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RESUMO

“Conjugados poliméricos de Box-A de HMGBl e variantes
de Box-A de HMGBl”

O presente invento diz respeito a novos conjugados
poliméricos de variantes polipeptidicas do dominio de uniao
de elevada afinidade Box-A de HMGB1 (HMGB1 Box-A) ou de um
fragmento biologicamente activo de HMGBl Box-A. Mails, o
invento diz respeito a novos conjugados poliméricos de
variantes polipeptidicas do dominio de unidao de elevada
afinidade Box-A HMGB1 (HMGB1 Box-A). Além disso, o presente
invento diz respeito ao uso dos referidos dos referidos
conjugados poliméricos de moléculas polipeptidicas de HMGBI
Box-A para diagnosticar, prevenir, aliviar e/ou tratar
patologias associadas com HMGB1l extra-celular e/ou associadas

com um incremento da expressao do RAGE.
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DESCRICAO

“Conjugados poliméricos de Box-A de HMGBl e variantes
de Box-A de HMGBl”

O presente invento diz respeito a novos conjugados
poliméricos do dominio de unido de elevada afinidade Box-A de
HMGB1 (HMGRB1 Box-A) ou de um fragmento biologicamente activo
de HMGB1 Box-A. Mais, o 1invento diz respeito a novos
conjugados poliméricos de variantes polipeptidicas do dominio
de uniao de elevada afinidade Box-A HMGR1 (HMGB1 Box-A) ou
dos fragmentos biologicamente activos do HMGB1 Box-A. Além
disso, o presente invento diz respeito ao uso dos referidos
conjugados poliméricos para diagnosticar, prevenir, aliviar
e/ou tratar patologias associadas com HMGBl1 extra-celular

e/ou associadas com um incremento da expressao do RAGE.

A proteina HMGBl pertence a familia de proteinas do
grupo de elevada mobilidade (HMG). As proteinas HMG, assim
denominadas devido a sua elevada mobilidade electroforética
em géis de poliacrilamida, sao as proteinas nao-histénicas
mais ubiquas associadas com a cromatina isolada em células
eucaridticas. Estas proteinas desempenham um papel
“arquitectdénico” generalizado na dobragem, espiralamento,
desdobramento e enrolamento, uma vez que as mesmas distorcem,
dobram ou modificam as estruturas de ADN e complexos com
factores de transcripgao ou histonas (Andersson et al., 2002;
Agresti et al., Degryse et al., 2003). A proteina do grupo de
elevada mobilidade 1 (HMGBl) € normalmente um factor nuclear,
em particular uma molécula reguladora transcripcional gue
causam a dobragem do ADN e facilitam a wunido de varios

complexos transcripcionais.

Estruturalmente, a proteina HMGBl1 ¢é uma proteina de
aproximadamente 25 kDa com uma sequéncia muito preservada
entre os mamiferos, em que 2 de 214 aminocacidos tém
substituigdes conservadoras em todas as espécies de
mamiferos. A HMGBl estd omnipresente em todos os nucleos de
vertebrados e em particular pode encontrar-se nos
fibroblastos, neurdénios, hepatdcitos, glia e em células
derivadas de células estaminais hematopoiéticas, incluindo
monécitos/macrofagos, neutrdéfilos e plaquetas. A molécula de
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HMGB1 possuli uma estrutura tripartida composta por trés
dominios distintos: dois dominios de uniao de ADN denominados
como HMG Box-A e Box-B, e um acido carboxilico terminal,
tornando-a bipolarmente carregada.

As duas caixas de HMGB1l estao envolvidas na fungao da
proteina como elementos de unido argquitectural de ADN
especificos nao sequenciais, conferindo a capacidade de unir
ADN a estruturas distorcidas de ADN reconhecidas e
estabilizar a montagem, remodelagcao e deslizamento de
nucleossomas. Tanto a Box-A como a B de HMG sao constituidas
por 84 residuos de aminoacidos altamente conservados, estao

fortemente carregadas positivamente e estdao dispostas em trés

0-hélices possuindo uma dobragem similar em forma de L. O
braco longo do “L” contém o filamento prolongado com N-
terminal e a hélice III (Andersson et al. 2002; Agresti et
al., 2003; Thomas, J.0. 2001), enquanto o brago curto
compreende as hélices I e II. A analise estrutura-funcao
revela que o dominio citocina pro-inflamatdéria da HMGBl é a
B-Box e em particular a sequéncia dos seus 20 primeiros
aminoacidos. A A-Box ¢é um agonista extremamente fraco da
libertacdo da citocina pro-inflamatdéria activada pela HMGB1 e
inibe competitivamente as actividades pro-inflamatdérias da B-
Box e de toda a proteina. Deste modo, de um ponto de vista
farmacoldégico, a A-Box actua como antagonista dos estados
patoldgicos induzidos e/ou mantidos pela B-Box e HMGBI1.

O terceiro dominio, o terminal carboxilo ou extremidade
acidica, possul carga extremamente negativa uma vez gue
contém 30 residuos acido aspartico e glutamico repetitivos, e
esta ligado as caixas por uma regido basica de cerca de 20
residuos. A HMGB1 do rato e da ratazana diferem da forma
humana somente por duas substituig¢des gque se encontram

localizadas nesta extensao C-terminal continua.

