado com
10% de FBS inactivado pelo calor, penicilina, estrepto-

micina e L-glutamina.

Reagentes

E também criado o mAb quimérico anti-CD45R0/RB

"mAb candidato"™ e um anticorpo quimérico de controlo

correspondente ao isotipo. O anticorpo IgGl de controlo de
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ratinho (Humano) especifico para KLH (hemocianina de lapa)
ou IL-10 recombinante humano é adgquirido a BD Pharmingen
(San Diego, CA). O mAb 5¢8 Anti-CD154 humano estd de acordo

com Lederman et al 1992.

Resposta primdria de linfécitos Mistos (MLR)

Fraccdes de 1 x 10° PBMC ou 5 X 10* de células
CD3" ou CD4" sdo misturadas com 1 x 10° PBMC irradiadas ou 5
x 10" PBMC empobrecidas em células T por irradiacdo (50 Gy)
em cada pog¢o de placas de cultura de 96 pocos (Costar,
Cambridge, MA) na presenca do mAb indicado ou na auséncia
de Ab. Em algumas experiéncias, o fragmento F(ab'), de Ig
anti-ratinho de cabra ou Ig anti-humano de cabra especifico
para a porcdo Fc (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) é
adicionado a 10 pg/mL adicionalmente ao mAb candidato para
assegurar ligacdo reticulada déptima in vitro das moléculas
alvo de CD45. As células mistas sdo cultivadas durante 4 ou
5 dias a 37 °C em 5% de CO, e a proliferacdo é determinada
pulsando as células com °“H-timidina durante as ultimas 16-
20 horas de cultura. Outras experiéncias sdo semelhantes as
descritas acima, mas com as seguintes excepcgdes: 1) 0 meio
utilizado é EX-VIVO (Bio-Whittaker) contendo 10% de FBS e
1% de plasma humano; 2) E utilizado IgG total anti-ratinho
(5 pg/mL) como o passo de ligacdo reticulada secundéria; 3)

A irradiacdo de células estimuladoras é 60 de Gy.

A MLR priméria ¢é realizada na presenga do "mAb
candidato”™ ou IgGl guimérico de controlo (10 pg/mL) ambos

com um reagente de segundo passo, fragmento F(ab'), de Ig
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anti-humano de cabra especifico para a porgcdo Fc (10
ng/mL) . A percentagem de inibicdo pelo "mAb candidato™ é
calculada em comparacdo com a proliferacdo celular na
presenca de IgGl de controlo. Os resultados sdo

apresentados na TABELA 1 abaixo:

TABELA 1

Inibicdo de MLR primaria por 10 pg/mL de um mAb candidato

de acordo com a presente invengédo

Responsivo Estimulador (PBMC Irr.) % de Inibicgao
#211 CD4 #219 CD3 63,51
#220 CD4 #219 CD3 depl. 63,07
#2277 CD4 #220 CD3 depl. 65,96
#229 CD4 #219 CD3 depl. 50,76

Média do DP 60,83+6,83*

*Significativamente diferentes do valor de controlo

(P<0,001)

Um mAb candidato de acordo com a presente inven-
¢cdo inibe a MLR primédria como pode ser observado a partir

da TABELA 1. O efeito inibidor médio é 60,83 * 6,83% em

células T CD4" derivadas de quatro dadores diferentes e

estatisticamente significativo.

A inibicdo da MLR primdria pelo "mAb candidato" é
demonstrada como sendo dependente da dose no intervalo de

0,001 e 10 npg/mL do "mAb candidato™ como apresentado na

Figura 1.
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A ICsy para a inibicdo de MLR primdria por um
"mAb candidato" é determinada a partir dos resultados de
trés experiéncias de MLR separadas utilizando PBMC de um
dador como células de resposta. Assim, as células T CD4' de
resposta do Dador #229 e #219 e PBMC irradiadas
empobrecidas em células T como estimuladores s&o misturadas
na presenca de um "mAb candidato" ou Ab quimérico de
controlo com 10 pug/mL de fragmento F(ab'), de Ig anti-
humano de cabra. As experiéncias sdo repetidas 3 vezes e a
percentagem de ©proliferacdo na ©presenca de um "mAb
candidato"™ ¢é calculada em comparacdo com a proliferacdo de
células T na presenca de Ab de controlo. O valor de ICsy é
determinado utilizando Origin (V. 6.0®). O valor de ICsy da
actividade celular ¢é calculado como sendo 0,87 = 0,35 nM

(0,13 + 0,052 pg/mL) .

Exemplo 2: MLR Secundéria

De modo a avaliar se um "mAb candidato" induz a
ndo capacidade de resposta de «células T CD4" contra
aloantigénio especificos, a MLR secunddria é realizada na
auséncia de gquaisquer anticorpos apds a MLC priméria. AsS
células T CD4" s&do cultivadas com células estimuladoras
alogeneicas irradiadas (PBMC empobrecidas em células T) na
presenca do anticorpo indicado em placas de cultura de 96
pocos durante 10 dias (MLC primaria). Depois, as células
sdo recolhidas, depositadas em camada num gradiente de
Ficoll-Hypagque para remover células mortas, lavadas duas
vezes com RPMI, e reestimuladas com o mesmo estimulador,

células estimuladoras de terceiros ou IL-2 (50 U/mL). As
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células sdo cultivadas durante 3 dias e a resposta
proliferativa ¢é determinada pulsando as células com °H-

timidina durante pelo menos 16-20 horas de cultura.

Especificamente, as células T CD4' sido cultivadas
com células estimuladoras alogeneicas irradiadas (PBMC
empobrecidas em células T retiradas de outros dadores) na
presenca de 10 pg/mL do "mAb candidato", Ab quimérica de
IgGl de controlo e fragmento de F(ab'), de Ig anti-humano
de cabra. A proliferacdo de MLR priméria é determinada no
dia 5. Para a MLR secundéaria, as células de resposta e
estimuladoras s&o cultivadas durante 10 dias na presenca do
"mAb candidato", depois as células sdo recolhidas, lavadas
duas vezes em RPMI1640 e reestimuladas com estimulador
especifico, estimuladores de terceiros ou IL-2 (50 U/ml) na
auséncia de qualgquer Ab. A proliferacdo celular ¢
determinada no dia 3. Os resultados sdo apresentados na

TABELA 2:

TABELA 2
Células T CD4" de Resposta Dador| $ de Inibicdo de MLR
# Zéria
#211 49,90*
#220 59,33%
#2277 58, 68%

* Significativamente diferentes do wvalor de controlo
(p=<0,001 determinado pelo teste t, SigmaStat V.2.03). #

p=<0,046
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De modo a testar se a proliferacdo dificultada é
devida a incapacidade de resposta como uma consequéncia do
tratamento com um "mAb candidato", as células derivadas de
MLR priméria s&o cultivadas na presenca de IL-2 (50 U/mL).
A adicdo de IL-2 resulta na recuperacdo de respostas
proliferativas das células T que tinham sido tratadas com
um "mAb candidato" em MLR ©primdria, para oS niveis
semelhantes aos observados na presenca de Ab de controlo
IgGl. Estes resultados indicam que a resposta secundéaria
dificultada em células T tratadas com um "mAb candidato" é
devida a alteracdo funcional das células T de resposta que
se tornam incapazes de resposta as células estimuladoras

especificas.

A percentagem de inibicdo é calculada de acordo

com a seguinte fdérmula:

c.p.m. com Ab de controlo - c.p.m. com "mAb candidato x 100

c.p.m.com Ab de controlo

A anédlise estatistica ¢é realizada wutilizando

SigmaStat (Vers. 2.03).

Os resultados sdo analisados por ANOVA de duas
vias seguido pelo método de Dunnett. Em todos os proce-
dimentos de teste as probabilidades <0,05 s&do consideradas
como significativas. Em algumas experiéncias é utilizado o

teste t (SigmaStat V.2.03).
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Exemplo 3: Estudos de sobrevivéncia in vivo em

ratinhos SCID

Enxertia de hu—-PBL em ratinhos SCID

Células mononucleares de sangue periférico
humanas (PBMC) sé&do injectadas intraperitonealmente em
ratinhos SCID C.B 17/GbmsTac-Prkdc®®*® Lyst® (Taconic,
Germantown, NY) numa quantidade suficiente para induzir uma
doenca letal de enxerto xenogeneico versus hospedeiro
(xGVvHD) em >90% dos ratinhos num espaco de 4 semanas apds a
transferéncia celular. Esses ratinhos SCID tratados s&do de

aqui em diante designados como ratinhos hu-PBL-SCID.

Tratamento com Mab de ratinhos hu-PBL-SCID

Os ratinhos Hu-PBL-SCID s&do tratados com um "mAb
candidato”™ ou mAbs de controlo similares ao isotipo de
ratinho ou gquimérico no dia 0, imediatamente apds injeccéo
de PBMC, no dia 3, dia 7 e a intervalos de uma semana dai
em diante. Os Mabs s&do distribuidos subcutaneamente em 100
nL de PBS a uma concentracdo final de 5 mg/kg de peso
corporal. O tratamento foi parado guando todos os ratinhos

de controlo estavam mortos.

Avaliagdo dos resultados do tratamento

O critério principal para avaliar a eficéacia de
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um "mAb candidato" neste estudo foi a sobrevivéncia dos
ratinhos hu-PBLSCID. A significdncia dos resultados &
avaliada pelo modelo estatistico da analise de
sobrevivéncia wutilizando o teste de Log-rank (método
Mantel) com o auxilio do software Systat v9.01. O método de
andlise de sobrevivéncia é um teste ndo paramétrico, gue
ndo apenas considera se um ratinho particular estd ainda
vivo, mas também se foi sacrificado por razdes irrelevantes
para o tratamento/doenca, tais como o requisito de
desempenhar a andlise in vitro com os seus o6rgdos/células.
As biopsias de figado, pulmdo, rim e baco sdo obtidas a
partir de ratinhos mortos ©para posterior avaliacéo.
Adicionalmente, os ratinhos hu-PBL-SCID s&o pesados no
inicio (antes da transferéncia celular) e ao longo (a cada
dois dias) da experiéncia como uma estimativa indirecta do
seu estado de satde. As linhas de regressdo linear foram
criadas utilizando os valores do peso corporal versus dias
pbds-transferéncia de PBMC obtidos de cada vratinho e
subsequentemente, o0s seus declives (ratinhos de controlo
versus tratados com anti-CD45) foram comparados utilizando

o teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

Resultados

Todos 0s ratinhos hu-PBL-SCID tratados com
controlos de mAb de ratinho tinham leucdcitos humanos
infiltrados no pulmido, figado e baco e morreram (4/4) num

periodo de cerca de 2 a 3 semanas apds a transferéncia de
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células. A morte €& uma consequéncia provavel de xGvHD. Os
ratinhos tratados com mAb de controlo para além disso
perderam peso de um modo linear, cerca de 10% e mais num

periodo de 3 semanas.

Todos os ratinhos hu-PBL-SCID tratados com um
"mAb candidato" sobreviveram (4/4) sem qualguer sinal
aparente da doenca mais do que 4 semanas, mesmo Se O
tratamento com o "mAb candidato" tenha sido parado apds 3
semanas. Os ratinhos tratados com "MAb candidato"
aumentaram o peso de um modo linear, até cerca de 5% num

periodo de 4 semanas.

Exemplo 4: Expressdo dos anticorpos da invengéo

Expressdo de anticorpo humanizado compreendendo

uma SEQ ID N°:7, SEQ ID N°:8, SEQ ID N°:9 SEQ ID N°:10 SEQ

ID N°:31 ou SEQ ID N°:32

Os vectores de expressdo de acordo com 0s mapas
plasmidicos apresentados nas Figuras 2 a 11 séo
construidos, compreendendo os nucledtidos correspondentes
que codificam a sequéncia de aminoadcidos da regido variavel
humanizada da cadeia leve humVl (SEQ ID N°:8; Figuras 4 e
©6), regido variédvel humanizada da cadeia leve humV2 (SEQ ID
N°:7; Figuras 5 e 7), regido varidvel humanizada da cadeia
pesada VHE (SEQ ID N°:9; Figura 3 e 10), ou regido variavel

humanizada da cadeia pesada VHQ (SEQ ID N°:10; Figuras 2 e
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11), regido variédvel humanizada da cadeia pesada VHE-N73D
(SEQ ID N°:31; Figura 8) ou regido variavel humanizada da
cadeia pesada VHQ-N73D (SEQ ID N°:32; Figura 9),
respectivamente. Estes vectores de expressdo possuem as
sequéncias de DNA (nucledtidos) SEQ ID N°: 15 e SEQ ID N°:
41 (VHQ), SEQ ID N°: 16 e SEQ ID N°: 40 (VHE), SEQ ID N°:
17 e SEQ ID N° 36 (humVl), SEQ ID N°: 18 e SEQ ID N°: 39
(humv2), ou SEQ ID N° 37 (VHEN73D) e SEQ ID N° 38 (VHQ-

N73D) .

Construcdo de vectores de expressdo da cadeia

pesada e leve do anticorpo humanizado para expressdo em

células COS

Vectores de expressdo de cadeia leve kappa humana

para as versdes VLh e VLm

De modo a construir o vector de expressdo final
que codifica a cadeia leve humanizada completa do isotipo
kappa humano, os fragmentos de DNA que codificam as regibes
variaveis da cadeia leve completa (VLh e VLm) foram
excisados a partir de VLh e VLm contendo vectores de
clonagem PCR-Script (Stratagene) (regido VLm) utilizando
HindIII e BgllI. Os fragmentos purificados a partir do gel
foram entdo subclonados nos sitios HindIII e BamHI do
vector de expressdo C21-HCMV Kappa que foi criado durante a
construcéo do anticorpo anti-IgE  humanizado TESC-21

(Kolbinger et al 1993) e que foram originalmente recebidos
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de M. Bendig (MRC Collaborative Centre, Londres, UK) (Maeda
et al. 1991). O0Os produtos de 1ligacdo foram purificados
através de extraccdo com fenol/clorofdérmio, e sujeitos a
electroporacdo para o interior da estirpe competente para
electroporacdo Epicurian Coli® XL1-Blue (Cat. N° #200228,
Stratagene). Apds plaquear em placas de agar LB/amp durante
a noite a 37 °C, cada 12 coldnias foram seleccionadas para
preparar DNA plasmidico a partir de uma cultura de 3 mL
utilizando o BioRobot 9600 (Qiagen). Isto produziu os
vectores de expressdo da cadeia leve para as versdes do
anticorpo humanizado VLh e VLm, respectivamente, como ainda

descrito nas Figuras.

Vectores de expressdo da cadeia pesada de gama-1

humana para VHQ

Para a construcdo do vector de expressdo VHQ, foi
realizada uma abordagem passo-a-passo. Primeiro, a regido
variavel completa de VHQ foi montada através de PCR de
acordo com a metodologia como descrita em Kolbinger et al
1993 (Protein Eng. 1993 Nov; 6(8):971-80) e subclonada no
C21-HCMV-gamma-1 de expressdo do qual a insercdo C21 tinha
sido removida utilizando as mesmas enzimas. Um fragmento
HindIII/BamHI de PCRScript clone VHQ contendo a regido
variavel completa foi entdo subclonado no vector de
expressdo C21-HCMV-gamma-1 clivado com as mesmas enzimas.
Isto produziu o vector de expressdo final para o anticorpo

humanizado versdo VHQ.
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Vectores de expressdo da cadeia pesada gama-1

humana para VHE

A construcdo do vector de expressdo VHE final que
codifica para a cadeia pesada humanizada completa do
isotipo de gama-1 humana foi alcancado através de ligacéo
directamente a um fragmento de PCR restringido com HindIII
e BamHI que codifica a regido variavel nos sitios HindIII e
BamHI do vector de expressdo gama-1 de C21-HCMV que foi
criado durante a construcdo do anticorpo anti-IgE
humanizado TESC-21 (Kolbinger et al. 1993) e que foi também
originalmente recebido de M. Bendig (MRC Collaborative

Centre, London, UK) (Maeda et al. 1991).

Expressdo transiente em células COS

O seguinte protocolo de transfeccdo é adaptado
para células COS aderentes em placas de cultura de células
de 150 mm, utilizando SuperFect™ Transfection Reagent (Cat.
N°301305, Qiagen) . Os quatro diferentes vectores de
expressdo descritos acima sdo utilizados para transfeccéo
transiente de células. Para a expressdo do anticorpo
humanizado, cada um de dois clones contendo insercdes de
cadeia pesada (VHE ou VHQ, respectivamente) sdo co-
transfectados para células com cada um de dois clones que
codificam as cadeias 1leves (humVl ou humV2, respectiva-
mente), num total de 4 combinacbes diferentes de vectores

de expressdo de cadeia pesada e leve (VHE/humVl, VHE/humV2,
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VHQ/humV1l e VHQ/humV2). Antes da transfeccdo, os plasmideos
sdo linearizados com a endonuclease de restricdo Pvul que
cliva na regido que codifica o gene de resisténcia para
ampicilina. No dia antes da transfeccdo, 4 x 10° células
COS em 30 mL de meio de cultura fresco sdo semeados em 150
mm de placas de cultura de células. A sementeira a esta
densidade celular produziu geralmente 80% de confluéncia
apds 24 horas. No dia de transfeccédo, sdo diluidas quatro
diferentes combinacdes de vectores de expressdo DNA de
cadeia pesada e leve linearizados (15 pg cada) num volume
total de 900 pL de meio fresco sem soro e antibidticos. E
entédo misturado completamente 180 nL de SuperFect
Transfection Reagent com a solucdo de DNA. A mistura de DNA
¢ 1incubada durante 10 min & temperatura ambiente para
permitir a formacdo do complexo. Embora a formacdo do
complexo ocorra, o© meio de crescimento ¢é removido das
culturas de células COS, e as células sdo lavadas uma vez
com PBS. S&o entdo adicionados 9 mL de meio de cultura
fresco (contendo 10% de FBS e antibidéticos) sdo entéo
adicionados a cada tubo de reaccdo contendo os complexos de
transfecgcdo e Dbem misturados. A preparacdo final ¢é
imediatamente transferida para cada uma de 4 culturas a
serem transfectadas e cuidadosamente misturadas. As
culturas celulares sé&o entdo incubadas com os complexos de
DNA durante 3 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apds incubacdo, o
meio contendo complexos de transfeccdo ¢é removido e
substituido com 30 mL de meio de cultura fresco. A 48 h
apods transfeccéo, 0s sobrenadantes da cultura S&o

recolhidos.
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Concentracdo dos sobrenadantes da cultura

Para anédlise de ELISA e FACS, os sobrenadantes da
cultura recolhidos das células COS transfectadas com
plasmideos de cadeia pesada e leve sdo concentrados como se
segue. Sd0 adicionados 10 mL de cada sobrenadante a
Centriprep YM-50 Centrifugal Filter Devices (Cat. N° 4310,
Millipore) como descrito pelo fabricante. O0Os filtros
Centriprep s&do centrifugados durante 10 min a 3000 rpm a
temperatura ambiente. O passo de centrifugacdo ¢é entéo
repetido novamente com o0s restantes 20 mL de sobrenadante
utilizando apenas 5 min de centrifugacdo e supervisionando
a evolucdo da concentracdo. 0s 500 pL intermedidrios de
sobrenadante concentrado s&do recuperados, transferidos para
novos Microcon Centrifugal Filter Devices (Cat. N° 42412,
Microcon) e ainda concentrados seguindo o protocolo do
fabricante. Os sobrenadantes concentrados sdo centrifugados
quatro vezes durante 24 min a 3000 rpm a temperatura
ambiente, uma vez durante 10 min a 6000 rpm e depois, trés
vezes durante 5 min, sempre supervisionando a evolugdo da
concentracéo. o) volume final do meio condicionado
concentrado atingido é de 100-120 uL correspondendo a uma
concentracdo de 250 até 300 wvezes o meio de cultura
original e ¢ armazenado a 4 °C até wutilizacdo. Para
comparacdo e controlo, o meio de cultura das células né&o
transfectadas é concentrado de forma semelhante, utilizando

0 mesmo protocolo de centrifugacdo descrito acima.
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Criacdo de transfectantes de mieloma Sp2/0

estavel excretando anticorpos anti-CD45RO/RB humanizados

A linha celular de mieloma de ratinho Sp2/0
(ATCC, CRL-1581) ¢é sujeita a electroporacdo com os vectores
de expressdo CHO acima descritos codificando a cadeia
pesada (VHE ou VHQ) e leve (humVl ou humV2) dos anticorpos
de ligacdo a CD45RO/RB humanizados. Sdo utilizadas quatro
combinacdes diferentes de vectores de expressdo de cadeia
pesada e leve (VHE/humV1l, VHE/humV2, VHQ/humV1l e VHQ/humV2)
para transfeccdo de acordo com o seguinte protocolo: 20 ug
de DNA superenrolado de cada plasmideo ¢ misturado numa
cuvete de electroporacdo (intervalo de 0,4 cm) com 8 x 10°
células Sp2/0 vivas, suspensas em meio de cultura
DMEM/10%FCS. As condic¢des da electroporacdo sdo 1500 VvV, 25
pF utilizando um instrumento BioRad GenePulser. Apds a
electroporacdo, as células sdo cultivadas durante 20 h em
meio de cultura (DMEM suplementado com 10% FCS penicilina,
estreptomicina e L-glutamina). No dia dois o féarmaco de
seleccdo G418 (Cat. N° 10131-019, Gibco) é adicionado para
uma concentracdo final de 1 mg de f4rmaco activo/mL e as
células s&do distribuidas para uma placa de 96 pocos, 200 pL
de cada poco com aprox. 10° células por poco. Dez a 15 dias
mais tarde, os clones que sobreviveram a G418 sé&o
expandidos em meio contendo G418. A secrecdo de mAbs
humanizados a partir destes transfectantes é avaliada por
ELISA, wutilizando um anticorpo Ig anti-humano de cabra
G/Fcy de revestimento(Cat. N° 109-005-098, Jackson Labs) e

um anticorpo acoplado a peroxidase contra a cadeia leve
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kappa humana (Cat. N° A- 7164, Sigma). Os transfectantes,
que tém uma classificacdo positiva neste ensaio sé&o
seleccionados para uma comparacdo de produtividade numa
base de uma célula por dia, novamente utilizando ELISA (ver
abaixo) . O melhor clone de cada transfectante é
seleccionado para subclonagem imediata através da diluicéo
limitante, wutilizando uma densidade de sementeira de 1
célula por poc¢o. A produtividade de subclones gue
sobrevivem a G418 ¢é novamente determinada como descrito
acima. 0Os subclones sdo expandidos em meio de seleccéo
contendo G418, até gque o volume da cultura alcance os 150
mL, em cujo estddio a cultura ¢é prosseguida sem G418 em

frascos destinados a alimentar frascos rolantes.

Apds a primeira transfeccdo e seleccgdo, o0s
transfectantes estdveis cresceram nas placas de 96 pocos a
uma frequéncia de 20,8% para VHE/humVl, 11,5% para
VHQ/humVl, 18,8% para VHE/humV2 e 7,3% para VHQ/humV2. Apds
duas rondas de subclonagem os melhores dois produtores séo
o clone 1.33.25 (3,87 pg/célula/dia) e o clone 1.33.26
(3,43 pg/célula/dia) para VHE/humVl e o clone 12.1.4 (1,19
pg/célula/dia) e o clone 12.1.20 (1,05 pg/célula/dia) para
VHQ/humV1l. Os transfectantes Sp2/0 estdveis para VHE/humV1
e VHQ/humV1l sdo subsequentemente expandidos para a producdo

e purificacdo do anticorpo.

Os anticorpos sdo purificados a ©partir de
sobrenadantes de linhas celulares de mieloma SP2/0

transfectadas de forma estavel contendo 10% de FCS por uma
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combinacdo de cromatografia de afinidade utilizando uma
matriz de IgGFc anti-humana imobilizada e cromatografia por
exclusdo de tamanho. Se necessério, a endotoxina € removida
utilizando uma coluna Acticlean Etox (Sterogene

Bioseparations).

Construcdo dos vectores da cadeia pesada e leve

do anticorpo humanizado para expressdo em células Sp2/0

Vectores de expressdo da cadeia leve kappa humana

para as versbes VLh e VLm:

O ¢cDNA de humVl (= VL1) ou humV2 (= VL2) & ampli-
ficado por PCR a partir do plasmideo de expressdo de CHO
SEQ ID N°: 17 ou SEQ ID N°: 18 respectivamente, utilizando
0s iniciadores HuCD45LC-M1u (5'"-AAAACGCGTTGTGACATTCTG-
CTGACCCAGTCT-3'; SEQ ID N°: 42) e HuCD45LC-Hind (5'-
AAAAAAGCTTGGTCCCCTGGCCGAACGTGAA-3'; SEQ ID N°: 43). Cada
fragmento de PCR de 321 pb ¢é digerido com Mlul e HindIII e
ligado directamente ao vector de expressédo de cadeia leve
chA6HCk.dhfr que ¢é digerido com as mesmas enzimas. Os
plasmideos resultantes s&do denominados LCVL1Sp20 (SEQ 1ID
N°: 36; Figura o) e LCVL2Sp20 (SEQ ID N°: 39; Figura 7)
respectivamente. LCVL1Sp20 ¢é entdo wutilizado para a
expressdo em células Sp2/0 do anticorpo humanizado
VHE/humV1, VHQ/humVl ou VHE-N73D/humVl; LCVL2Sp20 pode ser
entdo utilizado para a expressdo em células Sp2/0 do

anticorpo humanizado VHE/humV2 VHQ/humV2 ou VHE-N73D/humV2.
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Vectores de expressdo de cadeia pesada gama-1

humana para VHQ e para VHE

As duas regides de cDNA de VH humanizada s&o
amplificadas por PCR a partir dos plasmideos recombinantes
HCMV-G1 HuA6-VHE (SEQ ID N°: 16; Figura 3) e HCMV-G1 HuAb6-
VHQ (SEQ ID N°: 15 Figura 2) respectivamente, utilizando os
iniciadores de PCR HuCD45HCEup (5'-CAGGCAGAGGTGCAGCTGG-
TGGAGTCA-3"; SEQ ID N°: 44) ou HuCD45HCQup (5'-
CAGGCACAGGTGCAGCTGGTGGAGTCA-3"'; SEQ ID N°: 45) e HuCD45HClo
(5' -AAATCCTTCTAGAACTCACCTGAGGAGAC-3'; SEQ ID N°: 46). As
extremidades 3' dos fragmentos de PCR foram digeridas com
BstEII. Cada fragmento de PCR é entdo clonado no vector da
cassete da cadeia pesada HCcassREAL cortada com BstEII e o
cortador de extremidades rombas HincII. O0s plasmideos
resultantes sdo intermediarios para as construcdes de
expresséo final e s&o denominados HCcassHVESP20 e
HCcassHVQSP20, respectivamente. Esta subclonagem também
conduz a uma alteracdo da sequéncia lider que estéa
associada a ambas as regides de VH nos vectores originais.
Embora a sequéncia de aminodcidos da sequéncia lider antiga
seja MDWTWRVFCLLAVVAPGAHS (SEQ ID N°: 47y, esta foi
substituida durante a subclonagem por MAWVWTILPFLMAAAQSVQA

(SEQ ID N°: 48).

Os intermedidrios HCcassVHESP20 ou HCcassVHQSP20
sdo digeridos com Scal e subsequentemente, os plasmideos
sdo digeridos com BamHI e EcoRI. Os fragmentos de 2,9 kb

contendo o promotor da cadeia pesada de Ig e a regido VH
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sdo purificados e ligados com o fragmento de 8,7 kb da
construcdo de expressdo de uma cadeia pesada digerida com
BamHI e EcoRI. 0Os plasmideos resultantes s&do denominados
HCVHESp20 (SEQ ID N°: 40; Figura 10) e HCVHQSp20 (SEQ ID
N°: 41; 11), respectivamente; e sdo utilizados para a
expressdo em células Sp2/0 do anticorpo humanizado

VHE /humV1.VHQ/humV1.

Vector de expressdo da cadeia pesada de gama-1

humana para VHEN73D

Os vectores de expressdo HCVHESp20 (SEQ ID N°:
40; Figura 10) e HCVHQSp20 (SEQ ID N°: 41; Figura 11), sé&o
utilizados como moldes para mutagénese dirigida a um sitio
para alcancar uma mutacdo N73D, (permuta de uma asparagina
para aspartato na posicdo de aminoadcidos 73 da cadeia
pesada do anticorpo humanizado). Esta mutacdo elimina um
sitio de N-glicosilacdo putativo. A mutagénese é realizada
com O QuikChange® Multi-Site Directed Mutagenesis kit
(Stratagene) e o) iniciador aCD45H-N73D (5'"-fosfo
GCCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACAGC-3'; SEQ ID N°: 49) de
acordo com o manual do kit. A sequéncia das construcdes
resultantes HCVHEN73DSp20 e HCVHQN73DSp20 é confirmada e é
revelada como SEQ NO: 37 e SEQ NO: 38, e as Figuras 8 e 9,
respectivamente. HCVHEN73DSp20 (SEQ NO: 37) em conjunto com
a construcdo de expressdo da cadeia leve LCVL1 SP20 (SEQ
NO: 36) sdo utilizados para a expressdo em células Sp2/0 do

anticorpo humanizado VHE-N73D/humV1.
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Criacdo de transfectantes de mieloma Sp2/0

estéveis execretando anticorpo anti-CD45RO/RB humanizado

VHE-N73D/humv1

A linha celular de células de mieloma de ratinho
Sp2/0 Agl4d.10 é electroporada com vectores que codificam a
cadeia pesada (HCVHEN73DSp20; SEQ ID N°: 37) e leve
(LCVL1SP20; SEQ ID N°: 36) do anticorpo humanizado
VHEN73D/humV1. Para a transfeccéo, sdo utilizadas as
células na fase de <crescimento exponencial com uma
viabilidade superior a 95%. As células s&o lavadas duas
vezes com tampdo TF frio (sacarose a 272 mM, MgCl, a 1 mM,
tampédo fosfato a 7 mM pH 7,4) e a concentracdo celular é
ajustada para 2 x 10’ células/mL em tampdo TF. 0,8 mL da
suspensédo celular é misturado com 15 pg de cada uma das
construcdes da cadeia pesada e leve e colocado em gelo
durante 10 minutos. S&o realizadas cinco transfeccdes por
electroporagcdo utilizando o Biorad Gene Pulser (280V e 25
PF). Apbs as células de electroporacdo serem colocadas em
gelo durante 15 minutos seguido por transferéncia para 50
mL de meio de cultura frio (meio a base de RPMI sem FCS) e

incubadas durante 2 dias a 37 °C e 5% de CO,.

Para a seleccdo de transfectantes, as células
foram cultivadas na presenca de 1,1 mg/mL de G418
(Geneticin, Gibco lot 30609464) durante aproximadamente 2 a
3 semanas. O marcador de amplificacdo dhfr (di-hidrofolato
redutase) localizado na construcdo da cadeia leve permite a

amplificacdo do gene dhfr assim como o transgene pelo
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andlogo de 4cido fdélico metotrexato (MTX) . Para a
amplificacdo do gene, s&do cultivadas células resistentes a
G418 na presenca de 200 nM MTX durante um periodo de 2-3
semanas seguido por um outro aumento na concentracdo de MTX
a 1 uM resultando numa mistura de células heterogéneas
amplificadas. A concentracdo do anticorpo ¢é determinada
através de HPLC de Proteina A analitica. As melhores
misturas de producdo sdo seleccionadas para clonagem
através da diluicgdo limitante, utilizando uma densidade de
sementeira de 0,3 células por pog¢o para isolar os clones de

producdo elevada.

Exemplo 5: Determinagdo de expressdo de IgG

recombinante humana por ELISA

Caracterizacdo de VHE/humV1l, VHE/humV2, VHQ/humV1l

e VHQ/humV2

Para determinar as concentragcdes de IgG de
anticorpo recombinante humano expresso nos sobrenadantes da
cultura, foi desenvolvido um protocolo de ELISA de
sanduiche e foi optimizado wutilizando IgG humano como
padrdo. Placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo liso
(Cat. N° 4-39454, Nunc Immunoplate Maxisorp) sdo revestidas
durante a noite a 4 °C com 100 pL de IgG anti-humano de
cabra (molécula total, Cat. N° I1011, SIGMA) & concentracdo
final de 0,5 pg/mL em PBS. Os pocos sdo entdo lavados 3
vezes com tampdo de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween

20) e Dbloqueado durante 1,5 horas a 37 °C com tampdo
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Q.

bloqueador (0,5% de BSA em PBS). Apds 3 ciclos de lavagem,
as amostras de anticorpo e o IgG humano padrdo (Cat. N°.
14506, SIGMA) sdo preparadas através de diluicdo em série
de 1,5 vezes em tampdo bloqueador. Sdo transferidos 100 uL
de amostras diluidas ou padrdo em duplicado para a placa
revestida e incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds incubacdo, as placas sdo lavadas 3 vezes com
tampdo de lavagem e subsequentemente incubadas durante 1
hora com 100 pL de cadeia leve kappa de IgG anti-humana de
cabra conjugada com peroxidase de rédbano (Cat. N° A-7164,
SIGMA) diluido a 1/4000 em tampdo bloqueador. 0Os pocos de
controlo receberam 100 pL de tampdo Dblogqueador ou
concentrado em meio de cultura normal. Apds lavagem, &
realizada a quantificacdo colorimétrica de peroxidase
ligada numa amostra e o0s po¢os padrdo, utilizando um TMB
Peroxidase EIA Substrate Kit (Cat. N° 172-1067, Bio-Rad) de
acordo com as instrucgbdes do fabricante. A mistura de
peroxidase ¢é adicionada a 100 uL por pog¢o e incubada
durante 30 min a temperatura ambiente na escuriddo. A
reaccdo colorimétrica é parada através da adicdo de 100 uL
de é4cido sulftrico a 1 M e a absorvéncia em cada pocgo é
lida a 450 nm, utilizando um leitor de placas de ELISA

(Modelo 3350-UV, BioRad).

Com um coeficiente de correlacdo de 0,998 para a
curva padrdo de 1IgG, sdo determinadas as concentracdes
seguintes para os quatro diferentes concentrados de cultura
(concentradas cerca de 250-300 vezes) obtidas a partir das

células COS transfectadas:
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Sobrenadante VHE/humVl e = 8,26 pg/mL
Sobrenadante VHE/humV2 = 6,27 nug/mL
Sobrenadante VHQ/humV1l = 5,3 pg/mL

Sobrenadante VHQ/humV2 = 5,56 npg/mL

Andlise de Cromatografia por Exclusdo de Tamanho

(SEC)

Os anticorpos purificados por afinidade
VHE /humV1l, VHE/humV2, VHQ/humVl e VHQ/humV2 s&do analisados
por Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) num TSKgel
Super SW3000SWXL de modo a determinar o teor de proteina, a
percentagem de pequenos agregados (anticorpos oligoméricos)
assim como possivel por produtos secundarios e de
degradacdo. O0Os cromatogramas demonstram para VHE/humVl,
VHE/humV2, VHQ/humVl e VHQ/humV2 que o pico principal é
separado e gue a separacdo € mais pronunciada para misturas
com a cadeia pesada E (Figura 12). 0Os resultados sugerem
que existem pelo menos duas moléculas com um tempo de
retencdo tipico para um anticorpo IgG presente em cada

amostra.

SDS-PAGE em condigbes de reducdo

A andlise das moléculas de ligacdo a CD45RO/RB
humanizadas VHE/humV1l, VHE/humV2, VHQ/humV1l e VHQ/humV2 por
SDS-PAGE em condic¢bdes de reducdo (gel em gradiente, 4 a 20%
de gel de Tris-Glicina, Novex) apresenta a presenca de uma

banda inesperada adicional, migrando ligeiramente acima da
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banda que corresponde a banda da cadeia pesada em cada
amostra. A diferenca na massa é estimada como estando no
intervalo de 2 até 4 kDa. A transferéncia de Western revela
que a banda superior ¢é reconhecida por anticorpos anti-
humanos (H + L) sugerindo que a banda adicional ¢é uma

variante da cadeia pesada.

Cromatografia de Permuta Catidénica (CEX)

A carga de heterogeneidade ¢é avaliada através de
cromatografia de permuta catidnica (CEX) utilizando uma
coluna de PolyCatA (PolyLC Inc). Embora o mAb gquimérico
seja essencialmente isento de carga de heterogeneidade,
outras variantes para além da lisina C-terminal, todas
moléculas de ligacdo a CD45RO/RB humanizadas, i.e.,
VHE /humV1l, VHE/humV2, VHQ/humVl e VHQ/humV2, foram deter-
minadas como sendo muito heterogéneas na carga. Uma razdo
comum para a heterogeneidade da carga nos anticorpos é a
presenca/auséncia de Lys na extremidade C-terminal da
cadeia pesada do anticorpo resultando em trés picos em CEX.
O numero elevado de picos visiveis em cada cromatograma
(>10; Figura 13) 1indica que pelo menos uma modificacédo
adicional estd presente nas quatro moléculas de ligacdo a

CD45RO/RB.

SDS—-PAGE

De modo a avaliar as diferencas moleculares entre

as duas espécies de anticorpo encontradas nas misturas de
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proteina de VHE/humVl, VHE/humV2, VHQ/humVl e VHQ/humV2,
VHE/humV2 ¢é seleccionado para ser analisado em maior
detalhe. Os dois picos de SEC de VHE/humV2 s&do recolhidos
de um modo semi-preparativo e reanalisados por SEC para
confirmar a sua pureza. As fraccdes recolhidas por SEC
(Fraccdo 1 e Fraccdo 2) sdo entdo analisadas por SDS-PAGE
em condig¢des de reducdo. A proporcdo da banda inesperada
adicional a cerca de 49 kDa ¢é diferente entre as duas
fraccdes. A Fraccdo 2 ¢é quase 1isenta desta banda mais

elevada adicional.

Espectrometria de Massa ESI-Q-TOF

As fraccgdes de SEC Fl, F2 e a mistura de proteina
de VHE/humV2 sdo entdo adicionalmente analisadas por
espectrometria de massa de ESI-Q-TOF. Nos espectrogramas da
mistura de proteina e Fraccdo 2, 0s mesmos grupos de sinais
sdo observadas. O primeiro grupo de sinais a cerca de 148
000 Da, ¢é encontrado na mistura de proteina e a Fraccdo 2,
ndo ¢ detectado na Fraccdo 1. Na Fraccdo 1, um segundo
grupo de sinais (a cerca de 150 300 Da) ¢é detectado
adicionalmente a outro grupo de sinais a cerca de 152 500
Da. O segundo grupo de sinais a cerca de 150 320 Da né&o
pode ser correlacionado com quaisquer formas de anticorpo
normalmente observadas. Estas descobertas sugerem gque 0S
dois picos em SEC e as duas bandas mais elevadas em SDS-
PAGE em condig¢des de reducdo correspondem cada uma a

variantes de uma proteina esperada.
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Cromatografia em Fase Reversa

Para obter um padrdo menos complexo na espectros-
copia de massa, as cadeias de anticorpo sdo ainda
analisadas separadamente. As fracgbdes sdo reduzidas e
alguiladas. De modo a confirmar a totalidade das reaccodes,
as amostras reduzidas e alquiladas s&o analisadas através
de cromatografia de fase reversa (RP) (SORBAX, Poroshell
3003B-C8). Apds reducdo e alquilacdo, a forma do pico ¢é
gquase a mesma que apds apenas a reducdo. E observado um
desvio no tempo de retencéio. Sdo obtidos padrdes
semelhantes para amostras reduzidas e alquiladas da SEC
Fracgcdo 1 e da SEC Fracgcdo 2. A amostra da mistura de
proteina VHE/humV2, SEC Fracgdo 1 e SEC Fraccdo 2
(reduzidas & alguiladas) sé&do analisadas com espectrometria
de massa de ESI-Q-TOF. Varios picos de massa podem ser
atribuidos as formas de anticorpo esperadas. Alguns dos
picos principais encontram-se em todas as trés amostras
(mistura de proteinas, Fl e F2) mas as suas intensidades na

Fraccdo 2 sdo muito baixas (Figura 14).

Andlise de hidratos de carbono de variantes da

cadeia pesada

O anticorpo reduzido e alguilado é injectado na
coluna de cromatografia de fase reversa (RP) e os dois
picos correspondentes das variantes de cadeia pesada s&o
recolhidos. 0Os perfis de oligossacarido destes anticorpos

de RP-fraccionado sdo entdo determinados. Entre os residuos
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de oligossacéidridos antecipados GO e Gl encontrados em todas
as amostras, sdo detectados varios outros picos no
cromatograma da Fraccdo 1 (vestigios destes picos sé&o
também detectédveis nos cromatogramas da Fraccdo 2 e mistura

de proteina).

Tomados em conjunto, o0s resultados sugerem que a
espécie de anticorpo maior contém glicosilacdo adicional,
ndo encontrado tipicamente em anticorpos monoclonais
expressos em SP2/0, que s&do responsavels pela diferenca de
massa. Uma vez que a glicosilacdo do complexo grande
encontrada através da andlise de hidratos de carbono e
espectrometria de massa seria muito improvavel para o sitio
de glicosilacgéo conservado na regiédo constante do
anticorpo, uma pesquisa para outros sitios possiveis ¢é
realizada na sequéncia de aminoacidos dos anticorpos
humanizados. Um sitio potencial (N73) para a N-glicosilacéo
(N-X-S) ¢é identificado no dominio wvaridvel das duas

variantes da cadeia pesada.