Além da sua localizagao nuclear e papel como regulador
do factor de transcripgao, a HMGB1 também foi encontrada no
meio extracelular, libertada activamente por células
activadas dos sistemas imunoldgicos (mondcitos e macrdéfagos)
ou libertada passivamente por células danificadas ou
necrdéticas (Andersson et al., 2002; Scaffido et al., 2002;
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Bonaldi et al., 2002; Taniguchi et al., 2003; Friedman et
al., 2003; Palumbo et al., 2004).

A  HMGBl1 libertada extracelularmente actua como uma
potente citocina e como um factor estimulante de macrofagos
extremamente potente. A HMGB1l actua directamente unindo-se a
membrana celular, induzindo a sinalizacao e quimoitaxia,
possuindo uma fun¢dao similar a da quimiocina (Yang et al.,
2001) e actuando ainda indirectamente por sobreregulacao da

expressao e secrecao de citocinas pré-inflamatdrias.

Isto torna a proteina HMGBl extra-celular numa proteina
gquimiotactica e quimioreguladora potente que promove uma
eficaz resposta imune inflamatéria. Além disso, outras
proteinas pertencentes a familia das proteinas HMG, que séao
capazes de dobrar o ADN, e libertadas em conjunto com HMGB1
no meio extracelular. Estas proteinas sao inter alia HMGB2,
HMGB3, HMG-1L10, HMG-41L. e SP100-HMG. Estas partilham com a
HMGB1 sequéncias de aminoadcidos altamente homdélogas. Tal como
a HMGR1, desencadeiam/mantém patologias inflamatérias
interagindo com os mesmos receptores, conduzindo aos mesmos

caminhos a jusante de interaccgao.

Em células saudavels, a HMGBl migra para o citoplasma
quer através de transporte passivo quer de activo. Contudo,
todas as células em cultura e mondécitos em repouso contém a
larga maioria de HMGR1 no nucleo, indicando gue nas condigdes
basais importar € muito mais eficaz que exportar. As células
podem transportar HMGB1 a partir do nucleo acetilando
residuos de lisina que sao abundantes na HMGB1l, neutralizando
assim a sua carga basica e tornando-os incapazes de funcionar
como sinais de 1localizagao nuclear. A hiperacetilagao de
HMGB1 nuclear determina a relocalizagcdao desta proteina do
nucelo para o citoplasma (por exemplo, nos fibroblastos) ou a
sua acumulacao nos endolisossomas secretores (por exemplo, em
mondcitos e macréfagos activados) e subsequente
redireccionamento através de uma via secretora nao classica
mediada pela vesicula. A secrecdo da HMGB1l pelos mondcitos ja
activados ¢é entdao desencadeada pela lisofosfatidilcolina
bioactiva (LPC), que ¢é gerada mais tarde no local de
inflamagdo a partir da fosfatidilcolina através da acgao da
fosfolipase secretora sPLA2 produxida pelos mondcitos varias
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horas apds activacgdo. Deste modo a secrecao de HMGBl parece
ser induzida por dois sinais (Bonaldi et al., 2003) e ocorrer
em trés passos: 1) em primeiro ligar, um sinal inflamatério
promove a acetilagao da HMGR1 e a sua relocalizagao do nucleo
para o citoplasma (passo 1) e armazenagem em vesiculas
secretoras citoplasmaticas (passo 2); posteriormente, um
sinal de secrecao (ATP extra-celular ou lisofosfatidilcolina)
promove a exocitose (terceiro passo) (Andersson et al., 2002;
Scaffidi et al., 2002; Gardella et al., 2002; Bonaldi et al.,
2003; Friedman et al., 2003).

A HMGB1 1libertada tem sido identificada como um dos
ligandos gque se liga ao receptor RAGE. Este receptor é
expresso na maioria dos tipos de células, e em nivel elevado
principalmente em células endoteliais, em células de musculo
liso wvascular, em mondcitos e macrdéfagos e em fagdcitos
mononucleares. O reconhecimento envolve o C terminal da
HMGB1. A interacgao da HMGB1 e RAGE despoleta um periodo
sustentado de activacao celular mediada pelo excesso de
regulagcao do RAGE e sinalizacgao dependente do receptor. Em
particular, a interacgdo da HMGBl e RAGE activa varias vias
de transdugao de sinal intracelular, incluindo cinases de
proteinas activadas por mitdgenos (MAPKs), Cdc-42, p2lras.
Rac e o factor de translocagao nuclear kB (NF-kB), o factor
de transcripgao classicamente ligado aos processos
inflamatdérios (Shmidt et al., 2001).

De acordo com varias evidéncias experimentais, a HMGBI1
libertada pode também interagir com receptores que pertencem
a uma ou mais sub-classe(s) da familia dos receptores tipo
Toll. Além disso, a HMGBl1 pode igualmente interagir com o
dominio N-terminal tipo lecitina (D1) da trombomodulina.
Devido a capacidade do dominio D1 funcional da trombomodulina
de interceptar e ligar-se a HMGB1l circulante, é evitada a
interacgao com os receptores RAGE e os receptores tipo Toll.

Quando libertada in vivo, a HMGB1 é um potente factor
estimulante de macrofagos. De facto, tal como outros
mediadores de c¢itocina da endotoxemia, a HMGBl activa in
vitro uma cascata de multiplas citocinas pro-inflamatdrias
(INF, IL-lo,, IL-1B,IL-1Ra, IL-6, IL-6, IL-8, MIP-10 e MIP-

1B)de macréfagos humanos. Desse modo, a HMGBl1 actua como um
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mediador tardio durante a inflamacgao aguda e participa de um
forma importante na patogénese da inflamacao sistémica apds a

primeira resposta mediadora ter sido resolvida.