Fraccionamento Preparativo por CEX

E realizada outra andlise utilizando material
purificado a partir da mistura VHE/humVl. Para reduzir a
heterogeneidade do material, a lisina C-terminal é removida
pelo tratamento com carboxipeptidase-B. 0 anticorpo
VHE/humVl ¢é fraccionado pela cromatografia de permute
catidénica preparativa utilizando SP Sepharose (Pharmacia).

A coluna ¢é equilibrada com tampdo fosfato de sédio a 25 mM,
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pH 6,0 (= tampdo A) e a proteina ligada é eluida com 250 mM
de NaCl no tampdo A (= tampdo B; gradiente de 0-65% B). A
pureza das fracgdes é analisada utilizando CEX. As fraccdes
recolhidas s&o re-injectadas na coluna SEC para tentar
encontrar uma correlacdo entre os resultados obtidos com as
duas técnicas. O cromatograma indica que o primeiro grupo
de picos em CEX estd correlacionado com o pré-pico na
andlise de SEC do anticorpo, que o segundo grupo de picos
em CEX conduz em conjunto ao primeiro pico na analise de
SEC da mistura de proteina (ou Fraccdo 1), e gque o tltimo
pico nos eluatos de CEX como o uUltimo pico em SEC (ou

Fraccédo 2).

Em concluséo, 0os resultados descritos acima
(perfil de oligossacéarido para as Fracgdes SEC 1 e 2, o
padrdo de CEX obtidos apds descarboxilacdo, o padrdo de SEC
obtido para as fraccdes recolhidas em CEX, espectrometria
de massa) sugere fortemente a presenca da espécie de
anticorpo com oligossacaridos complexos provocando a)
heterogeneidade de massa, conduzindo a um pico duplo em SEC
e b) a cadeia pesada dupla observada na heterogeneidade de

carga de SDS-PAGE reduzida, conduzindo ao padrdo CEX.

Caracterizacgdo analitica de fracg¢bes CEX

Uma vez que a espécie de anticorpo maior elui
mais cedo em CEX, demonstrando que eles sdo menos carregado
positivamente, a presenca de &cido sidlico (um componente

de glicosilacdo complexa e carregado negativamente) &
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medido nas diferentes fraccgdes obtidas por CEX preparativo.
O &cido sidlico estd presente em todas as 4 amostras em
graus variaveis. 0O &cido sidlico é mais provavelmente a
forma de &cido N-glicolil-neuraminico (baseada no tempo de
retencdo mais curto em comparacdo com o padrdo do &acido N-
acetilneuraminico). A presenca muito baixa de acido siédlico
numa fraccdo CEX em contraste com a sua abundadncia muito
elevada noutra fracgcdo CEX sugere fortemente que o
componente de aculcar carregado negativamente contribui para
a heterogeneidade massa/carga. As fracgdes de CEX séo

analisadas por espectrometria de massa ESI-Q-TOF.

SDS—-PAGE

As mesmas fraccgdes sdo também analisadas por SDS-
PAGE em condicdes de reducdo. Pode ser concluido que a
banda da cadeia pesada superior corresponde a porcdo de
anticorpo com um perfil de oligossacaridos complexo
contendo &cido sidlico. A banda da cadeia pesada inferior
corresponde ao anticorpo esperado apresentando um perfil de

oligossacaridos convencional.

Separacdo em coluna Mono-S de fracgbes CEX

digeridas com papaina

De modo a confirmar a utilizacdo do sitio de
glicosilacdo potencial no dominio variédvel da cadeia
pesada, cerca de 1 mg de cada fracgcdo CEX é tratada com

papaina para separar a parte Fab e a parte Fc do anticorpo.
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A cromatografia preparativa é realizada numa coluna Mono-3S.
Cada uma das sub-fraccgdes recolhidas é re-injectada na
coluna RP para identificar o seu contetdo em termos de
dominios Fab e/ou Fc. Cada uma das sub-fraccdes recolhidas
é entdo analisada com espectrometria de massa ESIQ-TOF. Os
resultados obtidos demonstram que a) o sitio de glico-
silacdo conservado na parte Fc da cadeia pesada é ocupado
por formas de oligossacédrido bi-antendrio com nenhuma (GO),
uma (G1) ou duas unidades de galactose terminal (G2); b)
que por contraste, o sitio de glicosilacdo irregular (N73)
comporta oligossacadridos complexos contendo Acido N-

glicolil neuraminico.

Em conclusdo, o residuo de asparagina N73 no
dominio varidvel da cadeia pesada ¢é encontrado para ser
parcialmente N-glicosilado. Estas espécies de aclcar pro-
vocam heterogeneidade da massa, assim como heterogeneidade
da carga gue s&do detectados por SDSPAGE, cromatografia de

exclusdo por tamanho e cromatografia por permuta catidnica.

Caracterizacdo de VHE-N73D/humV1

De modo a eliminar a heterogenicidade dos anti-
corpos humanizados VHE/humV1, VHE /humV2, VHQ/humvl e
VHQ/humV2, o residuo de asparagina na posicdo N73 no
dominio wvariadvel da cadeia pesada ¢é substituido por um
residuo de é&cido aspartico (ver exemplo 4). O VHE-

N73D/humV]l é entdo mais analisado:
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Anédlise por Cromatografia de Permuta de tamanho

(SEC)

SEC é realizado como descrito acima. E observada
uma diferenca clara entre VHE/humVl e VHE-N73D /humVl em
SEC. Em contraste com o pico duplo obtido para VHE/humVl, é
obtido apenas um pico para VHE-N73D /humvl (Figura 12).
Aproximadamente 0,2% dos agregados sdo quantificados por

SEC.

SDS-PAGE em condi¢bes de redugdo

VHE/humV2 e VHE-N73D/humV1l sdo ainda analisados
por SDS-PAGE em condicgbdes de reducdo como delineado acima.
E visivel apenas uma banda para VHE-N73D/humVl na posicéo
esperada da cadeia pesada (HC) (cerca de 50 kDa). A banda
HC observada para VHE-N73D/humV1l corresponde a banda
inferior do dupleto observado para VHE/humV2. A posicdo da
banda da cadeia 1leve é a mesma para as proteinas ana-

lisadas.

Cromatografia de Permuta Catidénica (CEX)

A Cromatografia de Permuta Catidnica (CEX) &
realizada como delineado acima. Os resultados obtidos para
andlise de CEX demonstram que a heterogeneidade da carga de
VHE-N73D/humVl ¢é reduzida nas variantes de Lisina C-
terminal (trés picos) em comparacdo com a heterogeneidade

de carga elevada de VHE/humV2 (>10; Figura 13)
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Andlise de MALDI TOF (espectrometria de massa)

A massa detectada para a cadeia pesada e a cadeia
leve obtida por andlise de MALDI TOF (espectrometria de
massa) estdo em estreita concordidncia com a massa esperada,
deduzida a partir da sequéncia de aminodcidos de VHE-

N73D/humv1.

Cromatografia de Fase Reversa (RP)

Apds reducdo com DDT os dois anticorpos humani-
zados VHE/humV2 e VHE-N73D/humVl sdo analisados por
Cromatografia de Fase Reversa (RP). Devido a glicosilacéo
parcial na asparagina N73, sdo observadas duas "cadeias
pesadas" para VHE/humV2 (pico duplo a cerca de 18,5 min)
entre o pico correspondente a cadeia leve (a cerca de 17,3
min) . Para VHE-N73D/humV1l, apenas um pico é observado para

a cadeila pesada (Figura 14).

Exemplo 6: Andlise de competigdo de FACS

(afinidade de ligagéo)

A linha de células T humanas PEER é seleccionada
como a célula alvo para andlise de FACS porque é expresso o
antigénio CD45 na sua superficie celular. Para analisar a
afinidade de ligacdo dos sobrenadantes de anticorpo
humanizado, as experiéncias de competicdo utilizando

anticorpo quimérico marcado com FITC como uma referéncia
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sdo realizados e comparados com a inibicdo de anticorpo de
ratinho purificado e de anticorpo quimérico. As culturas de
células PEER sé&do centrifugadas durante 10 segundos a 3000
rpm e o meio é removido. As células s&do ressuspensas em
tampdo FACS (PBS contendo 1% de FBS e 0,1% de azida de
s6dio) e semeadas em placa de microtitulacdo de fundo
redondo de 96 pocos a uma densidade celular de 1x10°
células por pogo. A placa é centrifugada e o sobrenadante é
eliminado. Para estudos de Dblogueamento, é¢ primeiro
adicionado a cada poco 25 ulL de meio ndo transfectado
concentrado ou anticorpo de controlo semelhante ao isotipo
(controlos negativos), anticorpo de ratinho ndo marcado ou
anticorpo quimérico (controlos positivos) assim como
sobrenadantes concentrados contendo as varias combinacbes
de anticorpo humanizado (amostras), nas concentracdes
indicadas no texto. Apdés 1 hora de incubacdo a 4 °C, as
células PEER sdo lavadas com 200 pL de tampdo FACS por
centrifugacdo. As células sdo subsequentemente incubadas
durante 1 hora a 4 °C com anticorpo quimérico conjugado com
FITC em 25 pL de tampdo FACS a concentracdo final de 20
ng/mL. As células sdo lavadas e ressuspensas em 300 pL de
tampdo FACS contendo 2 npg/mL de iodeto de propidio que
permite a separacdo das células viadveis. As preparacdes
celulares séo analisadas num citémetro de fluxo

(FACSCalibur, Becton Dickinson).

A  anélise de FACS indica um Dblogqueamento
dependente da dose de anticorpo guimérico marcado com

fluorocromo pelos sobrenadantes de culturas de anticorpo
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humanizado concentrado. N&o se observa Dblogueamento
dependente da dose da ligacdo do anticorpo quimérico com o
anticorpo de controlo que emparelha com o isotipo,
indicando que o efeito de Dblogqueamento pelas diferentes
combinacdes de anticorpo humanizado ¢é especifico para o
epitopo e que a especificidade do epitopo parece ser retida

apdés o processo de humanizacéo.

O sobrenadante ndo diluido dos transfectantes de
SP2/0 acima mencionados ou anticorpo quimérico (controlos
positivos) ou anticorpo de controlo gque emparelha com o
isotipo (controlos negativos) a 2 pg/mL em meio de cultura
sdo incubados com 1,5x10° células PEER em 100 pL durante 30
min a 4 °C. depois, 100 pL de PBS contendo anticorpo
quimérico marcado com FITC ¢ adicionado a cada amostra e
incubacdo a 4 °C continua durante mais 30 minutos. Apds
lavagem, as células sdo ressuspensas em FACS-PBS contendo 1
ng/mL de 7-amino-actinomicina D e analisadas através de
citometria de fluxo utilizando um instrumento Becton
Dickinson FACSCalibur e o software CellQuest Pro. A
seleccdo foi realizada em células vivas, i.e., 7-Amino-

Actinomicina D - eventos negativos.

A anédlise de FACS demonstra que as moléculas de
ligacdo a CD45RB/RO humanizado ndo marcado, e.g., VHE/humVl1
e VHQ/humVl mas ndo o anticorpo de controlo que emparelha
com o isotipo compete com o anticorpo gquimérico marcado com
FITC para ligacdo a linha celular de células T positivas

para CD45 humano, PEER.
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Especificidade de VHE-N 73D/h umVl1

Para avaliar se a modificacdo da molécula de
ligacdo a CD45RO/RB humanizada VHE/humVl, i.e., a permuta
da asparagina com aspartato na posicdo de aminoacidos 73 da
cadeia pesada da molécula de ligacdo a CD45RO/RB, modificou
a reactividade com o epitopo cognato, a reactividade de
VHE-N73D/humVl com uma linha celular de células T humanas
que expressam CD45, PEER é analisada numa experiéncia de

ligacdo de competicédo.

As células PEER sdo incubadas com VHE-N73D/humVl,
com o seu predecessor quimérico ou com um anticorpo IgGl de
controlo de isotipo de nédo ligacdo. O anticorpo ndo ligado
¢ removido por lavagem e as células sdo sujeitas a uma
incubacdo com mAb anti-CD45R0/RB quimérico marcado com
fluorocromo de isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou
anticorpo de controlo isotipo IgGl marcado com FITC. Apds
lavagem, as células sdo sujeitas a anédlise de citometria de
fluxo para quantificar a quantidade de anticorpo marcado
com FITC ligado a célula PEER pré-incubada: as culturas de
células PEER sé&do centrifugadas durante 10 min a 400 vezes a
forca da gravidade padrdo (g) e o meio é removido. As
células s&do ressuspensas em tampdo FACS (PBS contendo 1%
v/v de FBS, 0,1 p/v de EDTA e 0,1% p/v de azida de sdbédio) e
semeadas em placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo
em V a uma densidade celular de 1x10° células por poco. A

placa é centrifugada e o sobrenadante é eliminado. Cada
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amostra de células é incubada durante 30 minutos a 4 °C em
50 pL de tampdo FACS contendo 20 ng/mL de mAb anti-
CD45R0/RB quimérico, VHE-N73D/humVl ou Ab IgGl de controlo.
Seguidamente, as células PEER sdo lavadas duas vezes com
150 pL de tampdo FACS por centrifugacdo. As células séo
subsequentemente incubadas durante 30 minutos a 4 °C em 50
nL de tampdo FACS contendo 20 upg/mL de mAb quimérico
conjugado com FITC ou Ab de controlo 3G5 conjugado com
FITC. Finalmente, as células sdo lavadas e ressuspensas em
200 pL de tampdo FACS contendo 7-amino actinomicina D (7-
AAD) a 1 pg/mL, que permite a identificacdo de células
vidveis durante a anédlise. As preparacdes das células sé&o
analisadas num citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton

Dickinson) .

Observa-se que o VHE-N73D/humVl n&o marcado e o
mAb anti-CD45R0/RB quimérico ndo marcado, mas ndo o
anticorpo IgGl de controlo previnem o mAb anti-CD45R0/RB
quimérico marcado com de se ligar a células PEER que
expressam CDh45, como determinado por um sinal de
fluorescéncia diminuido. Em conclusdo, descobriu-se que a
modificacdo do anticorpo VHE/humVl em VHE-N73D/humV1 né&o
altera a especificidade de epitopo da molécula de ligacdo a

ant1-CD45R0/RB humanizada.

Afinidade de VHE-N73D/humV1 para CD45 humano ou

cinomdélogo

Para determinar a afinidade do anticorpo VHE-
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N73D/humVl para o seu epitopo, a reactividade de VHE-
N73D/humVl com uma linha de células T que expressam CD45
humano PEER ou a linha de células T que expressam CD45 de
macaco cinomdélogo HSC-F pode ser quantificada numa
experiéncia de ligacdo de competicéo, semelhante ao
processo descrito em Daley et al., 1995; J. Mol. Biol.

253:243.

Em resumo, a intensidade da coloracdo de células
PEER ou HSC-F com anticorpo marcado com FITC na presenca de
vadrias concentracgdes de anticorpo de competicdo ndo marcado
é¢ utilizado para calcular as afinidades dos anticorpos néo
marcados. Mais precisamente, num primeiro passo, a
concentracdo e estequiometria da marcacdo do fluorocromo do
anticorpo CD45RB/RO anti-humano derivado de ratinho marcado
com FITC A6 (mAb), é medida. De seguida, a concentracdo da
molécula alvo, CD45, na superficie da linha celular PEER ou
HSC-F ¢ determinada com o auxilio do anticorpo mA6 yes
conjugado com FITC acima mencionado yes (anti-huCD45
derivado de ratinho) e utilizando esferas de fluorescéncia
com grau de marcacao molecular conhecida. Com a
concentracdo de receptores CD45 celulares e o seu ligando
conjugado a FITC conhecido, a afinidade de mA6 conjugado a
FITC para receptores CD45 celulares ¢é determinada por um
processo de titulacdo no equilibrio baseado em FACS.
Finalmente, a afinidade do anticorpo nédo marcado VHE-
N73D/humV1l é determinada a partir das reaccdes de coloracdo
de competicdo com mA6 conjugado com FITC em células PEER ou

HSC-F medindo o aumento em fluorescéncia de FITC como uma
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funcdo da concentracdo total de VHE-N73D/humVl. Se a
equacdo cubica que representa a descricdo algebricamente
explicita de equilibrio de 1ligacdo numa mistura de dois
ligandos de competicdo gque se ligam a um receptor ¢&
implementada no programa Origin 7.5, o programa informético
¢ utilizado para calcular o valor da constante de
dissociacdo (Kd) para VHE-N73D/humVl em andlise de ajuste

de curva reiterativos.

Numa experiéncia, a constante de dissociacédo de
VHE-N73D/humVl para o alvo celular de PEER humanas ¢
calculado como 2,44 + 0,07 nM - para o alvo celular
cinombélogo HSC-F é calculado como 1,67 * 0,00 nM, assumindo
a ligacdo do anticorpo divalente as moléculas CD45RO/RB

alvo.

Exemplo 7: Actividades bioldégicas de moléculas de

ligagdo a CD45RB/RO

Neste estudo, foi avaliado se o anticorpo
quimérico de ligacdo a CD45RB/RO, quando presente em
culturas de células T de humano primérias activadas
policlonalmente (i) suporta a diferenciacdo de células T
com um fendétipo Treg caracteristico, (ii) previne ou
aumenta a apoptose apds a activacdo de células T, e (iii)
afecta a expresséo de subconjuntos de antigénios

especificos e receptores apds reestimulacéo.
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Anticorpo quimérico de ligagdo a CD45RB/RO
aumenta a morte celular em células T activadas poli-

clonalmente

As células T primarias (mistura de subconjuntos T
CD4" e CD8") foram sujeitos a activacdo por mAb anti-CD3
mais anti-CD28 (200 ng/mL cada) na presenca ou auséncia
(=controlo) de anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RB/RO.
Os anticorpos em excesso foram removidos através de lavagem
no dia 2. Foi utilizado 7-amino-actinomicina D (7-AAD) como
um corante de coloracdo de DNA incorporado por células
apoptdticas e necrdticas para medir a morte celular apds
activacdo. 0Os resultados demonstram que a activacdo de
células T na presenca de anticorpo quimérico de ligacdo a
CD45RB/RO aumentaram a fraccdo de células 7-AAD positivas
mais de duas vezes no dia 2 apds activacdo. No dia 7, a
porcdo de células positivas para 7-AAD foi novamente
semelhante em culturas tratadas com anticorpo quimérico de

ligacdo a CD45RB/RO e de controlo.

Células T tratadas com anticorpo quimérico de
ligagdo a CD45RB/RO, mas nd3o com mAb de controlo,

apresentam um fendétipo de células T reguladoras (Tregq)

A expressdo aumentada de CD25 e a proteina de
regulacdo negativa CTLA-4 (CD152) é um marcador de células
Treg. A supressdo funcional de respostas de células T
primdrias e secundidrias pelo anticorpo quimérico de ligacédo

a CD45RB/RO pode ser devida a inducdo de células Treg. Para
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abordar esta questdo, as células T foram activadas por mAbs
anti-CD3 + CD28 e cultivadas na presenca de anticorpo
quimérico de 1ligacdo a CD45RB/RO ou mAb anti-LPS de
controlo. O decurso de tempo da expressdo de CTLA-4 e CD25
revela diferencas marcadas entre células T de controlo e
tratadas com anticorpo quimérico de ligacgdo a CD45RB/RO nos
dias 1 e 3 apds estimulacdo secundidria, indicando um

fendétipo Treg.

A expressdo de CTLA-4 intracelular é sustentada

na presenca de anticorpo quimérico de ligagdo a CD45RB/RO

Foi relatado que quantidades substanciais de
CTLA-4 podem também ser encontradas intracelularmente. Por
isso, em paralelo com a coloracdo de CTLA-4 de superficie,
a expressdo de CTLA-4 intracelular foi analisada. Foram
observadas diferencas moderadas entre culturas de células T
no dia 4 apds estimulacdo. Apdbs cultura prolongada,
todavia, foram sustentados niveis elevados de CTLA-4
intracelular apenas em células T tratadas com anticorpo
quimérico de ligacdo a CD45RB/RO mas ndo em células T de

controlo.

Células T tratadas com anticorpo quimérico de
ligagdo a CD45RB/RO tornam-se duplos positivos para CD4 e

CD8

Apdbs estimulacdo, as células T induzem e regulam

positivamente a expresséo de varios receptores de
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superficie, tais como CD25, CD152 (CTLA-4), CD154 (CD40-
Ligando) e outros. Em contraste, pensa-se o nivel de
expressdo de CD4 ou CD8 se mantenha relativamente cons-
tante. Observou-se reprodutivamente um forte aumento de
ambos os antigénios CD4 e CD8 em células T tratadas com
anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RB/RO, mas ndo em
células T tratadas com Ab de controlo, apdbds activacido. A
emergéncia de uma populacdo de células T duplas positivas
para CD4/CD8 parece ser devida a regulacdo positiva de CD4
no subconjunto CD8+ e reciprocamente, CD8 no subconjunto
CD4'. 1Isto <contrasta com uma percentagem moderadamente
baixa de células T duplas positivas em culturas de

controlo.

Expressdo elevada da cadeia alfa do receptor IL-
2, mas expressdo da cadeia beta muito baixa por células T

tratadas com anticorpo quimérico de ligagdo a CD45RB/RO

As células Treg sé&o conhecidas por serem
constitutivamente positivas para CD25, a cadeia alfa do
receptor IL-2. A regulacdo de outras subunidades do
receptor trimérico IL-2 em células Treg ndo € conhecida.
Recentemente o0s autores compararam a expressdo da cadeia
beta do receptor IL-2, e.g., CD122, em células T activadas
e propagadas na presenca ou auséncia de anticorpo gquimérico
de ligacdo a CD45RB/RO. 0Os resultados demonstram gque as
células T tratadas com anticorpo quimérico de ligacdo a
CD45RB/RO possuem uma expressdo cerca de dez vezes mais

baixa de CD122 em comparacdo com células T em culturas de
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controlo. Esta diferenca pode indicar que as células Treg
necessitam de outros factores para além de IL-2 para

proliferarem.

Exemplo 8: Sequéncias da invengdo (as sequéncias

de CDR da invengdo estdo sublinhadas)

SEQ ID N@:1
Parte da sequéncia de aminodcidos da cadeia leve

quimérica

DILLTQSPAILSYSPGERVSFSCRASONIGTSIOWYQARTNGEPRLLIRSSSESISGIPSRFSG
SGESGTDFTLAINSVESEDIADYYCQUSNTWPEIFGSGTRLEK

SEQ ID N¢:2 Parte da sequéncia de aminodcidos da

cadeia pesada quimérica

EVQLIGSGRELVKPCASVEMSTKASAY TRTNYIHWVRQEPGUGLEWIG YENPYNHETKY

PRI N

NEKFKGRATLTADKSSNTAYMDLSSLTSEDSAVYCARSGPYAWFDTWGQGTTVTVSS

v

SEQ ID N¢9:3 Sequéncia de aminodcidos da cadeia

leve quimérica

DILLTQSPALSYSPGERVEFSCRASONIGTRIOWYQURTNGSPRLLIRSSSESISGIPSRF3G
SESGTDFTLEINSVESEDIADYYCQQSNTWPFTFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVONALOSGNSOESVTEQUSKDSTYSLESTLTLSKADYE
KHIVYACEVTHOGLSSPVYTRKEFNRGED

SEQ ID N2:4 Sequéncia de aminodcidos cadeia

pesada quimérica
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EVOLOGSGPELVKPGASYRMSCKASGY TFTNYIHWVKOEPGQGLEWIGYENPYNHGTKY

NEKFEGRATLTADKSSNTAYMDL SSLTSEDSAIYYCARSGPYAWFDTWGQGTIVIVISAS

TKGPSVFPLAPSSKSTEOOTAALGCLVKDYFPERPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOESELY
SLSSVVTVRSSSLE TGTYICNVNHKPSNTKVDKRVEFPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGPSVFL
FEPKPKOTLMISRTPEVYCVVVDVSHEDPEVKFNWYVROVEVHNARTRKPREEQYNSTYRVY
SVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVY TLPPSREEMTKNQYS

LTCILVKGFYPSDAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFRLYSKLTVDRSRWQQGNVFS

COSVIMHEALHNRYTURSLELERGK

SEQ ID N2:5 Sequéncia de nucledétidos que codifica

um polipéptido de SEQ ID Ne¢:1

GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCATOCTGTCTGTCAGTCCAGBAGAAAGABTCA
GTTTCTOCTGCAGBGUCAGTCAGARCATTGGCACAAGCATACAGTGOTATCAACARAGA
ACARATGETTCTCCAAGGCTTCTCATAAGGTCTTCTTCTCARTCTATCTCTGEGATCCOT
TCCAGGTTTAGTOLCAGTECATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTETGGA
OTCTCAARATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAGTARTACCTERCCATTCACGTTICGS
CTOGGBGACCAAGTTTGAMMTOAAA

SEQ ID N2:6 Sequéncia de nucledétidos que codifica

um polipéptido de SEQ ID N9:2

GAGCTGCAGCTGLAGCAGTCAGGACCTGAALTGOTAAGCCTGGEELTTCAGTGRAG
ATGTCCTGCAAGGCCTCTGGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTEGGTRAAGCA
GGAGCCTGGTCAGGRLCTTGAATGGATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAASTTCAAAGGUAGBACCACACTAACTECAGACARATOCTCCAATACA
GOCTACATGGACCTCAGCAGCCTOACCTCTGAGBACTCTGUBATCTACTACTGTGCAA,
GATCAGGACCLTATCCCTEGTTTGACACCTORGGUCAAGBGACRACGETRCACCETCTC
CTCA

SEQ ID N¢:7 Parte da sequéncia de aminodcidos da

cadeia leve humanizada designada humV2 (humV2 = VLm)

DILLTOSPFAT LELSPGERAT FECRASONIG TSIQWYQQKT NGAPRLLIRS SEESISGIPS
RFSGSGEGTD FTLTISSLER EDFAVYYCQQ SNTY
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SEQ ID N¢:8 Parte da sequéncia de aminodcidos da

cadeia leve humanizada designada humVl (humVl = VLh)

DILLTQSPAT LELSPGERAT LSCRASGNIC TSIGWYQUKP GLAPRLLIRE SBEBISGIPS

SEQ ID N©9:9 Parte da sequéncia de aminodcidos da

cadeia pesada humanizada designada VHE

EVOLVESCAE VKKPGASVKY SCKASGYTET NYUHWVKQE PGQGLEWIGY
ENPYNHOTKY NEKFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG
PYAWFDTWGQ GTTVTVSS

SEQ ID N2:10 Parte da sequéncia de aminodcidos da

cadeia pesada humanizada designada VHQ

OVOLVESGAE VKKPCABVRKY SCKASGYTFT NYHHWVKQE PEQGLEWIGY
FNPYNHGTKY NERFKGRATL TANKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARBG

SEQ ID N©9:11 Sequéncia de nucleétidos que

codifica a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N2:9

GABGTCCAGCTEOTGGAGTCAGCAGLCEANGTEAAAAAGLLTROGGUTTCAGTGAAG
GIGTOCTOCAAGGCCTCTEGATACACATTCACTAATTATATTATLCACTGGATGCAAGCA
GGAGCOTOOTCAGGGLCTTCGAATCCATTGGATATTITAATCCTTACAATCATGETACTA
AGTACAATGAGAAGTTCARAGGCAGGGCCACACTAACTGCAAACAAATCCATCAGCACA
GCOTACATOGAGLTCAGCAGCUTECOLTOTGAGGACACTCCGETCTACTACTGETGCAA
GATCAGGACCCTATGCCTGGTTTGACACCTERGRCCAAGGGACCACGETCACCGTLIC
CYCA
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SEQ ID N2:12 Sequéncia de nucledétidos codificando

a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N<2:10

CAGGTBCAGCTGOTGRAGTCAGGAGCLGAAGTEAAAAAGLCTRGEGETTCAGTGAAG
STOTCOTOCAAGBCCTCTRGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTOGGTGAAGCA
GGABCCTEETCAGGGCCTTGAATOCATTOBATATTTTAATOCTTACAATCATGGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCALAAGGCAGGGCCACACTAACTGLAAACAAATCCATCAGCALA
GLCTACATGGAGCTCAGCAGCLTRCECTCTGAGLACACTOCRLTCTACTACTGTECAA
GATCABGACCCTATRCCTGETTTCACACCTROOGCOAAGGSALCARBATCACCATCTC
CTCA

SEQ ID N2:13 Sequéncia de nucleétidos que

codifica a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N2:7

GACATTCTGCTGACCCAGTOTOCAGLCACCCTGTLTCTHAGTCCAGGAGAALGAGCUA
CTTTCTCOTOCAGGGCCAGTCAGAACATTGRLACAAGLATACAGTGOTATCAACAAAAA
ACAAARTROTGCTCCAAGGCTTCTCATAAGETCTTCTTCTGAGTCTATCTCTGGRATCCE
TTCCAGGTTITARTGHGUAGTGBATCAGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTCTEE
AGCOTSAAGATTTTGCAGTOTATTACTGTCAACAARGTAATACCTEGGUCATTCACGTTC
GGLCCAGGGCACCAAGTTGGABATCAAA

SEQ ID N2:14 Sequéncia de nucledétidos que

codifica a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N2:8

GACATTCTOCTGACCCAGTOTCCAGCCACCOTGTCTCTGAGTCOAGGAGAAARGAGCCA
CTCTCTCOCTOCAGGGCCAGTCAGAACATTGGCACAAGCATACAGTGOTATCAACAAAAA
CCAGGTCAGRCTCCAAGRCTTCTCATAAGETCTTCTTICTGAGTCTATCTCTGGEATCCC

FTTOCAGGTTTABTGRUAGTORATCAGGBACAGATTTTACTUTTACCATCAGCAGTOTEE
AGCCTGAAGATTITOCAGTRTATTACTGTCAACAAAGTAATACCTBGCCATTCACGTTC
GRUCAGHGGACCAAGLTREAGATCAAA
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SEQ ID N¢2:15 Sequéncia de nucledétidos do vector

de expressdo HCMV-Gl HuA6-VHQ (Sequéncia de DNA completa de

um

vector

de

expressao

compreendendo a SEQ ID N2:

RAGOTTITTR
GAATAGOTON
TTAGTCAGCS
GRCATOAGOE
CATGCTTTGR
ASATECATGC
ACADCOTAAD
ACGETGARAA
OTUTARGCOS
TGTTCECGEE
GARGTETATACT
TECACTATAT
COUNTCAGET
COTTCRGCTS
TATCCACAGA
CAGCAARAGE
TAGEOTOCGE
GHTGGCCRAR
BGCTCOOTOS
GTCCECCTTT
STASETRTICT
CACGAACCLC
TCTTGAGTCC
CTGHTARCAG
TICAACTEET
CTRCGCTETG
GATCOBSCTAR

ARAMGOUTRG
ATCOGECEEA
GRETTARRERG
ATACTTOTIGC
TTTRCATACT
TGARCACACAT
COTCTEACAC
ATRCCEEEAE
TOTCEEERCE
TEROTTARCT
GUGETETEAS,
SCRCTTECES
OEGCEAGLGE
ATCAGHEEAT
CCAGEAACLG
COCCCTRACG
CTOEACAGER
TEOECTCTCC
CTQCCTTORG
CRETTORETE
CUETTCAGCS
ARCUCEGTAS
BATTAGURGH
GECCTAACTA
CTERAGCCRG
ACASROCACT

da

cadeia

pesada

humanizada

12 (VHQ) de 3921-4274)

GUOTCCRASR
CEECCTOREC
SAATGGER0EG
CEEEACTATSE
TOTROOTECT
TOCACAGCTS
ATGUABCTCD
LREACAREDC
CRGOCCATEAL
ATECGECRTT
ATROCELALS
TTCCTCBCRC
TATCAGCTICA
ARCECREERA
TAMARAGGECC
AGCATUACAA
CTATABAGAT
TETTCCGACT
GRAGCETREC
TAGETCETTC
CERCCECTEC
GARCACGACTT
SCEAGGTATE
OEGCTACACT
TTACCTTORR
BUTEETAGLG

ARGCCTCCTC
CTOTGCATAR
AACTHEEIBE
GTPRCTEACT
GOOTEETTEC
GOCEARCLTE
COPORCACET
CREARACHGET
CETCAGBGCG
CCARTCACGT
ACAGCRGATT
GATGURTARG
ACTEACTORC
CTCARAGECE
AGAACRTETS
GOBTTGCTEE
AAATCGACGC
AOCRGBEOGTT
CTGLOGECTTA
SOTTICTCAT
SCTCCARGEY
GLCTTATOCG
ATOECCACTS
TREGURETEC
BEARGGRACAG
ABARRGAGTT

ACTACTICTS
ATAMARIAIA
AETTARHGEC
AATTGREATE
TEACTAATTG
SEESALTTTCC
TTOSETCATER
CACARRCTTET
CETCAGOQRG
AGCEATAROS
STACTEAGAE
GAGARANIRC
TEORCTOEE

GTAATRCEET
AGCRAARBGRC
CETETTTOOA
TCRAGTCAGA
TCOCCCTEGR
COGERTACTT
AGUTIROGCT
GEGUTRIGTE
GTABCTATCE
SCAGTAGTCA
TELTTRETAT
SETARSCTCTT
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CRECREATTA

TEEFTCATEAG
AAATERAGTT
CAGTTACCAR
PTOETECATC
CRGERGEECT
ACGOTORSCG
COGAGLGCAG

AATTETIGLC

CRACETIGTT
GTATGROTTO
TCOCRCRTGRT
TETCRGRAGT
TECATRATTO
GETEAGTACT
TIGCTCTTRO
CTTTARARST
BGEATOTTAC
CRACTEATOT
SARRCRERARG
TGITGAATARC
SQGETTRTTGT
AACRARTAGE
TARGARRROCK

CECECAGARMA
TCTGRRGRTC
AITRTCRARA
TTRAATOAAT
TGITTRATCR
CATAGTTGOD
THROCATOTEG
GUTOCAGATT
ARSTEETOCT
FEEAMGLITAL
SUOATIGECTE
BRTPCASOTCL
TEIGORRAAR
AAGTTHGCCG
TCTTALTETC
CAADORRGTC
CUGECETOAK
SUTCTATCATT

LOCTETTEAG
TCARGCATITY
GCAABATGCC
TCATACTLTT
CTORTEREOE
GOTTOOGLOGT
TEATTATCAT

GREGOCOTTT
TETETSTTNG
TCATEPCELS
BAMARPOGAT
TTLOTGETGTR
CGOGATATOT
CRRCTTITAIT
ATATRGEETEA
AGCTGHECACA
COATTAGLCA
TTEECCATIE
SUTCRTRITOC

CRTOTTOAAG
TCOGARAATAC
CERETRETRET
ATTTEARRAT
ACTSATATCOS
BEUAATRECS
GACTTLGRAR
CARARCGATAT

SECCRATER
TATTATTCAT
CATACSTTAT
BARCATTACOS

BARABGATOT
AETEEAMIGH
AGGRTCTICA
CTASKETATA
SIERERCROC
TEROTOOCOG
COCTAGTGOY
TATCAGCAAT
SCRACTTTAT
AGTARGTAGT
CRAGRCATOET
GETTCCCART
AGCEETTAGC
CAGTSTIATC
RPFOCATOOG
ATTCTGAGRA
CRCGHGERTAR
SERBARCETT
REPCCAETIOE
TTACTTTCRC
GCAAAAAMGE
CCTTTTTCAS
GATACATATT
BCATTTCOCC
GACARTTRALC
BATTCAGOTT
GOETTITEAG
GTTTATCECT
ATRELATATIT
CLATTTTTCC
STTATATORT
ATTCTETELG
GAGHOTRTAT
ATATORGATOT
TEETTATATR
ATCTCATATCR
COATRTTEAC

CARMGARGATD
AABRCTCRCGT
COTAGRTOCT
TRTRAGTAAR
TRTOTCAGOS
TOGTETAGAT
SCARTEATAL
BEACCRGECH
CORCCTOCAT
TLGCCAGTTA
GETETCACEC
SRTCRAEREOR
TOCTIOEETC
ACTCRTEGTT
TRAGATHOTT
TRETESTATGC
TACTEIGICA
LEITOSREECE
ATRTAROCCA

CTTTGATCTT
TAAGEGATTT
TTTARNTTAS
CPTREERCTES
ATCEPRTCTAT
SATTACCEATA
LEOGAGRICC
GUOLEEARGHE
COASTCTATT
ATAGTTIUOG
TEETCETTTE
ASTTARCRTEA
CTCCSATIRT
ATGECAGCAT
TTOTGETEALT
GEURRCIEAR
CATRECLEAS
AARALCTCTCA
CTCETHERCACT

CREOETTICY
GRATARGEEC
TATTATTGARA
TEAATETATT
GARARAGRECL
TATEABRATH
QBROTHCAGTE
ATTTCLETOG
GATAGRGATG
GRABATRTOR
ABAAGTEATT
TTACGERGER
TOGOARSTAT
CECOEATAGSA
ATACATTEAR
GUATRAATCA
TRATATGETARC
ATTGETTATT

SEEFTCAGTAR
GACACOGAAR
GOARTTTATCA
TARAAMRAATA
ACCTEALGTC
GERETATCAC
AATARTARAA
COEACTARAT
GOBATETYGSE
CORATETENS
TTPEEACATA
TRECEATAGA
CECARTTICG
GEOEACRTOA
TUAATATTGS
ATATTERCTA
ATTETATATTIG
GACTAGTTAT
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3241
3351
3381
3351
3401
3481
3501
3551
3801
3851
370k
3ITRL
IE0L
3881
3801
3881
$601
4081
$191
1851
$301
4381
4301
4353
3401
4481
4501
4581
4801
4851
270%
478Y
4801
4851
43501
48951
5001

TRATAGTRAT
TOGECETTACA
BCCCCCEOCT
ATARRGEALTT
COADTTERCA
ROETCAATGR
TTATOGGRCT
TACCATEETG
TYGACTCACG
TTETITTEEC
CECOOCATTG
TARGUAGAGC
LECTETTTYIR
SCTTECOEC
TRRUCCCCGEE
GTEARMARGT
CACATTOALT
GLCTLERAATE
ARTEAGRAGT
CACREGOITRC
ACTRUTETER
BEEACCACES

AGCTTTOTERE

SCTARGETGR
SUOUSGATAC
TCTRCECOCT
CTLTOTTECR
COTCCARMGAG
SAROTACTTOC
CRSTGECETG
COCTCABOAG
TACATODGECA
AGTTEETGAG
CTCRSCECTC
CHECBRAGECR
CACTCATRCY
AGECRCAGGT

CRATTACGRG
TRACTTAORG
ATTEACETIA
TOTATTEALG
GTACATURAAG
COGTAMATGE
TTCOTACTTG
ATGOEETTTT
GEEATTTOOA
ACCARMBTCA
ACGCAARATGEE
TCETTTASTG

ACCTUCATAL |

ARCCATEEAST
COLDCACARC
CTEGEECTTC
SATTATATTR
SATTEGATAT
TERARICIAE
ATSGARCTCH
ARGATCAGGS
TCACOETOTC
BRURGSGTCAG
GECARGETEEC
TERACECTER
BERGOCCAGOT
SUETOCACCK
CROCTOIGEREG
COGRALDGGT
CREACCITCT
COTEOTREALC
ATSTESARTORA
AGGUOAGCAC
CTECOTEGAC
GRUCOLETIT
CROBGEREAGGE
TREETECO0C

STCHATTAGTYT
TABRATEGLCY
ATRNTRRET
TCARTHEETE
TETATOATAT
COTECTTGREC
GCACGTACATD
GOUARTALCAY
AGTCTCCRCC
ACGEERCTTT
GOEETASEOG
BRACOGTCAGA

ARGARCACCGEE
GRACTTEERG
CARETECALT
ACGTEAAGETE
TOCACTGGET
TTTARATLCTT
SROCACRCTS
GUAGICTE0SE
COCTRTGOCT
CTCARGTGAS
SECTEACCTT
BOCAGCCARS
ACCTCSCHER
CTETCOCARIR
AEEECCCARTT
SECATAGOGRE
GROGETETCG
CHGEETETCCT
STECOITOIA
CRAMSCUCRET
AGGEAGEIAG
SCATCOOEEC
GLCTCTTCAC
FTCTICTEET
TRJCCCREET

CRTAGRCCRT
GOOTERCTER
ATGTTOCCAT
GAEGTATTTAC
GOCARGTACE
ATTATGOCCR
TEOITATTAG
CAXNTGREOEY
CCATIGALET
CORARMATETC
TETARCGRTEE
TORCOTEEAR
SACCEATCCA
SETETTCTGEC
TRETEEARTC
TOOYGIARGG
GRAGCRERRG
ACARTCATRE
ACTEIAAARLY
CTCTRAGEAC

ATATEEAGTT
COGCOCARCE
AGETEACGOCA
GETAAACTEC
CCOCOTATIG
GTACATGACT
TCATCBRCTAT
GEATRECGEET
CRATHERAGT
STSACRACTD
SRGGTUTATA
BROECCATCCA
GUOTOOGORA
CTEETREC0S
ADQAGOOGAM
COTOPEGEATR
LCTEETRARS
TAUTRAGTALD
BNTCCARTCAG
ACTEOEGTCY

SETTTGACAD
TTOTAZARAGSE
GEUTTTREEE
TECACACCCA
CAGTTARGRA
CEROEETCAT
GETCTTonCS
COCTEEGEITE
TEGERROTORG
ACRGTOCTOA
GUAQUTTGRE
ARCHOCARRI
SETETCTGOT
TATGCAGCCC
CCERAGGLOT
TITTTCCOCA
QUTECACACA