Além disso, a sobre-regulacdo do RAGE observada em
ambientes prdé-inflamatdérios e o comprovado aumento de
expressao deste receptor numa variedade de doencas
inflamatérias agudas e crénicas proporcionam suporte para o
RAGE como um alvo atractivo para futuras intervencdes médicas

relacionadas com a inflamagao.

Os efeitos pré-inflamatdrios observados da HMGB1 in
vitro e a correlagao entre os niveis de HMGB1l circulante e o
desenvolvimento da sequéncia patogénica da inflamacao
sistémica in vivo indicam que o direccionamento terapéutico
desta molécula tipo citocina devera possuir relevante valor
clinico, sugerindo novas abordagens terapéuticas através de
uma administracgao “tardia” de antagonistas/inibidores
(selectivos) das actividades extra-celulares da HMGB1.

Deste modo foram levadas a cabo varias tentativas de
modo a bloquear esta proteina guimocitocina HMGB1 extra-
celular. Varias abordagens importantes foram dirigidas a
administragcao de anticorpos contra a HMGBl, de anticorpos
contra fragmentos de HMGBl1 (por exemplo Boxes de HMGB1) de
anticorpos para RAGE, de RAGE soluvel (sRAGE), de piruvato de
etilo (Czura et al., 2003; Lotze et al., 2003) e dominio N-
terminal tipo lecitina (D1l) de trombomodulina.

A HMGB1 A-Box, um dos dominios de uniao a ADN na HMGBI,
tem sido identificada como um antagonista especifico da
HMGB1l: A-Box recombinante altamente purificada tem protegido
ratos em relacdo a sépsia experimental letal mesmo quando o
tratamento inicial foi atrasado em 24 horas apds a inducgao da
patologia, sugerindo ainda que os antagonistas da HMGB1 podem
ser administrados com sucesso numa Jjanela clinicamente
relevante mais ampla do que a usada para outras citocinas
conhecidas (Yang et al., 2004).

A analise de funcgado estrutural de mutantes truncados de
HMGB1 revelou que o dominio A-Box de HMGB1l desloca de modo
competitivo a ligagdo saturavel de HMGB1 aos macréfagos,
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antagonizando especificamente as actividades da HMGB1l. Tal
como ja foi visto com a actividade protectora dos anticorpos
anti-HMGB1, a administracao da A-Box salva os ratos da sépsia
mesmo quando o tratamento foi iniciado tao tarde como 24
horas apds a inducgao cirtrgica de sépsia (Yang H. et al.,
2004). Os antagonstas ou inibidores da HMGBl seleccionados a
partir do grupo de anticorpos ou fragmentos de anticorpos gque
se ligam a uma proteina de HMGB1l, sequéncias antisense de
gene HMGB1 e antagonistas do receptor HMGB1 sao conhecidos a
partir da US 6,468,533, WO 02/074337 e US 2003/0144201.

Uma tentativa promissora para inibir e/ou antagonizar a
proteina quimio-citocina HMGB1 extra-celular ¢ deste modo
baseado na evidéncia experimental que os dois dominios de
uniao de elevada afinidade para o ADN, a saber, HMGBl Box-A e
HMGB1 Box-B, que estao presentes na molécula de HMGBI,
possuem dois papéis opostos na proteina libertada no espacgo
extra-celular. A actividade principal da HMGBl1 Box-B é a de
mediar as actividades pré-inflamatdrias atribuidas a proteina
HMGB1. Por outro lado, a HMGB1 Box-A actua como um
antagonista que compete com a actividade pré-inflamatdria da
Box-B.

0O pedido de patente WO 2006/024547 divulga variantes
polipeptidicas de HMGB1 Box-A, ou de fragmentos
biologicamente activos de HMGBl1 Box-A, dgue sao obtidos
através de mutacdes sistemdticas de aminodcidos individuais
da proteina HMGB1l Box-A natural. Deste modo, a WO 2006/024547
proporciona novos agentes como inibidores selectivos e/ou
antagonistas de HMGB1l extra-celular e seu uso para prevenir,
aliviar e/ou tratar o amplo espectro de estados patoldgicos
associados e induzidos pela gquimiocina HMGB1l extra-celular
e/ou pela cascata de multiplas citocinas inflamatérias
provocados pela libertacdao extra-celular das proteinas
quimiocina HMGBI1.

A eficacia da administracdo de farmacos de proteinas
sintéticas pode ser dificultada in vivo por factores tais
como solubilidade ao pH fisioldgico, réapida eliminagdo por
filtragcao glomerular, eliminagao celular e metabolismo bem
como rapida absorgédo. A eficacia da administracgao oral é, por
exemplo, dificultada uma vez que as proteinas sao digeridas
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se tomadas por via oral. Por outro lado a eficdacia da
administracao sistémica ¢é dificultada uma vez que as
proteinas abaixo de 65-70 kDa sao rapidamente eliminadas do
organismo. FEm muitos casos, tais efeitos desvantajosos
conduzem a uma reduzida aderéncia dos doentes e a uma
reduzida eficacia do farmaco evitando um eficaz uso

terapéutico de tais agentes proteicos.