CTECRECCRA
ATOCCMAGROT
CAGOEAGEEG
ATECCCATER
CTCAGBGEEEIC
ATSGCACCARC
LPEECEROCCT
COTEGTORAG
SORCOOTEAC
EEACTOTACT
CADCCARBRIT
TEEADARGAR
CEAAETOAGE
CAGTOCAGGE
CTRCCOEICT
GRCTCTREEC
AXRGEEECREE
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TECTGEECTET
ACCTARGOOT
CETSTOTECY
CRAATCTTST
SUCREGLTTO
TECATCCAGSE
CTITCOTCAGE
CCARRRCTOR
CETEETGETE
ACGTERACER
CAGTACRACS,
GEACTEGEOTE
TOOCRGUOOC
QECETECEAR
TEAGHROTEAL
CEACAGETGET
QETCRECCTS
TERASTERGER
CUCETHOTER
GEACBAGEAGT
ATGAGGCTLT
CETARATGAG
TCGIACHAGS
CAGCATHEGEAR
GATGETTCTT
ATCTERTATE
CATEATAMIA
GAARAAMRTG
ACCATTATAA
TATRTTICTAR
SCCTCTACRA
BCATCRBATA
CACAATTTYY
BETARGAAAS
REGTTACAGR
TCCTTTRIGEE
AQCATEROTC

AGROCTRCCA
ACCCCRRAGE
COURGATTOR
SACASRALTC
FOCCTCCARGT
SRCRGGOOCC
ACCTEARSTC
SGGACRLOCT
GACETEAGRC
CETEGAGRTE
GUALGTACDG
BATEECRAEG
CATOGRENAR
SECCACATHE
LRUTETACCR
ACRLCCCTECT
ALTTECCTEG
GRECAATING
ACCTCORMIEG
AGETRRCART
FOECBACCAC
TGEEEACEGOT
ATHOTTELCR
ATRARGCRCOD
TCCACGHETE
ATOCATGRAT
TACERTTOATE

ARRGOCATAT
CORAMCTOTC
AEFTAACTOCC
ABCACATGOLC
TCRAGECRGEG
AGQLEEETEC
CTGEGRGEAC
CATPSRTCYCC
ACGAAGRTCOC
CATARTGOCA
PITEITTAGC
BETAUARGTG
ACCATCTCUN
ACRGAGECOS
ACCTOTETOC
COORTOONGEG
TOANRGGOTT
CRECCEGARA
CYCNTTCTTC
BEGEEAACET
TARCACTRCRER
GECARGSCCRT
CETACQOCT
CRECEOTROT
AGEOCGRGTC
TOEAGITORS
AGBTTTEEACA

CETTATTTGT
SOTECARATAR
GBTTCARRRRG
ATETGLTATG
TTOCTTATTA
GAGCRTRGTT
BACAGTRATET
ATRTTTTICC
TETAANTAGC
SBARBATTTA

SARRTTTETS
ACARGTIAAC
AHAFTETEGSEA
SCTEATTAYG
ROCCCTPTALC
ATTARRTASCE
TATGEATTATA
ATAATTTICY
AdMAGCAAGEIR
GUAATTOTGA

COGRGAGEAL
CALTCOCTCA
BRTOTICYCY
ACOETHOCTA
SCAGITEIC
TEAORCETCC
CETCRETOTT
CEEACOCCTR
TEAGGTUARG
AGRACRAAGCC
STCOTOALDG
CRARITOTRC
BAGUICARAGG
SUTDEGEROTR
QTACRGRGETA
GRTRARUTEAR
CTATCCCART
ACAACTACAR
CPCTRCAGOA
CYTCTOATEC
AGAECUTOTC
CERCRCERC0EE
STACNEROYTT
CGEEQTOOT
TRAGEOUTEN
TROCTEGEHEEN
AROCROAROT
ATSCTATTGC
ARCARRCAATT
GETTTTTTAR
ATCTCTAGTC
ABNTTARRAAR
GACROTOTAT
ACTETTARTEC
TETATAGLAG
AIAGQTTCTAT
ASSRAALTRC

COTECCOCTS
GOTOREACAD
CISCAGAGOD
GOTANGCCAS
TAGRGTRAGCE
AQCTCCATOY
COTOTPOOCC
AGETCACATE
TTCAARCTERT
QUGRCAGERAG
TOCTECACCA
ARCARAGCCC
TEREROCCRT
COCTOTROCT
BCCCTGAGAS
CCARSARCCA
SACRTPOGICS
SACCRCROCT
AGCTCACCGT
TCOETGATRD
COTETOTCOCE
GCICTCECGESE
CONBBEORCD
GCCARACTGRT
STCCCATRAS
TCERTCCRGA
ASRNTECRGT
TTTATTTGTA
GCATTCATEY
BOCAAITAAA
BAGGCACQTAT
GOTAMAGETA
GECTOTETRG
CTRACTPATAR
POUAGCTTET
TACTARACAL
TERERETSTYT
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CTACCTTTCT
GOCTCATOAT
ATTARRGECA
TCTARRATAC

CTPCTYTETT
CACTREATEG
TTOCARCCROT
ACASRCANTT

ARARATTITTA
CRATTATETO
RARGUEROCA
CEEATAGCOR
ABARCTOCGED
AGGGEATOSA
CTEGAGEATC
TTTCRATRGAR
STCECTTEET
TOARGRAGGE
GTAAAGOALE
TATCARCGEET
CEEOCACARET
CERCABGUAG

TATTTASOTY
ACBCCRCAGA
TOETGCLTCT
CTROPEETTIT
GRAGETIGTCN
GLOIGEEETE
ATCCARTCORE
GELGEIEETE
CRGTCATTTC
GRIRGARMERC
AGGRAROEEY
AGCCARDBCT
OEATSAATCC
GUATCGCORTY

TEEELELCTY
FCTTCETOCR
TROTUEOTOR
GRTUARGDET
TCGECRGEAG
CRATAGCABC
CEOAALEAAC
TEOASTTCAT
BEBCOOCTE
PETFITEEGET
GRALCTGDET
TETOICTHNES
KEAARGICRT
GUICCAGOTSR
TRGTTARTOGE
TRBCATTTTC
CRGTACCETT
GooCTITasar

GRGIOTEEIE
GRTCATOCTG
SAFRCARTETY
ATGCABCOEC
CARGETGABA
CRETCOOTTS
GoORRTORTS
TEAGEGIALT
GUTHACAGOC
CORSYCRTAG
SCAATCOATT
TOBBETCITE
CCAGTTTALT
FORATTCOGE
CATETRAGED
COTTETCCAG
TOTECEEALT
COTGAGTGOT

CEARCARTRG
CATTTCTICT
QCTCOCATTC
AGAATCAGTA
AGRGOTTTAN
AGTARGHTTC
CURCTCCTREC
COTEGATENC
AGCOTCAGEC
GGOGARGARL
DETCOOREAR
GRATCORAAT
GAACCCCAGA
GREGCECTEC
CAGCOOATTC
ATGTCCTGAT
AGARAAGCSS
BEETCALGSAL
BRCAGTTCGE
RTCGACARGA
TOGITTGEETE
COOATTGCAT
TGACAGGAGR
COGCTTCAGT
GCCARCTACS
GEAACACEET
COGAATAGCC
TTETTCANDS
ATCCOCTRER
TTCCAGRGCT
TTCRCTTECT
CACTGUAAGC
ATAGCCCAST
GCCTTTCTAC
TGUGECAGCE

AKRTETTERER
GAECARARCA
ATCRETTCCA
GTTTAACARCE
ATCTCTETAG
CTTCACRARG
AFTTCGEREEE
GACGEATITE
AGCAGCTGAR
TCCAGCATER
ARCSATTRCE
CTOETERTES
GTLCOEUTOA
GAATOGEGAS
GROBCUAAGD
AGTHBETCOES
CCATTITTICOA
SACATCOTOG
CTEGOGIEAR
COBECTTUCA
BTRBATEES
CREUORTERT
TEOTEOCONG
GACARDETCG
ATAGCCBQGEC
GICTTRACAA
GROARTTCRARAG
TCTOCACOCA
ATEOERAACG
SCATOAGATS
TOCCARACOTY
GTCOATRAARR
TROCTROTIT
AGOTGROATTY
RTRTTOOECTY
TEARAGCT

GTCAGOAGIA
SETTTTECYC
TAGSTTEGEAL
TTATACADTY
FTRARTITEIC
ATCORGEARIC
CRTGEATECG
CACTGOUCRET
CORACTOECE
SATCCCOBCE
BARECOCABLC
CREETTERSEC
GARAGARLTOR
CEECEATACT
TCTTCAGTAR
CRCACCLAGT
COATESATATY
QUETORRETCE
COCUTRATEC
TOCRARTALDG
CRECTRGUOR
GEATROTTTE
QROTTCECT
AGCACHGOTE
TECOTCETRC
ARBGRATOSG
CAGCOGATTS
ARCGHOTEEA
ATCCTCATCR
CTTRGORECA
RCCAGALBGEC
CEGUQORGTC
CTOTTTEUEN
TATCEGEET
TEOTTTARGCR
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SEQ ID N©2:16 Sequéncia de nucledtidos do vector

de expressdo HCMV-Gl HuA6-VHE (Sequéncia Completa de DNA de

um

vector

de

compreendendo SEQ ID N2:

51
103
183
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
7oL
751
g0
851
se1
951

1001

I0RL

L3201

1151

1301

1251

1303

1351

1401

1451

1501

AZCOTTTTTCC
GAATAGCTICA
TTAGTORGOQ
GEGATEGECG
CATGCTTTGR
AEETECATEC
ACRCCCTRAC
ACGETEAARS
CTOTRAGOGG
TETTERCREE
GAGTETATAC
TECACTATIAT
CECATCARGC
OETTORECTS
TATCOCACRCA
CAGCAAAAGE
TAGQUTCCGT
BEIGECEAAA
ARCTCOCTOR
GECCGOUTEY
STAGETATCT
CRACERALCCCC
TOTPGRETCC
CTEETARORG
TTGAACTGEET
CEECECTCTE
GETCOEGUAA
CAGCQRGNTTA
TTCTACERGE
TEETCATEAG
ARATGAAGTY

expressao

AARAGCCTAS
GAGECCRREE
ATCGEGOGEA
GAGTTAGEGS
ATACTTCOTGO
TETGCATACT
PEACACACAT
COTCTGACAC
ATCCCCREAG
TETOGRERCE
PEECTTAACT
GOGGTGTEAA
GOTOTTARC
COSCGAGTRR
ATCAGGEGAT
COAGGAACOG
COCCOTEACE
COCGACAGEA
TEORCTOTEC
CTOOCTTOGE
CAGTTORGTE
COGTTOAGCT
AACCCRGTAR
GATTAGCAGR
GECCTAACTA
CTGARGCTAL
ACABACCACO
COCGUAGARA
TOTGACETTC
ATTATCAARA
PTAAATCART

da

GOCTICARAL
CEECCTUGER
CRATGEGEOEE
CEEGACTATE
CTEITEEEEA
TOTEOCTECT
TOCACRGOTG
ATECRGCTEC
CAGRCBRRGOO
CASCCATEAL
ATHOGGUATC
ATARCCECACA
TICCTCEOEC
TATCRSOTIR
BACQUAGGAA
TAABARGELC
AGTATCRCAR
CTATRANGAT
TETTLCRALCT
GAAGURTGEC
TABSTOETTO
CEACOEOTAEC
GACADGROTT
SUEAEETATS
COECITRCALY
TTACCTTCRE
GUTRGTARCE
AAAABGRTCYT
AGTEEARLER
AGBATCTTCA
CTARARGTALS

cadeia

pesada

11 (VHE) de 3921-4274)

ARGCOTOCTT
CTCTGCATRA
BRCTEERCGGE
STTERCTGACT
SUOTEETTEC
Q[EEIRECCTE
COTOEUEUET
COEAGROGET
CETCRERENGE
COARTCALGT
AGAGCAGATT
SATGOGTARG
ACTEACTCES
CPCARAGECE
AGARACATETE
GLETTRCTEE
AJATCEADGT
ACTREGOETT
CPCROECTTA
SCTTTCTCAT
SCPOCARSIOT
GUCTTATOOR
ETCQCTACTS
TREGUEETRC
ACARARGRCAG
ARRRABRETT
STEFTTITIT
CRAAGRAGATC
HARCTOROGT
COTABATOCT
TATGRETALA

humanizada

ACTACTTOTG
ATARARARAA
ASTTACECRC
ARTTERERDG
TEAOTAATTE
SRCACTTTCOC
TYOEETERTE
CROAGCTIEY
CETCALGIEEE
AGUGATAGOS
GTACTEAGEAS
GRAGRAAATAL
PEOGCTOSGT
STRATACEEY
AQCARARREGC
COTTTITOMA
TEAAGTCRGA
TCECCCTEEA
COGEATAROOT
ASCTCACECT
GEECTETEIC
GTARNCTATOR
BUAGCRGTIR
TACRGAGTIC
TATTTEETAT
SOTAGCICTT
TETTTGCAAG
CYTTEATCTT
TARGEGATTIT
TITRAATTAS
CEICETLTOA
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CRETTACCAS
TTOETTCATC
QEGEAGERCT
ADGOTCRECRE
CCEAGIGIAG
AATYETTELC
CAAQGETTETY
GTATEGCTTC
TOCCCCATET
TETCAGARRET
TECATAATTC
GETGAGTALT
TTRCTCTIEC
CTTTAAMAGT
AGGATOTIAC
CRACTEATCT
ARRCARSEANG
TETTERARTAC
SEETTATPET
BACABATAGGE
TARGRAALTA

_90_

TRCTTARRTCA
CRTRETIEOR
TACCATOTES
SCTOIAGRTT

QTCREECALC
TERQTCOCOE
COOCAGTECT
TATCARCAAT

AJRGPEFTOCT GLAaASTTTAT
SESARGOTAG AGTAASTAGT
SOCATIROTG CABGTRTCRT
ATIOAGOTOD GEITOCCARD
TEDECAAMAL AGLIGTTYREN
AAGTTREODE CRGTETTATC

TUTEACTE
CARCCARGTD
COGGLGTITAR
GCTCATIATT
CEUTETTEAG
TOAGCATCIY
GUARMRATGECOD
TCATACTITTY
CTCATGAROG
QETICCECan
TTATITATCAT

SREICOCTTT
TETETHTTTN
TOATEITORIG
SBAANTINEAT
TITCTOTETA
CGOEATATOY
CEROTTTEET
ATATAGETOA
REUTGEECALR
CCATTEAGOTA
TTESCONTTE
SUITRIGTCC
THRATACTRAT
CCGOETTACK
ACQOCCECCC
ATARSEEACTT

CETOTTCARG
TOCEARRTAL
CEATARTRGT
ATTTGAMBAT
ACTGATATOGE
GECEATAGOCE
GACTTRGRCE
CREACCATAT
TEECCARTGC
TATTATTCAT
CATROIFTTIEY
ARCRTEAMICE
CAATTALGGE
TRACTTROGG

NIFCCATCOE
ATPCTEACAR
CRACGLGATAN
QOARARACETT
ATCCAGTTCG
TTACTTTCAL
GUAEARAAGE
COTTTTTCRA
GATACATATT
ACATTICOCD
GARCATTARCC
BATTCAGCIT
SUETTTIGRG
GITTATOGCC
ATESCATATT
CCATTETTCR
CTTATATORT
ATTCTGIGIG
GAGEOTATAT
ATAPCEATCTY
TEETTATATA
ATCCATATCA
CCRTSTTIGAC
GrCATTAGTET
TARRTGECCC

ATTGACETCA ATAATEAIGT

TCCATTRALG

TCRATRGETE

TATCTORGCE
TORTETAGAY
SCAATGATAL
ARRICREOCA
COGRCPCCAT
TCGOCRETTA
HRTETCARLEC
SATTRAGECE
TOOTTORGTC
AUTCNTEGTYE
TRAGATECTT
TAGETEIATGL
TARCIECECCA
CTTOEREE0GE
ATETARCOIR
CAGUGRTITCT
SARATAAGGGC
TATTATTEAR
TEARTATATTY
GRARAGTGELC
THTAAABATA
GRCTGUAGTS
ETTTCTETOR
GATRERGATE
SARARTETOGE
ABRARGTGATT
TTACECEEA
TOGCAAATAT
CECCEATAGA
ATRONTTGAS
GCATAMATCOR
TAATATETAC
ATTEATTATY
CATAGCOCAY
SCCTOECTER
ATETTLCOATY
GAGTATTTAC

ATCTETOTAT
AJZCTADGEATA
COCGAGACCT
BCCTEARGHS
COABTCTATT
ATASTTTECS
PCRTORTTIG
HETTRCORTSA
CTCCEARTORT
ATGECAGTAD
TTCTETERALT
GEOEACDERGE
CRATRECREAN
ARBACTOTOA
CTOITECACS
GRGTGAGCAR
GOATTTATCA
TAGAARANTA
ACCTGACGTC
GEOSTRECAZ
AATHATAARL
LDOGARCTRAAT
GOEATRTTSEE
CORATETREAG
TITTGEEECATA
TERCGATARR
COCAGTITCS
BECGFACATCA
TCAATATTGESE
ATATTGECTA
ATTTATAETE
GACTAGTTAT
ATRTGEAGTT
CCROCCARCE
AGTAACGCOA
GOTARADTEC
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34010
3451
AS0L
3551
3501
3551
370
3781
K:in
3851
1zl
3851
4001
408%
4101
43151
£301
2351
4341
4351
4401
4453
48031
45851
4601
2651
4701
4751
4801
4RB5L
420k
4851
S8t
5081
L Ry ik
5151
5301

CCARTTEEOR
AUGTCAATGA
TTATEEGEALT
TAOCATECETG
TYGROTCALG
TTETTTTEED
CEUCICATTG
TAAGCRENGC
CECTEITTTG
GUITHOOETC
TGRCDICOGR
STEAARARIC
CACARTTCALT
GUCTTERATH
AXRTCAGRARY
CRCAGLCTAL
BOCTROTETIEC
SGERCCACEG
AGCTTTOTES
QUTRAGCTEA
GOCORGATAD
FOTELELICT
CTOTOTIGCA
COTCCAAGAG
SRCTARCTTOC
CRGUGGUETE
CCCTCRGOAG
TACATCTEOR
AGTTGETGAL
CTCABCECTC
CAECRAGECR
CROTCATECTY
AGGCRORGRS
TEOTEEECTT
ACCTRARGOOC
CTTCTCTOCT
CERARKRTCTTGY

GTACATCAAG
CEETARMTGG
TTOCTACTTS
ATECGETTTY
CEERTTTCCA
ACCARANTOR
ACGECARRTESE
TCSTTTAGTG
SKCCTCCRTAG
BCCATGHRACT
COCUCRTAGT
CPGEGEECTTE
AATTATATTA
BATYGEATAT
TCAARGEUAG
ATHRACCTCA
ARGATCRGES
TEACCEYOTO
GUUAGRICAE
FRCAGETEEC
TEGAIGCTER
GRGCCCASCT

POCAICR
CROCTOTRES
CORRACOGERT
CACAQUTTOC
CETEETERCT
ACGTEERATCA
AGGUCABCAL
STEOCTEERT
GEOCLOSTOT
CRGGEAGAGE
TRETECLCD
AGRCCTEOCE
ACCOCARAGG
COCASATTC
GRCAARALCTC

91 -

TREATCATAY
CUCGIOTEGET
SCAGTACATS
GGUAGTAOAT
AGTOTECACC
BLOGGEAITTY
SUEETARGCR
AACCATCABA
AAGACATCGE
SRACCTECAR
BAGCTELAGT
ASTERASITS
TCORCTLELT
TTTAXTCCTTY
GEROUACACTA
SUAGCCTGEG
COCTATGEOCT
CTORGHTERAR
GUOYGROCTT
GCCRGICASS
ALTTCECGSA
CTETCOLALA
AGREIOCATS
SECANRGEIGE
GAUGGTIGETOG
COBUTETCOT
GTGCOITECA
CARQCICART
AGGEAGGRAG
GUATCCOGREC
QUCTLTECALS
STCTTICTEG
TARCCCREGT
BGASCONTAT
CCRARCTOTC
ASTARCTONC
ACRCRTECCC

GUUARNITROR

ATTATGCLCA

TECSTATTAR
CRATREEOET
CCATTEALGY
COARARTETC
TGTACG@TEG
TOECOTEEAG
GROCERTCCH
GETETTCTGEC
TEETERAGTC
TCCTECARGS
GAAGLARGRR
ACARRTORTEE
ACTHOBAACA
LTUTGARGRC
GETTTEACRO
TICTAGRARG
FRCTTTERCE
TECACACTCA
CAGTTARGR,

LOGCERTIAC,

SETCTTCOCC
CUCTERECTS
TCERACTPCAR
ACRETOOTCR
GCAGOTTGES
ARCACCARGE
GETETOTECT
TAYGECAGRCOD
QORGRAGEBLCT
TTTTTOONCA
CUTGECACREA
COSBEAGEALC
CADTOOCTOA
AATCTTOTCT
ACCSTECOCR

CCOCOTATYE
GTACATEACC
TORTOGCTAT
BEATACOOSY
CARTGHEEASY
GTARCAALTD
GRGETOTATE
ALECCATOOR
GCOTOOGCAR
CTECTEE0CE
AGGAGTIGAR
LOTCTCEATA
LOTEETCAGE
TACTARRGTALD
BATOCATORG
ACTECEGTOY
CTGEEGEUCAR
ATCCCRAAECT
CREGEAGEE:
ATGCCLATER
COCAESEECT
ATGGCACCAC
CTEECASOCT
COTGETUARG
GOGCOTEAL
GEARCTOTACT
CACCCAGRCC
TOCACKABAN
QRAAROCHRRS
CRETCCAGGG
CIRCCCaCed
FEOTITGGES
ARBEEITALG
COTRCCTOTS
SOTCEEACKD
CIGCAGAGCC
GETAAGOCRG
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5403
5451
5501
§55%
B8UL
5551
FTEL
5¥RL
5841
5851
5201
5951
§001
SO5L
s103
5151
£303
a351
6301
§351%
§40L
E48%
SHOL
&551
S50
§6&51
§701
&78l
8801
£851
f301
8951
Foal
751

COCAGRLCTC
TECATCCAGE
CTYCCTCNGET
CUARMACOCR
CETEETECTS
ECETGRACESE
CAGTACRACA
GERCTEEOTG
TOCCAGCOOD
GEAETEIGAG
TEREASTEAL
CCACRBRTET
GATCAGOCTE
TECAGTEREA
COOETEOTRERGE
BEACARRRGT
ATEAGGITCY
GETARLTORG
TCETACGARSG
CAGTATGEAR
GATREETTETT
ATCTEATATS
CATEATARGR
FEABABAXTG
BOCATTIATAR
TATGTTYCAG
ACCTCTATRA
ACATUAMATR
CACRATITTT
AETAAGAAAA
AGETTACAGA
TCOTTTIGTGS
ASCATEACTO
CTASCTTTIT
GOCTCATCORT
ATTARAGGUR
TUTRARATAC

GLOOTQCARD
SROABGCOIC
ACCTGABLTC
ALEACROCCT
CRCGTEAGLS
COTGRRECTE
GUADGTACTG
AATEECRARE
CATOQAGAMA
SECTACATEG
TEOTETAQCA
RCACTCNEOC
ACCTROOTGE
CAGCARTGGG
ACTOCEALGG
SEGTEECARC
GEACRRLCEC
TECELOBGRC
ATECTTEECA
ATARARCRTCS
TODRCREETS
ATURATGART
TAROATTERYE
CPTITATEYGT
CUTECAATAR
GTTCAGEGES
ATGTGEETATE
TTCOTTATTA
GAGCATAGTT
ARCRLTATET
BTATTTETOL
TETARATAGC
AAXABACTTA
UTTETTETTY
CACTAGATER
TTCCACTALT
ACARACRATT

_92_

TURAGROREE
AGCOGEGTEC
CTRGGGEEAC
CRPGRTOIO
ACGAAGALCT
CATARTGEOCA
TETGGTCARC
ASTACRAGRTS
ACCATCTTCCA
ACASAGECCS
JLCTOTETCC
CLCRTOCIEE
TCAZAGELTT
CRETCOGEAGA
QICCTTOTTS
AFEEEAALDET
TACACGCTAGBR
GECARMECRCC
CETACOCCOT
CRGCGCTREOT
AGEOUGAGTU
TCRRGOTCGE
AGTTTORACR
CAAATTTEIS
ACRAGTTAMC
ACGETETGEEA
GUTGATTATE
ACTOCTTTAD
ATTAATAGCR
TATIGATTATA
ATARTITYIOY
ABAGUAARCTA
SCARRATIOTGEA
GOAGGAGTAR
CATTICTTICY
SCTCOCATTC
RERATCAGTA

ACRGRTROCC
TERCALETOC
COTCRBTOTT
CRGACCOOTE
TRAGETUANG

BEACAAAGCC

FTOCTCACTS
CARABETOTCC
AAGCCAMAGGE
SUTORECCCA
CTACARRGETA
SATGREOTER
CTRTOCLAGT

ACRACTACAR

CYCTACAGCA
CTTCTTATEC
AGRGUCTTTC
COUTOQOUESE
STACATACTY
CTHEECCOCT
THAGGOOTEA
TACDOREEEN
ARCUACRALCT
ATECTATTEC

ARCRACAXRYT

SETTTTTIAR
ATCTCTAGXC
RAATTARRSA
SARCRCTCTAT

ARCTETTATGEC

PETATRECAS

BERETTCIAY

AGGAAAGTCO
BATGTTGAGA
GAGUAARACH
ATCAGTTCCOR
GTTTRACRUR

TAGAGTAGCE
ACCTOCATET
COTCTTOCCT
BGGETCACATE
TTCRACTEGET
GUGRGAGEAR
TOOTSCACOA
AACARRGCCS
TOSSACTOET
CLCPCTROCE
QUCCOUAGAA
CCARGRACCA
CRCATORCNE
GRACCACGCCT
ASCTCACOGT
TOCETGATGE
COTETOTeCE
GUECTCGORE
CODBEICGOC
GOEAGATTET
STGECATOAS
TOGATOCAGR
ASRATGOART
TTTATTTGETA
BEATTCATTT
AGURAGTAAR
ABRGECACTAT
GUTARAGETA
GUCTETETES
CTACTTATAA
TGOAGCTTTT
TAROTAAACKRC
TIGEEGTOTT
CTCAGCRGTA
GETTTTCCTC
TRESTTRGRA
TTATACRCTT
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10k
TLE1
TEOY
TF251
TFIGL
T3IEL
7401
FARL
751
TE51
T&L1
TH5L
TTEL
FIS1
FBOL
7851
TRGL
THEL
401
ROSY
S181
8151
8301
8251
830%
8351
8401
B451
BSQL
8551
85801
a551

ABRBATITTA
CRETIAEETO
HBBRSOGEOCK
CRBATRECOG
AGRACTOLGE
ASGREEATOEA
CTREALGATC
TITCATAGAS
GTCRCTTEET
TCRAGRAGHT
GTAARGCALE
TRTCRCGEGET
CEECCACAST
COGUARGOAG
TOCEEICCTT
TCTTOETOCA
PEUTCEOTCE
GARYTARRGOGT
TOGRCAREAG
CRATARCAGT
CRCARGEARD
TECRETTCAT
SOGOCCITE
TOTEFTTETES
FAREOCTEOET
TETOTOTTGR
AGRARMGBCCAT
GQUQUAGCTE
TASCTARTOGE

TEORTETIE
CABUACTETT
SOCCTTEOG0

TATTTACCTTT
ACAQURCRGH
VCETECRTOC
LEGCTERTTT
GREFTOETOC
BOCCEGEERTE
BICCREO0GE
GEORELEETE
CEETCATITCO
GRTAGARGEEUT
AGGAABCGET
AQCCRACROT
CEATGARTCC
SUATCGCORT
BAGCCTEE0GE
GATCATCOTG
ATGIGATETT
ATGCARCRED
CRABSTEAGRR
CAGTOLOTTIC
SUCORTOETE
TEACEECALT
GOUTIALARTC
CCRGTCATAG
GUAATCCATC
TOASKTOTTO
CCAGTTTACT
SCRATTOOGE
CATGTARICT
COTTETOCAG
TCTEOGEERET
COTRAGTRCT

ASAGOTTTARA
ASTAREETTC
CCACTOUPER
COTREATEOC
AGCUTTARGC
GGUGRARGAAD
CETCOCGEAA
GAATCGAAAT
GARCCCURGSE,
EFRTECEITEC
CABOCIATTC
ATETCCTGAT
AGRARAGUEG
GEGTCACEAL
ARCARTTORS
ATCEACHAGH
TOEOTTEETSE
DECATTGROAT
THACAGISAGA
COGOTTOAGT
SOCAGCIACE
GOACRBRTCGR
GRAATALGRO
COBBATAGCL
TTOTTCRATE
ATCLCCTEOE
TTECAGGEECT
TICEOTTECY
CARCTGURAGC
ATARGCOCAGT
SECTTTOTAS
TEUGETARCOG

ATCTCTOTAG
CTTERCAAANG
AGTUTLBEEES
GROGGATTTS
AGCABOTEAR
TCORGTATEA
BACGATTCCOS
CTOGTENTEG
GIUCCECTCA
GRRTOGEEAR
SOCGCTARBT
ABQEETCIET
CCATTITOCA
GAGARTCUTDG
CTEEOECEAE

GTASTITETC
ATCOGEEACC
CATEEATECG
CAROTGLOEET
CEARCTCECSE
GRTCOOOGAR
ARECCCRALC
CREGTIEEET
GSAASRAOTONG
CEEOSRTACT
TOTTORGCAR
CRCACOCAET
CCATGATATT
CUGETOGERCA
CCCCTHEATEC

CEGECTTOCA
BTCEARTERS
CREUCATERT
TOCTEROCCE
GACARALGTOG
ATREOORAET
GTCTTEACAR
GRCATTASAR
TOTCCAROCA
ATEOCRARGE
CORTCAGATC
TCOCRACCOTY
GTCCATAARR
TARZCTGUTTT
BECTGACATY
GRETICORCT
TEAAGCT

TCCGARTACE
CREGTARCCE
GEATACTTTC
GOACTTOROD
AGCACRGOTR
TRCCTCETCC
ABAGRALCRSE
CAGCUGATTIR
ARECEEOTRGEA
ATCODCATCD
CTTRGIEGCA
ACCREAREEET
CCECCCAGTE
CTCTTIGECGC
CHRTCCEEGEY
TCCTTEARGCA

SEQ ID N¢:17 Sequéncia de nucledétidos do vector

de expressdo HCMV-K HuAb-VL1 hum V1 (Sequéncia Completa de
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DNA de um vector de expressido de cadeia leve humanizada

compreendendo SEQ ID N2:

CTAGOTTTIT
TEERATAGCT
ANTTAGTORG
GUEGGNTEEE
TECRTECTTY
THASATECAT
COAZROCCTAR
TEACGETERA
GTUTGETARGT
GETETTEECG
COBAGTETRT
BEPGCACCAT
SETECATORG
SPCETTOREC
FTTATOCALE
GCCAGCAARAN
CRTAGGOTCD
GREETHECEA
ERAGCTCCOT
CIETCCEECT
CTETAGCTAT
TECACERALC
CETCTIEAET
CROTGGETRAC
TOYTGARGEIG
BECTHEOEUTC
TIGATCCEED
AGCAGCARGAT
TTTTCTACERS

TYIGGTCATG

AMRABRTERAG

GLARRAGEOCT
CRSAGRCCEA
CCATEREGGE
COGACTIAGE
GCATACTTLY
GCTTTGECATA
AUTERCACAD
ARCOTCTGAC
GEATOOCGRE
GRTRTOCRESE
KUTEECTTAR
ATHUBETETIE
GLECTLTTOC
THUEEIERGE
GAATCRGEEE
DECCARERALC
GLOCQCTTER
BACCOSARAG

STECECTCT
TPOTLCETTC
CPCARTTOGE
COCOETTOAG
DORROCOGEAT
RGEATTAGOR
GYGECUTAALD
TEITEARRGOC
AMRCRARCCA
TACGCECAGR
GETOTGAOGT
AGARTTATCAR
TTTTBAATCA

ARGCOTCCAR
GROBGCCTOS
BRERATHREEC
GEOGERACTA
GLOTGCTSESE
CTITCTEOCTR
ATTCOARCAGT
ACATRCASGCT
AGCAGACRAG
CEUAGTCATG
CTATRCEETR
AAKNTACCECR
ECEICCTCST
GETATCAGTT
ATRAOGUAGS
CETARBANGE
CGAGIATIAL
GACTATARAS
COTETTCCRA
GEEAAGLUGETG
TETAGETCET
CECEACCEOT
ABGALARCEAL
GRABCREAGBFETA
TACIRGCTRCS,
AGTTACCEYIC
CEECYGEETAL
AARARAREGEAT
TOAGFTEGEAAL
AAAGEATITY
ATCTABRAGTA

AARAGCCTOC
SOCTCTECRT
SEAALTEEEC
TEETTECTGA
GAGOCTRETT
CTEEGRAGCT
TEOCTOGGEE
CLCERAGACE
COCETCAGES
AOCCCREFTCAC
TEREAGCAGA
CAGATGCETA
TCROTRACTC
CAQTCARAGE
ASAGRAROATE
CORCETIGAY
ARRRRTOGRC
ATACCAGRCG
CCCTEUCEET
GUECTTTCTC
VOSUTUCARS
SUEOCTTATC
TEATOGEUCAC
TETAGECQEET
CTAGRAGEAT
GERARAAKGAG
CRETEETTYY
CTCRAGRAGA
FRAAACTCAD
CARCTAGATC
TETATEALTA

14 (humV1=VLh) de 3964-4284)

TCACTACTTC
BAATAARARA
GRAGTTAGGE
CTAATTERGR
GUTEACTAAT
TERERALTTIT
BTTTCEETEA
GTCRCHETTT
CROSTCAGLSR
SIAGCEATAG
TTETACTRAG
AGERGARMAT
GLTRCECTCE
COEGTAMTROR
TCAGCRARAG
GERCETTTTIC
GUTUAAMGTCR
TEYTCCCOOTG
TATCERATAC
ATRECTOAOR
DIEEECTGETE
CEETAALTAT
TEGCAGTCAGT
SCTRCORGRET
BETATTTGET
TTEETAGUTC
TTIETTTIECA
TCOFTTEATC
ST TRAGEREAT
CTTTTRANTT
AACTTEETCOT
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1851
1601
1851
170%
1751
1881
IBEL
1831
19531
oy
3851
L0
2151
2301
238
236
23581
2402
2451
3501
JE8Y
F&0L
2651
TR
281
2801
2851
2801
2851
3603
3851
3161
3151
30T
3251
334
33EX

SACAFTTADD
ATTTOGTTCA
TACGREAGRG
COALGCTORD
GEOLGAGLAC
TTRATIGYIG
CHERAOSTES
TRETATEGUT
SRTCQLCCAT
GTTETCAGRR
ACTECATART
CTEETRASTA
AETTEROTCTT
SACTTTARAN
CBAGHATCTY
COCARCTEAT
AMARRACAGHA
AATETTEART
CARGETTATTY
TRAATASATAR
TOTARGAARSD
ACRAREIOCT
AJRTETETETY
ATTCATETSS
GRARBARTCE
AETTTCISTG
TRCOGUGATAT
GROGROETITG
TEATATAGGET
DARGCTEEIA
SQLCATTAGC
TARTISEOCART
TEECTCATET
ATTRATRAGTA
TTOCGOITTA
CRROCOCOET
CARTRGHEAC

ABRTECTTRAT
TOCATASTTS
CTTACCATOT
COBCTCCAGA
AGRAGTGETC
COBBGRAGCT
TTECCATTIGN
TCATTCAGDT
GTTRTGCARR
STAAGTTRREC
POTOTTACTS
CTCRACCANG
BOCCSEOSTO
FTGCTCATCR
ACCECTETTS
CPTCAGUATS
AGOCAARNTT
ACTONTACTC
GTCTCATEMS
BECETTECEC
CATTATTATC
TTCRTCTTCA
TETCOSARAT
CHEOGATROTS
KTATTTGARS
TAACTGATAT
CTGRCOATAG
GTGACTTICES
GACAGACGAT
CATEGCCART
CATRTTATIC
TECATACETT
COBRCATTAC
ATCBATTALG
CATARCTTAL
CCATTCACET
TUMCCATTSA

CAGTEAGRETA
COTEACTOCC
GECCCCAGTE
TTEATCAGTR
CTHECARACTIT
ACAGTABGETA
TECAIGIATC
QUEETTOCCA
ARARGUEGETTS
CEOAGTETTA
TCRTELCATO
TERTTOTEAS
AACAOEGEAT
TYCEARARDS
ALGSTCCAGRTY
FTTTACETEC
CUECALARAA
TIOCTTTTRC
COGATATATA
GCRIATTERC
ATSRCHTTRA
AGBATTCAGC
ACFCETTITTSR
STETTTATCR
ATRTGGCATA

SRCCATTTET
CECTTATATC
CEATTCTAETE
KTGAGECTRY
GCATATOEATY
ATTGRTTATA
GTATCCATAT
CRCTATGEYTG
GOETTATTAS
GETARATCEEC
CAATAATGAD
CETCRATHGGE

COTATOTORG
CETOETETAG
CTRCARNTGRT
ATRAACOAGT
ATOCECCTCT
GTTCECCAGT
GTGGTGTIAC
ACGATCRAERE
GOTCCTTCRG
TOACTOATEG
CETARAGATED
ARTHGTEIRT
ARATARCQECEC
TTOTTCEERE
CEATETRACC
ACCAGCETTTY
CEEARTRAGSE
AATATTATES
TITEARTRER
COZRARAGTG
COTATARRRL
TTEECTECRE
R[ERTTTOPET
COGATAGRGA
TTEARARTGY
COARMAGETGR
GETTACGEER
TETOGCABAT
ATCECCGATA
CTATRCATTIC
TAGTATARAT
CRTRRTATET
ACATTEATT?

TTOATAGCORC
COSCCTPEECT
SERTETLOCC
THEAGTATTY

CORTCTGTOT
ATRRCTACGA
ACCSCGAGAC
CABCCGGARG
ATCCAGTCTA
TARTAGTTTS
GOTCETCRTT
CRAGFTTACAT
TCOTCOGATE
TTTTCTETER
BORGCGACTS
CACATAGCAS
CORARRCTOT
CACTCGTGOR
CTOGRTEAGT
GUGACACGEA
AAGLNTTTAT
TTTRIARARR
COADCTOACE
TAGEOGTATS
TFGRBTANTAN
OSCOSACTAR
TEGOSATATY
CACOBRTATSE
TTLTTEOACR
GATGEOGATA
ATCOBCAGTTT
CAGSCEACAT
ARTCARTATT
CRATATIGEC
RCATTTATAT
TTGACTAGTT
AIATATGEAS
GRCCHOCCAK
ATAGTARCEC
ROGGTARACT
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GOCCACTTOS
TEACETCAAT
CUTTATEESA
ATTACCATRR
SITTEACTON
FTTIEITTT
POCRCTCIRT
TATARGCAGA
CRCGOTETTT
ARGCTTCRTA
ACCATEGAGA
CHACADCACE
TARTOCARS
GUCACAAGTR
POTCATAAGE
EIOGCAGTES
COTGARGATT
CACETTCRGT
ACRTCOTAGA
CAGARTREGL

AATAGGRGER
PEOTTGETOT
CRETOCCYas
GARCTITETT
PERCTECACT
TOTERAACTE
CHOTARAGTA
AGGACAGTET
AGCACCCTGA
CTGCGRAGTC
ACEGGUGAGA
ARCOTGACOC
COTRCCTCTA
COTORTTGET
TEAATCTTTE
CTETTETTTA

CRETACATCS
GARCEETARAT
CTITCCTACT
TRATECEEPT
DEGEEATTTC
GUALCARAAT
TRADGUAANT
GLTUGTTTAG
TRACOTOCAT
TOEARTTOOT
AL A e £ I WL
GOUGRIATTC
AEARAGRECT
TACASTEETA
TOTTCTTCTG
ATCREEERCR
TTGCAGTETA
CRGEEEEROCH
ATTOTARRLT
ATTERETITA
SUARAGRGCT
AQCTRIBAAG
COTTEOTATA
CRTGOOCTG

ACTTARATARC
ATCEEROTR
COPCTETTET
CARTECAAGS
CACAGRECAG
CEOTERGCAA
ACCCATCAGE
GTETTAGRGE
COTCCCATCC
TTRCRETOCTY
TTTAATTATE
CARQTETEET
CCRALCTACTC

BETETATCAT
GECOOGOCTS
TEECAGTACA
TTERCRETAC
CAAGTOTOCK

TBALGERALT

HIBUBETAES
TEEACCETCR
REARGACALC
BEABCROGEEG
SCTECTETTIC
THOTHACCCA
ACTUTCTCOT
TORRCAARAS
AGTOTRTCTC
SRTTTTROTE
TTADTITCAR
AQCTEEAGAT
CTGREGEEET
CTEOARGIETE
CBACABAAD
AAACTORAMAR
ATTATCTEGE
SATTATOCGQ
CATCOTETTT
ATOTYTCCCEC
GRRODTEOTE
TEEATAACGD
SARCAGSCARGE
BGCAGACTAC
SLOTERECTC
GACSBAGTRCC
TETEECOTCT
QLAGCTCATS
CTARTITTOR
TECTOTOTrT
AATTTCOTCTT

ATGCCARGTA
GCATTATECD
TOTACSTATY
ATCBATEREEC
CCOaTTEal
TTCCRRRATE
CETETAGEET
GATOZOCTRS
GEERCCEATC
FERTOCECNQ
LTEUTEOTEN
GTCTCCARBOD
GSCABREOCAS
CEASGTOAGS
TEREE
TEROCATCRG
CARABETEATA
CRARCGTGAR
CEERTGALGT
AGBRARAGUNT
ASTTTAGARAL
CRTCARAGATT
ATAMGCATEC
ASACRARCACA
SUTTOTTTOC
CATOTGATEN
AATRACTTCT
T
BCAGCACCTA
SAGMRARCACK
BUODCATCASR
COCACCYRCT
GACCCTITIT
TITCACCTCA
ADQAGRATEA
COTEATTTAX
ATRAGGREACT

TOOUT

_—
TOG

CEUCCCOTAT
CRETRUATER
ARFTCATCGEOT
GIGEATAGOR
SUCRATREEA
TCETARCAAD
GRGREETOTA
AGACGOCATC
CREQUTTOEC
BUTTECORCC
THETSEITECC
ACCOTETOYC
TURAGARCATT
CTCCARRECT
TCOAGETTTA
CRETODEEAS
COTEECCATT
TATTOTRAGRAR
SEROCRTTCOTT
GURARGOOOT
TTTATTARGG
TTARARATALGC
TETTTTONEY
COCARAGEGOA
PCAGGARCTS
GURETTERAL
ATUCCAGRSR
SETAALTCIC
CRBCCTCAGC
ARGTOTACGC
ARQRECTTCA
QETCRSTTCC
COACALGRGEA
COULCOTOCT
SATAMATARNG
TAATTATTAT
AARTATRETASG
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o
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5351
5401
5451
H5EQL
ShH5L
B&H1
B851
5781
5751
S803
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T
5951
001
Q51
S10%
§15%L
£301
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&3I0L
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84583
8501
€551
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881
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6241
BB
5301
EB8)
TaOL
TGS

TOATOCTARG
ACCCTRTUAT
GECCTCACAG
CCCCTOUTOA
BSTOATATAT
TTCAARAGAR
TAAALTARALS
GFITTAARTTC
ACATTTITAA
AGTACTITOC
CATTCATTAA
TCTATAACTR
ARAARACTATY
ATTEGARATA
THTETTTATE
ATARCOTACTO
ACTCAATSCR
AROCASCTAR
BEEEIEEECE
CTTEETARTG
ACTETTOIET
CPTATALCCCR
CRCALGUTEET
QEECCTLTY
AACABABLAR
AGCTAREARC
GEEAUAGAGE
AACACTCACA
TOCTORFICTY
TOCRRCRIAD
CAGRABGTAAD

GUSCATAALC
COTCPECOAASG
TRCOCTERGT
GORARGOCOTD
CLTTUIATTC
ACRCAATARA
ATURTEETAL
ACRGGTACTS
ACARCCOTAAT
AATGTTRCAR
GUARGRATGET
SCOCBATTET
CATTRGANTS
BCACRGATER
AAAGATATET
AARATRARGTT
AQTTARTGCC
TTOTEPTCOT
ATACRCATTA
GTTAATRAGRT
ARGTEERERE
GASCCCTERR
CAGEOCTGOT
ACRCATACAT
ACAGAATTAR
TETTTGEGAR
ATGESGEOACT
CTTTUTARGT
TEACRCAGCR

TETOCTEOTT
CAGTCATGOGR
GARTETTGAT
TERGAOTOND
TELEEROIAR
TARGATCEAT

TETTTTTOTY
GRABACTACAT

GRETATCRAR

TAATSTCCCT
CCAGACATGA

ATTTATAAAL

ACAGTOOTOR
CATGETAGER
ATAFTOCTTT
ASTYCCCTER
ATARAGAGAA
AGTARATTAMR
TTAGACTTAR
AGGEACTCOY
TTAATCCACR

CTPCTAGATG
TCARAGIAGC
CCANCARTAG
CUCRATERGE
ATCTCRTRAR
TOTSTATETT
AGAREATTTGE
TRECABARIA
LOETETOREEY
THCOTTCARLR
BLEARGBREEEA
GLUTEGEEATT
TEAGTOTECC
ATTTICONGE
AGRAATIRAA
CUTTERCUCAR
COOREAAGEE
OIREOCCTET
AQCTCTCTCT
TCOCTTCOCT
TCCAGTCAGY
BAGRARGCAC
TETTTCAARD
TOCAATGACA
CAAAGECAGE
TAAGATACAT

CYCRRACOCA,
GRERCTTECT
TTRAGRETER
GARTCARCTR
TLATTCATTGE
TRARCARKCA
TEEARTETCA
STCTGOCARG
CTATACTETE
AXRGOTGAGAG
ACTRAGTETC
TTTRTITTALR
BATGRETTAT
BEARTTRACE
AATAATGETTA
TTCATCCATA
ATGHEABRRTTR
CARGAALGES
TEPECAGTTA
TRACTTCACR
TAMSTRATAL
AXMRTAGCTAC
TTCCAGGGRLT
CATOTGETSOC
THEARACEGAC
AROBRCTEEARMA
CACARTHTARA
COCTOTOAGT
QOCTACARLCTC
CARATGROTE
ACTGEEAARG
CTTRCCCTTC
TTTEEAGRTT
TEARACTTET
CATARATCCAG
TEATERGTTT

> ATTOTATTTT

CARSCOTTCT
TOOTTERTTYY
CREEICTTAC
ARGUADATTT
CARCATERTS
ATRGSGERART
TROCTTATEY
GOLCETATTS
ACGARTTARMA
RCRARTRIAT
CRCACOCARC
ARAGCOOAANM
TRAACTETCG
SEOTRCARCT
CRTAAGARGAA
TARAAGTITOARA
CTCTTAGTTGR
CTTCTEEEET
TEATCTETEC
TARNGRACAT
STUARGROCA
CIGUCTARTD
CRAGRTGRTR
CYGTTEGECT
CTTCAGCARAG
COCRTETATE
TERAGGACTCY
TACTCATCCA
TRARBERETT
ACARTOROTT
THRESCAAGEA
TEOOTOTTGA
THEAGTAGEEG
CACTCATECT
CTAPGARATTC
GEACAMACCA
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CARCTAEAAT
ATTEUTTTAT
CAATTECATY
TTTALAGCAA
TACETUAAZRC
AJRBJALECTAL
TOTATEOCOTS
TRTGCCTACT
AEUASTGECRS
TETATTACTA
AGTCUTTEES
THAGAGTCR

AXRCREGETTT
TPCCATAGET
ACRCATTATA
TGTAGTAGT
CAAAGATOCG
COCHCOATES
ATTTGCACTS
CTTERACIAAD
CRTGAGRTOD
TTOCGARGOS
GATOOCAGST
GOTCAGRAGR
GRGRGIECTE
CRABCTOTTS
TOCGLCRCAL
TROCACCRTS
CCTIECOETC

GOGRBCCCOT
TTCCATIORA
ATRERCAGET
ATEATEEATA
CCCCERCACT
COTCEAGTAL
CEOGOTERCT
GACAMAAAGR

GEAGTEARARN
TTETAADCAT
CATTTTATGY
GTARRARCOTC
ACTATACRTO
AGETACACER
TETGEARTAR
TETARIASATY
0t il ¢ A B et
ABCHRCAECAT
GTUTICTACC
3 CRETARSCCYC
TECTCATTAS |
TEEAATOTARR
CACTTAARAR
TTETCORATT
SEACCAARGET

ATGCECERAT A

CORGTAGAAL
TCECCAEEESE
COGEUGEOTER
CARCCTTICON
TRIGOETORS
ROTCEITORAG
ATACDETAAS
AGCEATATOR
CCARBEQEECT
ATATIORGER
T BEEBCRTEOET
GRTGOTCTTED
BTACETGCTC
AGCCEEATCA
CETTCTOERG
TOGLRCCAATA
ABCTECECAR
CETOCTECAR
ACCREGLE00

AMATEOTTTA
TATRARGCTEC
TICRGHTICA
TACABRTETE
ABXTARTTCCT
TTTTTGEARSCR
GAARABARCRG
ACBGAATATT
TEITSETETAA
GACTCRRARS
LA S R Y

ATCARTCRETA

GHTBRTTCCR

ASTACROALA

TITTATATTT
ATOTCRCROD
LHOTCATCCTG
SLOECTECT
TCLGUGEAGET
STOEREGUCG
GEATURTCCS,
TAGARSGEOGEE
TTEETOEETC
ARAGECEATRG
GUACGAGEAR
CRGETARCCA
ACRETCERTG
AGUARGUARTC
GOOTTEAGCC
GTCCAGATOX
BOTCGATRCG
AGOETATECR
AGGASCANGE
GCARTCREFTD
GHARDEBCECS
TICATTCAGS
CUTECEATEA

TTTETEAAAT
ARTABACRAL
GEEEGRGETGE
GTATGECTER
TATTAACCCC
TAGTTATTAA
TATOTTATER
TTTLCRTART
ATACCARAEC
ACTTAGCAAT
TEPTTOEAGE
GATEGRCATTY
CCACTRECTCC
CARTTAGRAT
ACCTTaAGARC
ACAGARETAA
COTQUCIACY
BEETTCOTEE
CETCCAGICT
BRETGEECOEA
GULEEOETCR
LOGTREGRATC
ATTTCGERACC
RAGGOGATGC
GUEETCARCD
AUECTATETR
BATTCAGASRK
BOCATREETC
TRECERATAG
TOCTEATOGR
ARTETTTCRECT
GOOETOGCAT
TEAGATEACE
LETTCOORET
TOETERCCAS
GUATCGGRACH
CASCCEGAAD

TTETRRTELT
TTARCAMIAR
TEEEAEETTT
TITRTERICTC
TETACARATY
TAGCARRCAL
TTATAACTET
TITOTTETAT
AXGCARQAGT
TCTRARGERR
BETAGARTGT
CPPOTEAGRA
CATTCRTCORG
CASTAGTTTA
TTTAMATCOTC
GEITTOOTTCA
COTSCAGTTO
ATGCORRLESE
CRE2CAEIRGE
AGRACTCUAG
CEEARAALGH
GREATCTCEY
CCABRGTOCC

GUTEUEARTC
DRTTORCOGET
CTEATAGCEE
AGUGECCATT
ACCACSAGAT
TIOEGOTEED
CRRCRCOGGT
TEETEETOER
TECATCAGLC
BEAGATCOTS
TCAGTGACAR
CCACEATAGD
SETOGETCTT
ACGACGRCAT
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8951 CRGRECAGCC GRITHETCTET TETGECCIAGT CATAGUCBAS TABILTCICC
|0 ACCCAAGOGEE COSGAGARLT TGUGTGECAAT COATCTTETY CAATCATGLG
83351 ARACGATCCOT CATCLTETOT CTTGATCARSE FOITSATONC CTGUGCCATC
9101 AGATCCTTEC CRGUALAGAAR GCTATCUAGT TTACTTTECR GERCTTCCCA
g1kl ACCTTACCAG AGRGURCCOU AGUTGECAAT TOCGGRTTOEE TTECIGTCCA
S201 TAARACCOSCOD CACTOTAGSCY ATCECORTET MACGCOOACTE CRASCIACCY
5253 GOTTTCTCIT TEOSCTTECS TYTTOUCOTTE TCCRAGATAGT COARSTAGBCTG
5301 ARCATTCATC GOGGTUAGUA CCGTTICTIEC SSACTIGEQTY TCTADGTSTT
$381 COOECTTOCTT TASCAGBUCUT TCECECCITSA STCCTTEOBG CAGCSTGAMG

SEQ ID N2:18 Sequéncia de nucledétidos do vector

de expressdo HCMV-K HuAb-VL1 hum V2 (Sequéncia Completa de

DNA de um vector de expressio de cadeia leve humanizada

compreendendo SEQ ID Ne:

13 (humV2=VLm) de 3926-4246)

1 CTAGSTITTT GCAKKAGCCT AGUUOTOCAA ARJAGROTOD TOALTACTIC
51 TEGAATAGOT CAGRGECDGR GLURGCITOE GLOTCTECAT ARATARARARA
101 2ATTAGTCAS COATGLGGUE GAGRATGRGEL BGAAUTEGEC CUAGTTARGE
181 GOGOEATEEE QGRAGTTAGE GGUGHEACTA TEETTGEUTEA CTARTIGRGN
201 THCATECTET GUATACTTCT QCUIGCTRCGE GRAGUCTEITY BOTGACTAAT
251 TCAGATGCAT GUTTTHCATA CITOTECOTEG CTIGERGAGTD TORGGEERCTTT
301 CCACACOUTE ACTGACACAL ATTUCACRGD TELCTCECHED GITTOGGTGA
351 TOACGGETGAA AMCCTOTGAD ACATGCAGOT CUCEGRGACE GTUACAGCTT
401 GCYCTETHAGC GEATOUORSE ABCAGACRAG COCOTCABGE OGOETCRGCE
4531 SUTETTERCS GETETURGED CECAGCTATE ACCCAGTCATD GTAGSCHEATAG
501 QEGAGTHETAT ACTGGOTTAS QTATECGEGUA TCAGAGCARA TTETACTGAG
531 AGTGUACCAET ATGLGETEIC BAATACOGUA CAGATGCETA AGSGAGAAAAT
6§01 ACCOCATCAG GCOCTCITCC GUITCOTCGC TOACTGACTS GUTECEOTCS
€31 GTCOTIUEHC TOCECORAGT GRTATCASCT CACTCAAAGE COGTHATACH
701 GTTATCOCACE SRATCAGGEG ATRAUGIAGSGE ARAGRACATE THAGUARAAG
751 GOCAGCARLAR GELCAGSAAT CCTAAMARGE CDCELITTGLT GELETITTIC
801 CATAGGRCOTCC GLOCCOCTEA CGAGCRTTAC AMBATOEALD GOTCARAGTCR
8§51 CASUTECCEA ARCUCEACALE GACTATABAL ATACCAGEOS TITCICOCNS
991 GRAGCTCOLCT Q@T@EGETCT CUTETTCCGA COCTEUCEOT TACCGRATAC
951 CEETCCECCT TTOPCOOTTN SEGEIAGDETE GCRUTTTOTT ATAGOTCALG
1081 CTCTAGATAT CTPCASTTOGE TOETAGGSTIET TOSOTCCAME OTGEACTRTS
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TGCACHERACC
LETOTTEAGT
CACTGETARD
TOTTSAAGTE
ATCTGCEOTE
TEERTREEC
AGCAGUAGAT
TTTPTCTAROCGEE
TYTEETCRTE
AMARBETEARG
GACRGTTADC
ATTTLETTICA
TRCCGEAGES
CCALGOTRAS
GEOCGARGTIGT
TTAATTRETTS
COCAACETTS
TEETATEGECT
GATCCCRCAT
GTIETCRGAR
ACPECRTANT
CTEETEARTA
ACTPEETCTYY
ARCTTTAAAR
CRAGEATOTT
COCRACTEAT
ABRABCAEGEA
ARTGTTERAT
CAGGGRTTATY
TRABCARAATA
TUTARGARAL
ACGRGEOCCT
ARTETEIETIT

GEMAARRATOG
AFTTTCIETE
TACGOERTAYT

COCOETICAG
CORROTCEET
AEEATTAECE
FTEEQCTAAD
TEOVERAGELC
BABLRSACTA
TACGCGIAGA
BETUTGAOG0
AGERTTRTCAL
TTTTSRATCR
MATEOTTRAT
TCCRTAGTTS
CTTACCHRTCT
CEECTOCAGA
AGARAGTERTC
COGEGEARICT
TTRCCATTED
TCATTOAGOT
STTGETECARR
GTRARTIGEC
FTOTCTTAROTE
CTCARALCAAG
SOCORENETC
STECTCATCA
AQUGETETTE
OTTCAGCATC
AGGCARARTE
ACTCATACTC
SEPCTCATEAG
BEEETTCCORC
CTATTATTATC
TTOETOTTCA
TRITOCEARAT
CHCEATASTE
ATATITGEARA
TRACTRATAT
CLEECEATRG

- 100 -

CODGRCCEIT
ARGRLACGAD
SAGOEAGETA
TROSGUTATA
ASTTAOCTTED
COROPGETG
AXARBAGOAT
TOAGTEGART
BARGGATOTT
ATCTAAMGTA
CRETGARGIA
COTEACTOCON
BRCCCARTE
TTTATCASCA
CTRCRASTEY
AGROTARAGTA
THOAGECATC
CORETTOOCA
AARGOGETTA
CRCAGTETTA
TCATGCUATS
TEATTCTEAS
ARCACGGEAT
TTEGAAREOE
AEATOTAGTT
TTPTACTTTC
COCCARAARAY
PYCCTTTYTC
COEATACATA
ECRCRTTTOC
ATERCATTAR
AEARTTCAGC
ACGTETTTIC
SIETTTATOS
ATATGECATA
COLUCATTPIT
CEITTATATC

GOECOTITATC
TTATUSOCAC
TRTAGSCRGET
CTAGRAGBEANC
SERAARMEAGE

CEETAACTAT
TEECAGIRSC
BOTACAGRET
ASTIATTTSEY
TTGETACCOTO

CEETERTTTY
CTCARBAAGA
GARAARCTCAL
CAROCTAGATO
TATATGAGTA
DUTATOTCAG
CETCETETAG
CTRCAATERT
ATARACCAGE
ATCOECUTCR
GTTORLURGT
GTEETETOAC
ACGATURAGG
SUTOCTTORGE
TCROTCATGE
TOTAAGATEC
AATAGTETAT
SXRTAROCECEC
TTOTECREEE
COATRTRALC
AOCREOETIT
BGERATARGG
BATAYTATICG
TUTEARATETA
CORRMRAGTSE
QOTATARRAA
TEIGOTECAG
AGATTTCOTSET
CUGATAGRRA
TPEBALATRT
COARMMGETEA
GTTTACCGGE

TTTETTTECA
TCCTTTGRTT
STTRARERAT
CTTTTARARTY
BACTTGETCY
CEATCTETCT
ATARRCTADGR
ACCECSARAT
CREOCEEAAG
HKECCRETCTA
TABTARGTTES
GCECETORTT
CEANTTATAT
TCOTOUEATE
TTATSSUAGT
TETTCPGEYGR
[UEECERCCGE
CACATARCAG
CERARRLTTY
CROTOETEOR
OTRRGTEARGD
GLUGACRUGEA
ARBEGCATTIAT
TTTAGARMAA
CCRACCTEALE
TAGGLEEATT
TGBRATRATAR
CROOGACTAR
TECCRATATT
CROOGATETSE
TETTTEEGOE
GRATEGIRATA
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29501
285L
308L
2G5L
3101
3LEL
328L
235k
330k
3351
KT T1hN
34581
I5BL
IHHL
36401
3831
3F0%
3751
3801
IBEL
IFer
3851
4001
$051
43183
4151
201
4281
4301
4353
4501
$451
450813
4551
4501
4651
$701

GARCGALTTIS
COATATREGET
CRAZCTEECA
GROCATTAGC
TRATTEEOCAT
TEGCTCATET
ATTAATAGTA
TTOCEOETTA
CERALCCOONET
CAATAGEGRC
SUCCACTTE:
TSACGTCAAT
CCTTATGRGA
BTTRCCATOG
GITTRACTLA
STTTEITTYG
TCORCOCORT
TETRAGCAGR

[TEACTTICEG
SARCREACGEAT
CATGEUCAAT
CRTATTATTC
THCATACGETT
COARCRTTAC
ATCEATTALG
CATARCTTAC
CUATTEROET
FTTTCCATTSES
CRETALATCS
SROGOTAMT
CTTTCCTACT
TRATGCRETT
CEGEGATTTC
GUACCARRAT
TEARCGCAANT
GUTOGTTTAG

CACGUTETTY
AJBCTTEOOE
GOTRTEECTE
CCACCOTETC
SGTCASARCA
TECTCORAGE
CTTOCREGIT
ASCABTCTRG
TACCTOGUCA
ASTATTITAG
GPEECCNTTE
ATGCRARGOC
ACTTTATTAR
TTITTABATRC
GUPETEITOY
CROTCARGEE
COTCAGGEAAL
CRGTRSTTEA
CTATCCCALA

TEROCTCOAT
CCRCUATGEA
CODGEACRTCA
TOLGAGTOOA
TTEBUALARG
CTPCTCATRR
TAETEECAGY
AGCITERAGR
TICACETTON
SAREATCCTA
TTTRCOTRAS
CTCRERATERE
GERATAGEGE
SOTTCTTREET
BTOTETCOCT
CREBRALTTTS
TETGEECTECA
BATCTCGRAC
CRGECTARAG
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CRATTCIRYG
ATEAGECTAT
SCATATOGAT
ATTOCTTATA
GTATCCATAT
COOCATETTE
GRETCATTRAG
GETAARTEEC
CRATARTGAC
CETCARTGEG
AEPCTATCART
GEOUOECETE
TESTAETACA
TTRECAGTAC
CAAGTOTCCA
CARRCGRERCT
GEEOEETAGS
TERACCETCA
BGRRGRCACT
GRUCOCOETT
CURETEACRT
GHEACRARAGAG
CATACRETESE
GETCTTOTIC
GEATCREGEA
TTTTECAGTE
GUUAGRGEAC
SANTTOTAAR
GUATTGAGTT
CTRCAARGAG
GRAGCTARGR
CTCOTTRCTA
BACATRCCCT
TTACTIRARD
CORTCTITCT
TRCCTCPETT
TACAGTOGERA

TCTORCARRT
ATCECCEATA
CEATACATTIG
TAGUATAMAT
CATARTATGY
ACATTGRTTA
TTCATAGCCC
COGLOTEHEOT
GTATEYTOCOC
TEERETATIT

ATECCARGTA

GUATTATSCT
TOTAQGETATT
ATCRATIERC
COUCATTRAC
TTOCARRATE
COTOTACEGET
GATCGLOTHE
GREACCEATC
CRGOTHOTETY
TOTECTRACT
COACTTTOTC
TATCRACAAR
TEAGSTOTRTC
CRGATTTTAL
TATTACTGTC
CAABCTIEAR
CTCTGAGGESE
PRCTGCAMGE
CTCCRACARA
ARRARCTCRA
TRATTATOTE
GTEATTATOC
ACCATCUTHT
TORTOTTOO
GIETEoCTEC
GOTOGATAAL

STCBCAGTTY
GRAEUEACKRT
ARTCAATAETT
CARATATIGEC
AORTPTRTAT
TITEACTRETT
ATATATHEAE
SACCHEOCCAR
ATRETARCOGC
ACGETABRACT
LRQCCCCTRT
CAGTACATGA
AGTOATEECT
STGEEATAGDS
GUTCAATIGEEA
TOSTARACARD
GEGEARGETCTA
KEACECONTIT
CRGUUTLOGT
TECTEOTECT
CARGTCTCOAS
CTECAREHCE
RJRCARATEE
PCPEEEATOT
TOTTROCAEC
AACRAAGTAS
ATCAARIETS
STCREATRAC
TCAGARARAGCT
ACRATITAGA
AACKRTCRRES
GGATAAGCAT
SOARATABCA
TTGCTTCITT
QUCATITGAT
TGAATRALTT
GOCCTOCRAT
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CORFTARAITT
TACAGCITCA
CARRGTCTAL
CARRGAGOTT
CTCOTCAGTY
TICCRACAGEE
CRQUOCCOTR
GRATRARTAL
ARTAATTATT
CTARANTRTSEY
CRORAGECCTY
CTPCCTIETT
BATAGETCTT

CRAABGCARYT

TECARCATER
CARATAGEEAR
CATECOTTAT
AGERECOETAT
TGAGATEARA
AGATRAATAY
TOCCLALUCA
CRARAMICTAA
ATURARCTGT
CARGCTATAR
TACRTRAGAG
TATABAGRTTIC
TACTCTTAGO

CCRGGARAGT
GUAGCACCOY
GOCTECGaAR
CRACKSEMHEA
CCAGCOTRRT
GROTTAOTRC
CTOCPCOTTG
AGTORATCTT
ATCTETTETT
ACTTUATICTA
TEACCCTATE
CTETCCTCAC
TROQOCTECT
ACAGTOATAT
TTTTCARKAG
TATARANTAN
ATGTETAAGT
TTACATTITT
TERGTACYEY
ARCATTCATT
ATTCTATRAC
COARARAALT
ABATTERARA
GETATETTTA
OTRTRCITAL
ARRCTCRATGE
ARRATCAGET
THEEEETEEE

GEOUTTUTGREG
TATRATCIST
CATAARGART
SECTURARAL
ACCTECCTAN
STCARLBETRC
COUTRTYTEG
ACCTTCRGCA
BACTCATETA

GTUTTEETAS
SFCACTETICY
ATCLTATALC
CROGCRICTS
TCCTGOOCYC
TOBACAARAL
CTRECTAGEA
AECHBEROMEA
TGARAACACTCA

- 102 -

GTCACRERGEC
GACGCTGALQ
TEROCCRTIA
GROTETTAGA
COCUTCOOAT
TATTGOGGETE
GCTTTRATTA
TRCACCTETG
TACCARLTAL
AGEEOGTATAA
BYCCTCTGECA
RETOCCCTRE
CABORAGERC
ATQCTTTEAT
AACAARDOTE
CRACALCAATA
TCATCATGREY
ARKCAGETAC
COACAALCTA
ARANTETTIGL
TPEAGIARTCOR
ATECAAGRAT
TARCGOTOGATDTT
TRCATTAGRA
TCACACSART
CARBAGHTAT
&ﬁAAATEEQS
COAGTTARTS
TSTTOTETTC
GTATACALZAT
CRETITARATAR
DTARGTEREG
TEGRGLCCTS
JRACREELCTS
GRACAGRATT
CATETITGGE

AGGACHECAR
ARAGCAIACT
BEECCTERGC
COCAGABRLTR
COTTTEEO0T
CTCCRGCTCR
TECTANTEYTT
GEETTCTCRCT
PLANTTTOTS
CCATTTATAS
ABACAGTOOT
BOCATGETRG
TCATAGTOCT
TCRARTTOCCY
CTATABARGAG
BABAGCAATTA
ACTTAGACEY

GREGEATUTC
ATTTAATCOR
ARMGETTCTR
CRCTTOTAGR
GTTCARMGCR
GTCCAACAAY
TACTCRATGER
GRATOUTCATA
STTOTETATE
TTAGARARTTT
CUTEGERGERA
CTCHETITEEE
TATEOTTOAR
ATREAJGAGE
FEGCOTEGERA

SOACAGCACT
ACGAGABACR
TOECCCETOA
COCCCACDTS
CPGACCCTTT
TCTTTCACCT
GEAGEAGRAT
TTOCTCATTT
TTATARGEGA
ABNTCATOCY
COCTCARALC
GAGAGRACTTE
TTTTRACCET
GRGARTCAAL
BATORTTCRT
ARTRAACRAR
ALTGERRTRT
CTBTCTEOCA
CACTATACTG
TAAAGUTRAG
TOACTERGTG
GOPTTATTTA
AGAATGAGTT
GGAGAATTAR
ARBATANTGT
TTETCAYCCA
GERTORRART
CACAAGRRGE
FTTETECAGT
ARTARCTTCA
ARTAAGTAAT
TCRAARTAGCT

RATERETCTG
CTATTITCOT
ATRGARATTR
ABOCTTECOOR
AMEEEEERAR

COPTRCREEE
SOUATOIRTE
AATGARACAS
AGRCACTERA
SRCACATOTA
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Tagl
TR
T30}
F3I5L
7401
T451
TERY
FEEL
Fe0l
FeE1
TTGL
TIRL
TRO
7851
T53L
Fe51
go0y
BOSL
GRECH
g15L
§341
§25%
§301
§35831
8483

b

AATGABGACT
GOTACTCRTC
TCTEAAGEGE
TEACRATROR
AGTCRGARAG
TCTEOCTOTT
PTTCAGTAGS
CTCRCTCATE
AGCTATGART
TTECACARAAT
ATTTETGATS
AGTTARCANT
TGTREGAGGT
GATTATEATC
COTTTACAAR
ALTAGCRGAC
GATTATAACT
ATTTICPTET
GOARGCARGE
ATTCTGARGS
GEATTAGART
PLOTTOTGAG
CUURTTCATS
ATCAGTRGTY
GOTTTARATC
AAGETTCCTT
CTCCTECAGT
GRATGOCEAS
CTORGEERER
GRAGRACTCC
CUCGRARRALT
TCGARATCTC
COCCAGAGTC
GOGCTGOGAR
COCATTORES
PCOTEATARD
BRAGUGGOOR

CTTCOTCATT
CRTCOAMCARC
TTCAGRAETA
TTESTCOIGC
FACAETCATR
CAERATETTG
SETEAGAITCT
LCPEEEEECC
TETRCERTOE
CRCARLITARA
CTATTGCTTY
AACAATTGCA
TTTTTAARGC
TCTASTORAG
TTAEABASGCT
ACTCTATGCC
GTTATEOCTR
ATAGCAGIGC
STTCOTATTAL
AARAGETOCTTG
SFTTERGARTO
CARAMCRAGET
AGTTCCATAS
TRACACATTR
TOTETARETA
CACRRAAGATS
TUSREEEUAT
QUEATTTECACS
AGCTEARLCA
SEOHNTRAGAT
GATTCOGERAS
GTEATRGECAE
COGUTORGAR
TIOEEERGUGE
SOCRAGCTCY
GETCCRUCAT
TTETLCACCA
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CTATEEGGEOR
ADCTTITUTAS
ACTARCROAS
TTIGETTITIC

GAGAAACTAC

ATCAGTATCA AAD

AGTAATGTOC
AAATTERACR
ATTCBGRORT
ATECRETEAA
ATTTETRALC

CTOTEECCCT
STACCTOTCT
CATCOCTTCC
TITOCACTCR
ATARBGERALO

CTTCCAATER
ATORRRGGEUR
GATARGRTAC
ABARATGUTY
ATTATRARCY

TTCATTTTAT
ARITRRABALC
GCACTATACA
ARRGETACAD
TETOTOEAGST
CTTATABAGE
ABOTTTITICC
TAARRCACERC
SRETLTTITA
AFCAGTREOT
TTTOCTCATT
GTTGHAATLTY
TACACTTARA
GTTTETICAR
CREEAOCRRA
GERTATECESE
TECOGETAGR
ACTOECEARE
TOOOEOEOTE
OB IOTTT
GTTREECETS
GRAACTOGTCA
CRRTACCCTR
TCAGCAATAT
AOCCAGOCES
TEATATTUGE

STTTCAGETY
TCTRCARATE
TCARATATIC
AATTYTTTEAG
ARGARARAAAL
TTACXNGARTR
TITSTEETEY
ATEACTCRRS
COTTTOTOTT
TCATCATIAD
AARGGCATTC
ARSATROMCA
RATTTT@T&T
TEATGTCACK
SOSEODATON
ATAGUCGCTG
ACTCOGORRAG
GEATLGAGRC
GAGGATCRTC
CHRTAGAARGD
GUITRERTORG
AGRRGHRCOEAT
ARGUADGAGH
CROSEETAGT
CCRCASTORA
CAAQCABGCA

GOCOUTCTCA
CYECOTARAL
CTCARMNIGART
STACTECEGAA
ACCTTGUOCT

s ACTTTOGRGE

CATRRACTIG
SOCATAATCD
HTTSRTERAGT
TATTIGTEAN
GURATRARCR
CAGBGEEAGEE
TEETATREOT
CTTATTARCGC
CHTARTTATT
AGTATETTAT
TTTTTCCATA
HANTHRGETRAR
BAACTTRECK
CTTETTIEEN
TRGETEGOAT
CROCACTGEOT
AMCRATTAGA
TTACCTTAGH
COACRGARAGT
TROCTCOCCA
CTAETITLCT
GTCETCURGT
CUEEETRIBC
CRECCEACET
GECSETELAN
TCATTTOGAA
AFAAGEOGAT
ARGOGETCAG
CRARDGOTATS
TEARTOCABS
TRECOATEHG
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R451 TCACGACGADS ATCCTOOCOS TOGSESUATED ROEBCUTTERS CCTSSCGAND
5501 AGTTORGCTGE GOSCSABCOT CTEATSOTOT TOSTOTAGAT éATCCWQRTC
6551 GRCAAGACCG GUITCCATOL GAGTACGTES TOSUTCEATS CRATETTICOR
B0 CTTSETEETC GAATGEEGCAS STAGSCOSERT CRARSCETATE (AGSOORCORC
BEST  ATTGCATCAR CCATGATEGE TACTTITOTOS SURGSAGCRA GETGAGATER
B701 CACGAGARTCE TRUOOOGEMR CTTOECCCRA TASCASCOUOAS TOOOTTICCOCS
BTEL CTTCAGTEAC AACGTORAGY ACACCTIOSC AASGAACSCD COTLGTOGCC
8801 ACCCACGEATSR GOOBCGCTEC CTOSTOCTEC AGTTCATTCOR GRECASDGGN
BES1L  CASOTCOCATC TMEACARAAR GCAATOSSGOE COOCTEOGOT GACASCOGGA
8801 ACACGGUGEC ATCRAGAGCAG COGATIOTCY OTTWISCCOA GTCATASCCHE
8551 JATAGQOTIT CUACCCAASC SOCCRGACAX QOTOOOTAChR ATOONTOTIS
2001 TTCAATCATE CCARACGATC CTCATOOTET CTOTTGATCR GATOTTEATY
B0BL  COOTEQECCA TCAGATIOTT COUGGCAASR AASCOCATOCA GTTTASTITG
101 CAGRGUITCOC CAACCTTACC AGRERGCGOC CCASOTEGDN ATPIOGETTC
2151 GUITHCTETL CATARARACCE CCCAGTCTALS CTATOSOCAT GTRASCCOAS
52301 TECARGCTAC CPRCTTTOTS TITAECECIME CHPITTCOOT TETOCAGATA
S3IFLT  GCCLAGTAGE THACATTCAT CCSCERTCAG CROCUSTTTCOT GUESACTESD
2301 TTYCTACETE TICOGOTICC TTTAGCASCT OTTEOGCCCT GAGTEOTTED
$3I51 CGECAGIGTIGCA AG

SEQ ID N2:31: Parte da sequéncia de aminodcidos

da cadeia pesada humanizada designada VHE-N73D

EVOLVESGAE VKKPGASVKY SCKASGYTFT NYHHWVKOE PGQGLEWIGY

SEQ ID N<2:32:

PYAWFRTWGO GTTVTVES

da cadeia pesada humanizada designada VHQ-N73D

Parte da sequéncia de aminoacidos

QVOLVESGAR VIKKPGABVRY SCRASGYTFT NYIHWVROE PGOGLEWIRY
ENPYMNMGTIOY NEKFRGRATL TADKSISTAY MELSSLRSED TAVYYCARSG

SEQ

ID N9:33:

Sequéncia

de

nucledtidos

codifica a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N2: 8

que
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GACATTCTGCTGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTCTEAGTCCAGGAGAAAGAGCCA
CTCTCTCCTGLAGGGUCAGTCAGAACATTERCACAAGUATACAGTRETATCAACAAAAA
CLAGGTCAGGCTCCAACCCTTCTCATAAGETCTTOTTLTGAGTCTATOTCTGGRATCCO
TICCAGGTTTAGTEGCAGTGGATCAGGGACAGATTITACTCTTACCATCAGCASTCTGG
ACGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTETCAACAAAGTAATACCTGGCCATTCAGETTC
GGLCOAGGGRACTAAGUTTGAAATCAAL

SEQ ID N©2:34: Sequéncia de nucleétidos que

codifica sequéncia de aminodcidos SEQ ID N¢: 31

SAGGBTCCAGCTGGTCOAGTCAGGAGCCOAAGTCAMMBCCTERRECTTCACTSAAS
GTGTCCTRUAAGGUCTCTCGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGETGAAGCA
GEAGLCTEGRTCAGGGCCTTGAATGBATTGGATATTTTAATCCTTACAATCATEGTACTA
AGTACAATGAGAAGTTCAAMAGGOAGGGOCACACTAACTGCAGACAAATCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGBCAGCCTGLBCTCTRASCACACTGCGETCTACTACTGTECAA
GATCAGGACCCTATGCOTGGTITGACACCTEGGGOCAAGBBACCACGGTCACCGTCTE
CTCA

SEQ ID N©9:35 Sequéncia de nucleétidos que

codifica a sequéncia de aminodcidos SEQ ID N2: 32

CAGGTGCAGCTBGTOGAGTCAGSAGOCBAAGTCAAAAGCCTGRRRCTTCARTCAAG
GTETOCTOCAAGGLOTCTOGATACACATTCACTAATTATATTATCCACTGGG TGAAGCA
GRAGCCTRETCAGGGLCTTCAATGCATTGGATATTITAATCCTTACAATCATGETACTA,
AGTACAATGAGAAGTTCAAAGGCAGGGCCACACTAACTGCAGACAMTCCATCAGCACA
GCCTACATGGAGCTCAGCAGCCTGLEOTCTGAGGACACTEUGG TCTACTALTETGCAA
CATCAGGACCCTATGCCTOGTTTGACACCTCBBBCCAAGOGACCACGETCACCETOTC
CTCA

SEQ ID N° 36 Sequéncia de nucledétidos do vector
de expressdo LCVL1Sp20
1 CTAGRGTOCT AGAGAGGTIT GOTOGASCOCT GUAMRAGTOC ASUTTTCRAAA

51 GERACACAGR AGTATGTCTA TOGAATATTA GAABATGTTS OTTTTACTOD
103 TARGTTGEETY CLTAGGAAAX ATARTTABAT ACTOTSACTYT TAAZATOTOR
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GREBEETTTIC
AATTTEACET
GEAATEERNE
ATAATAAMRTT
TEEASTCAMS
AAGCARGTUA
GETRARCITE
AQCUCCALCR
TERECAITICY
TTTTRAUTTA
TICCCCARAD
TEAMAATTAL
TABTATATYT
TTARTTRETCT
CTTTETTCAT
TTGACRTYCT
TEARTATICR
CTRAGGROCTGE
ATTATCIGCA

ARGTACTCAT
TERESCTITC
ARGTTTAARA
ATEECCSATC
TETEGCAAGS
TRGUTETGEET
ARCCGAARGT
ARBRTARGYT
TTGAGTTORA
TTAAGTTTAT
STTATETAAS
AGABARCTTC
SCRTTCARATY
GATCTTTTTT
SETEAMCE
TTTTREGAEA
LRGEEATGEET
BALARATACAC

ATCCTETITE
TOTTOCOGCC
TECCTEOTCEN
GEATARCGOD
ADAGCRABGA
GUAGACTALS
COTGARCTCR
ASRAGIRIOCT
TEEECCTCTE
CRGOTCATOT
TARTETTGEA
TOTOTOYETS
ARTTTCICTY
GAGARTCTORA
ARACCRCAAL
GATEUTATIVG
CRACBACBAT
AGQGTTIYTTA

CTTOTTTCCT
BPCTCGATEAS
ATRACTTCTAR
CTOCAATURSE
CRAGCACOTAL
ASRAACACAR
CCCETCACRA
CCRCCTHOTT
ACOCTTITIC
TTORCCTCRC
GRLEARTEA
CTCATTTRAT
ATAAGEGACY
SCTEARTCTAR
TAGMATEUAG
CTETTATTTCEY
TROATTUATT
SAAGCRAGTAS
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TITITTRBAT
TRGAATTGEAC
TCATRCCCTA
TATTTTTAAR
ARARTCAGAN
CTATTICEEEG
TTGARGAAST
CUABGLUTGAS
GROGGATICAG
CUTTTTIAATT
CEACTTOTAR
AARTTUEAARE
TTARAATTAL
CUITTCCRAT
AETTETTTET
SCTTTALKAR
AATAOTTTET
GITITOTETO
CUAAGHGUAG
CAGEEAALCTGET
CRGTTGARNT
TCOCAGAGAS
STARACTOOOR
AGCOTCAGBCA
AGTOTACEOC
AGAGCTTCAR
CPCAGTTCICA
CRCBGEGEAC
COORCTICCTC
TABATARRGT
AXNTTATIATC
ARATATETAG
HCATERATANG
TEAARARRAT
AACCATTATE
TTATRTTTCA
ARQCDCTRCE

FEYCCARARTYT
ATTACTTARA
TIORBABCTG
TEARTTERGED
CROCTECABC
AABGEARRATY
GETTTTGAAR
CARARALRCUA
COGRARCTAEG
TTASOITGAS

TETETIRATD
GTTTARTCG

BCTTETAMR
AATETTEARTY
AGBUTEECAGE
ABARCCRCTA
CROTOTETOC
CUTGEETAAT
AGRSETOCTC
TAGTTCTAGT

MATETATTTA
ACTITAGIST
TOTRTIATTC
ADCCRARAGTR
TTTECCTTAC
TOETTITOAR
TTITRBATGA
TETOOCTRAL
BACTTIETTA
GECTGLACTR

GAARCTCATTY
CTITAATITO
TPOCCTOTES
TTTARCASTIN
TETTABCACT
BROCACTITC
ATSCARTTAT
SATGOCCTETG
CTTAMCACT
TOTETDITCR

CTEEAACIEC
SUCRARAGTAD
GGABAGTETC
SCACQUTEAT
TRUGARETCR
CRGGEGABAR
GOUTERCCOCT
CTACCOCTRT
CTCOTTaaOT
GRATCTTIGN
TETTETTYTA
TCATOOTARG
ATARIZATTGATY
GOTTTATIYG
AECTECAATS
SETTCRAGEES
BATETEGTAT