Uma estratégia eficaz de melhorar a eficacia e a duracgéo
dos efeitos dos agentes proteicos e para reduzir os
potenciais efeitos toxicoldgicos é a ligacao covalente de um
agente proteico bioclogicamente activo a diversos polimeros.
Um dos polimeros que é mais frequentemente utilizado na arte
para melhorar as propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas
de um agente activo é o polietilenoglicol, abreviadamente
PEG. Os polimeros de polietilenoglicol (PEG) sao amfifilicos,
nao téxicos e imunologicamente inertes e podem ser conjugados
com farmacos para manipular muitas das propriedades

farmacocinéticas e toxicoldgicas.

Na arte, encontram-se reportadas muitas modificacdes
covalentes de proteinas terapeuticamente uteis com
polietilenoglicol (PEG). A ligagao covalente de PEG a uma
proteina (“pegilagao”) é ttil de modo a prolongar a semi-vida
de circulacao de proteinas, uma vez gue aumenta a dimensao
efectiva da proteina e reduz a sua taxa de eliminagao do
corpo. Além disso, a modificagdao por PEG de uma proteina
aumenta a solubilidade e estabilidade da proteina e diminui a

imunogenicidade da proteina.

O problema subjacente ao presente invento era pois em
conformidade o de ©proporcionar novos agentes proteicos
terapeuticamente Uteis, que actuem como antagonistas e/ou
inibidores selectivos da HMGB1 extracelular. O ambito deste
invento era pois o de explorar as caracteristicas peculiares
de alguns polimeros, em particular de PEG, de modo a
desenvolver novas formas de administracao do dominio de uniao
de elevada afinidade Box-A de HMGB1 (HMGB1 Box-A), gue
apresentem a mesma ou mesmo superior actividade farmacoldgica
e além disso, um desempenho farmacocinético e toxicoldgico
melhorados em comparacdo com o polipéptido HMGB1 Box-A nao
conjugado e gque permite obter a melhor disponibilidade de
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HMGB1 Box-A ou de um fragmento biocologicamente activo do mesmo

através de varias vias de administracdo possiveis.

O presente invento ¢é deste modo direccionado para um
novo conjugado polimérico do dominio de uniao de elevada
afinidade Box-A de HMGB1l (HMGB1l Box-A) humano e/ou nao humano
natural ou de um fragmento biologicamente activo de HMGBI
Box-A. A sequéncia de aminocacidos de HMGB1 Box-A humano €
apresentada em SEQ ID NO:1. Uma HMGB1 Box-A nao humana
preferida é a HMGBl Box-A de Anapheles gambia, cuja sequéncia
¢ apresentada em SQ ID NO:301.

Um outro aspecto do presente invento esta direccionado
para um conjugado polimérico de uma variante polipéptidica do
dominio de unido de elevada afinidade Box-A de HMGB1 (HMGB1
Box-A) humano e/ou nao humano ou de um fragmento
biologicamente activo de HMGB1l Box-A, no qual a sequéncia de
aminoacidos da referida variante polipeptidica difere da
sequéncia de aminocacidos da HMGB1 do tipo natural pela

mutacdo de um ou mais aminoacidos individuais.

No contexto do presente invento “HMGR1” inclui a forma
ndo acetilada e/ou a forma acetilada da HMGB1l. Do mesmo modo
“proteinas homdélogas a HMGB1” incluem a forma nao acetilada
e/ou a forma acetilada das proteinas homdélogas a HMGB1l. As
proteinas homdélogas a HMGB1l preferidas sao HMGB2, HMGB3, HMG-
1 L10, HMG-4L e/ou SP100-HMG.

Os novos conjugados poliméricos do presente invento
apresentam uma maior solubilidade em A&gua, um manuseamento
farmacéutico melhorado, uma farmacocinética e
biodisponibilidade melhoradas e/ou uma menor toxicidade e/ou
imunogenicidade em comparacado com o polipéptido ou variante
polipeptidica de HMGB1 nao conjugados. Mais, foi
surpreendentemente determinado que a conjugagao do
polipéptido ou variante polipeptidica e/ou fragmento de HMGBI1
Box-A nao altera a actividade biolégica da proteina.

O fragmento polimérico de acordo com o presente invento
tem de ser biocompativel, pode ser de origem natural ou semi-
sintética ou sintética e pode possuir uma estrutura linear ou

ramificada. Exemplos de polimeros incluem sem limitagao
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polialquileno glicdis, 6xidos de polialguileno, acido
poliacrilico, poliacrilatos, poliacrilamida ou seus derivados
N-alquilo, acido polimetacrilico, polimetacrilatos, acido
polietilacrilico, polietilacrilatos, polivinilpirrolidina,
poli(alcool vinilico), acido poliglicdlico, acido
polilactico, acido poli(lactico-co-glicdlico), dextrano,

quitosana, poliaminoacidos.

Numa concretizagao muito preferida do presente invento,
o polimero é polietileno glicol (PEG) ou polietileno glicol
em que o grupo OH terminal pode opcionalmente estar
modificado, por exemplo, com grupos alquilo C;-Cs ou grupo
acilo C1-Cs, preferencialmente com grupos alquilo C;—-, Cy;— ou
Cs; ou grupos acilo C;—-, Cy,— ou C3. Preferencialmente, o
polietileno glicol modificado € metoxi-polietileno-glicol
(mPEG) .

O polimero usado de acordo com o presente invento possui
um peso molecular que varia de 100 a 100.000 Da,
preferencialmente de 5.000 a 50.000 Da. Numa concretizacgao
muito preferida do invento, o polimero ¢é PEG, o qual
preferencialmente possui um grupo OH e/ou metoxi terminal,
com um peso molecular que varia de 10.000 a 40.000 Da, e
preferencialmente de 20.000 Da a 40.000 Da. Na concretizagao
mais preferida, ¢ utilizado no presente invento um PEG, que
possul preferencialmente um grupo OH e/ou metoxi terminal,
com um peso molecular médio de 20.000 Da ou de 40.000 Da.

O fragmento polimero do conjugado polimérico do invento
¢ conjugado com o polipéptido ou variante polipéptidica de
HMGB1 através de uma ligacao quimica covalente de modo a

proporcionar um conjugado estavel.

Os pontos preferenciais de conjugacao no fragmento HMGR1
Box-A sao seleccionados a partir do residuo lisina, cisteina,
histidina, arginina, tirosina, serina, treonina, aspartato e
glutamato ou a partir do grupo amino N-terminal do fragmento

proteina.

Os conjugados poliméricos do presente invento podem ser
conjugados mono-, di- e multi-pegilados. Preferencialmente,
os conjugados poliméricos do invebto sao mono-pegilados.
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O fragmento polimero encontra-se usualmente ligado de
modo covalente ao fragmento HMGRB1 Box-A através de um grupo
ligante. Em particular, no contexto do presente invento o
termo grupo ligante significa um grupo que € obtido através
da reacgao qguimica entre o fragmento polipéptido e o
fragmento polimeto. O grupo ligante pode ser gqualquer residuo
conhecido pelos peritos na arte da conjugacao de polimeros,
obtido pela reacgdo do grupo activo no residuo aminocacido do
fragmento HMGR1 Box-A e o polimeto ou o polimero activado por
um grupo reactivo. Exemplos de grupos ligantes incluem sem
limitacao grupos alquileno, amina, amida, carbamato,
carboxilato, carbonilo, éster, éter, tioéter e dissulfideo.
Preferencialmente, o grupo ligante é uma ligagao amino, a
qual é obtida pela reacgao do residuo amincdcido N- terminal
com o fragmento polimero activado com um grupo reactivo

aldeido e subsequente reducao.

Além disso, o grupo ligante pode opcionalmente conter um
ou mais grupos espacgadores. No contexto do presente invento,
um grupo espagador é definido como um grupo bifuncional,
possuindo em ambas as extremidades um grupo terminal
funcional reactivo. Com um grupo terminal reactivo, o)
espagador reage com o fragmento polimero ou com © grupo
reactivo do fragmento polimero. Com o outro grupo funcional
na outra extremidade, o grupo espacador liga-se ao grupo
funcional do residuo aminoacido do fragmento de HMGB1 Box-A.
Grupos espagadores adequados sao conhecidos pelos peritos na
arte. Exemplos de grupos espacgadores incluem, mas nao estao
limitados por, pegquenas moléculas ou polimeros hetero-, bi-
funcionais. Por exemplo, o) grupo espacador pode ser
representado por grupos alquilo Cg-Ci, bifuncionais ou grupos
alquilo heterobifuncionais contendo 1-3 heteroatomos
seleccionados a partir de N, S e O ou uma pequena cadeia PEG

intermediaria bifuncional.

A ligagdo covalente do polimero ao fragmento de HMGRBI1
Box-A para obter o conjugado polimérico do invento pode ser
realizada através de conhecidas técnicas de sintese quimica.
Por exemplo, numa concretizagao exemplificativa do presente
invento, a conjugagao do polimero pode ser realizada fazendo
reagir um polimero N-hidroxi succinimida (ex: NHS-PEG) com os

grupos amina livres nos residuos aminoacidos,
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preferencialmente nos residuos lisina, ou no aminoacido N-
terminal do polipéptido HMGB1 Box-A. Em alternativa, a
conjugagao do polimero é realizada por reacgao de um aldeido
PEG com o N-terminal do polipéptido através de aminacéao
redutiva. Mais, os conjugados poliméricos podem igualmente
ser obtidos fazendo reagir um PEG-maleimida com um residuo

Cys do polipéptido ou variante de polipéptido de HMGB1l Box-A.

No contexto do presente invento, o termo “fragmento de
HMGB1 Box-A” indica no composto conjugado polimérico o
fragmento polipéptidico. Deste modo, este termo refere-se ao
HMGB1 Box-A natural e aos seus fragmentos biologicamente
activos bem como a variantes polipeptidicas de HMGB1-BoxA e
aos seus fragmentos biologicamente activos.

No contexto do ©presente invento, gquando ¢é feita
referéncia ao termo HMGBl Box-A ou sequéncia de aminoacidos
de HMGB1l Box-A"”, refere-se a HMGBl-Box humano e nao humano.
Numa concretizacao preferida do presente invento, o fragmento
HMGB1 Box-A ¢é derivado da proteina HMGB1 Box-A natural
humana e da proteina HMGB1 Box-A natural de Anopheles

gambia.