CTOTEITRTE
AGTREARGBET
ACARGARCRGH
QUTGAGCAAR
COCATOAGGE
TETTAGAGEG
CPOCTATECT
TECEEToLTT
TTAATTATSC
ACCTETEGETT
CCARRCTACTC
GUQBGEATARTC
SAGTTIGEAL
TEARATYTET
RACBRETTAR
EAGGTETEEG
GEOTGATTAT
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CAAATTHAAN
AGACROTUTA
AALTETTATG
TTETARTHRECKR
ARGAFTTCTA
AAGEAARETC
FAATETIGRG
TCAGCAANRL
CATERGTICT
AGFITTRACAT
ARTCTCTETA
COTTCACAAN
AGTTORGEER
SROGGATTTS
AGTAGITGAL
AARATECATA
TTAGTOTTYC
COTGGEACOTC
COCAARTCAR
COTTETCRIA
ABRACRGERCT
TLCEITTETT
ATERGOTOCY
TTOTETLCTT
CTRCOCCATAA
CATTOTEROR
LICCETTCIT
AATGETOEAX
CTABGATTAC
AABRITOTAG
BRGEECOGAG
CATEEEECEE
CERETTARGE
CATACTTCTE
ACTRATTGNS
RAQTTDCCAR

AGUTAMAGEY
TROCTETEER
COTACTTATA
STECAGCTTY
TTACTARACH
CTTEREITCT
AQTCAGCAGLT
AGGTETIQOT
ATARGETTERA
ATTRTACACT
GETAGTITGT
GATOCEEACD
CRTGERATEOS
CACTRCORET
CCRROTORCE
GUITTRGERG
TICTCETAGA
ARAGAGEALE
TTTOTGREAR
ARGAZTOIGA
GCTTTCEACT
TRATAARTOY
CETEETEETT
TARAEGTOGA
TLACCREAETT

AAMFTAOTTGA

[UCAATCCOC
CCATERTGEREY
CETCRAGTYT
SUOTCURARAR
BUEECCTOIEE
AERATEEEOS
BURGERCTRT
COTROTEEGEG
EDECATGOTT
ADCCTRACTNG

- 107 -

TREATCARAY
ACRCRATTYT
GRETARGERN
BAGGTTACRG
TTCCTTREYE
CRGCATEACT
TOTACCTTRS
AGUCTCATCR
CATTARASGE
ATUTARALTA

ATTCCTTATY
TRAGCRTAGT
ARRCRETATE
BATADTTTTIC
BIGTARATAS
CAARRRACTY
TCYPCTITYY
TCRCTHGATGR
ATTOCACCAL
CACRABCRAT

TAARBRATTTT
CORETTRTET
BAAGRGECCA
CHGRATAROOR
AERALTOGE
ROEEEATOGA
CREAGTAGRE
CTTEARARCTT
COTEEGTATT
BARCETETCA
SETRELCTEG
ATCCARACOR
TARASECATCON

ETATTERCCY
CAROARCTROMG
TEGTEOCTCR
QTECTEETTYT
GREETIRYCC
GLATCOOCOR,
ARCTTEARIGE
ATACTIGAYG
CIGERAGRATS
CTTTCARATY
TTERTTCATS
TETOTACTTY
TCCARRLTTT

CTTTEARGTTT
TTCTTOTURG
CTETTTAODT
AUTCETTONT
ATATTTIGRG
ABCGEGEATA
SEGESTACOR
ARGSCUTOOTE
COTCTECARTR
GARACTGEGECS
GETTEUTBAL

TETACTSAGER
GAATGEAGAR
TOCACTERAG
SAGTREAEED
ACADESETRAC
ARBTCOTACT
AGCTCGAATT
ACTALTICONG
AATARAAAAN
GABTTARGRE
TAATTGAGAT

AGCCTGREGEA
TECATADTTO
ACRCRCATTE

CTTTOCASAD
TGECOTRCTES
CREAGCTEOC

ARDCCCTTTR
TATTAATAGC
TTATEATTAL
CATARTTTRC
CRAAGUARGS
AGUARTTOYG
TORAGEASTA
GCATTPCITS
TECTCICATT
TAGAATCADLT
TREAGCTTTA
ARSTARSETY
CORCTCOTE
COTEERTRCC
RBCCTORSGEC
TRETOTTATS,
CRPCPTOOTS
COTTTTTOCY
TTTATATTTO
COTECRTEAT
GOTTCOTRET
ACTTGECCART
TOECARCARA
ACTATATEAA
CORBETTTTO
AGETTRTEAT
CAGERTIEAY
GATECAITTC
RGCCTIPCACG
ASTPITETES
GAATASCICA
ATTAGTCRGC
CHGGATIEGE
GUATECTITIS
CTEETTECTS
GOAGCOTECE
TOBCECETYT
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REsdl
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CEETEATEAT
CRECTTETCT
TCAGOREETG
CEATAGCRGH
AOTEAGARTGS
GATHFOETRAG
ACTGROTOET
CTOAARGEOR
AGRACATETG

GETGAAARACT
GTRASCERAT
PIECOEGETS
FIETATALTG
CACCATATAC
GAGAARATAD
TROGLTOREY
STAATACGEEY
AGCRRARGHC

SUETTRCTES
AAJRTORAORT
ACCABSIETT
CTECOSUTTIR
GUITTCTCAT
GLTCCAKECT
QOUTTATICG
ATCECCALTG
TARGUEITEC
AGRAGGAUAG
ARMARGRETT
GIEQTTTTYT
CAAGAAGATC
BAROTCROET
CCTRGATOCT
TATGABTAAR
TARTCTTREOGE
FOETETAGRY
GCRATOEATRL
HARCORGICA
CORCOTOOAT
TCECOARTTA
FETEFTIACES
FATCARGGOS
TCOTTORGTT
ACTCATERTT
TARGATEITT
TRETETATGET

CETETTTECA
TOARGTCARE
TOCCQUTGEER
COSEATACCT
AQUTCACGLT
FEECTHEIGTS
GTAACTATIG
SCAGCABOIE
TACAGRGTTC
TATTTGETAT

ATCTEICTAY
AACTRCGATA
CEOEARGACQC
GUOERANGEE
CUAGTOTART
ATASTITRCE
TLETORTTES
RETTRCATER
CTCORRTORT
ATGECAGTAL
TTCTGTGALT
FRTGATCRAG

- 108 -

TOTHACHTAT
BCCSOERGCA
TCEEGEIGCA
GOTTARDTAY
GRCOGORTAT
CECATEREEC
CEYTOGECTE
TATCCRLAGE
CRECARMRAGE
TAGEOTCQGES
GOTEROGRAR
AGCTCQCTOS
GRCORCOTTY
GITARRTATCY
CAROGRADCCD
TETTEAGTCD
CEGETARCAR
TTEAAGTERY
CITBOGECTUTE
GRICTGETAR
CABIAGATTA

 TICTACGHES

TOSTCATEAL
ABRATGARGTT
CRETTACCAR
TICETTCATE
CEBGRBEECT
ACGOTCALCE
CCBRACQCEIAG
ABITETIRCCS
CARCETTETY
STATERCTETR
TOCCOCRTRT
TETCAGAAGT
TECATRATTC
GUTEAGTACT
TIECTOTRRC

SCARCTCOCG
SACARAGSCO0E
GULATEACCT
SCRECATCRG
SUEETETEAA

CAGRCEETOR
TEAGESNENS
AGTCACETAR
AGCAGBATIRY
ATACOECACA

SOTETTOCRS
CEQCERETES
ATCAGGEEEAT
SURGEARQIG
COCCOTEALG
COCRACREER
TRORCTOTOR
CTCCOTTOEE
CAGTTCRETE
LOETTCAGTC
ARCCDGETAR
CATTROCRGA
SECCTARCTA
CTGARGRICAG
ATARAROCROD
COCCIAGAAR
TOTEALECTC
ATTATCAMNAR
TTARLTCART
TEOTTAATCR
CATAGTIGCOC
TROECATCTEE
SLTCORGATY
ARZTEITCCY
GEIRARCTAS
GUIATTGEIYGE
ATTCRGOTOR
TETGCARARA
AJRGTTEREOCE
TETTACTETC

CRACCRASTD

ECSEIETIAR

TYICCTCEOTY
TRTCARECTTR
ABACGUTAGGEAL
TRAMRRGHOD
SECATCATRE
CTATRIAGAT
TETTOUOIGARLT
EAALBCETRREC
TAGGTOIETIC
CEACCRCTER
FRCACGRCTT
SCOASETATG
CQEUTACACT
TTALCTICEGE
GCTESFTAGRG
ARARCEATCT
AGEATIPTES
CTARANGTRTAR
TEACTOUONE
COCCRGTEOT
TATURGEDARY
GUARCTTTAY
ASTARETAGT
CREGECATCET
GETTIOOART
AGCGETTAGT
CRETETTATS
STSOCATCCOS
ATTUTEAGEAA
CAOGEEATAY
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5701
5751
5801
5851
5901
5951
6001
6051
§101
§151
6201
6251
6301
6351
8401
5451
§501
8551

TACCECRECH
CTTIGEGECE
ATGTAACTOR
CAGOGTITCY
CAATAAGREE
TATTATTEAR
TEARTOTRTT
GAARAGTENC
TATARAANTR
CTOGAGRAAS
GOTTTCATAS
TPCARARGAT
CARUCTTOCAG
AGCTACACES
BECTOCCATA
CTGACRGAGE
TRACARTATA
GTGRITTEAR
TOTCRCCTEE
GRGELECACE
TEBABACCTA
GTBATSCATA
TTCATAGAAR
ACARTTTTTT
TRATTAALEAT
CARUARCAAD
CATCTACARE
GAGCAGTATG
ACACTOTACA
BOCATTAGTYET
CTETEGARTT

CATARCAGRA
ARAACTCTCA
CPOSTECRLT
GEIQTIAGCAR
GRCANCGEANS
GUATTTATCOA
TAGRARAATA
BCOTRALETC
CEQETATCAC
AGCTOARRTC
CTEAGUTETO
BEETTATTTR
TRETRTLCYG
TERGTTETES
CTCRAREETR
CREAGEAEDCR
AGCAATATCOY
CEASCAGEAC
AARJANACALT
TCCTTATAGA
CATAGTATIY
TETATETETS
ARTGIGTARA
TCRAGREARTT
TCRGGUTCRAG
ARAAARACARA
TAARCTETEAR
ATGCOTAMAY
TAGACTATGA
IGTTIGITGET
TTROAGETCT

RECTETECCT
GRCATEAGGA
TOACACTRAT
BOTECPICTGE
SUTPCCTETA
ARTCATSTES

AOPUTITRCT

109 -

CETTAARAGT
ABGATCTTAC
CARACTEATOY
ARARCRORARG
TETTEANTAL
SESTTATTEY
ARCBAATIEGS
TARRGARMCIA
BARGICUITY
CATECTACTC
ETHRAATRATA
TRTAREGARCTC
TTACPGETTOT
TTOTCAGTOR
MECGARACATT
AGRRATTTST
NIARATIGTT
ACABRRTERAT
ATARRGEAAGC
BRAAECCTAL
ACRTIATATC
TEFTETECATS
ARGAGATCAT
GIAARTORDGR
ABACAMACAR
ARLCAIRGEEAG
EOCATAATEG
CATOTORACA
TREAAATCAR
TCAARGRGAC
GCAATARGCT
GATTTECAYG

TITCTTCATA
CASATACAET
THEECTTACAG
CAOTETECTS
SRATCTRTTY

STCRGETCAC
CATGAGTERTS
GTARTERAGH
CTTETOTOTS
TERATTTETC

GOTOATCATY
CEUTETTEAG
TCAGCATCTT
GUARARTGRCT
TCRATRCTCTT
CTTARTCAROG
SETTLCECEC
TTATTATCAT
CETOTPCRAGR
TETGERECTTEAR
ARMIREATTTY
DETCTTCATTY
SRCRAATCACT
TARGOGEATAL
GTAGRARABG
TETRAGRETYIE
GATRTICATGOE
ATEACARTICA
AGATAANZCT
CARGETTIGAT
GRETCTATGA
TATETGTATA
GRATTIRAGR
ARSTTRAMIGR
AGEAAARGAA
BAGOTETATG
ARCARGTTAT
TEEAREAARA
AXTARGEETEY
TCATATICCC
GOTEACCTGA
TACCURARMIO
ACUCTITGCY
CTCACTIRGE
CRSCACTRGE
TEAMRRYTOT
AATTHETAGRET

GEARBADRTT
KPCORETTICR
TEACTTICAC
GUARARRRGE
COTTTTTOAS
GATACATATT
ACATTTOCC
SARCKNTTARCC
BATTCASCTG
TEEAAGTRAC
TTTATTRATR
TTRARARCCR
GTEATCRAGE
ATCTACARGR
AGGTARARAGA
TETCTCCTAT
CTACTRAAAT
GARTGAGROC
GTOAGLARBA
ATATCAREDCT
GARCATATTTA
BRTACATATG
GARAAUTGRE
ARRAATATYE
ABBMARACAR
GLCACAATAG
STACTEROITA
TREAARRANG
ARGACKTAGA
ACARRARAATY
TEATITCTR
ATEGEOTTACY
FEAGTOAGAR
FTCOTEENETT
ATTTIATTGR
TTTETGANTT
ACBCRTIETE
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FERL
601
FESL

FIEL
TYSL

FE0L

TER1

TR

TEEL
8043

8651

ACATTOTGCT
AEAECCALTC
BTEETATCAA
CTTCTEAGTC
GEGACAGATT
AGTETATTAL
RENCCARGOT
GTTEICIRTG
CTOTERARCD
COTABGORAN
CAGTETARTA

SEQ ID

GACCCARTCT
TCTCCTECRG
CRARABCCAG
TATCTCIEGE
TTACTCITAC
TGTCAACARA
TERAXRTORAR
TOTETEECTET
ARGATTCIREC
GOTGEEIARTA
ATTARACACRE

N2:37 Sequéncia de nucleétidos

de expressdo HCVHEN73DSp20

b

&1
12
183
43
383
IBL
433
481
541
&1
&L
721
Tai
g4l
203
8L

IREL
LEER
¥rel
I3AL
1283
132y
1321
1441
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LCARGCCALCC
GECCAGTCAG
STCARECTCC
APCOCTTOCH
CATCRGUAGT
STAATACCTE
CETRAGTAGA

CTATETOTAR ARATGATETR

AQTOTOCAAG
GHROTRGACAT
GTERTAGTTT

TETOTCTEAS
ARCRTTGEECR
ARGEUTICTC
SETTTASTES
CIGEAGCOTS
GCCATTIROG
ATCCRARGTC

SUAAAGATAC
GTICTCTEEA
CAGRAATSCT

Thagagagygt
Lshggaatat
atastgtgac
Litttgtcasa
saggastagy
Lrasgtttaa
Loagasntag
JYRAggHaRa
AJCATLOLRE
atttgoatiot
tatrgagtie
atcgachtot
FICIGYURIY
FIGOCTRRICS
CLYQETTsg
cIRFIIOCQS
gaeeckgage
agyegeochy
chogchoago
caacghgaat
RURGPLAGEY
gotatgeagt
chotgdoogs
gosggoasasy
tesgacobge

figgtygsac
tagsagsigh
rttaanatat
toaathboas
agtgaggute
aztabtitia
ascacohgoa
ALIRBICOIC
COR/YEENTCHC
ctasaatasg
ascobiivas
Aaaatgtatt
gggotaaagh
actggacget
ctotgtaoaa
boggtotbog
tgootgybes
IcUsgogyoy
agogtggtga
cacasgoooa
agggbgbaby
cecaghorayg
cegactoaly
getaggtgoee
casgagoeat

ohgoaaaagh
tgottttact
gagEgagtit
ghattgtibyg
tekoatacon
aatgaattas
geagotygea
taggtasack
CHAKCCPRAD
trgaggakbke
tEtragetig
tasagotkist
gaggosaatg
gasontogeg
cacogogate
soobgyeace
aggactactt
tguagavett
coghgeeete
graagaceas
chgoiagees
TYCSYLASgy
choagggaga
gotsscooagy

atoegggaag

adud-Toladut ot of 1
crtasgttag
frasgbacte
tghagasoty
tattosgsag
seaatgtiga
ggasgosgt
tgtegotgby
gossggeing
aguogasack
sgtagtieta
gggguaggoe
GOOoURgUNE
gacagbtaay
dcsbggraca
ebortotaig
cooogaaney
cooggetgke
cageagoktyg
ggtggacasy
ggubvagege
saggesoogt
gagtetioty
goostgoacs
agoobgoces

SBFHINTATR
Lroctagess
ahbbbibtas
asoatbactta
fgactitbas
gttggagtea
uabgtaggol’
gtttgasgaa
SGCSASRTRT
ggagagatog
grthocooas
AgGechysoy
ggtgosgacy
ARACCCIYYAY
acebtobotty
agoacetoty
gugacggtot
ctacagtect
SRURCCDRga
agagttgghg
trotgontgg
ehgoctobve
giktttbowe
DRy e ie i Ter]
Lgacotasge

TCCRGGAGAR
CAMGCATACA
ATARGGTCTT
CHRETEEARATCA
AAGRTTTIEC
TTORECCRGE
TOTEICTTOS
TAARATCTTA
AGAGTARCTE
FAATERRTES
CTAGTT

gaagtatglyg
saatagtias
stobocaass
aaghttaace
caataataas
agatgcoga
saetatitay
shogtbtbbga
cacctgggta
tottttaact
acttasgkit
thggettigy
castgeecat
gRtotgegees
cagootccan
SOggEReage
egbggaacte
caggacteta
cotacatoty
agaggcnage
aogocatooog
sooogIaInae
caggeketayg
ggtigpohagge
CEATTICERS

do vector
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1501 OYOCARAOTS

41 gasctooga
R/ENDILIRRD
faagagooto

3801 ggagagagen

Bl sasstgotbt

[YCR PO
s R 3
o
[

o
3

guaatobtet
L cagataagos
cotgoatons
L goacctgaag
ctestgatot
cotgsgetoa
s i pefe e ie )
cagyRotgge
oooabogaga
1 ggacagagye
coctacaggy
gROCAIFIAT
egtguagtgy

sggohotoge
coragoatyy
tttocacgyy
1 actgtocoos
- goragggget
grtgooohas
tgoctotgha
tegggggoat
cggeactaac
cgggacaty
ESe bl ol B F Tedw
sokgentagy
cthtggtage
il o N o f o 1
ttootgtgte
sgotgeaceh
ogpEgogace s
giggstges

31 ROUONORGT
tecagacaty

1 daabasacaa
T gtgggsggte

togactooat
ctobnongay
5% et e e Le Sl
gudgacaggon
tectogsags
SRoggaTsee
agttoaacty
ageagbacaA’
tgastyggoaa
aazceatoba
sggokegges
b3 fadagaduc o tois
Sagatoanee
FRGIGOIRTY
ggebootied
gtattotoat
fegootgtoos
gahogeacga
aaataaagea
toagouegay
cachyyaass
geoctoggea
gotggouead
ggagackate
gootaghoos
oobaoaane
caTtob ogas
cgbicsacas
cogtorggaa
LR i e ad e o
Lyscaatang
sacgeguote
sgpgggoios
beootaggooe
ghttetoeote
toraggygsaa
gagggoobike
ataagatacs
atttgtgaaa
gEhaacnass
thttasagos
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cageteggee
coctaasbokl
ooagoogggt
accgteaghy
tgaggtoaca
gtacgtggac
cagoscgtac
goegtacsag
CARRGUORNS
capoohotge
aarracangh
tgacetgnet
ggcagoogga
toctetatayg
goteogtygat
coggtasaty
ggatgettay
coeacoachg
Eotgmgyest
ggetgtgoay
SRR iy
gagsagoomt
ctatootghg
tgugrgtagy
eobooocans
coebgbagag
socTogeant
IEBCHCCTQY
chttiaastrt
statootthy
chgonooogy
ctgoactoge
ctgtonctag
shgetaggoa
gletgastoga
CHAGHACAREC
Lhgalgagtt
Loogtgstge
acaatbgoat
agbasaaeet

accttotote
gtgacRasae
gotcaaggey
gotgacacgt
[ e g o tnd o
bongtggtas
FEoRtIRsgy
ogigtggtos
tguaagatet
gotogmaoce
cergagaaty
giacacoots
SOTCa{IGYS
gasceacEag
caagrtoacy
geatygsggot
aghorgacgy
cagghaaooe
cootgggeso
gagtggoaky
gtgtgockgyg
Lhtgooagiyg
aggagooeel
agogooobgt
gagsgseoet
stogoacoog
ggactggtge
gagghtggte
gobtoactoga
rtotassget
Taagtottol
Loggaagoas
seoesgects
atggaceest
sggtgotgoe
ggotggaage

catgghaoga

tggagasnes
tattgottits
toatettaty
ctacaaabgh

sfeccagatt
tcacawatge
guscagytas
aoReohtooat
cogoaasass
toanscghgay
coeRtastge
gogtectoag
CCRRCIFIYC
atggagtoey
sccogobhgbas
weoooabonn
ttctatecoa
ARFICCTROGS
gtagacsagsa
CLOCACRsos
Coggeasgoe
gtetaeskac
ttygogagact
A@ggRggoRy
gocgeotagy
tggocobaoe
gaQgacaga
cetecgason
seetescoea
catugguglca
agatgocsas
Fagegugast
sggERtgog
geRttaathgt
actteghgak
ggtoRggagy
sEgeagocan
IRggctrote
Loeeotggto
Lo etoagge
Sgogasaggt
sosactagaa
rrightaaces
thtoaggtte
ggtatggoty

ocoaghbascts
COROCHLYRC
cotagagtag
cootbomtos
CREQIEOSOD
RUMLTRagen
casgaclaag
sgbortgoas
gobeooages
agguesaost
caacctokgt
gggagwagat
gegagatogs
stoongtaek
Fuaggtggoa
ackamseges
falacaiagdelatetad
thooosgges
gtgatgatte
agogeubose
grggggrtea
LOORGORLINE
BOCRGLCL
oaatgoneas
fobacoaors
saasogachs
aracacacte
FeIgooRgayg
soabihoag
ctiigatgbt
Sugagoogoe
aggohgahog
aggeatkygee
chothbicts
asbabgeang
tggecagasa
gaatghoaga
tgcaghgasEa
Lhataagoty
aguEggagst
sttatgatek
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Ifel
40I%
40871
4341
4331
4381
4333
4381
4441
£501
§581
4821
4681
$£743
£801
F98L
4521
4381
5043
181
5181
SR
s281
R341
54931
2481
531
4583
5841
570%
5361
5881
SREY
5941
£001
BOEY
£121
5181
8243
§30%
S3EL

staghoRaqg

SHPTRCASK
syasnaaaes
ttttoeataa
CHagiangag
aagtoettyy
oesgtagect
asggTatioe
acaattagas
ctttagatok
avaaagatog
stgogeggat
boogogaggt
Syotgggogs
COYERR&OTR
gatgocanal
anhogtosag
JrRrgagnay
aogetatgte
FguggoEat
cotogooghe
gatgotektc
grtogutgey
googoogoat
ggagsatooty
g ogegoan
cgtootgoag
cobgdgabga
catagoogas
castosbgog
agabooligy
AgEFoEoooc
aRegerakgt
Eoragatage
Ectaoghgtt
cththtgeas
gErogheyey
RLgggtggaa
tgrigactaa
tecacacotyg
geotguggac

caghstaosl
sttitgage
gtatgtyaty
thttothgra
Efoctattact
qotottctac
catatoact
scoaabgota
toagtagttt
ctgtagybtag
HEaCeasage
agoegetgal
cgbooagost
agaavtocay
Lhoogasgon
tggoogboge
aagoagatag
goggboages
ctgstagogy
rhenaceaty
gEgcstgege
ghooagahos
atgbbtoget
tgostoagoe
cotoggoact
agotgogoeas
tteatboagy
CRYCCGERAIC
bagoetabog
saaggatock
SUNCARYR Y
sgctggosal
sagooranty
coaghagoty
cogotinobh
aagoctaggo
guotogarat
ctggaognsg
brgagatgea
grtgorgact
ttbocatass
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paaatatbon
atagtbatta
abtatsscng
tageagtges
SAITACAGOR
ctEbebokie
sgabggeatl
ponbtcatos
scasabtat
thhgtoosat
ggoostagty
gahbbootgg
DR AR
satgegatog
i BRacal g s
ttgatoggta
saggogatgn
gakhogooga
toogooacas
afaticgges
FootLgsges
tootgetogs
tggtyggbogs
atgabggata
togoooaata
SURITHLOTY
gosroggaca
acggoggoal
anuetagedy
catockghbet
goeabeoagt
rooggiboge
sasgoetanet
scatioatgy
tagoagnoeh
ttocsaaasa
chgestaast
tLaggegegy
tgethtgost
aattgagaty

chasctgacoa

LEattagoos
atageagaca
btatgoetas
gotttttoct
tgsotoasds
rebttbggay
Rettotysye
gttecatags
acactiasaa
tatgtoasas
CoECoReany
atgooganyy
LtgRscoaan
pegegebags
Lagasggoes
atbhogasor
gotgegaato
saagetotia
Coagregges
sgoaggoatc
fgaosasosy
CA8GaIITNRT
atgggraggt
etvhoboogye
goagooagho
regtagecay
gotegQtet s
TR CRFOC
COYIRGAACCE
chtgatoags
ttackbbges
rgotghasa
gesttebrott
gungtoagTa
tgegesthygs
gootoctoas
EREEEEEEI S
GatgegoEga
acttebgect
catgerrige

cacatbogsg

ctttacaast
ctotakgeet
Ltataaaggt
tigtggtgks
sacthageasa
gagﬁagaatg
saaacaggtt
tiggastata
athttatatt
cacagssgta
catgﬁégttc
atbbgoachy
Legogagggy
guatoatega
cggtgmaats
Seagagtoos
FEEIPCIGSY
agoaatatos
ansgtogaty
goostgeghs
thogyotggn
bhaostoogs
agoogagstoa
BGQIGCIAGY
pottossget
noacgabags
SRCIAIINGR
gattghotgt
tgrgrgraat
tebboateoes
gggoetbtrces
tass’coges
tgogrtiaey
coegtttobge
grgettgegy
tasttetaga
agtosgeoat
gttagaggey
geiggagags
atacktetge
agobacetog

tasazagota
gtatagagta
tacagaatst
satagoaasy
LLotgsaggs
hgsgagtos
Ltoocochoatta
agatacstas
tacohragag
aggtbootte
g3gggcatgg
coguhagaac
ARLGARYTCOR
googgeghoe
gRzatotogt
gotocagEsgs
atagoghaas
[ eTelnab- S iaar
antocagaas
sogacgamat
pogagoooot
gtacghonie
agogatgoes
tgagatgaes
toaghgreas
sgegotgect
sCCgoIegce
tabgeroagt
coatotbgty
chamerecako
acotLaccay
cagbotagot
srttnootty
ggackggett
CRgCYRgREYy
stagoroags
ggacgyags
ggaotatggt
shggggachy
oEgoetaggggn
r{x{egs fullt v
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tgatganggt
agoggakgeo
SEgCcHIagos
goatoagage
gtasggagas
toggroghha
&t&gaatca@
ameoghaaas
CEOSRaIate

gogitbeecs

3% taootghoog

tatoteosgtlt
CIGUROGICC
gasktatoge

L gatactarag

gobtatebgey
ggoalkasas’d
SYBRRANRRY
Exogaaaant
mteottbtaa
totgsoagtt
toabtooatag
totggooooa
geastaasge

- beeatagagt

ttgogeasey
gotteattaos
BAIRISFOGY
trateastea
tgobtttety
cogagliaet
saagtootoa
trogagatogs
troaooagny
agggogatac

. tatcagggtt
- atagaggtte

ateatgacat
gagotoggta
Detacacty
gtageatota

gasssoohael
TISSFORFAT
abgmcooagh
Aagatbgtast
aatasogoat
SEITSeIY0Y
Fugakascgd
aggcogogtt
gacgotoaEg
chggaagote
cortboboon
cagtgtagat
gotgoguott
sactggoags
agttottgaa
shebgetgaa
coacegetay
gabtobosaga
gacghtasgy
attaassstyg
accaatgott
thguotgact
ghoobgesast
agroagoegyg
ctattaattg
teghhgesat
gotoogghts
ttsgotockt
bggtrabgge
Egartaghga
Lltgeatgye
toatigysas
gttogatgks
fhoteegty
spazatgthyg
attghotost
sgogoacatt
taavokatas
goostoagon

atiattteta

SYRICARAR]
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gaeacatges
Sxgeosgten
wrogtagosa
gagagbagoag
saggogoboh
agrggtatoa
AYFEADATIAL
QUESFeTLEL
Loagsgutag
cotogtgege
Trogggsage
cgthogotes
atcogataac
agocachggh
gtggtagosk
guoagiiang
tagragtagt
agstooktng
gattbiaats
a3grrLLaas
astosgbgag
eoeoghoghg
galscogogs
aagageogag
ttygoogggas
tgobgoeagge
oeacgstos
oggtettony
ageastgoat
gtactraaos
HTURBCACYS
atgttatbey
aLoUactogt
EBEEEERE
aatsctoata
gagoggatag
toooogasaa
aaatagyogt
anaasgosty
LRGABORGC
SHagaslaas

gebocogysg
gggegegtoa
tageggaghy
sRtabgegoh
foogetibont
gotcactoss
atghgagceaa
tEonabsgge
CORARDTOGH
totoptghte
ghogogoiit
sngobgoget
batoghatig
ssoagaskia
zactacggat
ttoggasasa
trtttbgbbd
abotiticts
abyagattat
Losstobaas
goaoctatel
bagatascts
gawoTacget
S TSgRIgty
gohsgegtas
abtoghggtgt
aggugaatta
aboghratos
aattototts
sngécatbsk
gataatasoy
gHgogasaac
goageesact
TURATGORES
chattectit
atargtgaat
ghgoeaccty
atosogagas
cobgoeacas
fotrbggrtte

seggtoaray
tatactgoot
HUgasatage
agrtosoias
aggegghaal
IIPPTCAFES
tooggoooue
cagyactata
ogacochgee
shdatagete
gtatgraogs
agtocaanne
SEgagOgag
sesctagasay
gyt tgotan
grasgoInns
cggugtotgs
SaasaIggat
gtatatatga
casprsatohy
cgataoggega
Cacoggnoy
gheokgease
ghaghtagee
caogrtogte
catgatooce
gaagtarghy
ctghcatgee
gagsatagtyg
ogooacatag
tobonaggat
gatotioage
aggoegoaas
thrastatea
gEtatttagss
atghtaggs
cobrtogret
Aasakosaty
FOORSABIEA
aatgatigsg

gtfgtotygts
goggatgtog
taactatgoy
gogcagatge
vrogoetgoge
acggttates
AASGYTCIGS
tgasgRagcat
aagataccay
gettanegga
acgobytagy
acouroeghh
ggtaagacan
gtatgbagge
gacagtatbbt
chettgatoe
gattacgoge
gty
otbosochag
ghasscttay
tetatttogh
Dogettacea
agatitatoa
tthatoogosn
agttaatagt
gbttggtaby
nabgrtgtage
ggrogoagty
atoogtaaga
tatgéggoos
SAagRactiis
shraoogoby
aboththgay
saangugaats
thgssgeoatt
analaasoER
aacgattatt
tUaagAatLg
fobggassag
abtoacctsata

agocataats
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8321 asaattates assaattaty agttttacgs titostottt thorsaghty sasteatagg

8§g41
#60%
2481
#1331
F181
§a41
F301
F361
3431
2481
2541
9801%
8651
{72
FB1
8481
IR
R1¥BL
140831
ingat
18341
1HE8
IHER
1DIEL
ROIRT
10443
10861
1GERL
18833
10681
10743
I0Bal
10883
1082%
EREE L Y
11043
13141
1181
11331
11381

ghametites canagtyaca aggastobgr abgotgesst

ggttagagee
tatttttitsy
gootktnctet
palafalod v ol o ot
GEIBICARLCE
ctooctoons
aacracabgh
satogtgoete
rosbgasasas
atgescascoo
gatttosaat
Eracsctath
gbgssat ba
gacttvgtgr
rtataggtag
aashgoetghh
tatgacaogt
atgeosctieo
tatgggsast
goasatises
agpastagss
aagancrgta
agataatyay
EgagoRotga
sgaggactea
caagrtoage
tgagonioas
agacatoaly
ateagsaaas
teothbtoae

ttatccacty
crttacaatosn
aoRaaLoost
botackasty
cgghoacegyt
teybggpat bt
gURTLOYCoR

trghoabget
tatcatigag
togtbbonasy
asacagtakk
cagtittath
ktttaattgt
ktteacttta
cbagrgacte
Logktgtgaag
acactaagay
acocoaggtst
BOAGURARCA
Cabasacts
aggtgesgbge
brERbattots
CEiga oo
LEosooatit
srasastoce
JAISSOCOAR
CRAGTIRBGH
fadattatga
Locaniggas
omteactas
aTe el s pE R L
SAnQRTIGoa
tatatagggt
taggasgoees
steadatace
gettggatat
sgagttooas
aggtgtooay
rhoagtysay
gotgasguayg
tggtactaag
USgostagoy
tocaagabca
choctorggh
catgageatt
gEsgaggacy

SCRgAgssae
cagybarany
rabgasgoaa
tghgetatea
cabtteotoot
chatotsgbs
agtoasatso
aatgtavaty
Gtabtasgtn
cagasatast
gagobgvangt
tatgoagsgt
LRGRELSLEL
avstgasiot
ctigactgl
ttaattogats
toactgtase
catattoaol
atthbatast
traghtoacty
tretggagge
sggatasagk
tgugosasiy
tgtatggohy
Tagtosgoak
aagggatork
agtastatyge
agrasgegay
ggaoottgow
googssttga
goagaQgLye
gigtootygea
gagestagte
tacsabgags
Lagatggage
ggasoebatyg
asgeabggoe
goaaaghtgt
gucactauay

batostaosg
EEET T
BRACTYUUAR
gaacataghy
autacctebo
wasactaage
sagacascky
toacackata
gagagiasgs
attaasgata
ttottoaagy
thibatttta
toaaatgott
gyatgootas
cagtgetats
tatoteoatga
gatiotoaty
attgasctgr
tteaaaatys
gtgtgtgaga
aBgYIAGERC
cacbaostet
tracackgrt
aggacstesg
gaactaatay
tgtsaatorg
Sastotagny
tgaocaghbs
attestgakg
agoaghhoea
agmtégtgga
angpretotaggy
aggyootigs
aghtrasdagy
Loagragoat
cotggttigs
actot aggos
CoECOURass
tgocttgagg

tatgghgote
LIGTIINL ge
sagoachbte
tgaaactage
cattoasaay
resttoooan
BOACGREOOR
taatstosgo
REFEEaRGLE
agsattagay
g&&&&&&&a@
Lazaguateyg
gtakattagt
ascattgiss
gaggatlgss
astacasoby
gatotobasa
tittatatEa
tiosasgtiet
askgyrtratry
goagagganc
tgabgonaag
gagoatagog
atabgtatan
gatghbaasse
scatoagabs
atkygtgsane
aagactttag
gtettaagge
gosgebgoss
tgastactos
gheaggsgon
atsvscatty
atggattgwa
CAJYICOACA
gegebotgag
CHLCLTIIAC
cttighbtie
Lattoogsay
atetaugagn

tgooctassat
casatttocs
tatoaggety
aatbgtbaas
totagooigs
tgtttghgtt
gtecasatbs
pottgtbtoat
tigtgtobaa
teckohsaty
tEhtacntgs
sggttgtoay
tttoacatad
atgagittgt
gaagttggay
agghootits
gtattkrtalt
stghaastat
taoot Essot
ttatabtbat
ataagagthe
gtitoagtst
cagoacatat
ggchoasgas
cagotoaggt
sgataagnes
cagbotagtt
agtsgasate
[2Tagal> bt o oo of o
anagtsagac
oebtsobogts
gsagtgasas
arkaattata
tatbttaste
chasgtgoay
gagastgogy
CRINYFACC
tgobgotgos
poacetygge
chotgtggst
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11341 Etboogstge oktiggasss gggachtgay gttoogtgeg
11403 fgogugetty ghgaagabog cogoacagos gogagteegt

11481 obgaggtgeg obghgtgtes atbtsostolt tsaatoobif
11521 khggagbggy tgastocago CagOagugRe gogugsygat

SEQ ID Ne:

de expressdo HCVHQN73DSp20

CTAGREAGEY
THUGEARTRT
ATRCTOHTGAC
TEPTIGTIAR
CAORRATREE
TTARGTTTRAR
TOARBACCRG
RRARGEEABR
SRCRTTOTENY
NTTTOCATTT
TATPIRSTTC
ATOSACTTCT
GOCAGRERSG
GRGCUCRGAD
CTREELOCAG
TRASRGCOCH
BECOUTRERC
REBRLECCCOTE
CRACGTGART
ACAGQEARGE
GCTRADICART
CTOTRCCCaT
BOAGCCACRE
TORRRCOTES
CGTIRRROTT
CCARTCTTCY
CREFTARGCC
COTEORTICR
BUACOTERAC
CTCATEATAT
CCTORGETIR
CUBCEEGARG
CAGGRCTGGC

STECTOOREC
TAGRRGATET
TTTARARTSY
TCAATITEAS
ASTGAGSCTC
AATATTTTTA
ATARBBCCRD
CCRGOICTRL
CTARAKTARG
BACOTTTTRA
ARRATSTATT
GERCTARGET
ACTHRRCEOT
ETEPETIONR
POCSTOTTOC
TECOTGETCA
R oot tetnelelned
BICGTEETER
CACARGUOCA
AnGEITom
CODASTOORS
COTASTOATS
GOTARETECD
CRAGRECCAT
TOSASTOCST
CTOTECAGRS
BOCCORGRCS
eicerta el
TCOTEEREEE
nre Talwn
AGTTCAASTS
AGCASTACEA
TGAATGRECRA

LTOCARRMT
TECTTTTIARCT
CREAGEETTT
BECTTRTTTG
TETCRTARCOS
ARTERATTGR
BORGOTEOCA
TAGSTARACT
CABBIOEARR
TYRRAGEEATIC
TTTTRRCTRS
TARSQTTION
SRBECAGETE
GARACCTOECS
CACUGUEETE
CCCTGECACT
ASEROTACTY
TECACRIDTT
LCHETEOCCTC
GOBRRLKOUARN
CTHAARBICR
SOCAGCRARS
CTCAIGEAGA
QCOUTARQCCAS
ATCCERERRE
CRECTOGGAC
COCABRTCTY
TRGLCCTTTA
CCRGOOGHET
ARUTETVAGTC
TEREPTCARK
CTROQTRERS
CAGCARATAC
FEAGTROARG

LORICTTTION
TTTARETION
TOARGTACTC
TETRGRALTG
TRTTCAIAAL
QURRTETIOA
GURBGTASGY
TOTRGOTETR
SECREECTG
AGQUOGAAALCY

AGTARQTEOTA

QORECRIGC
SUECCRBTECA
GACAGTTRRG

BOATEGECRCC

CTCCTTCAMS
COCUGARALCE
COCERRUTETL
LA RRITS
GOTEGATARS
CECTLAIDGC
CERRCCNCRT

tetgagacay
gaastatent
athoEetggs
STATY

38 Sequéncia de nucleédtidos

AROORALALK
TTICCTAGERA
ATTITTTTAR
RCATTROTTA
TEACTTTTAR
STTEERGTCA
CRIGTRECAR
ETTTTRAGAN
RETARRRIAL
CUARGRGSTCC
FITTCCCCAR
ARRCUTEALC
GETERACRLC
RRCCCRGERE
BECTCTCTTG

GTAACEETET
CTACREGYCCT
QERLCRAER
RGRETTEOTE
TCCTRCCTEE
CTRCOTETTS

FEFTCTTOTE
GOOOTITAOR
ROOOTHON0C

GETTETICCC
CABASEEECA
TERCCTAAEE

ACCTTOTCTC
GTERCARANT
GOTCRAGSCG
GOTRACKDGT
TECCTORTOR
TEOETEETEE
CECETRGRIE
CETOTEETCAR
TECARGITCOT

CTOCOBEATT
TCACRORIRT
GGATAGGTGC
LDRORCCTOCHRT
COOCARRARCT
TERACSTAAG
TEOATRATRD
GUBTUOTCRL
CCRAACAARGT

taactosges
abttagactt
wagagastiyg

do vector

CAABTRATRTE
ARATAIITAL
ATITCCRARSL
ANEFTTTANCT
CARATAATARA
RERTRECORA
SRCTATTIER
GTEETTTICR
LATCTOHATA
TOTTTTARACT
ACTTARGTTY
TPEECTTIEG
CARTROCCAT
COTCTERQECT
CRGBULTORAL
SRERURCREC
CFTERARCTC
CRGGARLTOTR
COTALRTOTG
ARRGGECOCAGT
RACECRTCCTE
ACCOCEREET
CRARROTCTEGE
SOTSCTEEET
CORCCOTRRR
CUAGTRACTT
CORCOSTEOC
CCTAGRGTAG
CRCTTOOTER
CARERGRCALC
CCACGRAAGAC
CAAGALCARRG
COTCOUNSCALD
COTCCCREES