“Fragmentos biologicamente activos de HMGB1 Box-A” tal
como aqgqui utilizado pretende abranger partes da conhecida
proteina HMGB1 Box-A natural, para a qual pelo menos uma das
actividades bioldégicas da correspondente proteina
madura/mature ¢ ainda observavel gquando sdo utilizados testes
conhecidos. Preferencialmente, um fragmento da proteina
madura/mature ¢é considerado como biologicamente activo se
puder ser determinada uma actividade antagonista em relacao a
actividade pré-inflamatdédria da HMGB1 B-Box e a proteina HMGRI1
como um todo. Fragmentos biologicamente activos da HMGB1 Box-
A natural sao fragmentos com pelo menos 20, 25, 30, 35, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75 ou 80 aminocacidos. Fragmentos
biologicamente activos preferidos da HMGBl1 Box-A natural
usados no contexto do presente invento compreende fragmentos
com pelo menos 77 ou pelo menos 54 aminoacidos

respectivamente.

O termo “mutacao” tal como utilizado no contexto do
presente invento pode ser entendido como substituicao,



EP 2 068 935/PT
12

eliminagdo e/ou adigdo de um aminoacido individual na
sequéncia alvo. Preferencialmente, a mutagao da sequéncia
alvo no presente invento é uma substituicao. A substituicao
pode ocorrer com diferentes aminoacidos geneticamente
codificados ou por aminoacidos nédo geneticamente codificados.
Exemplos para aminodcidos ndo geneticamente codificados sao
homocisteina, hidroxiprolina, omitina, hidroxilisina,

citrulina, carnitina, etc.

Numa concretizagao mais preferida do presente invento,
as variantes do polipéptido de HMGB1 Box-A de um fragmento
biologicamente activo do mesmo sao obtidas utilizando uma
processo de evolugao direccionado, cuja tecnologia se
encontra extensivamente descrita em WO 2004/022593 e em
varios outros pedidos de patente (PCT/FR0O0/03503
PCT/FR01/01366, US 10/022,249, Us 10/022,390, US 10/375,192,
Us 60/409,898, US 60/457,135, US 60/410,258 e US 60/410,263),
todos em nome de Nautilus Biotech S.A. (Paris, France).

As variantes polipeptidicas do presente invento obtidas
utilizando tecnologia de evolucgcao direccionada sao proteinas
mutantes que diferem na sequéncia de aminodcidos da HMGBI1
Box-A natural pela mutagdo de um ou mais aminoacidos
individuais. Numa concretizacao muito preferida do presente
invento, ocorre somente uma substituicdo de aminoacido na
sequéncia da proteina nativa. E contudo abrangido pelo
sujeito do presente invento que a proteina nativa pode ser
ainda optimizada por substituicdao de uma pluralidade, por
exemplo, de dois ou mais aminoacidos. As variantes
polipeptidicas modificadas podem deste modo diferir da
sequéncia da proteina natural por substituigdo de aminocdcidos
em 1-10, preferencialmente 2, 3, 4, 5 e 6 diferentes posigdes

alvo de aminoacidos.

Em particular, as variantes polipeptidicas muito
preferidas de HMGB1 Box-A ou de um seu fragmento
biologicamente activo utilizado como fragmento de HMGBl1 Box-A
dos conjugados poliméricos do invento sao aqueles descritos
no pedido WO 2006/024547.

Em conformidade, numa concretizacao preferida do
invento, o fragmento de HMGB1l Box-A do conjugado polimérico
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é derivado a partir de HMGB1 Box-A humano. Em particular, um
grupo de variantes polipeptidicas ¢é derivado de mutacgdes
Unicas introduzidas na sequéncia total de aminoacidos (84
aminoacidos) de HMGB1 Box-A humano (SEQ ID NO:1) (Fig. 1la).
Estas variantes polipeptidicas preferidas sao definidas nas
sequéncias SEQ ID Nos: 2-116 (Fig. 1b).

Outras variantes polipeptidicas preferidas sao obtidas
partindo de fragmentos biologicamente activos de HMGB1l Box-A
humano com 77 aminoacidos. (SEQ ID NO:117) (Fig. 2a) e 54
aminoacidos (SEQ ID NO:223) (Fig. 3a), respectivamente. As
variantes polipeptidicas de Box-A do fragmento de HMGR1
humano com 77 aminodcidos sao definidas nas sequéncias SEQ ID
Nos: 118 a 222 (Fig. 2b). As variantes polipeptidicas e Box-A
do fragmento de HMGB1 humano com 54 aminodcidos sado definidas
nas sequéncias SEQ ID Nos: 224 a 300 (Fig. 3b).

Numa outra concretizacao preferida do invento, o)
fragmento de HMGBl Box-A do conjugado polimérico é derivado a
partir de HMGB1l Box-A de Anopheles gambia. Em particular, um
grupo de variantes polipeptidicas € derivado a partir de
mutagdes Gnicas introduzidas na sequéncia total de
aminodcidos (84 aminodcidos) de HMGB1 Box-A de Anopheles
gambia (SEQ ID NO:301) (Fig. 4a) . Estas variantes
polipeptidicas sédo identificadas pelas sequéncias SQD ID Nos:
302 a 418 (Fig. 4b) . Outras variantes polipeptidicas
preferidas sao geradas a partir de fragmentos biologicamente
activos de HMGBl1 Box-A de Anopheles gambia com 77
aminoacidos (SEQ ID NO: 419) (Fig. 5a) e 54 aminoacidos (SEQ
ID NO: 529) (Fig. 6a), respectivamente. As variantes
polipeptidicas de Box-A de fragmento de HMGB1 com 77
aminoacidos sao definidas nas sequéncias SEQ ID Nos: 420 a
528 (Fig. 5b). As variantes polipeptidicas de Box-A do
fragmento de HMGR1 de Anopheles gambia (XP_31154) com 54
aminoacidos sao definidas nas sequéncias Nos 530 a 610 (Fig.
6b) .