PE1664122

CCCATORAGR
CEACNIAGRC
CUROTACABEGE
GAUCAAGARE
LOTECASTGSE
SERCTCOAC
GCACCEEAAT
CARAQRICCIC
CEQOTCTCEC
COCAGTATING
TTTCCROGESE
ADTEFTCCCCA
ROORGAGECY
BTN CTEE
TEECTOTETA
TUREEEEIAT
CLHEFOACTRAT
CHEEATRTS
RECCCREROC
COTRCCTORG
CTTTREFTAGC
TOTTTTOTSR
TTCOTETETO
BBCTRCROCY
DRAGDRASOD
CHRDRIATEA
SURCRSREOT
GRECCATANG
TEORGARCATE
AABRIECTTY
CRATARRCAR
CTGEGERGETT
CTAGTCARGG
BAGEYACALR
BAARARAALA
TTTTLORTAR
CARBTRAGRE
AAGTTRCTTEE
CORETARGOCT
ABFECATTCC
ACARARTTAGRER

ARBRLCNTOTC
CEECTTRECC
AT BN R T
CAGETOALOE
GAGRGTARTE
BROTOCTTCT
GTOPPOTCAT
TCCOTETOND
SETORCACERA
FAATARAICR
TOBGRON
LALTRECOCHR
GUOOTCEECA
SUTEEECIAC
REAGACTETC
GOCTAGTCOCA
CUOTGEECABT
CRATTCTCEES
CETTCARCRR
COETURBEEA
TTETLTTCTT
TORCRRTRAR
CARORENCTC
LPEEIECTOC
TENICTERECOS
QRITTCTOCTL
TOCRRGAARA
GREGELOYTC
ATAABATACH

- 116 -

CARBGCORAR
CROCCTOMEE
AACCBOREGT
TERACCTECCTY
CECRBCONEN
TOCTOTATRG
BOTCONTERT
CRIUTARRATR
EHEATHOTTO6
COCROCALTS
TOPEREECUT
GOOTETICNG
GEETEGEEEES
BREARGCCTY
CTETCCTENG
TRORUETARG
CRTRRCOAGE
CLOTEINEASs
ACCCOBIALT
GEATTOCCRG
CTTTERRKTT
HEATCOTTTT
TTEFRACTOGET
CIGTCAOTAD
CTEOTEEROR
SOTEAETUER
CRGARDORRC
TTCATERETT

ATTTCTERAR
QTTARCRACH
TITTRAAGTAR
CACTRTRCORT
ATTTTIEAGL
STATETTATE
TTTICTTETA
TUTCTATTACT
GETOTTCTRG
CRTOETORCT
RCCRITROTT
TCAGTAGTTT

TTTETEATAC
ROAATTEOAT
AETAAMATCY
CABNTATTOC
ATAGTTATTA
ATTATRALTE
TARCRGTEOR
HARCRUAGCR

BETGHNALCE
CTSTOAGRCTS
GTACACCOTS
GETCRARGGS
GRACARCTAC
CARGCTCRCT
SERTEAGECT
AGTOOGACGS
CADGTACEOD
CODTRNROOE
SROETEOCRTS
ITETROCTES
EPRECSECS
ACGASCCOCT
AGCICCCTET
SRCAGEOCOT
CTORCACCOR
BEACTRRTGE
GRERTTRETE
GOTCADTOSA
TECTRARICT
TRAGTCTTGT
TEEGARICRC
COCCCRTTTY
ATEEROCCCT
CRETGOTREE
GECTERCARE
CHTROTECSA
TOERCARALE
TRTTOCTTTA
TOATTITATG
CTRCRRATAT
TTATTRACCC
ATAGCAGACN
TTATGOOTAC
GUITTTTCCT
TRACTUAARR

TEPCTCTTT
AGRATHEOATY
CCRATICRTCA
ARCACKRTTAY

TAN L LNIAL
TOTPOTEAS
STTOOATEGS
BCRACTIARRR

FTEEOETECE
SECRCTITAL
CLCCCATOOT
TTCTRATOOCH
AAGRCCACRS
GTEGATaaEa
STHCARAACT
CUEFCRAIC
GTOTACRTAD
STRCEAGROT
ADGGRGGCAE
GCCGOOTAGS
PRECOCTOCOD
CEEAACRAL
CCTCCGAnOY
LOUTCRCOCA
CERTEHIRCHR
ARERTGIOCAC
BRINIBGAGET
AEIMIEFTEOC
CATTRATTET
ACTTCORTRAT
GGTCAGERGE
CTECAGRIDAL
TEOCOTRAETC
TRCTOREN

AGCGREAEET

BUBACTAGAA
TITEHTAACCA
TETCAGETTR
BATATIECTE
CTTTACASIAT
CTOTHRTRICT
TTATARAMIGT
TIEOTEETIETA
AACTTRAGTAR
CADTAGRATS
AERERCAGETT
TIRGAATOTA
ATTTTATATT

RCEGOCRCAY

CRALOTITO

GUBACATOE

SECCOETH0Y

RURGDRGECE

ECTAOROGTS

COREITRE

TYCRCRENTS

STRATEITTEC
AQUEEETIOD
FTEGGROTCS
TECARCRGOR
ACRCRE0CCC
CHRRTRCCCAS
TOTRLOCTR
CRACCGROTC
ACARCRCARCTC
GURGEOCAGAS
ACCRTTTONG
CTTIGATSTT
GREAGLOROC
ARGCTOETCC
ACGIRTTRCC
CTCTFETCTS
ACTOTEOGEA
TEICCATECR.
QERTATCRZA
TOURGTORAX
TEATARABOTS
ABGEGEARGET
ATTATEATLT
TRAMRRLECTA
GICTEEMITA
TACRSARTAT
RATAGCARAG
TTCTGRARGER
TTOAGRITOA
TTOCTCATTA
AARATACACAA
TASCTTAGAG
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ACHARGRTCC
ATGUGCRORT
TOORCHRGET
QEETGIS0GA
OGCAMAACER
GATERCARAT
ACTOOTCRARS
GURCGREGEA
BOGCTRIGIS
BEONEOCRTT
COTOGCoRTn
SRTECTCTTE

GUTOGRTEOE

GUOGECTEOAT
COACATCOTE
CETOGERGIAT
QOTECE0TGA
CATARCCTAN
DRATCRTROE
ASRTCCTTGE
AGGGCRCCEC
ATCROCRTRT
TOCASKRTRGT
POTACGEGTT
CTTTTTOCA
GECCHEAGRES

CTETRMIITRG
SREACCARMGT
AECCECTECT
COTCCAGOCT
ACRALTOCAR
TTCCEARGOT
TERECETTEC
AAGECARTRE
COEETORGHIT
CTOATRECER
T POLRLIATE
SOEORTRORT
STOCRGSRTCR
ATETTICGCY
TRORTOSEOC
COGECAOT
AGTPECGATRA
TFCATITTAGG
CASCOSIRMT
THRECOTOTOC
ARREGRTCOCT
CORORARAAR
ROCTRRCART
AXRBOCOALTG
CUATTAGCTG
CCEOTTCCTY
ARA(CUTREEC
GOOTLGEEOCT

ATCERRIGEAR
TEOTEADTAN
TEORCADCTE
GUOTOREGEAR
TERTSALGET
AGURGRTRCC
GEGOGTAGTT
BUATORGAGC
GTAAGIRGAN
TOEITOETTC
ARCRGANTORG
ARCCOTARAA
CACARAARATC

CTEHEGURERAR
TTRACGRDGRNR
GTTECTEAST
TETOCRCRCD
SAAMICOTCT
CORGURGRL
ATGACOQART
AERTTQTACT
AATRCCECATY
SECTREECE
COERRATRM T
ARSOCEUETT
GROGCTCARS
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PLLETCCARY
GEUCRTCITG
SETTTCOTGS
CRSGOABOAG
CATGAGATOD
CRASCTTTOR
TTEFTLGETC
ARGOTEATES
LRTIGoTaC
TOCEUQRTAD
ATRITCRGECR
LFOCTTGRECC
POOTERTOER
TEGTEFTOGER
ATORTIEATN
FOGCCCRATA
GERBCEOCCE
GCROCCEACA
ALGROGECAT
BAODIRRICN M
CRTOCTETOT
SOCATCCHEST
FOCGETTONC
CRAGOTAROT
RCATTOATON
TAEZCRGOOOT
CTOOAAARRS
CTHCRTRARAT
TTAGGEREOGEE
TRCTTTECAT
AATTGASATS
CTARRCDERCK
SACACATECN
RAGOUCETCA
CACUTARIER
GROASTEOAD
CARICEOTCT
AOCEITATCR
ACCAARSARRLD
GUTRECITTY
TCAGAGETGEE

THRTFPCACAC
CRTOCCCALY
ATQRCCERLGE
CTERACCTRAT
CEEORCTREAR
TASALBEOEGE
ATTPOGAARCC
CUTGCGEARTC
CRAGOTUTTC
CERBUTEHECC
BRTREGTATR
TEAOEAARCAS
CRAGRCOGHT
ETRRECAGSTY
CEFTTEIQGED
GUAGCCERGTC
TOETEGECAG
GUEICEETCTT
CRGAGCRGOL
DOEEAGANALD
CTTRRTALR

TTGUTSTCCR

CADRGEARTR
LOTECAGSTIG

AQETTOCTIC
BAGEEECRTEE

ATTPICACTE
TUSURRGAGE
RERTCATICA
LEETEERATE
CCRGAGTYCCT
CICAGCEECE
AFCRATATUR
AORGETOGEATE
GRCATGEETT
TTORMCTEED
TTOCATINGR
AGOOGEATCR
ACGAGCARGE
COTTOOOSECT
COACERTERET
GRCAJMNRLIR
GRTTEFTETEY
TSOESTEIRAT
TOTTBRTCCC
GEEITTCCCR
TRARRCLECT

SUTTTATCTT
SERETTCAGEA
TROGCCCTER
BECTOCOTERD
ARARRRADRTY
CRPEEOCREN
RLTTETECCT
CHRTBOTT TGS
CACATTOCRE
GETCOCGGAG
GEGRECETCA
TAGCSEASTR
RRTATEOGET
TCOECTTOCY
GUTCACTURA
ATEIRAGCAR
TTOCRTASEC
CERARCCCER

TEUECTTRUG
COETTTOTEC
SGTEOTTENG
TAROTTOTGER
BEPORMITTAY
STTRAGEEONG
OOPRGEGAGT
ATRCTTOTES
AGETECOTCR
ACOUTONCAG
GREREEFTETTR
TATACTSRCT
OTEARATACT
SEOTCROTRR
REGCGETAAY
BAGECCASCR
PR R R A NN
CRSSAOTRTR

CUSGTRAARD
ETOEAGOOTE
FCCGEECEICT
CRARTCTORY
BUTCAGRAGA
ATALOGEALL
CEGETAGID
ARTOCRBRAN
ACOERZARAT
SOFAGIOCDT
STROFIHITC
ACCETATRIR
TGASATSATA
TCASTERORA
LIRS LA C O Bk
SOCGERGEOC
TETECOCRET
CCRTCTTSETIT
CPECECOATC
ACCTTHOCAG
CAGTOTAST
TITTOOOTES
GERCTRGECTT
CARCETGRAG
ATARGITCRGES
GHEECEGAGR.
CEROTNTRET
CTEEEERDYY
CTSCTRIEA
CHODEFTITER
CTTEDCTETR
GURGEETETIR
TAACTATOCOR
SBCRINGATED
CTCEATEOGT
ROCRTTATCD
AARGGEICAGH
THEROSRGCRT
ARGRTROCAES
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5961
TH2AL
FOBR
Tisi
T4
FEEL
¥321
7381
T443
THQL
FE&1
TE2X
TeE1
FTFLE
FROE
FHE1
FRLL
TREL
BO41
B1g
8181

RIJL
BIHE:
8341
403
S463%
SRR
gxel
g4l
RN
B7E1
8831
sral
B941
2491
2081
/183
2183
9233
23031
§3I81

QUETTTCCOD

TROOTRTRNG

CTRERAECT
CLTTTCTCRT

TRTTURGTT
CRGOOCESIT
SACTTATORC
BETECTACRE
QETRATOTECS
CETARICARR
SGAARBIARES
ARCERARRET
HPCCETTTAR
TOPGROBLGTT
TORTLORTRG
TOTERTOCCR,
CUARTRAALT
TLCRTCCRET
TTOOGERALG
GCTTCRTTON
ARRABRHTGE
TTRTCROICA
TEROTTTICTS
DURRGTIECY
ARNETECTER
TTEAGATOCR
TrOROTAGOR
ACEROERORD
TARTCROREIT
EATRGEHETIC
KTCRTGACAY
BRGUTECITR
DOTACADTEN
GTERCATOTA
ABARTTATIR
FLEGCTITAR
GETIRERITC
TATITTTETR

OEFTOETAGLT
GOIGCECUTY
CACTEECRET
BETTUTTGRR
TTOTOCTORS
CCARCOECTGE
GRTTTCRRGR
CROGTINAGE
ATTRALBATE
ACCBATRITY
FECROTEALY
FTECTEORATY
RECCRECOEE
CTATTARTTE
TTETTECCRT
COTOREETIC
TTAGLTCCTT
TEETTARTEET
TERACTESTEA
CUTRONCGHC

- 118 -

EOPIRTROET
TRRISANRC
LRTTCACIQC
EPQOGETARG
AQCCRCTEGTY
QREETEECCT
GCERETTAROC
TAGUZRTEET

TETQCTETIT
STRRCECTTT
ARGUIQESCT
TRTCETOTTE
ABTRIGATTA
AACTARLEECT
TTOGERARAA
TPTTTIRTET

BERATOCTITG
GRTTIETESTT
BRARTETTRAR
BATCRGTEAG
OCCERINNG
SRTACOECER
ABEEROOEAG
TTROCOTEEAA
TRCTECARRT
COARLRRICH
CEETOCTCOG
BECATTECAY
STROTOARDD
GRCRECADI

EICTTTTIUTS
ATERERTTRT
TEARTOTRAR
SUACITRATCT
TREATASCTS
GARCCTADGEET
LECRGEARAITE
GUTAGRETAR
ATETEITEY
BEGLERETTA
ATCSTTETCR
BRTTOTCTTA
ARSTERTTCY
TRATRATROCE

TCBTTEERNRS,
STTCGRTETA
TEPIPEEETE
GRARRTETTS
ATTOTCTORY
DEERIRIRTTY
TRACCTATAR
COCATTAGTD
ATTATRICTA
RGCACHRNAAS
SABAATIRTG
CREAGTERIE
TEETUARTEOT
TRTCATTGAG

BOCTTCCTEY
TRCCTITTYIC
GRGARATARDD
CTOCOTITCE
AMCHEACHIRT

TOOTTTCORE
BRRORETATT
CREPTTTATT
TTFTRATTRT
TITORCTTER

ACETPOTIEG

ACTQCASTORT
OEAAA RN

AATACTCRTR
GAGCHEATAC
TORCCERARA
SARTPROGOET
ARRASBONTR
FTAGRADAGT
GERGARABRA
ASTTTTACGA
NIIRRTETES
ATEGAGRRALD
CAGGTECACA
TRTGRAGTRA
TETGCTATCA
CATTOOTOET
CTATOTASRTS
ACTUARRTAC

HOROEBAMRAR
GUBCCCRRCT
SERAGRCARR
LN St e i §
ATRITTEANT
STECCALCCTG
ATCALGRSGD
LOTECOATAL
TOTTTRETTY
ATTARCRAAGA
TTICRTTTYT
ATGETGUCAT
TETOATRCAS
CGRAGRCTAGA
AARCTQOCAR
SRAURTANTG
ACEROCTORR
CRAACTARGT
ABRGARCACCTY

CERQOCTEeS
CTOATAGETE
STRTECARCEA
AGTOCR&OTD
GURESAGDERE
ACRLOTRERNS
BRETTEETAS
BUBAGCALGCR
CHGRETINE
CRARAAGEAT
QTATATATER.
CRBOGRTOTE
CUERTAROEEGS
CACOES0TRC
STCCTSOARD
GTRGTTORO0
CROGUTOETC
CRTEETOCO
GRASTARSTT
CTSTOATERC
CAGARTASTS
CRCCACATAR
TRTORMNZEAT
SATCTTCAGRS
ATECCETRAA
TICHRATATTR
GTATTTAGRS
AOETCTARGEH
CUTTTORTOT
BECATORETY
BOCABRBI,

BATGRTIGASR
TPCCRAGETRS
TATIETEOTC
CRAGERESTEC
ARGOREPTTE
TERAARCTEGY
CATTCAARAG
TORTTOCCRS
ACACGATOON
TARTATCRGC

GOTTRINEER
ACGUTETARG
ROCCLOCHTT
CETARGACAD
STETETAGHC
SROBRGTATTT
CTCTTRATCC
CRTTRLCCEC
COCTCARTGRS
CTITCRECTARG
FTARKCTTOR
TCTATTHMNST
GEEOTTROCS
AGATTTATCA
FTTTRTCCECC
AETTRATAGT
EFTTTOETATS
CRTGFLTEIRC
GRCOSTAGTE
ATCOFTRAGR
TATECRICER
CAGARCTTTR
CTEROCGLTS
ATCTTTERCT
HARGEEAATR
TTERAGIARTTY
ARBTABITHA
ARCTHITREY
TCRRGRARTEC
TOTGEARARC
ATOSOCTATS
AGGCRTAATR
AXRTOARTRSE
TECCTRRBAT
CRAATTTCCR
TRTOREICT
ARTTETTRAE
TOERGCCTGR
TETTTETGTT
STCACATTA
COTTETTCAT
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10381
10433
1a581
ATBEL
19831
13881
18743,
G801
igael
INHIL
108981
11941
31301
1iiey
11231
1RABY
LT RN
11401
11483
B

AXRTOETEOTT
TURTHARURS
ATSCRCACCC
GRTTTTARKRT
TTRCROTARLY
STOBAATTAQ
GROTTTGETET
TTATREETNG
ARCTECTETY
TRATEREROGT
ATCACALTT
TATEORAAART
SUAMATTTCS
AGCARTAGAA
ARGAGTAGTA
ACRTRATEAG
TEAECACTCR
AERGEAARCTCA
CAAGOTCABD
TAATRTERCT
THAIGCTCAC
AGRCATCATE
ATCAGRRRLE
TRCTITRCRC
ABOCTERCGET
TTATUCALTE
CITTRCAATCR
ACARATLCAT
TRTACTASTG
CEETUADLGT
TETGGEATTT
SEROTEGCKR
TIPOCERTED
TEGEQECTTSE
GTERSETHOR
TTREAETREE

CTARFTGRCTY
TETTETERER
ACARTTARIRG
ACCCAGETAT
AORGEAARDA
TATIRAALTR
RGETERETEC
TITTATICTA
CRIGARDTTO

CRCCATIT
LERAAATOCE
CARJACCOAL
CARDEARAGR
POORTTATES
TOORCTEEAR
TRRTCALTAA
SECTETRAGE
CRAGRCALDUA
TATATRGEET
TARFRRAGCCC
CTCACRTACT
GUTTEOETET
RORFTTCCAR
NGETETOOAE
TPCACTEANMS
GETEARGCNG
TEOTRITAMG
CRECARCAICT
TOUARIRTCR
CATGAGCRTT
BARATEEALY
CTTTEEARAR
GTERRLATCG
CTETETETCA
TEAATOCRGT

SEQ ID N2: 39

de expressdo LCVL2Sp20

1
81

CTAGAATONT ASAZERIRTCY
GERACRCAGR ASTATETETA
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BRTOTRCATA
STATTARGTS
CAGASATART
SAGUTOOARTY
TRTGCAGRST
PTCTTTCTTY
EUATEALTCT
CTTEACTETT
TLECTETRAC
CARTRITTOACA
ATTTTATAART
TTAETCROTE
TIOPEsAQee
MEGRATARAGT
TEAFCCALTG
TETATCEETG
CASFTORGCAT
ARGGGATCTT
AQTCHRTATEL
AGCAAGOGRG
SRACCTTECC
COEQARTINGR
GLACAGETRC
STETCOTECA
CRAQCTEETL
TRAOARTERGR
TACATREASD
QERCCCTATG
ARGAANTGRICT
SURARGTTET
QECACTEERG
TEEEACTRAR
COBCARARCS
ATTTRCATCT
CROGREGEAQ

TEALROTRTA
GRAGRETARGET
ATTARRRMATE,
TTCTTCARGT
TEITRTTTTR
TCRRATEOTT
QERTECCTARR
CAGTECTAAR
TATOTOATEA
FATTTTIARTE
ATPSRACTGET
TTTARARATIR
STETETEAGA
AROSGARQART
CROTACATOT
TTACACTRIY
AGREACRTCAG
GRACTRATAR
TETRRATOTS
ARBTOTAGRG
TERCCAGTTA
ATTTCTGATS
AGCAGTTCCR
HEOTEETREA
AGICOTOTAS
AGGGCCTTEA
FTTCRARG
TCAGCRGCCT
CCTERTTIGA
AUTOTAGREN
COTOEHAGARCA
TECCTICASE
FTTERETEDG
SUEARTOOET
TARATCOTTT
QUREREEEERT

CTETYREETT
AEAATTARAY
CAAAARRANG
TAARGCRYTIG
BTATATTRGT
ACCATTETAR
GRGRACTERY
ARTACRROTG
GRTCTOTARR
TTTTATATTA
TTCRARETTY
AATFTTTATY
GIAGRGERGC
TRATROCRAS
GAGCACRGRG
ATATATATAS
GRTETARRNT
JOXTCREATR
ATTETEERTC
ARGACTTTAG
STCTTARSRD
GUARCTEICC
TEARTARCTCOR
GTOALEAGED
ATACARCRTIC
ATGEATTEEA
CRARREOCACH.
GUECTOTRAG
CROCTEEET
A L i
TETTOORAGE
ATCTEGRAET
TOIGAGATAG
SRAATATCLT

LCR

TIETETOTOR
TLOTOTAATG
TTTTACATEA
ACSTTETCAR
TERCRCHRTAY
ATEAGTTTET
BARETTREAE
AGSTCOYTTTA
CTATTTTTAT
ATETARITAY
TROCTIGACT
TTATAITICY
ATARGRETTT
STTTUAETAY
CROGACATCT
SOCTORARGRS
CRECTCREET
ACGRTRRGECA
CRETCTARTT
AGTRERRATT
ACCARCTYCYLY
ARRGTARGAC
CCTTOCNGETS
GARGTGARRS
ACTAATIRTA
TATTTTARTC
CTRACTGCRS
CACACTICEE
CRARIGALTA
TECTEOTNNC
GSEARCCTGEGEC
CTCTETEEAT
TRACTORGEC
ATTTRERQTY

Sequéncia de nucledétidos do vector

GETERARQCCT QUAABAGICOC AGUTTICRAR
TEOARTATTE GARGRIGTTE CITITACTCY
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101
151
pEiN
281
k1)
353
401
451
561
551
501
581
TOL
TH
2O
851
961
2531
1091
1051
1101
1181
10
1251
1301
1353
1401
1481
1561
1881
IS0L
1§51
1701
1751
1801
1883
R 151
1853
2001
081
EEhY

TAMITTEOTY
GREGETTTTC
BATTTOAGET
QUAATEREAG
ATAKPRAARTT
TECAGTCARG
ARDCAGATCA
GETRRRCTTGE
ABCCCEROTR
TTCCATTTOT
PETTAACTTA
TTOCOUARRL
TCRRARTTAG
TRATRTATEY
TINTTEETCT
CTTTATTOAT
TIACKTTOT
TGAGTATTCA
CTAGHACOTS
ATTATCCRCA
ATCCTETTTS
TCTTCOOEON
TECOTECTEA
CEATRACGOC
KOAGCRAGER
GORGADTACH
COTEABITON
RGRAGTGCUC
TTEECCTOLS
CASCPCATOT
TRATETTRER
TOTOTRITIC
ARPERCTOTT
CAGATOTERR
ARRAQCARAC
GRTGCTATTG
CRACRACANT
ARGITTTITA
GATCTOTAGT
CARAATTARAR
AGHRORCTOTA

CCTAGRRARS
REFTRCTCAT
CTTETTIRTG
TEAGGECTOTC
ARGTTTRARR
ATEECOBATC
TETGOTCAAGG
TASUTETEET
AACCGRAAGY
RARRATARITT
TTEAGTICAA
TTAMITTTAT
GTTRYSTARS
CORTTORATT
GRITTETTITY
SUTCARBACG
TTTTREGRGS
CREGCATOCT
BACRRCRCALT
QTTCTTTOCT
ATOTERTEAG
ATARCTTCTR
WPCCAETCEGE
AQRARDRCAK
COCHTCACAR
CCACCTEITC
HOQCTTTETC
TEEARCCTRAC
GERERATGAR
CTCATITAKRY
ATARGEEACT
GUTBATOCRG
TASBATECOAG
CTTTATITSEY
TRCATTCRTY
AAGECARETAR
CAAGCEACTA
RGUTHRARATY
TEOOTETETS
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ATRCTTARAT
TTTPTTARAT
TAGRACTEAL
TONTACCOTA
TATTTTTAAR
ASARCCAGAR
CTATTTEGOR
TTEARGRRGT
CORGRCTEAG
GRGGATTCAG
COTPITALTT
COROTEOTAR
AANTTORAGS
FEARAATERD
CTTTTOCART
ASTTETTTET
GOTTCACKES
AATACTTTTT
STTETCTOTE
COBAGGECRS
CAGGAACTOT
CASTTOAMAT
POCCAGRGAS
GTARCTOCCR
AGCCTOASTA
AQTCTALECS
ACAGOTTCAR
CTOMITTODR
CACREGGEAS
CODOCTOTES
PARATRRRGT
ANTTATTATC
ARMTATRTAG
ACATGRTARG
TEAARARAAT
ABCCRTTATA
TTATETTTCA
ARCCTOTACA
TARCATIOARAT
ACACRATTTT
GAOTARGAAA

ACTERTSALTT
STCCRARRATT
ATTRCTTARA
TYCRCARLTE
TEAATTERLC
CRCOTICAGRE
ABGGERARKT
GEITTICARR
CABAACALOCA
COBAARCTRE
ARTETNTTTA
ACTTTAGTST
TETATTATIO
ADCCGRARCA
TEIECUTTAR
TUTTTETORR
TTTTRARTER
TETOOUTARS
BARCTTTHRTTA
CTEGAROTRC
BOCRARGTAEC
BEASRETETC
SCACCCTEAS
THORAAGSTCR
(REGCEALAG
QOOTERSCCC
CYROCCCTATY
CTOOTIECT
GAARTOTTTER
TETTLITTTR
TCRTOUTARG
ATRCATIGAT
GURPTATITG
SETTCASGRE
BATCTOGETAT
ATTCCTIRTT
TERECATAGT
ARRUAGTRTE

TRESATETGA
TITETCRATC
GUTTERACTEA
ACTTTTRACE
SATETTGRET
ABCTARAR2E
MARKRCCACTA
CACTOTGTES
COUTGEETRAY
REAGRTCCTE
TAROTICTASY
GRBCTCRETTY
CTTTARTTYC
TTCCOTOTEA
TTTROAGTER
TATTRAGACT
ATECARTTAT
ATECCOTRTS
CITRAALACT
TCPETCTTER
CPCTRTTITES
ARDIGRAOET
MORGAGUAGSS
GOTEAGUARA
COCATCREN
TETTROEARES
LECCCATCAY
TESOGETCCTT
TTRATTRTGT
AOCTITESTTY
LERACTRLTC
GUEEGATATC
CRATIREIRL
TERARTTIGT

. BECRAGTTAR

GEGGTETSESE
GRUTSATTAT
BACCCCTTTA
TRTTAATAGT
TTRTERTTAT
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2151
23061
2281
2381
2351
2441
451
LA
3581
et Tk )
2E6EL
I¥Rn
SFEL
I8
S8R
TRRL
S851
34681
2081
3161
N E- )
3351
3351
3361
3351
3481
2451
AT
3881
388l
3651
3THX
3%81
3881
2851
ARG
3881
4001
L3139
43191
4181

FACTETTRTS
TTITATAGBCR
ARGRGYTTOTA
AAGUAAAGTY
GARTOTTERG
TOAQCARRAC
LRTCASTTRC
ASTTTAMCAL

LRTROTTATA
GTGOAGOTYT
TTACTARRCR
QRTGEaITOY
ARYCAGCRET
AQGQTTTTOCY
ETREXTTEER
ATTATACRCT

ARTOTCPETH
LOTTORCAAR
AETTONIEEE
GRORGATTIN
AGUAGCTGAR
ARARATECATA
TEASTETEIR
COTREROCTD
CODARKTCAR
COTTETOACA
AAACRERACT
TEOELTIETT
ATEMECTOCT
TROTRTCCTT
CTACCCATAR
CATTOTTIGGE
QTOEETROTY
AATRRTOGEAR
CTABERTTN
BAJAXRGOCYRAG
SAGHEICSEAS
TATEEERENGG
GOAGTTALGS
CRATACTTICTG
ACTALTREARG
GROTTTCOAT
CGETEATERE
CRECTTENCTY
TCAGCEGETS
CRARTRGORGER
ACUTEAGRGYR
GRPECETRAG

SETRETTRT
SRTCOEERCE
CRPEERTECE
CROTROORET
DCRRCTIECR
GUTTTARRES
TROTOETALR
BEAGREERIE
TEPOTRIEAA
BRAGRETOTER
SOCTLCBACT
Cﬁﬁ@RRGTCT
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AXRGETTACKRS
TTOCTYTETSE
CRECATSACT

ARTATTTTTC
GTETARATAG
CRABARRCTY

RTCTAABATA
TAARRATTTY
COANTTATEY
MRJBCERECCR
CRERTREGOCE
BERBOTOOEC
AIBERTOE!

SEARECAGRE
CTTCRAALTY
QUTRGETATT

WEERRTTTEY

. TCACTREATS

ATTCCACCAC
CROARRCART
ATRTTTALOTY

SARCRUCRORG
TORTRREYCC
LTECPEETTY
BREGTCETOC
SUATQCCOUR
ARLTTEARRG
ATARCTTGATR
CTEEERGRAG

CATARTTTIC
CARRGCRAGT
BOCARTTIOYG
TRGACERGTA
GUATTIOTIC
FEOTCCCRTT
TAGARTCRAT
TAQRGCTTTA
RAAGTBALGTY
LCACTINTEC
COTGR/IMRICC
BEOOTURLEC

EETCTTATA

COCTRTITL0T
TTTATRTITD

AAJRCETETCN
SOETHACOTGE
ATCCAARCTA
TARGECHRTOA

LETOETRITY
TRABAGETOER
TORCTRORTT
ARGTACTTER
SCCARTCCCT
CCERTRATIEC
COTCRAGTIT
BCCTOCRRRR
BOBGLCTOGEE
AGRRTEEENSE
GUEEERCTAT
QETECTERGEE
AOECATEROTT
AQCOTRACTS
GERTEAAARCT
GTARGCRGET
TTEELEEETE
GIOTATRCTS
CROCRTATES
GRLSAAARNTAL

i TEOGCTCRRET

CPETEAGTTS
TTCTTOTORS
CTETTTACCT
ROTOESTICOT
ATATTTITCES
REOSHCEATS,
COEEETALDS
RRGCOTCCTS
COTCTGUATA
GRASDEEICY
GETTECTEAD
RETOTEHEER
TEOATASTC
RCASRURTIC
TOTEACACAT
GUCEEEANTA
TOREIGCICA
GUETASOTETY
GEOOECKTAT
COCATCRIEC
CETPORR0TG

LTPPUAANTT
TTEATTCATSE
TOPCTAROYTTY
TOCARRCTTT
TOTACTEAGH
CGRATOERAGAR
FTECACNTAAAS
GRETOERGHET

SCBRIGGECEAT
ARATOOTALD
AECTORANTT
ACTROTTCTS
ABRTRANAARA

GAETTAGRRG
TARTTCAGRY
CTTITOCALRG
TEOCPEOTEG
CACRGOTHIC
GUAGOTCOCE
FACEAEOUNS

BOCATGACCS

QOQECEATORY
QORGTETEAR

ROTQETOQET

CROCGRBIGE

LOTEORTEAY
GUTTOCTERT
BOTTGCLRAT
TEGCARIAAL
ACTRTATIAN
CORGETTTTO
BOUETTGTRET
CREGETOGGT
SAYCCASTYRS
AGCOTTORCE
AGCTTTTRGC
GARRTRGOTCR
ATTRGTCRGT
CROBATERGT
GORPQRITTTRE
CTEETTECTE
QREAGCTTEEE
TLBLEUITTT
BRERCBETOX
TCROGEOGCG
ATTCALGTAS
AGCBURTIRY
ATROORCRCA
TEFCOPOICTC
TRECARGOTOR
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CPCARRGECS
AGAMCNTETG
BCGTTECIGE
ACCAGECETT
CPGCCGCTTA
ROTTTOTCAT
GOTCCARGET
GLOTTATONS
ATOGOCACTS
TAGGCGBTS
ACRRGGACAG
ARMARGAGTT
GIREFETTTIT
CRAGRBERTC
AARCTCALET
COTAGATOCT
TATORGTAAR
TATCTCARCS
TOETETAGKRT
GURRTGRTAC
ARBCCAGCOCR
CCSCOTCONT
TCGCCAGTTA
GETETCADGE
GATTARGGLG
TCCTTCEETC
BOTCRTHETY
TARGATGCTT
TACTETATES
TACORCGOCA
CTECEIGOC0R
ATFTRALCOR
CRGCETTICT
GRATARGEEE
TATTATTGAR
TEARTETRTY
GRRARGTEOC
TRERABRSATR
CTICEARGAMS
GCTTECATAR

STRATRONIT
AOUAAABRGEC
CETTTTTCOA
TCRAGTUAGH
TCCCCOTEGEA
LSOREATALOT
BLOTCROECT
QERCTETEIG
STAALTATCG
QCAGCAGBCCR
TACRGANTTC
TATTTGETAT
BRTRECTCTY
TEFITTECRAS
CTIISRTCTT
TRAASSEATTYT
TTTARATTAR
CTTSATCTGEA
STCTATCTAT
ABCTACGATH
COUEARRACDOT
CUORIRAGGE
CORQTOTATT
ATRITETEON
TORTORTTTS
ASTTRCATES
CTRCIATORT
APGHIRRCAD
TTOTSTGACT
CEOSROOERS
CATABCRGAR
ABARCTOTCA
CTOEIEIRCD
GGRTEGAECRR
FRCACHRARR
HOATTIATCA
TAGARRRARTA
ALTTERACGETD
QEOETRTCAD
BEOTCRRRACE
CTEAGCTETC
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TATCCATARA
CRECRARRGS
TREFCTCOGE
BEPOEOGARR
AGCTONITCS
STOREROTET
GTAGOIRTIOT
LRCGMALCOT
TOTTERETCC
CTGETRACAS
TTOARSTEOY
CTGOEOITCTS
ATOORGCAR
CAGCALEATTA
TTCTACEEER
TESTONTSAS
ARATEARQTT
CRGTTRCCARA
FTCETTCATE
COGERGEEGCT
ACQQETALCE
COBRECBORG
ABTTETTEOC
CABLRTIGTT
GTATEECTYY
POOLTCATRT
TOTTRGRAGT
TECXTARTTC
GOTEAGTADY
TTROTCTTEC
CTTTAIARGT
AGGRTCITAL
CRARCTRATCT
ARRCAGZARG
TETTEANTAL
GEETTRTTEY
ARCARATRAG
TRASAAALCK
SRIEOCOTT
CATGOTACTO
ATARMTAATR

ATCAGGRERT
CRURAGRRCLE
COOCCTGACS
CCORACAGEA
TECRCTOTOC
LTOOCTTORG
CRETICSSTG
COGTTCRAGOC
BACUORETAR
GRATTRGUARR
PICCTAALTR
CTEARGOCRE
ACRRARQTALEC
CEUSOADRRR
TOTGACMITC
APTATCARML
TTRARTCART
TRCTTAATCA
CRTARETTHOC
TROCRITTNG
GOTOOREATTY
JRGTEETOCT
SICARICTAS
SRCRTTECTSE
ATTCAEQTICC
TOTEUAARAR
ARFTIGEI0OGE
TCTTACTRATC
CRACCARLGTIC
COEGOETOR

GCICATCATY
COCTRTTEAS
TORQORTOTY
GURAAATROT
TORTACTCTT
CTORATSAGOR
SETTCTREQ
TIRTYATIRT

T ORTUTTORRG

TCTRCCTTEA
ARFRGATTIT

AACGUARGA
TRRRARGEN
AOCRTCACR
CTATARAGH
TETTOORAC
GRAGCETERC
TAGOTOOTTY
CHRACONCTE
GACADLRCTY
GUGRGETATE
COGOTACR
TTACCTTON!
GOTHRTAGCS
ACTEERADRE
AGGATOTTOR
CTARAGTATE
GTRRGGCALT
TEACTOODNGR
CODCASTECT
TATCAGOANT
SUARCTITRY
AGTARRTASY
CREGCATIRT
CETTCCCAAS
ASCUOTTAGS
CRSTETTATE
ATCCCATONG
ATTCTGASAR
CRACOOERTAN
GEARBROETT
TTACTTTCRE
GUARNANAGG
COTPTITICAR
GRTRCRTATY
ACATTTCCRE
ARTTCAGCTS
TOOARZLRAD
TTTATTAATA
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TTRARARGAT
CACCTITCCRE
AGCTACACGE
GRCTCUCARTA
CIGRTAGRRE
TAACAATATA
GTERETTRAR
TCTCRICTED
GAGRCETARD
THARMALOUTR
STARTRCATA
TTCRTAGBRAR
ACBATTETIT
TARTTAKMAT
CARACAMCAALC
CATCTACRAST
CARCAGETARTE
ACROTCTARIR
HCATTHRETTT
CTOETRERATT
AQUTETE0CT
GRCATGRAGEN
TCACAROTEAT
SCTECTECTG
GOTTCCTETA
ARTOATCTER
BCATTCTRCT
ARAGOUROTY
GTECTATORA
CTTCDEREGTN
SEERCABATY
BETETATTAC
GEACCAAGCT
GTTRTCTETE
CTOTIRARLL
COTRASCAAR
CRGTOTAATR

SEQ ID

GOGTTATTTA
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TETARIACTC

TRATETTCTG
TERETTETQC
CTGARGCTC

CAGAGEATCR

BECRATATCT
CCRGERGERLC
ASABARCACT

> TCCTTATRER

CRPAGTRTTT

THREATETERG %

AATETETARA
TCARREALTTY
TCAGEUTCAG
BABSARSAMONK
TAAMITETERA
ATGOTaasT
TAGACTATGA
TETTTETTRET
TEALAQRTLT
AQCOTTIRET
TEPOTTRCATR
CACATACAST
TEHECTTAIRG
CTAROTETECTS
GEATLOTAETTT
GACCCRETICT
TOTICTECARS
CARBARACRA

TTRLTETIDT
TIOICAGTCS
SEERRAORTT
AGABATTIGY
RTRARTTETY
AOAARTEAALS
ATAGREIRARGL
ABCAKGCCTAL
ACRTTATRATC
JTETRCATE
ARSAEATCAT
GTAATCAGHA
BARCAAATEA
ABRCRAAGERGE
BOGSATARTGEC
CRTUTCEARR
TAGRAXNTTAR
TUARRGRGAL
AR TARGCY
GATTTRORTS
BTCREETCARL
CATCACSTETE
CTRATEARGA
CTITETOTOTE
TCARTTTTTO
CCAGOCROCC
SEUCRETCRG
ATHRETEOTCO

TATCTOTGEE
TTACTUTTAD
TETORACRAN
TEARATINAR
TOTETEEOTY
JIATTETERN
GOUTGSERATR
ATTRACADAN

N2 :

de expressdo HCVHESp20

ATCOCTTIONR
CATCASCRAT
GTRATAIDTG
CUTARGTRGA
CTATETOTRE
ACTTCCARG
GBOECTAGATAT
GTORTASTTY

TEPCTTCRTT
BETRATCALTY
TAAGEEATAL
GTRASAARARGE
TETESAGETTE
FRTATCATRG
ATEACRARTCA
AEBTARRGCT
CRBETTTERT
SRETCTATER
TRTETETETA
GBATITAARGR
AAETTRARGEE
BGGAAARRAR
BAGUTETATE
ARCARGTTAT
TORAGGREAR
BATAAGETET
TCACARTTCCE
BOUTEADCYEA
TACQCAAAGC
ARCCCTTIY
CTCACTORGE
CRECAOTRGA
TERARATTCY
ARATTETASET
TETCICTOAG
ALCRITOOOR
BAGRCTTCTC
SETTTRETEE
STEEARCOTT
QUCATTIRCG
ATCCAMSTC
AAAMTEATOTA
SCRARGATAS
STTCTOTEER
CRERBRTERCT

TTRAARALICA
STERTCADGH
ATCTRCAAGS
DAEFCRARAGE
TETCTCCTRE
CTRCTARAAT
GARTORFFCC
BTPCRICAGAR
ATATCRGCCT
GRORTATTTR
ARTROATAYR
CASARCTRSE
ARBANTCTIC
ARAARAATAN
SUCATANTAG
STACTERCTA
TRGAACRARG
BAGRCATARGA
ACRABBRRAT
TEATTITRS
ATRICTTACT
SEARTCRIAR
TCOTEECETY
ATTITATTEA
CTTOTERANTT
AOGOETTGTE
TCOABGAGAS
CRAARGCATACR
ATRAGETCTT
CAETEGATOR
AASATTTIRC
TEREECCARG
TETTTCTTCC
TARRAATITTA
AIRGTRACTC
GAATGAATGC
CTASTT