De modo a identificar as variantes polipeptidicas mais
preferidas de HMGBl Box-A utilizadas como fragmento de HMGRI1
Box-A do conjugados poliméricos do invento, foram efectuados
estudos ©para determinar as variantes polipeptidicas que

apresentem uma actividade similar ou mesmo melhorada e uma
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maior resisténcia as proteases quando comparadas com a
proteina HMGBl BRox-A natural. Para este efeito, a actividade
das variantes polipeptidicas Box-A de HMGR1 Box-a humano com
SEQ ID NO:1 na inibigdo da migragdo de células NIH/3T3
induzida por HMGBl foi determinada em ensaios de quimiotaxia
em comparagao com a actividade antagonistica do prdéprio HMGB1
Box-A humano (Exemplo 1 e Figuras 7.1 a 7.9). Além disso,
para aquelas variantes polipeptidicas, gque demonstrem uma
actividade similar ou mesmo superior em relacdo a proteina
HMGB1 Box-A de SEQ ID NO:1, a resisténcia in vitro em relagao
a digestdo por protease fol determinada através de incubacao
de cada uma destas variantes polipeptidicas com uma mistura
de tripsina, o-quimotripsina, endoproteinase Asp-N e
endoproteinase Glu-C (sigma). Este teste de resisténcia a
protease encontra-se descrito no Exemplo 2 e os resultados do
perfil de resisténcia a protease das referidas variantes em
comparagao com HMGB1 Box-A nativa sao apresentados nas
Figuras 9.1 a 9.67.

A partir dos resultados pode ser adquirido gque as
variantes polipeptidicas preferidas de HMGBl Box-A Uteis como
fragmento de HMGB1 Box-A do conjugado polimérico do presente
invento sao aquelas variantes que apresentem uma actividade
antagonistica similar ou superior em conjunto com uma maior
resisténcia a protease. Em particular, as variantes
polipeptidicas preferidas sao os polipéptidos de SEQ ID NOs:
33, 35, 37-39, 42-45, 47-49, 52, 55, 57, 59, 62, 64, 67, 69 e
104. De entre estas variantes polipeptidicas preferidas, as
variantes mais preferidas sao as definidas nas SEQ ID Nos:
45, 49, 52, 55, 59, 64 e 67. Estas variantes polipeptidicas
muito preferidas apresentam um perfil de resisténcia a
protease dramaticamente superior quando comparado com HMGBI1
Box-A natural humano de SEQ ID NO: 1 (ver resultados do
Exemplo 2).

Note-se que os aminoacidos dgue ocorrem nas varias
sequéncias de aminoacidos que agui aparecem sao identificados
de acordo com as suas abreviaturas conhecidas de uma s6
letra. Devera ainda notar-se que todas as sequéncias de
residuos de aminoacidos aqui representadas através do seu

cédigo abreviado de uma letra possuem uma orientacao
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esquerda-para-direita na direcgao convencional de amino

terminal para carboxi terminal.

No presente invento foil surpreendentemente determinado
gue os supramencionados conjugados poliméricos apresentam um
desempenho farmacocinético e toxicoldgico melhorados,
conduzindo a uma melhor biodisponibilidade quando comparada
com o fragmento polipéptido HMGB1 Box-a nao conjugado. Um
efeito particularmente vantajoso da conjugacdo polimérica dos
polipéptidos HMGB1 Box-a e suas variantes, e em particular da
pegilacao destes polipéptidos, em comparagcao com a forma nao
conjugada, € o aumento do volume hdrodinédmico das proteinas.
Isto conduz a um melhoramento significativo e inesperado das
propriedades farmacocinéticas dos compostos conjugados devido
a evitar-se a eliminag¢ao renal, ou seja, reducgao da filtracao

glomerular.

Além disso, os conjugados poliméricos do invento
apresentam maior resisténcia em relagdo a actividade
proteclitica das proteases e/ou peptidases, em particular
apresentam uma maior resisténcia em relagdao a actividade
proteclitica das proteases e/ou peptidases humanas, em
particular das proteases de soro humano e/ou proteases ou
peptidases gastro-intestinais humanas.

Em particular, a resisténcia em relacdo a protedlise é
de pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% ou
superior quando comparada com HMGBl1 Box-A nao conjugado. A
resisténcia a protease foi medida em diferentes pontos no
tempo (entre 5 minutos e 8 horas) a 25°C apds incubacgao de 20
Lg de Box-A natural ou variantes com uma mistura de proteases
a 1% p/p de total de proteinas. A mistura das proteases foi
preparada de fresco para cada ensaio a partir de solugdes mae

de endoproteinase Glu-C (SIGMA) 200 pg/ml; tripsina (SIGMA)
400 pg/ml e o-—quimiotripsina (SIGMA) 400 ug/ml. Apds a
incubagdo da protease a reacgao foil terminada adicionando 10

Ul de solugao anti-proteases (Roche) e as amostras foram

armazenadas a -20°C para o ensaio de actividade bioldgica.