40 Sequéncia de nucledtidos do vector
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51
BREES
15y
281
&51
301
351

CTRGAGARET
GARGTRTRTS
TTOCTAGEAN
TOBRGTACTR
SLTTTETTIG
AGTERGGCTE
TTARSGTTTRA
AGRTREOCUER
CATETRECRR
TETAGCTSTE
CRARCCGERAR
CEARRETRAG
TATPIRSTTS
ACTTRAGTTY
ASROCTeALD
GLECCAGITA
GERASCTOGLE
CTOTRTOOCK
CARLBGGECOCR
GRRRBTRCAGD
GTEACGETET
CEOEECTETL
CCGTECCCTC
CACRAGOOCR
ACREROAGEE
AQGUATOCCG
LLEOOTCTIC
BRETOTICYG
COTARCCCRG
CBRGRGCCART
BECCARRCTC
CUALTAALTC
TEACRCATEL
GQTCRAGCECG
CCARCOEGRET
TOOUTREEARE
CPOBRTERTCY
CCALEARGAL
TECATRRTEC

CTEGTOBAGC
TATPISARTAT
ARRTASTTARA
ATTETTTTAR
TETREANCTE
TOECATACCE
ARTRTITTTA
PEASRACORR
GOCTATTTUG
STTTOARGAR
ETOCRBEOTE
TOEASEHTTC
ANCOTTITAN
ATCGASTTET
TTSGOTTTHE
BOTGCROACC
CACAGTIRRG
CROCGOEETT
TOEETCTTNS
GECCCTREED
CETOGARCIT
CTACAGTOOT
CARCAZCTIG
GUARCKCCAR
ABEITETCTS
GUTATECASTE
ACCLEEAGEC

TTTT &
GCCCTHECACA
ATOCRBAARIG
TOCACTONCT
CORRECTTOV
CCACTETEOS
GUEACABGTES
QUTEACACET
ACCQTORSTS
COCGRACHOD
COTUAGGTCA
CRRGRCRAAG
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CTECAMARRGT
TRGAAGARTAET
ATRCTGETEARD
ATETCCRAAS
ACATTROTIA
TATTCASRARD
AATRARRTTEA
ARLALTTECR
GGAAGGHEANA
GTEETTTIOA
2GTARRRIN
AQUCEARACST
TEITAGCTTER
ABRATGTART
GGCAGGGAGS
CARTGEUCCAT
ARTCCRARGR
BORTSSCACT
COCTRGOACT
THECCTGEETOR
ABGQECCCTE
CAGGACTOTA
SGOUARCCCAGR
GETHERCAAG
CTQRRAGECCA
COCRRTOCAS
CTOTECCOGC
CRBGITCOIEE
CEAAGROGCR
ACECTFOOOT
CAGLTURRAT
CICTECAERAG
CREGTARICC
COTROARNTNG
COACCTOORY
LTLCTCTICT
TEAGATCACA
RETTCAALTS
COECEaaRGG

LCAGCTTTER
TEOTTTTACTY
TTTARARTEY
TTTTTETOAN
ARRTTTAROC
TEARCTTTTARL
GCRATETTER
GCAGCTUROR
ATAAARCOAL
ARCACTODGT
CACCTGGETA
BEMAGETCO
AQTRETICTA
TARRCTTTCT
GRECTAAGAT
FAGCCCRERG

ACCTCTCTTS
CICCTCCARS
AOFROCTROTT
ACTRGOEGTS
CPENCTCART
CCTRLRTOTG
AGRETIGGTG
GGUTCRECET
GOOXGCRAGE
COORCTORTG
QURGECALRE
ETRCTEEEC
TEACCTRRAGE
ALCTTOTOTS
COCARKTOTY
AGULTAREOC
COPSORTLCA
CTOTTOOTCR
COCCAARRLOC
TOORTERTRE
GTRCRTGEAD
AGCAGTACAR

ARSEARCECA
CTTARIIPICR
GRERGEETTT
TOBRRTITORG
GROGRATRNG
CARTARTARA
GTTOESETCR
QORARTAGET
TASETARNST
CCASCOOCAD
ATTREONTTY
TOPPTIAAT
GTTTCCCCAS
GREECAIREC
GRASTRIGTG
ACTEOACGCT
CTRESCNCRG
CRECOTDICAC
ABCACCTOTE
TECOSAROTS
TECATATCTT
AGCATESTSR
CAACOTSRAT
Jtertelelmmtew
POCTECIG
CAGRCCOOST
UPCAGGRAGR
COTAGETENS
TOAGACOTED
CCACCCOUAAR,
CTCCCRGATY
QTERUBARMRS
PEBOOTTOCR
GUGACABES
BOACOTORAD
CRAGGATARST
TRCACGTOAS
GOCOTEEASS
CRECHOETAD
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1851
2001
2851
10l
2151
22481
22S1
2361
24331
2461
2451
581
255%
AEHY
2551
2741
2753
2861
2853
280X
L
3SR
IREY
3lar
31L&}
)38
3251
Ism
I3EL
3401
3481
3501
3581
3661
3851
3L
3751
380l
3851
38G1
3831

CETATRETOR
DEAGTARCARE
BARLOCATITS
SRACREREGE
LARALCTCTET

LLOCCRTOCT

GETCARRGGD
GQRORGDOESA
GEOTOOTTOT
CCAGOSEAND
ACTACACHOR
COGGCAAGCT
CROGTACOOS
CCCACTADTE
TORGOCTERG
ACTETOCOTR
TECEETER
THECCOTOOD
ASGAGTOOOT
CTOTOCTATE
SUUTRESTOCR
CHCACTAAL
CRAGCGRETE
AORTGOCCAT
GROCTITEETY
BOASTOOOGE
TTEFTEPTCTE
TOTTETOTEA
GERERGEICGET
GOTCARGARG
COOOOGoTET
CTGTORCTAL
QTTTCICOTS
GRACAGHELD
TERECCRGETR
AGCOAGAGHT
TRCACAA]
TITOTOATES
GTTRACRRIR
GTGRGAGETT
ATTATEATCT

b
N

BEETCCTCRS
TECARIEECT
CARASDCRNR
COEUTURGEIT
CCUTACRGAQ
SCCAGRASAT
TICTATOCR
GRACRACTAC
TCOTUTATAG
STCTTOTRY
GRAERGUOTC
QUoECTeeee
SINTRCATRC
QOCTHEESCCC
TOTRRGFCCTY
CACTESCCCR
GEEMEARCCT
TOOAICRECA
GEEERCRGRS
ABCECCCTET
TECECETASS
COCTGETALRC
QRGERACATE
ACRORCRCTO
GRSCGERAST
GCTCROTOSA
CTITEARATY
TEACARTARR
TTCOUTETETC
ARECTGETOR
CTSCRSCCAC
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CITCCTRIAL
CUARCRARGC
SETEEEALCN
CRCCOTOTEC
CRARRCCLGRG
SACCRAGRRC
CUGRCRTORD
ARSACCALGD
CARGCPCROC
FUTClaTaaT
TOCCTETICS
SROCTCTCAEC
TTHECREACA
CTGOGREACT
QRETRECATS
GROTRTGECRG
BUOCTCRGCA
BOTAOCOTEE
ACARCRGOCCT
COTCOSACCT
GRORERCCUT
COTROLORET
CROTITOSES
BROCCRGREC
HEECCRGAS
AGGASSTECC
TTICTRARGETY
ATRPOCTTTR
CROGCROITO
AQCTOORLCY
ACGTRTTROC

CAGEACTONT
COTOOCRRCC
GTERRETOON
COTCARRETS
ARCCACRSET
CRSUTCRBOC
COTSCASTAS
CTCCOETECT
GTOGACRRAGEA
SUATRIAGACTY
{EOSTRAATS
LETTOCRCER
COCAGIRTAS
GTCATESTTC
AGOEAIBCRG
FTCTROCTSS
SGOERTEEEER
QUTREICCAT
TRCCTOTETR
COATRCOCAT
LOCTERCCCR
CTCBOACCOE
LOCTETEERG
QOETTCARCER
LOTRCCTORG
ACCATTTORS
CATTAATTETY
TARGTCTTETY
CTECOQOORE
DRneeReTOR
CEABCBRCCD

STERRQCOCT
CTECTEEBRIR
TCCRGERAER
SRECCAZARS
GUEAITITCAGA
ALARCTRERA
TETTRCTTTA
ACAATTECRY
TETTARAGCH
CTASTOANEG

SUQGCITTORR
CEETECTECR
SUTECRTORA
GRESGRETIC
TOCRARCATS
TECRETEAAS
TTTRTRACCA
TCATTTTRTG
RETRARROCY
CACTATACRT

L At It A At AT )
TECOCTRETT
SECTEGEAGT
CAGRRTCAAT
BTARGRTACK
AAARTEOTTT
PIATRAGOTS
TTICAGSTTS
CTRCRRRTEY
CARBTATTOR

TRRATEGCAR
COCARTOERGR
AREECCRONT
ACCECTETRAC
GTECACOCTE
TEARDCTECCT
GASAGCRATG
SGACTCOGAD
GURGETGECR
CPRCACRALD
AGTECERROEN
COATECTTER
AAATAARGA
TITOCROGGG
RERRETLRC
FOOGEOCTRGE
TPIQCCAREE
GRORAGCCCT
QUAGACTETE
TOGEEAETAT
TOTALECCCA
CRTGREEACR
GRACTRITSS
AODCLRCACT
CRATCRSGEN
CPTTIEETAGT
CTTTRATETT
ACTICETERT
TRERAAECART
CTGCRCTORD
TEOOTIGOCT
CRTEGRTENS
ROTCTSOGRE
TESCTCAGET
CATEEPRRGER
TTSATIAGTY
ATTTOTEARL
CRATABRACAR
AEOGEEIAGRT
GOTATERETS
TTATTRACSS
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400X
488
4101
$315%
42301
A28
£301
4381
4481
$451
§583%
4383
46031
4851
4701
4781
4801
4851
4801
4951
5001
5051
5101
§151
5361
5381
5303
BEEY
5431
8451
5501
5851
5681
5651
B0
578}
5801
5853
5943
58351
S£093%

CTTTATARART
ATRECREACK
ATTRTRARITE
TPITCTTRTR
CARGCRARGRAG
TTOTRAAGEA
QROTAGAMTG
TOTTOTERGC
CORTTORTCA
TCMETARTTT
CTRIRARTLT
AGETTCCTT
CCTSCAGTTT
ATECLEACER
RRGGURICAG
ALGBACTCCAG
CHFAARRCER
CARATCTOET
COAERGTCCS
SOTEOEARTC
CRTTORICOEC
CTERTREOGE
AOOEECCRTY
ARCGNCGRGAT
TRHGCTESC
CARARROOGET
TGOTONTONA
TECRTTREOT
GRAGRTOO TG
TCASTEACRA
CURDERTAGC
RETLRETOTT
JEBECEECAT
TREQETCICOR
CARTCRIGE
CTOCICTATE
SEECTTOCTR
TTEUTETCCR
CRAGOTROCT
COARTAGCTG
TOTRLETOTY

TARMARSCTA
CTOTATECCT
TTRATGOCTAC
TRECRSTEOM
TTETRTTAOY
ARETUCTTCS

PHARAITOA
ARAACAOGTT
GTTCCATAGS
ARCACNTTAT
T AGTING
ACARAGATEC
FEGGICATEE
AFTTECACTR
CTERACTIRAC
CATGAGATOS
TTOCGAREOC
GATOOCRSETY
GUTCAGRAGA
CRAGOTOTES
POOBOCRCA
TPRCCRCCATE
CPCEOCETC
GOGABCCOST
TTCOATCOGR
ATCQECRSET
ATCATEEATR
LICNE NE W 512 W Yt g
CETCORAGCAR
CHOGOTACET
GACRARAAGR
CRGAGCAGCE
ACCCARGONS
ARACGATOLT
AGATCCTTSR
JROUTTROCRE
TAABRACCGOD
EOTETCDET
ACATTOATCC
COGCTTOCTT
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SROGTRCATR
GTOTECRETA
TTATAARGGT
JETTEFTTCCT
BRACRCRGEOA

ATTTTTSASS
BORAARRACA
EACHGANTAT
TIFTHETETA
TEACTCARAR

ATAROTTATTA
TITTCCATAR
ARTRGORRADR
ABCTTRGUAR

RETCTTOYAC
ECAGTARCCT
TICCTCATTAR
TIOORATOTA
ACACTTARAR
TYEETOCRAT
CEALUARKET
RIECRCSO/T
COGETRAGART
TOECGRACEOE
PR E A R Y
CRACCTTTCA
TEEEOQTCEC
ACTOGCTORAG
ATROCETEAR
RGUARTATIR
LCAGLDGERIC
ATARTTOGGCR
GEECATEOGC
QRTQOTOTTC
GTROETECTC
AECTAGATCA
CETFTOTOAGC

TOSOUCINTR G

AECTECGUAR
LETCOTGORG
ACCEARRR
CATTETICTGY
SORERGAACC
CRTCRTRTRCT
COBLRALANA
AGEINE0OOT
CRGTUTAGDT

A EE g L

SEEETCAGOA
TRETANCCCT

CTTTOTCTTC
CRTCATIRST
ARGQTATIOG
ASNTACACAN
ATTTTATRTT
TATGTORCKT
SOOCATOGTE
AZOOQECTOCT
TOOGEEAGET
ATOGRGUONE
GERTOATCCR
TAGRRGIGG
TLSETARATC
AAGGICATAG
FUATRITAR
COGRTAGICA
BROUAMGTCERTE
ASCREEEOATT
SLOTTEARCC
SFTCCAGATCA
SUTCRATRCE
ASCOTRTICR
AGGREACRANGG

SOCASTC

TTTTTTGREALG
AGATOSCATY
AUCRCTOCTC
SURATTRNAR
TACCTTAEAS
CACEQAAGTR
COTCLUCACT
GETTTLCIGE
CRPCRECCT
FEETHREECER
HOCGEOETES
DESTEEAATT
ATTPOGARCD
ARGRCEATET
SLEETCAREOT
AOGCTATETT
BATOCAGRAR
GOCATEGEETE
TRRCEAROAG
TOCOTGATOSN
EPRTTITCRCT
CCCACTECAY
TERGRTGERCR
LUTTOSRECT

EERpCcULLG
TTCATTORIKG
LOTSOGTTEA
TETECCRET
TOCETRCAATY
CTTGATIRGA
GUCRTOCART
AGQUTERCAAT
ATCOCCATEY
TTETCCCTTR
EOETTIOTES
THBCCCTGR

TOOTRECCAS
SUACCGGATR
CANCOGSRAC
CRATAGOCERR
CLRTCTTRTT
TOTTCATOOD
TECHETTOEN
ARGOLUROTS
TOCASATAGD
CRRACTEECTT
GTECTTOCCE
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SU5L
&101
§121
&20%
§251
&301
§3582
§401
G481
§581
8551
GETL
§85%
§701
6753
SER
§8EY
6841
6951
TORL
TOEL
FTIOL
7161

;

b2

FINL
FESY
FIHE
FA5L
F4&TL
FEEL
TSGR
TEEL
TEHL
Y851
TTOY
IR
F&O1
FREL
FRO1
THEL
BO0Y
80ay

CAGLETRAAG
TACPTCTEER
ABAEBRBATT
TTAGEERCRSE
TTORSATECR
TOCRCALDTS
CTACTOEGGER
BRECTEOOTEG
BOTCCOEEAL
ARBCDOOTAR
APSRSCCRET
GUATIARARGC
GUASMIRTEC
CHOTURCTER
[OTCACTIAK
AGERAAGRAC
ALECCRCHETT
TRCARARATC
ARERTACCAS
LEACCOTECC
HETEGNECETT
COTTOECTCC
BETECECATT
SECTTATOGT
STATETASSC
AQROTRGERG
TIUECARRRA
TRECOETAET
SRTCTORAGA
SATGAAAALT
OTTORCOTAG
GIRTRERTGER.
GORCDTATCY
COCCRTORTG
GTECTECRAT
GURATRARCC
TETHTCCRCE
QTAGTICRCC
ATCETIETHT
CORARCSATCA
TTAECTLCTY

CTTTITGOAR
ATARACTCAGER
ARATCARSCCAT
CATEHECGER
TERCTTTECAT
STTECTSACT
SOCTESEEAD
LRCRTTTORS
BOGETUACRG
SBEGLEULETCA
TAOGTAROSR
SEATTATACT
STARINGAS
LPROECTECEN
ACGCGETAATY
ATETERAGCAR
SUPEELETTY
SROGCTCAG
QOFTTTCCCL
BOTTROCEER
CTCETASOTC
RAGOTOEEOT
ATCOEETARLD
CRCTRHORAGE
SATCCTARIAE
GACROTRTIT
CAGTTEETAS
TETTTIGTIT
AGATITTTS
CROETTARGE
ATCCTTTTAK
GTRRRCTTEG

LAGUGATOTG.

TRIRTAALTAR
CATACCGOGN
AQCCABTUGE
FCCATLCRSY
SOTTAATAGT
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ARGUOCTARAC
SEOUERESE0SE
GEEECORRGR
STTAGRRECS
ACTIOTEOCT
ARATTERGATH
TTTOCRERCE
TOATEACEET
CETETOTGETH
SUEEETETTR
TAGCOGAGTS
GRGASTGUAD
ARTAOCCCRY
TOSETOSTTIO
ROGETTATLL
AXBRGECOABTR
TTCONTREG
TCAGMIGTEE
CTRERMICTC
TEOITETCCG
ACGLTEFIARR
STOTECACER
TRTOGTOTTR
BRCCACTEET
BFTTCTTERA
ETATOTECE
CPCTPERTOD
RCAAGCAGLR
ATCTTITOTA
GRTTTIGEIC
ATIRABRRATR
TUTERORETY
TOTATIIREY
DRATAOGGEA
GROCCACEDY
ARTEOCOGAN
LTRPTARTYS
TTRCECRALE

LCAROCSOTORTC
BEGOGEAETTR
COETECTCCE

HBTTTEETRTS
CATERTOOIN
ATCETIETCA

CTORAARARR
GOCTOBETCT
ATOEGORGAR
SOACTATOET
SUTEEERRGE

GCCTOCTCARR
CTRCATARRT
CTEQETREAG
TRCTEACTRS
CTEUGEACTT

CATEOTTIGE
CTRACTERCH
SARRRLOTCT
BGOREATHOC
POCEEFTE TR
TATACTEEDT
CRTRTRCEET
CREGOSOTOT
BECTALEE0E
JACRGARTORG
RARACEOCRE
TOOGCLONIT
CORRRACOGA
COTOGTEOGET
COTTTOTONS
BOOCCULKITT
AGTCCRACQT
RRACAGEATTA
GTOETIECCT
QTOTECTRAR
GGCARATAARR
GRPTASSCET
CGEEGTUTRA
ATIRGATIAT
AASTTITAAL
MOTRATEOTT
TCATCCATAL
SEGNTTACCR
CROUSEDTCD
CRCRBRLGTE
TTECCEREAR
TTEFTROCAT
SUTTOATICA
CRTATTETHED
SRAGTARGTT

ATACTTOTES
CACATTOORS
BARCACRTECA
GRCAGLRERT
SEGTELRGSOT
TRACTATEOS
GTERNETROT
TIOGOTTOOT
ASCRETATIR
GOGRTAALGBD
BACOGTRARR
TEACGARSTAT
CREEARCTRIN
TOTCOTETTC
TTCEOBRRMIC
CFGTETASRT
CRGCCLOEACT
GOTAMRRORG
QUAGHEARG
ARCTASRGIT
GCLRAGTTALC
CURCTEOITGE
AGRRAARARS
COUTORGTEG
CRARRAGEAY
TCRATUTRRS
ARATCASTERR
TIEOCTRERACT
TCTEECLTCK
AGRTTTETIR
STCOTOUARC
GSUTAGAGTAR
TECTIOREET
SOTODBErTC
BRBARNICHE
SOCURCAGTE
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TTATORUTCR
ATCCRTARGR
SROBATACTS
SHRTRRATACOS
ACETTCTTOE
STTUEATETR
TTORQCRGOG
AABCEEARTA
TTCRATATTIA
ATRTTTRAAT
TOCCCGARRR
TRACCTATAR

GARGOTUROTR LY

TETEEAARMLD
BUCRAAARGH
ATCRCAARGR

CRCAITEACA
GETTEEAGeS
CAARTTTCCA
ARGFLRCTTRS
BARCTGCCRA
TETRCTATIR
TRETTTTATT
CPCCCTOCCR
GTCCACATIA
TARTHTCRGC
TCACRITIGTR
STATTAMITS
MCACTRRGAS
GATTICARAT
AGSTIETORG
FTATATTIARGTY
TCRRRTECLY
ARCRTRALTCY
TITTATTCTA
AARCTECTEIT
CTATTTTTAT
TETIRTATIA
AT TEARLTET
BUTTTATART

FREFTTATEGET
TRTSTGE0GA
DECCACATAR
SHOUTRRAAAD
BUCOROTOEY
TTIOTEERTE
ASQGEOGARCAC
TTRARGCATY
GTATTTAGHRA
STEOTRCCTE
SARTROGCET
CATCREET
SOPACROTTR
ETIALOTETR
BRTHATTGORG
TTICRTLTTEY
AGGRRTEICC
TIETCATRLT
TRTTTETTIN
TATRACND
GARCRTAGTE
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AGCROTECAT
TERCTOOTER
DOSAGTTROT
CRGARRLCTTIR
TCTCARBERT
GURICCARLT
BEUARARMKCR
BHARRTETTR
TATCRBECTT
ARRTARROAD
BOGTUTAMGS
ATCALCGIRC
AARAAGUARTS
ATTATPYTCOTA
STEGCATCTR
BICATAATA
TTCCARGTTS
ATGOTGUCAT
ACKRGAGRAS
TATCRTTOAG
BOCTTLETCT
CATTCRARAR

CAPTCOTOCT
TTTTRATTET
ERCRACATET
COTTOTYCAT
CIETTEEETY
CAGRLTRAGR
CRERARTRALT
ACDTAGETAT
TTRLACTATT
TTTCARCATAT
BCCHTTETRA
SETECOTARR
CTTEACTETT
CATEARLTTC
TATRACACET
ATSTARCTART
TTCARRETIT
TITRAARTRA

ADTARCTCTC
CEATCTASTC
TETCACTTTR
AATOSTGNTT
TTETATCTOR
ACANTTROERT
ATTARAMANTA
GREACTECAGT
BCREGRAALR
QTEEFARTTAC
ATCAGTTTET
SRGHACTEAR
CRTRUTRAR
TTAATTGATA
TTCACCATTT
ATERIACTTT
TACTTIRRCT
ARTETETATY

BETTCTCTTA
GTAROTCAALD
CTTELCOERC
ARAROGTRCOTOR
PRGOS
GRTCTTCREC
HERAGGTARR
HRTACTCRTA
ATTETCTCAT
ATRSEEETTIO
AACCRTTATE
LOTTECETCY
COTRITACRG
OTAGRAIREC
RECRCRARAR
BRAMATTETCR
BARTCRTASS
TRTGETECTC
TETCATACR:
CROQTGECACR
TCOTTTOCERE
TTLOTTITIC
TOFAGCUTEA
TORTTOCCAL
CRAMRCTAAGT
AETORRATAC
CTRATEACTYE
TCRTRARCAR
TOOTOCTANDG
CARRRBARAG
TTOTTCRAGY
TATCCRGEAGT
TRTTRAROTA
SROTTISTET
GRAESTTIRAR
BATROMACTG
TATOTORTRA
TCARLTETAAL
CEAREARTOOD
TRTGHEHEARRT
TIBEATITCT

CTETCRTECC
ARGTCATTOT
BTCARMCACHE
TOATTGRRAR
TIERARTODR
ATCTITTTACT
ATECOGECARR
CTCTICCTTT
BRECEGATAC
CRCCCACATT
STCATGACAT
TCARGRNTTC
ARRUATCRATE
TRETTeETYY
GEAGRARBAS
ARASATTATE
GIEESOTTTAS
TRCCTERART
CRGEEEETEO
GRAGRLCRGR
TRTEARLSCAN
ARACARGTATY
TETTTETETY
ACACGATIUA
ARGRCALCTY
SARATOTACAYGE
TETTETEARG
ATECRLALCC
TTTTACATER
TRARGORTCG
TTTTRTITTR
TTCTTTOTIT
ASCTEARETOC
TTATRERTRE
BGOTCCYTTTIR
SATCTOTRAR
GATDTTIATR
CARTRTTCESR
GRARRCCUAC
GURRRTTTIUA
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101583
16201
19251
IB30L
10351
18401
10481
TO5UL
10851
10801
14651
18961
10751
10801
IU85Y
14501

10858

1EDGL
11451
1163
I11EY
112403
11851
1i30l
11351

CARGGARAGA
ACGANTAGRA
CTTTCAGTAT
GRGECACAGRE
TTACACTGTT
TOTATERITG
GASEACAGCR
CARGCTCRGC
CAGTCTAGTT
RAGACTTTAS
TRRCCAGTTA
BERCCTIECC
AGRETTCCRA
TTCFTTTCA
GRAGTGRARR
ATACRCATEC
AGEICCTIGH
TACAATOAGH
CRNGCACAETT
TOTACTACTE
CABEHURCCA
CTLTETTERC
COTCHERACA
GOCACTOEES
CTTTEGARAA
TEERGECTTS
ATTTAGACTT
ATTECCTERR
GCORERGEAT

SEQ ID

TYAFTCRUTG
TOCATTATEA
JAGACUAGTA
CREGACRTOT
ATATGTATAR
AEGRCATORG
CAGTCRGURY
TATATRGGET
CHRNTLETERALT
AGTRORBATT
STCTTRAGEC
ATTOOTSADS
GORGRRATTEA
BGETETUCAG
ARECCTREEGEC
RCTRATTATR
STEERTTEGR
BETTCAAAGGE
TARORTIGRGC
TRORAIATUA
CEGTCALGT
TROToUETRCC
TETTOCGAGR
TEUCTTCAZS
TERERCTERE
STUBAGATCG
CTORGATEOR
BRAGAGRATTG
TR

N2:41 Sequéncia de nucleétidos do vector

de expressdao HCVHQSp20

L
i
1o:
153
20
J5L
301
381
40k

CTAGAGAGET CTOGTGGAGK

GREGTHATGETS
TPECTREGAX
TCRARGTACTC

TATEEARTAT
ASRARTRETTRR
REFTTTTTARS

LN il S N S
BOTERAGOTC
TIARGTTTAR
AGETEGTOGA
CRTETEEIAR

TETAGRRCTG
TOCTTATRAOTC
BATATTTITR
TCAGARLCAS
GELTETTRRG
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STOTGTGRGA
TEOTAIAGEC
TOCRCTOGAR
ACKTARTGRS
CUOTCARGEA
BATCTARASS
QRACTARTAA
ARGGOATCTT
TROGRRGCCT
TEARGCTOAS
ACCACTTOLT
SUAGCTRCCT
AGCARTTIONA
GOARRGETEC
TTCAGTSRRS
TIATCCACTE
TRPTITARTC
CRBGECCALA
PORGCASCCT
QUACCOTRTG
CTCOTCAGGT
POTESGATET
SOACOTONGE
ATCTOUERGT
GTTHRATE0SE
COGTRCRGTA
CTUTETOTCR
TTUCASTECS

CTECAARAGT
TRAEBAGRTGY
ATACTETAAL

GCARAGGRGT
ARGRRAGARC
AOEATASAGT
TEETCACTAL
TEARGTACTIRA
CAGQCTCRGET
ALKRTCAGATA
TOTARTUTG
AGTCATRIGE
CTORCATRCC
ABRCATCATIG
ARAGTARGAL
TERATRLTOR

AGOTEETEGR

STRTOOTICA
GOTGAMICRAG
CTTACANITR
CTAACTGOAR
GOGCTOTAAG
COTEETTTIGA
ARGRATAS0D
CATEAGCATT
GORCTORURA
CTCTGTOGEAT
TCTEAGROMG
GCOAGTCLET
ATTTACATCY
TRRATCTARGC

CCRBOTTICH

ATRAGRETTO
TRATRCCAAG
CROTRLATCY
TERGCCACTE
SOCTOTRAGSE
ARRCERCTIR
AGATRAGGUOR,
ATTETECATC
ARKRTCTACAR
ACCARICGAG
GOTTHEGETET
ETCAGRARAL
CCTTQUTETE
GIIRGERRCC
AGQRCCTOTEE
GRLGOCTGGETC
TOOTACTERAL
ACARATCOAT
ARCALTROGE
DRCCTEREAC
RCTOTAGEAT
SCBARQTINT
FRAGEERALE
TTECCRATED
TRACTORGCT
SASSTATOTT
TARRATOCTTT
CROBBOEERC

BAGERACRTA

TECTPITACY
TTTARRATAT

ATEPCCARRER
AORTTAOTYR
TATTCASAAC
AXNTGRATTGR
ARCACCIECR
GEAMGEERAR

TTTTIEITRA
AAETTTRRLC

TRACTTTTRA

CGORNTOTTRA
GCAGCTEGECA
ATARRARCTRS

LTTARGETTRG
GRERGEETTT
TCEATTIGAS
CREGANTEEE
CRATERATANS
SITRGRAETCA
SEARCCAGRET
TAGLTARACT
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TETRAGLTETG
CRARCCERRR
CTARBRTAAS
TATTEARITTS
AOTTARGTTT
BUICRGOTR
GARCUTCEUE
CTCTETCCCR
DARBGEGIOCR
CHHRECRCRLT
RTERCGETEY
COCEEITRTT
COETECRCTC
CACARSCCCR
SCRBERAGRR
REGORTCCLE
CTEOCTRTTS
POTANIOCRS
QEOCAAACTY
TCACHRUARTGD
SCTCARGGIE
CORSICREET
CTORTCARTOT
TECRTAATEN
CRIETCETOR
COCCCRTTCCE
GUASREEAARDT

GTTTOAARSRR
TISACEATTC
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QTEETTTTICA
AGUABRROND

ARTCTTTTAA
ARTTHRCTTOT
GETECATRIC
GACASTTARS
CACOGOGETR
TCERTOTTCR
CHTREARITC
CTASRITOCT
CRSORSICTTE
SOAROROCAR
AGTRIETOTE
GOTATECART
ARCCCEIARGEN
QCTTTTTCCL

TTTTRGOTTR
SECREREAGES
ARCCORGEGE
SCATRGCROT
COCTEGCALT
PECOTGRTCR
ARGCEOOCTR
GECROCCAGH
COTRGARIAAG
COCAGTOCRS
CTERRCOOE
CREECTOTER

ATCCCOERBEE

AQCUREICCS

TRCACTCOCT

CAGUTTOEAC

COARATTTTCT
CCROCGTGOD
CEACARETEC
GUTERCACET
ACCETORETS
CLCEGARTRC
CUTRAGETLA
CRAGACRARG
CGORTCOTOAS
TECARGETCT
GRGEAECAGAT
TTOTETCCOCA
GRARCRRCTRI
TCOTCTATRG
GARGAGRITC

CTCTGCAGRE
CTAGETARGCT
CCRCCTOOAT
TRECTOTIOC
THAGEICACK
CHTCOTHEARS
CLOAARCAARGET
SETHEIGACCT
CARCCOTONEC
CRECOITIGAS
GROCANGART
GUERCATOGT
CARRECTURCC
TCCCHETOCe

CROCTHRGTA

CTARGLCOOAL

CRAGAGETCC
AGTASTTCTA
SEECTRRGIT
GROTCCCRGAL
COTSIeOElC
ACOTOTOTTR
CTCOCTCAGT
COTROSTOTE
EFRAGTTRGTG
QEOTCRGOGT
GEASECACAS
ADTTICTETS
COCRAATOTY
Ple s wtelelnm
COTOORTOCA
CTCTTOCTCA
SUALSTINAL
CHEERCTISR
SOTOCCARTBCC
CTEEOETECE
COTERBRETS
RAROCACRECT
CAGOTCAGRCC
COTSCARTGS
CHOOTARRTG

TRTTTTAACT
STTITUCCCAR
CEGECAREIT
GAGGUREEIR
ACTERACEAT
CTHRROTING
CAGIOTOIAC
AQCALOPCTS
COCORRROTG
TEERCROOTT
RAGOFTGEETER
CAACETGART
AERAGERRIART
TOCTROCTEGE
CRERDODNGT
CTCASCGEAGER
BCTASETETT
CCRDCTTARR
CTOOUAGATT
GTGRCARAAT
TORLOTOOR
GRGACRRANS
GUACCTRARMS
CRAGUACALS
TREACRTEAD
SOOTERALE
CRACACETAT
TEAATERIAS
COCATORMS
ABGOCOACKT
ROCOUTETART
GTATALOCOTS
TEASCTEOCT
CASASCAATS
CRACTOOGAS
SLAGSTEGECH
CTECACRACS
AETHOGROGES
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2561
2551
2801
EEEL
2H51

i
w
Fok

T BE
& -
=]

|5

28851
2303
2581
IR
K] G
EN vy
LS
IR
3281
azgl
3381
3481
34853
3801
3551
3803
JR51
ITGL
ITEL
RETHN
3881
3801
k) Lk
43R
4851
41833
4152
4383
4352
4301
4351
4401
4451
4503

COORCARGDD
CACGTACCDD
COCRCCACTS
PR GRCOERS
ACTETOCCCA
GTRRGGCTCR
PEREOOTER
RGEAGCCCOT
ORI
QOCTRETOON
COBCACTRAT
SRROCRACTE
AERTSOOCAS
GRAGETIEETC
QEAOTOOONNS

CCECTIOeC
STOTACATAC
COCTRBHOLC
TOTCAGBODT
CRCTEGCOCA
QOCASSGECT
TECRGORBCN
GOGCADMMNC
AGCEOCCTET
TECEOETAGE
COUTIECARE
COSEERACRTE
ACRURCRETC
CASCOGEART
GUTTALTCGA

S TTTTOTTOTT

TCTTTTOTER
CEEAGOEGL
GOTCAGGRARG
LC0CUELUT

CTYGTORCTAL
STTTCTOOTC
GGRACRGGECT
TEEOCAGECR
RGOERBASDET
TOGACARALT
TTTETCATON
GTTABCRACA
GTECGAGETT
ATTATOATCT
CTETRCAANT
ATROCAGACR
ATTHTARITR
TETTCITRTR
CARGCRAGAR
TTOTGERAEER
CASTAGRATS
TOTPOTRASE
CORTTCATCR
TOATTARTEY
CTTTARATCT

CTFPTAAATY
TGATARATERY
TTOOTRTETC
AGEOTEETOC
CTEQARONAT
ATGRACCCCT
CTHOTEEGELA
TUCACREARR
GBROCIACASS
GROETETOASA
REBACTAGRR
TATTECTTTE
ACAATTECAT
TTTTARAICR
CTRGICARGE
THAARRKGOTS

CTOTARTIOOT
TERTECCTAR
TRECRETICH
TECTRTTRCT
ARGTECTTOR
TTGRSAGTOR
ABAACRLETT
STTOCATAGR
AJRCRONTTAT
CPETAGITAR
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BEECTETCEC
TTCOCRGEE0A
CTCCEAGALT
BAGTOOCATS
SeCTETACHRE
GURCTDRECR

FETTRCRCEA
COCARLATER
STEATEETIC
HRCGAGECASR
FrETECCTRE
GEETEAEEGA

JUTRCCOOTAS
ARCACRELOCT
COTOORALCT
SACABQCCCT
SOTECCORGT
CAROTUTORGE
BEUCRAGRCC
[UROLCREAG
AGRARRTECC
TrOTRAARECT
ATATCCTTIT
CALGCEODED
AGOTECALCT
BOQCRTPELC
BEGEITTOTC
CENRTRORGCC
BUTEGETOGR
TROGOCCTTC
TOCAGRCATS
TECACRTEARR
TTITARACCR
TCATTTTIATG
AFTAARACDT
SROTATRCAT
ARGETADICN
SIETECRATA
TTATRARGOY
QUTTTTIONT
ARBCACABOR
GETOTTCTAL
SCAGTRSCCT
TTOOTCATTA
TTEERATOTA
ACROTTAARS
TETETOCAAT

GLTREECCAT
TELUTOTETA
CRRTGOOCAL
LOUTCAOOCR
CTORCROTOE
CUTETEEAR
CETTCRACER
SCTRCCTCAS

GRATGOTTEG
RARTAANGCR
TEICACGaS
AGURRETCCT
BOOECCTARR
TTIRCCALCR
FROARGOUTCT
GERARBOTETC
TOOEGEEIAT
TETROCCTCR
CRTRGEUACA
GEACTEITGEC
ALCCCOCARLT
CORTCRGEARA

ACCATTIVAG
CATTAATPQT
TAAFTUTTET
CPEOONS
CEGRGEITTT
CRAGOERISC
CTOTTTTOTR

CTTTESTAGC
LCETDERTETT
ACTITCEIEAT
TEEERARGIAC
CTGOARCTNEC
TCOCTEECCC
CATESATELR

TERCCTRETD
SRCTEEERE
CREABRACCRAL
ATIAAGATRIA
ARJATOCTTY
TTATAAGITG
TITCAGHTTC
CTACBARTGT
CRARTATTLC
ATTTITEAGE
ACAARMANCA
TACKRBAATAY
TTETENITETR
TOARCTORARR

ACTCESORGEE
TEECTCAGEC
CATEEFTOOEA
TIGAESASTEY
ATTTETEARA
CRATARMBLAR
AGREREAEET
GHFIRTEEITE
TTATTAALLC
ATAGTTATTA
STATSTTATS
TTTTOCATAR
ERTASURRAS
AMCTTRIZCRR

CTTYCIOTIC
CRTLATORCT
ABOQCATTCC
ARRTACACRR
ATTTTATATT
TRATOPCACRT

TTTTRTRERE
AGATERCNTT
ACCROTRCTC
ACARTTRARA
TAROCTTAGAS
CAORAGARGTA
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AGETTOCTIQ
COTGCASTTR
ATECOGATGE
CRGGCAGCAT
AGRACTCCAS
CRRARARCEA
GHRAATCTOGET
CUAGRETOLC
GOTCORBATD
CRTTOSO0GE
OTERTAGCNS
AGCRBGIOATT
AOCACEAERT
TTCGRCTEGC
CARGRCORGS
TEETHETCGA
TECRTORGOD
GERSATCCTS
TCAGTEACRAR
CORIGRTRED
GETCERTCYT
ALOELGRORT
TASCOTOTOD
CRATCATRON
CTECRCCATT
GEOCTTCOCA
TTOUPETECA
CRASCTACCT
CCRETRECTS
TOTACSTETT
SAGCSTEARG
TACTTOPARA
AARARARATY
TTREETES
TTCRGRTECA
TCORCASTTS
CTSCTGEERA
AECTRCCTOE
COPOLOBERE
ARGOUORTLA
RTEACCTAGT

ACARAGRTOD
SEEEaCATEE
ATTYRCACTG
CTRAROORAD
CATEAGRTOO
TPCCERAGD
QRTHECRRGYT
GUTCAGARGA
GEGMRCEECR
CRRGECTOTTC
TELRCCALAL
TEOCACCATR
QOTCEOOETD
BEEABCCCCT
TLSLRTTCER
ATQCEIAEET
NTGATERATA
L0 0BEIACT
CETTRRGCRY
CEOGCTECOTY
CACRRAARGA
CREAGCRGOT
BOOTARRQGE
ARRCDRTCCT
SERTOOTTGE
ACCTTRANIAS
TRARRIOECC
QUITTETCTT
ACATTCATCQ
COITTICORY
CTTTTTECRR
ETRQUTCRER
AETCRARGOUCAT
GATGOS0EER
TECTTTEOAT
QTTRITRRLT
SUCTEEREAL
LHFOETTICGGE
AOGETCACAS
BIGCEIRTCA.
CRCCTAEIEA
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CERCTARRGT
ATGCRCEHAT
COGGETAGAARL
TCROCAGEEE
COGCBCTOSA
CHACCTTTCA
TEEECETOCT
ACTOWICAAS
ATACCGETRMNS
RGCARTATCA
CEATCOEEE
GATGCTOTTER
BEACTTECTE
AGCCBEATCR
CEITOTRERA
TEECCCAATA
BECTOORCAR
ADENERCECC

SECCATCRTE
BEOCOCTECT
TCCEOTAGET
ATCERGOOON
QEATCATCCR
TAGRRGECEHR
TPRETCOETT
ARGOOUNTAS
GUACGAEEAR
COGETARCCH
ACAGTOCATE
ASCRGRCATC
SUOTTEARGCER
GECCAGATCR
GLTIRERTECE
AQCITRTECA
AGURGCARGE
BERROBCCCE
TRCRTTCAGE
COTROSCTER

BETTETOTET
COGGAGARCT
CATCCTRTCT
COSCAAEARA
AJEECECOCT
CRETUTAGOT
TECEOTDGON
SOETIRGOR
TRRCAGCEOY
AAGOOTAGRS
BACCGRGENS
GEGEOGEAGA
GTTAMNIGOS
BOTICIRCST
AATTERSRTSE
TETCCMIACS
TEATSRIGET
CTIETOTETR
GOGEGTRTITS
THRECCGASTS

TETRCLCRGT
CTTENTOHRGA
GCCATOCAST
LGUTGGCRAT
ATCECCATET
TETTQLCTIN
TOETETCTGT
CICCAARRRAL
QUOTCRGCCY
ATEEECEGEA
GERCTATOGT
SOTEIAGAGT
CTAACTERCR
BARRALCTOT
AQOBEATECT
BORERTETON
TATACTEGLY

COTCCOOALT
GOTTTCOTGE
COTCCAGUET
SOOESOETCS
COCTEORATC
ATETOGRALD
BAGGCGATER
GUEGTCAGTS
RORCTATGTC
ANTCCROMAR
QUCKATEEGTC
POCOGRACAS
TCCTGRTOMA
ATGTTTOECY
QOCECORoAT
TEASATGACA
COFITCORCT
QUACDCMIRCA
CASUDEERAC
CATRGOCGAA
CORPUTTOTT
TOTTEATOC
TTACTTTGOA
TOCHETTOSE
RAGCOCROTS
TCCAGRTAGE
GEACTECTY
GTRCTTO0RE
GCCTOOTCRS
CTGCATAMKT
CTEEHOHERG
TEOTEACTAR
CTGEEEACTT

- ATACTTEOTRC

CRCATTOOASD
GRCACRTEOR
BEOASTCAGAL
TEAOBCAGCT
TRACTATRCG
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QURTCABRQAC
SCACARATEC
CECTOADTRR
SCTORCTOAR
ARRAAAGRAC
ACQEUENIETY
CRCARABARTC
ARBATACCAG
CRACTOTROL
STEENCTTT
CETTORCTOT
GEIEORCCTT
GACTTATCGC
FTATETREAC
ACACTAGRAS
TTOGEARRRR
TREOEETRAT
SRTOTORAGA
RARCGARRACT
CTTCROCTAG
STATRTRIGA
GEALNCTRICT
COCCEPeETE
GTEOTECAAT
GLANTARALT
TITTATCOGCT
STAGTTOECR
ATOOTEETSY
CERALEATOR
TTAGOTCCOTT
TTATCRITCR
ATCOETAAGA
GREARTAGTS
CATARTACTR
ATETPETTCG
STTCERTSTR
TTCAQCAOOGE
RARGSORATR
TICARTATTR
ATRTTTCRAT
TOOCOCARAR

AGATTOTACT
CTAAGGRAGRA
CTOGOTRNED
ACGCEYERNT
ATCTORGONRA
GETGCCGTIT
GROGCTCARG
BCETTIC00C
GCTTACCEEA
CTCATAGOTE
ARGOTEEREET
ATCCOQTARD
CROTORCARE
RETGOTACASR
GRCAGTATTIT
GEGTIGUTAG
TTTPETCET?
AGATOCTITE
CAOHTTRRA
ATOOTTTTAY
GTARRLTT
CREGCEATITIR
TRAGHTARLIN
GATACCGOGA
AGCORGCOGE
TOCATOCAGT
ARTTAKTAGT
CROBOTOATE
BREUEAETYS
COGTPOCPONR
TGETTATEED
PECTTITCTE
TATROGEOGA
COTCACATAR
SUOCHRAARS
ACCCACTOST
TTTCTORETS
AGOGCEACRC
TTOARGCATT
STATTTAGRR
STEOCACCTE
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CRIAITROMS
ARTROCRONY
TOETQEYTT
ALNGTTRTOC
SABEIORSCR
TTOCATAGEC
TCARRGETEG
CTEEARGOTD
TRCCTETODE
ATGOTETRGE
TETECACGA
TRATCETOTRR
JRFCCROTESY
ASGTTCTTEAR
CETRTOTEIG
CROTIERTOG
GURAGCREOS,
ATCTTTICTA
QAT
ATTRAKDATE
TOTARCAZTT
TOTARTTTCRY
QEATACEGECA
BRCOCACECT
ARSOEOCEAG
CTATTARTTG
TRRCEURSLNE
GTTTEETATE
CARTERTLOC
ATOETTITOR
AECRCTARCAT

CATATGCOET
CRGGOGETST
FECTECEHMS
ACRGRATCAG
ARBGOOURGS
TOCEOCCORS
CEARRCCIGR
CCTOETONGD
COPPTOTEDe
FAPCTOAGTT
ACCCCCCETT
AGTOCRACCC
BRCHEFEATTR
FTRETEEICT
CTOMEORER A
GECRARCARR
SRTEACIORS
COGIATOTRR
ATCAGATTET
ARGTTTTAMR
ARCCAKTFETTY
TORTCCATAG
GEGCTTACCA
CACCEGCTCC
CHOBERRETG
TTEOOEEEAN
TTGTTGOCAT
GUITCRITTOA
CATETTETEC
CRRGTRAGTY
BATTCTCTTA

THACTHETAN
LOEARTTECT
CAGSSOTTTR
POTRARIGEAT
AGTASZIRAACH
TATCAGERTY
ABATARRCAR
ACETOTARGA

STRCTCARCE
TITEROCOEET
AARAETEICTCA
CETAROOECTY
GATCTICREC
GRRAGGCARA
BATACTCATA
ATTETOTORT
BTAGRSETIC
BACCATTATT

GTIAAXTALS
TCOGCTTCOT
ACCGRETATCA
GOEATRRACGE
ARCCETARDA
TOAOGAGCART
CRGGACTATS
TOTOCTETTR
TICGREAKRGE
CORTETAGET
LAGIE A I RED LA
GOTARGACRT
GLREREOEAR
BACTACGEEIT
GOURGTTALD
COASDOOTRG
AGASRRAAAG
CRCTORETES
CAARRBLGAT
TCRATOTRARR
BAPORGTEAS
TIGOCTSACT
TOTOGLICCR
AGATTTATCR
SETLCTERAAL
CUTMEAGTAR
TECETGORGEN
SUTLCEETTR
AARABRAGUGEG
QROCECARTO
CPETCRTHON
AAFTCATICY
YTCARCALRE
TCATTGGARA
TTEAGATICA
ATCTEPTAROT
ATROCGECAAR
L0 3o A N
GAROSERTAD
LECECACATYY
HTCATTROAT
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TRACCTATAR
GAGITTHGTR
TOTEEARAAY
GUORAARAGA
ATCACBAAER
ASTTTTROGA
CRCAGTERCH
SETTERAGCC
CARRATTTCOR
ARGIRCTTIN
ARBRCTECCAL
TETRCTATCR
CRGTTITATY
CPCCCTOO0S
STCCACATTR
TARTHRTCREC
TCACRCTETA
GTATTARGTE
ACACTTAAGAG
GATTTOAARTY
JNEEFTTETCRG
STATETTAGT
TCRRATECTT
ACRTGACTCT

BARTREROST
COCATTRROC
GOTACACSTTA
ETCRCUTATA
BATERTIGAR
TITCATCTTT
AGERATITEC
TTRTCATEQT
TATTTTTITTIN
TATCARGRCTE
TEBARAOTAGD
BGARCATRETG
CARTTLCTCCY
TTTTRATTRY
ARTARCETGT
COTTETTCRT
CYRTIGEEETT
GAGAGTRART
CROERARTRAT
ACOCAGETAT
TTAIRCTATY
TEIRCATAT
ACTARTTETAR
GLETRCCTAR

EUSVATITA
SACTEUTRETT
TTTTATATTS,
ATTERROTRT
RTTTIATRAT
CRAGERIBGEA
AGRRATAGAR.
BTITCRETAT
CRHCRCAGAG
TTREBECTETYT
TETATEEITE
DREORCMITH.
CRAGOIERGE
CRETOTRATY
ARGROTITAG
TERCCAGTTA

CPTERCTETT
CATGARCTTY
TATEACACHT
ATOTARCTRT
PPCAARGSTTT
TTTRRRATGEA
TTAGTUACTS
POCHTTRATOR
AAGRGCAGTA
CREGAGHTINT
ATATETATAR
ASGACATCAS
CRETCRGCAT
THRYRTAGESY
CRATGETGEACT
AGTRERAATS
STCTTRMZCC
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ATCRIGRGHT
ARRRERUATE
ATYATTICTR
GYGGCRTCTA
ABGCATARTA
TTCCARGTIR
ATHCTECCAT
ACAGHEARART
TRUCATTEA
QCCTTLOTCY

CCTEPOETCT
COTROCACAD
STAGRBORGT
LOCACBANRRN
BRRATTIATCR
BARRTCATAGE
TETEETEOTT
TETCATACAS
CROETECACA
TOCTTICCAG

RATTETTARA
CRTTCARARS
ALTARACCTCTC
CEATUTRATC
TITOACTTIR
AATOETECTT
TTRTRTCICA
AGKATTARAT
ATTRARARTE
BZRGCTSOAST
ACREQARRCH
STOGARTTARD
ATQALTINET
CGREGACTSRR
LARTRCTARR
TTRATTGRTR
TTQRECOATEY
HEGRCROTTT
TACTTTEALT
AJTOTTTRATT
GTETETRAGR
TTUTGRARIC
TOCACTRGRA
HORTANTERS
TECTCAAGAR
SATATARRDT
GRACTAATAR
RAQERRTCTT
TREERAGUET
TRREECTCRC
ACCRITICTT

TTCOTITTTC
TOCTAGUOTER
TRATTOCCALS
CARROTRARGD
ARTORAATAR
CTAGTHACYT
TCATEARCAR
TECTCTRATSE
HARAAMARAG
TTOTTCARMGT
TATECHERGT
TATTRAACTA
EROTITETET
GRAGTTOEGAG
AATACBACTE
TATCTTATEA
TCACTETAALD
COARRRTOCOC
TATCSGRART
TTATATTICT
GLAGRGGAGT
ARGEARGANG
ACNGATRRAGT
TEETTRTRA
TEAGCADTRA
CRECTORERT
KCEXTCASATA
TETRARTOTG
AGTCRTATRE
CILACATARD
AGRORTOATE

FLRAGRATIC
BALKTCRATT
TOETTTEETTY
CORGARAAER
AAABATTATS
ITEECTTTAR
TECCTARRAT
CROGEGRTRO
GRAGRCCRRS
TRTGARGCRR
ANBORGTRTT
EAGRACBACC
FEErTERETY
BCRCEATOCR
ARBATACCTT
AATQTACATGE
TEEFTETGARS
ATETRLARCOT
TELTACRTCA
TARRGZORTCS
TTTTRTITTTA
TTCTTTCTIT
AGETERGTEC
TIRTREGTRG
AGETOCTTTER
GRTUTCTARR
GATTITTATG
CETATTCRCR
GRARARLOCAR
GUARATTITON
ATRAGRGTTC
TEATECOARS
CROTATATCT
TOOGLACTS
GOCTETRAGE
ASAIEROTCR
AGATRRGGUR
ATTGETECATS
ARRTUTARASG
AECRASTRAG
GUTTEIRTET
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GERACQTTECC
AGAGTTOCRA
TROTTTPCAL
GAACTOAAMA
ATACRCATTC
ABEECCTTER
TACKATOAG
CAGCACABCC
TOTACTACTSR
CRAGGEROCR
CTIDETTTTC
CCTOQGEALA
CRCACTOGRG
CTUTTOGRRARRN
TEEERHGOTTE
ATETARACTT
ATTERCTEEA
GUELREGEHENT

Exemplo 9:

ATTCOTARTS
GUEGAATTOR
AGGTITCLAG
ACOCTOQIC
ACTRATTATA
ATEEATTGGA
BIETIARARGG
TRCATEEARC
TECRRGATCA
CRETCRCCOT
TECTECTECC
TOTTOCGEAGG
TGLCTTRAGS
TREEROITERD
STGARGATON
QUEREETECS
ARGREARTTG
SR

Eficacia
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GEABCTROOC
AGCERGTTOON
SLERCAGETIGT
TTCAOTRAAL
TTATROACTG
TATTTTARIC
CABEGCCACA
TCAGCRGCCT
BOACOUTATS
CTUOTCAGET
TETERRATTT
GERCCTGHEGT
ATCTGGRAGT
GTTHEEEDECE
COBERCASCR
CTOTETETEN
TREEAGTERS

humanizados de ligagdo a CD45RO/RB

VHE /humV1 e VHQ/humvV1l

in

ARANFTARGAC
TERATALYCA
AFCTEETEER
GTETOOTSOA
GETIARECAG
CTTACRRTCA
CTRACTGOAA
BCGCTOTEAG
COTRATITEA
AAGRATEROC
CATORGCATT
GGATTGICUA
CTOTETGERT
TOTGRGRCRG
GURASTCORY
ATTTACRYCT
TEAATOCAGC

vitro

ATCACARARA
SOTTOOTETTR
GTCREGARCC
AGSEOTOTES
BRAGCETEITE
TEITACTARG
JAORBERTIOTART
GACACTECES
CACCTHEEAGE
ACTCTAGEET
GCARRSTTET
GRARGHGRACS
TTECORARTET
TRRCITREQOR
BARRTATCTT
CAZGAGUERS

de

anticorpos

Para determinar a eficédcia dos anticorpos humani-

zados de ligacdo a CD45R0/RB VHE/humVl e VHQ/humVl em

comparacdo com o anticorpo quimérico, a capacidade para
induzir apoptose nas células T humanas e também é analisada

a capacidade para inibir proliferacdo de células T humanas.

Células e reagentes

As células mononucleares de sangue periférico

(PBMC) sdo isoladas de amostras de leucoferese de dadores
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humanos saudédveis com tipo de sangue conhecido, mas tipo de
HLA desconhecido, por centrifugacdo em Ficoll-Hypaque
(Pharmacia LKB). As PBMC utilizadas como estimuladores séo
primeiro diminuidos em células T e NK utilizando esferas
ferromagnéticas revestidas com CD3 (Miltenyi). As esferas e
as células contaminantes sdo removidas através de campo
magnético. As PBMC com células T diminuidas sé&do utilizadas
como células estimuladoras apds irradiacdo (50 Gy). As
células T CD4" s&o utilizadas como células responsivas em
MLR e s&do isoladas de PBMC com um kit de seleccdo negativa

de células T CD4 (Miltenyi).

As células obtidas sdo analisadas através de
FACScan ou FACSCalibur (Becton Dickinson & Co., CA) e a
pureza das células obtidas é >75%. As células sdo suspensas

em meio RPMI1640lina, estreptomicina e L-glutamina.

Ensaios de Apoptose

As PBMC humanas de trés dadores saudaveis volun-
tadrios s&o cultivadas em meio de crescimento (RPMI1640+
10%FCS) durante a noite (<16h) na presenca de mAb quimérico
de ligacdo a CD45R0/RB, anticorpos humanizados (VHE/humVl1l e
VHQ/humvl) ou mAb anti-LPS controlo. Se indicado, ¢é
incluido um reagente de reticulacdo, fragmento F(ab'), de
anti-IgG humano de cabra (Cat.N° 109-006-098, JacksonLab) a
uma concentracdo de ng/mL que ¢ duas vezes maior do que a
das concentracgdes de anticorpos a anti-CD45 das amostras. A

concentracdo de PBS em todos os pocos introduzidos pelos
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reagentes de anticorpo ¢é mantida constante em todas as
amostras, nomeadamente a 20% (v/v) para amostras sem agente
de ligacdo reticulada ou a 40% (v/v) para amostras com
agente de ligacdo reticulada. As experiéncias anteriores

demonstram que a quantidade de PBS ndo afecta a leitura.

Apbs cultura durante a noite na presenca dos
anticorpos, as amostras s&do sujeitas a anadlises de cito-
metria de fluxo e coradas com o marcador de apoptose
Anexina V-FITC (Cat.N° 556419, BD/Pharmingen) e o marcador
de células T CD2-PE (Cat.N° 556609, BD/Pharmingen). As
amostras sdo separadas num instrumento Becton Dickinson
FACSCalibur e o0os dados sdo analisados wutilizando o

CellQuest Pro Software.

A partir dos dados recolhidos, as curvas sé&o
ajustadas wutilizando o ©programa de computador Origin

v7.0300 A equacdo utilizada para ajustar é

i~ dr p
Y (xlxy % (‘Sigmoid-Logistic)

Al: valor final (para ajuste de sessdes marcadas

para "partilhadas" e "flutuantes")

A2: wvalor inicial (para ajuste de sessdes mar-

cadas para "partilhadas" e "flutuantes")
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p: poténcia

X0: EDsp; ICsy (ver a seguir).

Na auséncia de agente de ligacdo reticulada,
VHE/humV1l ¢ mais eficaz, com um valor de EDsy; de 14871 nM,
seguidos por VHQ/humVl com 377219 nM. O anticorpo quimérico
de ligacdo a CD45R0/RB é menos eficaz com um valor EDsp; de

24401205 nM.

Na presenca de um anti-soro agente de ligacédo
reticulada, os valores de EDsy; sdo ajustados dramaticamente
para uma maior eficdcia em pelo menos duas ordens de
magnitude. Adicionalmente, a presenca de agente de ligacédo
reticulada permitiu niveis superiores de apoptose a
concentracdes de anticorpo muito elevadas, atingindo até
80%, enquanto a auséncia de agente de ligacdo reticulada
permitiu apenas até 50% de apoptose. Na presenca de agente
de ligacéo reticulada, as curvas (concentracao de
anticorpo/% de apoptose) sdo bi-modais com dois patamares:
0 primeiro patamar é atingido com baixas concentracdes de
anticorpo (~5~nM), enguanto nivel de apoptose corresponde
ao nivel maximo obtido na auséncia de agente de ligacéo
reticulada. O segundo patamar ¢ atingindo com concentracdes
elevadas de anticorpo (~500 nM) e a apoptose é observada no

intervalo de 70-80% da populacédo de células T.

Ambos os mAb humanizados de ligacdo a CD45R0/RB

sdo igualmente eficazes e melhores ou iguais no que
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respeita a sua capacidade para induzir apoptose nas células

T humanas primérias.

Ensaios de Reaccgdes mistas de Linfdcitos

Um x 10° PBMC ou 5 x 10° de células CD4+ s&o
misturadas com 1x 10° ou 5 x10° PBMC reduzidas em células T
irradiadas (50 Gy) em cada poco de placas de cultura de 96
pocos na presenca ou auséncia das diferentes concentracgdes

de mAb.

As células misturadas sé&do cultivadas durante 5
dias e a proliferacdo é determinada por pulso das células
com “H-timidina durante as ultimas 16-20 horas de cultura.
A inibicdo de MLR a cada concentracdo de anticorpo &
expressa como uma percentagem de inibicdo como descrito no

exemplo 2.

0 efeito do aumento das concentracdes de
VHE/humV1l e VHQ/humVl em MLR ¢ avaliado em respostas a trés
combinacbes de estimuladores. Todos os anticorpos inibem a
MLR de uma forma dependente da dose. 0Os valores de ICsg
(ver acima) sdo semelhantes para os Ab humanizados
VHE/humvl (77 nM) e VHQ/humVl (39+54 nM). Ambos o0s
anticorpos humanizados s&o mais potentes na inibicdo de MLR
do que o anticorpo quimérico parental (ICsy de 34712434 nM).
Como é normalmente observado com as experiéncias com MLR, a

variabilidade do dador é elevada nestas experiéncias.
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VHE-N73D/humV1

Para dirigir o efeito Dbioldégico da apoptose
induzida por VHE-N73D/humVl em células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMC), as PBMC alvo sdo incubadas
durante a noite na presenca de varias concentracdes de VHE-
N73D/humVl e sdo subsequentemente analisadas para ligacdo
do marcador de apoptose Anexina V através de andlise de
citometria de fluxo: As PBMC humanas s&o incubadas durante
a noite em 1 mL de meio de cultura de tecido contendo
varias concentracdes de VHE-N73D/humV1l, ou outra molécula
variante de ligacdo a CD45RO/RB humanizada, VHE/humV1, ou
mAb anti-CD45RO/RB quimérico ou os fragmentos F(ab'), anti-
Fc de Ig humana de cabra de ligacdo reticulada a 2x a
concentracdo de massa de cada mAb sdo adicionados, mimando
a ligacdo reticulada do anticorpo humanizado CD45RO/RB
através de receptores Fc, gque podem ocorrer in vivo. No dia
seguinte, as células sido lavadas por centrifugacdo durante
10 min a 400 vezes a forca da gravidade convencional (g) e
o meio €& removido. As células sdo ressuspensas em tampéo
FACS (PBS contendo 1% v/v de FBS, 0,1 % p/v de EDTA e 0,1%
p/v de azida de s6dio) e semeadas em placas de
microtitulacdo de 96 pocos em V a uma densidade celular de
1x10° células por poco. Cada amostra de células é incubada
durante 30 minutos a 4 °C em 50 pL de tampdo FACS contendo
100 pg/mL de soro normal de ratinho para blogquear sitios de
ligacdo n&do especificos em células e com CD2 conjugado com
ficoeritrina (PE) para identificar células T humanas. Apds

lavagem duas vezes por centrifugacdo, as células sé&o
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ressuspensas em 100 pL de tampdo de coloracdo de Anexina V
proficiente em célcio (Vendedor do kit BD/Pharmingen
556419) contendo 1:100 v/v de Anexina V marcada com FITC.
Apds incubacdo durante 15 minutos a temperatura ambiente no
escuro, ¢ adicionada 7-aminoactinomicina D (7-AAD) para
produzir uma concentracdo final de 1 npg/mL e analisada
utilizando um citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson). 0Os wvalores de EDsy; para a eficédcia dos
anticorpos em induzir apoptose podem ser calculados a
partir de uma andlise da quantidade de apoptose
(= intensidade da fluorescéncia de Anexina V-FITCe) induzi-
dos como uma funcdo da concentracdo de anticorpo utilizando
o programa de computador Origin 7.5 com uma equacdo da

curva de ajuste Sigmoidal/Logistic.

Apbs estas anaélises, ¢ observado um efeito
bifdsico de todos os anticorpos humanizados CD45R0O/RB
testados: a baixas concentracdes de anticorpo, encontra-se
um nivel baixo inferior a 30% de apoptose de células T. O
valor de EDsg para atingir este nivel de apoptose &
calculado como 0,3140,13 nM para VHE-N73D/humVl. A maiores
concentracdes de anticorpo, a apoptose pode ser induzida
até 70% das células T. O wvalor de EDsy para atingir este
nivel superior de apoptose & calculado como 352483 nM para
VHE-N73D/humV1. Resumidamente, verifica-se que VHE -
N73D/humV1l também induz apoptose nas células T humanas, que

pode ser estimulada por ligacdo reticulada
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Exemplo 10: Especificidade da molécula de ligagéo
CD45RB/RO

Molécula de ligacdo quimérica CD45RB/RO

A molécula CD45 é expressa em todos os leucd-
citos. Todavia, diferentes isoformas sdo expressas pelos
varios subconjuntos de leucdcitos. De modo a determinar a
reactividade do subconjunto de leucdbdcitos da molécula de
anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RB/RO foi efectuada a
marcacdo imunofluorescente de leucdcitos humanos com
marcadores especificos de subconjuntos e marcacdo imuno-
fluorescente simultédnea com um anticorpo gquimérico de
ligacdo a CD45RB/RO conjugado com um corante, seguido por

andlise de citometria de fluxo.

Resumidamente, os subconjuntos especificos de uma
preparacdo isolada de fresco de células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC) , plaquetas humanas,
neutré6filos do sangue periférico humano ou células
estaminais hematopoiéticas derivadas de medula 6ssea humana
sdo identificadas por incubacdo com anticorpos contra CD2
acoplados a ficoeritrina (linfdécitos T), CD14 (mondcitos),
CD19 (B linfdécitos), CD34 (células estaminais), CD42a
(plaquetas), CD56 (células killer naturais) ou CD66b
(granuldcitos). A ligacdo simultédnea de uma molécula de
ligacdo quimérica CD45RB/RO marcada com FITCc ¢ detectada
em linfécitos T, mondcitos, células estaminais, células
killer naturais e granuldécitos, mas ndo em plaquetas ou

linfdécitos B.
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VHE-N73D/humV1

De modo a determinar a reactividade do subcon-
junto de leucdécitos ¢é efectuada a marcacdo imunofluo-
rescente com VHE-N73D/humVl de leucdcitos humanos com
marcadores especificos de subconjuntos e marcacao
imunofluorescente simultdnea com um VHEN73D/humVl conjugado

com um corante, seguido por anadlise de citometria de fluxo.

Resumidamente, subconjuntos especificos de uma
preparacdo isolada de fresco de células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC) ou neutrdéfilos humanos de
sangue periférico s&o identificados apdbds incubacdo com
anticorpos contra CD3, CD4, CD8 acoplados com ficoeritrina
(linfécitos T), CD14 (monbécitos), CD16 (células killer
naturais e mondécitos), CD19 (linfécitos B), ou CD66b
(granuldécitos). A ligacdo simultdnea de um VHE-N73D/humV1
marcados com FITC é detectada em linfdécitos T, mondcitos,
células killer naturais e granuldcitos, mas nado em
linfécitos B. Deste modo, as moléculas VHE-N73D/humV1 nédo

reagem com linfédcitos B humanos.

Exemplo 11: Indugdo in vitro de células T supres-—
soras (células T reguladoras) e de células T funcionalmente

paralisadas

Para demonstrar a capacidade de um anticorpo

quimérico de 1ligacdo a CD45RO/RB induzir células T
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supressoras, o0 anticorpo é incluido a varias concentracdes
durante a producdo de linhas de c¢élulas T CD8+ com a
proteina 1 (MPl) da matriz de antigénio de Hemophilus
influenza. Estas 1linhas sdo produzidas através de co-
cultura repetida de linfdécitos CD8+ humanos com mondcitos
CD14+ humanos pulsados com o antigénio. Mais tarde, os
monécitos CD14+ podem ser substituidos por uma linha de
células positiva para antigénio-2 de leucdcitos humanos
como uma célula apresentadora de antigénio MP1 (APC). Se
estas células T CD8+ especificas para MPl de uma cultura
incluindo o anticorpo quimérico de ligacdo CD45RO/RB sdo
misturados com células T CD8+ humanas isoladas de fresco e
esta mistura de células é estimulada com o antigénio MP1l em
APC, a adicdo de células T CD8+ a partir da cultura na
presenca da molécula de ligacdo a CD45RO/RB ¢é capaz de
reduzir a producdo de IFN-y de uma forma dependente da dose
de anticorpo. N&do existe ligacdo de anticorpo gquimérico
CD45RO/RB  durante esta cultura do ensaio de IFN-y,
indicando que o pré-tratamento com o mAb CD45RO/RB induziu
células T CD8+ capazes de suprimir a activacdo de células T
isoladas de fresco. Devido a esta inducdo das células T
supressoras reguladoras pelo anticorpo gquimérico de ligacéo
a CD45RO/RB, o anticorpo pode ser util em doencas, em que
se pensa que uma populacido de células T desregulada e/ou
activada contribuiu para a patologia do problema. Os
exemplos destas doencas incluem doencas autoimunes,
rejeicdo de transplante, psoriase, dermatite, doenca da

bexiga inflamada e alergias.
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Para demonstrar a capacidade de uma molécula
quimérica de ligacdo a CD45RO/RB tornar <células T
hiporresponsivas (anérgicas) a estimulacdo adicional, i.e.,
a paralisar funcionalmente c¢élulas T, o anticorpo ¢
incluido durante a producdo de linhas de células T CD8+
reactivas com a proteina 1 da matriz (MPl) de antigénio de
Hemophilus influenza como apresentado acima. A paralise é
avaliada pela activacdo de células T (expostas antes a
anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RO/RB) com o antigénio
MP1 apresentado por APC. N&o existem moléculas de ligacdo a
CD45RO/RB nesta cultura. As células T CD8+ ndo expostas a
anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RO/RB produzem
previamente IFN-y apds o estimulo mencionado. Em contraste,
as células T CD8+ pré-tratadas com anticorpo qgquimérico de
ligacdo a CD45RO/RB apresentam uma producdo marcadamente
reduzida a inexistente desta citoquina em resposta ao
estimulo do antigénio, demonstrando a capacidade do
anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RO/RB funcionalmente
paralisar células T humanas. Devido a esta inducdo de
hiporresposta funcional de células T pela molécula de
ligacdo CD45RO/RB, o anticorpo pode ser wutilizado em
doencas, tais como doencas autoimunitdrias, rejeicdo de
transplante, psoriase, dermatite, doenca da bexiga
inflamada ou alergias, em gque se pensa gue uma populacdo de

células T activadas contribui para a patologia.

Exemplo 12: Estudos in vivo em pele de ratinhos

SCID-hu

O beneficio terapéutico do anticorpo quimérico de
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ligacdo CD45RB/RO na inflamacdo da pele é testado utili-
zando ratinhos SCID. A pele humana de individuos normais é
transplantada para ratinhos SCID (SCID-hu Skin) e o
processo inflamatdério ¢ mimado através da transferéncia
adoptiva de leucdcitos mononucleares isolados a partir de
individuos humanos ndo relacionados com a pele humana
dadora. O transplante da pele de adulto humano em ratinhos

SCID (ratinhos SCID-hu Skin)

Dois pequenos pedacos (1 cm?) de pele de adulto
humano (obtida de West Hungarian Regional Tissue Bank;
WHRTB, Gyor) consistindo em epiderme total, a derme papilar
e parte da derme reticular, s&do transplantados nos lados
direito e esquerdo da parte traseira de ratinhos SCID C.B
17/ratinhos GbmsTac-P rkdcscid Lystbg (Taconic, Germantown,
NY) em substituicdo da pele de ratinhos. A qualidade dos
enxertos € monitorizada durante 5-6 semanas seguindo pelo
transplante e os ratinhos transplantados com sucesso (rati-
nhos SCID-hu Skin, geralmente >85%) sdo seleccionados para
teste in vivo do anticorpo quimérico de ligacdo a

CD45RB/RO.

Enxerto de células mononucleares humanas em

ratinhos SCID

Os leucdcitos mononucleares (Spl) sédo isolados de
biopsias de Dbaco de adulto humano (WHRTB, Gyor) apds
suspensdo celular (utilizando uma peneira de dissociacéo

celular equipada com uma malha de tamanho 50) e procedi-
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mentos de gradiente de densidade convencionais. As
aliquotas de ~5 x10° Os Spl sdo ressuspensos em 1,5 mL de
RPMI-10% FCS e injectados intraperitonealmente (i.p.), no
dia experimental 0, nos ratinhos SCID-hu Skin. Estes
numeros de Spl foram encontrados em experiéncias anteriores
como sendo suficientes para induzir xeno-GvHD letal em >90%

dos ratinhos em 4-6 semanas apds transferéncia de células.

Tratamento com anticorpo de ratinhos SCID-hu Skin

Os ratinhos SCID-hu Skin, reconstituidos com Spl
humano, sdo tratados com anticorpo quimérico de ligacdo a
CD45RB/RO ou com mAb controlo anti-LPS no dia 0,
imediatamente apds a injeccdo de células mononucleares, nos
dias 3 e 7 e depois a intervalos semanais. Os anticorpos
sdo distribuidos subcutaneamente (s.c.) em 100 pL de PBS a

uma concentracdo final de 1 mg/kg de peso corporal (p.c.).

Avaliacgdo do tratamento com anti—-CD45

A eficdcia de anticorpo quimérico de ligacdo a
CD45RB/RO ¢ avaliada através da sobrevivéncia dos ratinhos
transplantados e através da monitorizacdo da rejeicdo dos
enxertos de pele. A significéncia dos resultados é avaliada
pelo método estatistico de andlise de sobrevivéncia
utilizando o teste Log-rank (método de Mantel) com o
auxilio do programa Systat v10. no final das biopsias expe-
rimentais de enxerto de pele humidos de ratinhos sacri-

ficados para propdsitos histoldgicos. Todos os ratinhos séo
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pesados no inicio (antes da transferéncia de células) e ao
longo da experiéncia (em cada dois dias) como estimativa
indirecta do seu estado de satde. As linhas de regresséo
linear s&do produzidas utilizando o peso corporal versus
valores dos dias podés-transferéncia de PBMC obtidas de cada
ratinho e subsequentemente, os seus declives (ratinhos de
controlo versus ratinhos tratados com anti-CD45) s&o compa-

rados utilizando o teste nédo paramétrico de Mann-Whitney.

Resultados

Os enxertos de ©pele humana sdo muito bem
tolerados pelos ratinhos SCID. Inicialmente, o0s enxertos
sofrem um periodo de hiperproliferacdo de queratindcitos
resultando na formacdo de crostas hiperqueratdcicas. Cerca
de 5 semanas apds o transplante, as crostas caem dos
enxertos e revelam um tecido contendo todas as estruturas
caracteristicas observadas em pele humana normal. Durante
este processo, o0s enxertos de pele humana fundem-se com a
pele de ratinho adjacente e produz uma rede de vasos
humanos de crescimento recente que ligam os enxertos com ©
tecido de ratinho subjacente. Os Spl circulantes humanos
transferidos para os ratinhos SCID-hu Skin (no dia
experimental 0, aprox. 6 semanas apds transplante de pele)
infiltram os enxertos de pele e apds reconhecimento de
moléculas de aloantigénio expressas na pele humana montam
uma resposta inflamatdria que tem semelhancas com o pro-
cesso inflamatdério da pele que ocorre na pele psoridtica, e

que em alguns casos destroem completamente o enxerto.
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O tratamento destes ratinhos com anticorpo
quimérico de ligacdo a CD45RB/RO suprime o processo in-
flamatdério e evita a rejeicdo dos enxertos da pele humana.
Em contraste, a amostra obtida dos ratinhos tratados de
controlo apresenta uma infiltracdo massiva com sinais
miltiplos de necrose e uma dramdtica destruicdo da epi-
derme. Este processo é facilmente monitorizado a vista e

documentado por simples fotografia dos ratinhos.

Seis de seis ratinhos SCID-hu Skin para os quais
foram transferidos Spl alogeneicos humanos e tratados com
mAb anti-LPS de controlo apresentam uma forte resposta
inflamatdéria claramente visivel a vista 23 dias apds a
transferéncia de células mononucleares. Todos o0s ratinhos
apresentam lesbes consideréveis, incluindo eritema,
plstulas a escala e pronunciadas. Em contraste, os enxertos
de pele de todos o0s ratinhos tratados com anticorpo
quimérico de ligacdo a CD45RB/RO possuiam uma aparéncia
normal. As dramdticas diferencas entre os dois grupos de
ratinhos ¢é especificamente devida ao tratamento com
anticorpo uma vez que a pele humana de todos os ratinhos
tem uma aparéncia idéntica a do inicio da experiéncia. Este
aspecto ndo ¢é alterado até a segunda semana apds a
transferéncia das células, altura em que o grupo controlo
comecou a desenvolver lesdes de pele. A experiéncia ¢é
terminada no dia 34 apbds transferéncia de células
mononucleares. Por essa altura, um dos ratinhos controlo

estava Jja& morto (dia 30) e quatro outros sdo sacrificados
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(dias 27, 27, 27 e 30) devido a uma forte xeno-GvHD. As
reaccdes patoldgicas observadas nos ratinhos tratados com o
anticorpo controlo também correlacionam com a perda de peso

corporal nestes animais.
Em contraste, o grupo tratado com o anticorpo
quimérico de 1ligacdo a CD45RB/RO apresenta um estado de

saude durante todo o tempo da experiéncia.

Exemplo 13: Actividades in vivo de um anticorpo

quimérico de ligagdo a CD45RB/RO num modelo de transplante

de células de ilhéu humanas

Ratinhos

Ratinhos fémeas NOD/SCID (Charles River Labora-
tories, Calco, Itédlia) sdo mantidos sob condicgdes especi-
ficas de isencdo de patogénicos. O nivel de glucose no
sangue venoso da cauda é quantificado utilizando o sistema
Glucometer Elite (Bayer, Alemanha). A diabetes é induzida
nos ratinhos NOD/SCID através de uma injec¢do intravenosa
de 180 mg/kg de estreptozotocina (Sigma, St.Luis, MO). Um
diagnéstico de diabetes é feito apbs 2 medicdes

consecutivas de glucose superior a 250 mg/dL.

Preparac¢cdes e transplantes

Sdo obtidos péncreas a partir de dadores multi-

6rgdo cadavéricos com o coracdo a bater. 0Os 1ilhéus séo



PE1664122 - 151 -

isolados de acordo com o método descrito em Bertuzzi et
al., Diabetes, 1999, 48: 1971-8. Os ilhéus purificados sé&o
cultivados em frascos estéreis contendo 25 mL de meio M199
(Seromed Biochrom, Berlim, Alemanha) suplementado com 10%
de FCS, 1% de L-glutamina, 100 unidades/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (meio completo). Os ilhéus sédo
incubados a 30° em 5% de CO; e 95% de ar humidificado. Os
ratinhos s&o anestesiados com uma injeccdo intraperitoneal
de avertina e aliquotas de 1500 IE de ilhéus humanos séo
transplantados sob a cépsula de rim de ratinhos NOD/SCID
diabéticos receptores como descrito em Davalli A.M. et al.,
Diabetes, 1996, 45: 1161-7. BApdés transplante, 50x10° PBMC
isoladas de fresco sdo injectadas intraperitonealmente em

ratinhos NOD/SCID.

Tratamento de ratinhos transplantados

Ratinhos transplantados Hu-PBL-NOD/SCID sdo
tratados s.c. no dia 0, +3 e +5 com 1 mg/kg de um anticorpo
quimérico de ligacdo a CD45RB/RO. 0Os ratinhos de controlo
sdo tratados com solucdo salina ou com mAb IgG purificado

(Vinci.Biochem, Itélia).

Andlise Histoldgica

Os pdlos de rim contendo enxertos de 1ilhéus
humanos sdo congelados por imersdo em Tissue Tek (Miles
Lab., IN) e armazenados a -70°. Seccdes congeladas de 5 pm

de espessura sdo coradas com mAb Dbiotinilado <contra
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insulina humana ou CD3 humano seguido por conjugado de
estreptavidina-peroxidase. E utilizada diaminobenzidina
(DAKO, Carpenteria, CA) como cromogénio e hematoxilina como
contrastante. A infiltracdo de 1linfécitos nos enxertos é
avaliada em sec¢bdes congeladas coradas com hematoxilina e

eosina.

Resultados

Ratinhos normais NOD/SCID transplantados com
ilhéus humanos permanecem normoglicémicos até 100 dias pds-
transplante, engquanto o tempo médio de rejeicdo de ratinhos
hu-PBL-NOD/SCID transplantados com ilhéus humanos é de 3513
dias. O tratamento curto de ratinhos hu-PBL-NOD/SCID
transplantados com ilhéus humanos com um mAb da presente
invencdo prolonga significativamente a sobrevivéncia de
ilhéus humanos com uma taxa de sobrevivéncia de >70% ao dia

60 e 50% ao dia 100 pds-transplante.

A anédlise histoldégica dos enxertos de ilhéu
humano realizada 100 dias poés-transplante em ratinhos hu-
PBL-NOD/SCID apresenta uma massiva infiltracdo de células T
positivas para CD3", CD4" e CD8" em ratinhos receptores de
controlo. Em contraste, nos ratinhos receptores tratados
com um anticorpo gquimérico de ligacdo a CD45RB/RO ¢é
observada uma infiltracdo significativamente mais baixa do
que a das células humanas. A coloracdo positiva para
insulina demonstra que o enxerto funciona nos ratinhos hu-

PBL-NOD/SCID receptores tratados com um anticorpo quimérico
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de ligacdo a CD45RB/RO em comparacdo com ratinhos
receptores de controlo. Em ratinhos transplantados com
ilhéus e tratados com um anticorpo quimérico de ligacdo a
CD45RB/RO hu-PBL-NOD/SCID sdo detectadas baixas quantidades
de IFN-y humana no soro em comparac¢do com os ratinhos

receptores de controlo.

Estes dados indicam gque o tratamento a curto
prazo com um anticorpo quimérico de ligacdo a CD45RB/RO
leva a uma sobrevivéncia prolongada do aloenxerto em ilhéu
humano evitando a infiltracdo do enxerto e inibindo a

traccdo de rejeicdo mediada por leucdcitos in vivo.

Lisboa, 4 de Maio de 2010
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo humanizado possuindo especificidade
de ligacdo para ambos CD45R0O e CD45RB compreendendo a regido
varidvel da cadeia pesada de SEQ ID N°: 31 ou 32 e a regiédo

varidvel da cadeia leve de SEQ ID N°: 7 ou SEQ ID N°: 8.

2. Anticorpo humanizado da reivindicacdo 1
possuindo especificidade de ligacdo para CDR45RO e CD45RRB

compreendendo:

- uma regido variadvel da cadeia pesada de SEQ ID
N°: 31 e uma regido variavel da cadeia leve de
SEQ ID N°: 7,

- uma regido varidvel da cadeia pesada de SEQ ID
N°: 31 e uma regido variavel da cadeia leve de
SEQ ID N°: 8,

- uma regido varidvel da cadeia pesada de SEQ 1ID
N°: 32 e uma regido variavel da cadeia leve de
SEQ ID N°: 7, ou

- uma regido variédvel da cadeia pesada de SEQ 1ID
N°: 32 e uma regido variavel da cadeia leve de

SEQ ID N°: 8.

3. Polinucledétidos isolados que codificam o

anticorpo humanizado das reivindicacgdes 1 ou 2.

4. Vector de expressdo compreendendo os poli-

nucledétidos das reivindicacgdes 3, vector este que é capaz
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de produzir um anticorpo humanizado quando o referido

vector estéd presente numa célula hospedeira compativel.

5. Célula hospedeira isolada gque compreende um

vector de expressdo da reivindicacédo 4.

6. Anticorpo humanizado das reivindicacgdes 1 ou

2 para utilizac¢do como um farmaco.

7. Anticorpo da reivindicacdo 6 para utilizacéo
no tratamento e/ou profilaxia de doencas autoimunitéarias,
rejeicdo de transplante, psoriase, dermatite, doenca

inflamatdéria do intestino e/ou alergias.

8. Anticorpo da reivindicacdo 7 no tratamento
e/ou profilaxia de enxerto versus doenca do hospedeiro

(GVHD) .

9. Anticorpo da reivindicacdo 7 na preparacéo
de um medicamento para tratamento de rejeicéo de

transplante de células do ilhéu pancreatico.

10. Composicédo farmacéutica compreendendo o

anticorpo da reivindicacdo 1 ou 2 em associacdo com pelo

menos um veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitével.

Lisboa, 4 de Maio de 2010
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