Como consequéncia da maior estabilidade devida a maior
resisténcia em relagdo a actividade das ©proteases, o0s

conjuados poliméricos do presente invento apresentam também



EP 2 068 935/PT
16

uma maior semi-vida em fluidos corporais quando comparada com
o HMGRB1 Box-A nao conjugado. Em particular, a semi-vida em
soro e/ou em sangue ¢é aumentada, sendo observado um aumento
de pelo menos 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 60 minutos
ou mesmo superior, quando comparado com o HMGB1 Box-A nao

conjugado.

Devido ao aumento do volume hidrodinamico das proteinas
e também devido a uma maior resisténcia a protedlise e deste
modo uma maior estabilidade, os conjugados poliméricos do
invento apresentam igualmente propriedades terapéuticas e
bioldégicas e actividade melhoradas. De facto, apresentam um
perfil farmacocinético e farmacodinédmico mais favoravel em
relagdo a proteina HMGB1 Box-A nao conjugada e variantes da

proteina.

O invento ¢é deste modo direccionado ao uso dos
supramencionados conjugados poliméricos de HGMB1 Box-A como

agente activo num medicamento.

Um outro aspecto do invento é pois o uso dos conjugados
poliméricos inventivos no fabrico de um medicamento para a
prevencao e/ou tratamento de patologias associadas a HGMBI
extra-celular ou patologias associadas com as proteinas
homélogas a HMGBl. Em particular, as patologias associadas a
HMGB1 sao patologias que sao mediadas por uma cascata de

miltiplas citocinas pré-inflamatdrias.

O largo espectro de estados patoldgicos induzidos pela
gquimiocina e pela cascata de citocinas inflamatdérias HMGBI1-
induzidas estao agrupados nas seguintes categorias: doencga
inflamatdria, doenca autoimune, sindrome de resposta
inflamatéria sistémica, lesdao de reperfusédo apds transplante
de orgao, alteracgdes cardiovasculares, doenca obstétrica e
ginecoldgica, doenga infecciosa (viral e bacteriana), doenca
alérgica e atépica, patologias de tumores sdélidos e nao
s6lidos, doengcas de rejeigcao de transplantes, doencgas
congénitas, doencas dermatoldgicas, doencas neuroldgicas,
caquexia, doengas renals, estados de intoxicacao iatrogénica,
doencgas metabdlicas e idiopaticas.
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As patologias associadas com HMGBl1 de acordo com o
presente 1invento sao preferencialmente estados patoldgicos
mediados pela activacao da cascata de citocinas
inflamatérias. Exemplos nao limitativos que podem ser
tratados de modo Gtil usando o presente invento incluem o
largo espectro de estados patoldgicos induzidos pela HMGBl-
gquimiocina e pela cascata de citocinas inflamatdérias HMGBI1-
induzidas agrupados nas seguintes categorias: restenose e
outras doengas cardiovasculares, lesao de reperfusao, doencas
inflamatérias tais como doenca inflamatdria intestinal,
sindrome de resposta inflamatdria sistémica, por exemplo,
sépsia, sindrome de disturbio respiratdério em adultos, etc,
doengas autoimunes tais como artrite reumatdide e
ostecartrite, doencas obstétricas e ginecoldgicas, doencgas
infecciosas, doencgas atdpicas, tais como asma, eczema, etc,
patologias tumorais, por exemplo doencas de tumores sdlidos
ou nao sdélidos associadas com transplantes de o6rgaos ou
tecidos, tais como lesbes de reperfusao apds transplantes de
érgaos, rejeicgao de 6rgaos e doenca enxerto-versus-—
hospedeiro, doencas congénitas, doencgas dermatoldgicas tais
como psoriase ou alopécia, doencgas neuroldgicas, doencas
oftalmoldégicas, doengas renais, metabdlicas ou idiopaticas e
estados de intoxicagao, por exemplo toxicidade iatrogénica e
doenga de Behget, em gque as doengas supra sao provocads por,
associladas com e/ou acompanhadas de libertacdo de proteina
HMGR1.

Em particular, as patoclogias pertencentes as doencgas
inflamatérias e autoimunes incluem artrite
reumatdéide/artropatias seronegativas, osteocartrite, doencga
inflamatéria intestinal, doenca de Crohn, enfarte intestinal,
Lapus eritematoso sistémico, iridoeilite/uveite, neurite
6ptica, fibrose pulmonar idiopatica, vasculite
sistémica/granulomatose de Wegener, sarcoidose,
orquite/procedimentos de reversao de vasectomia, esclerose
sistémica e escleroderma. Resposta inflamatdéria sistémica
inclui sindrome de sépsia (incluindo sépsia gram positiva,
sépsia gram negativa, sépsia de cultura negativa, sépsia
fungica, febre neutropénica, urosépsia, conjuntivite
séptica), meningococemia, trauma hemorragico, zumbidos,
exposicao a radiacao ionizante, prostatite aguda e crodnica,
pancreatite aguda e c¢roénica, apendicite, Ulceras péptica,



EP 2 068 935/PT
18

gastrica e duodenal, peritonite, colite ulcerativa,
pseudomembranosa, aguda e duodenal, diverticulite, acalasia,
colangite, colecistite, enterite, sindrome de disturbio
respiratério em adultos (ARDS). Lesao de reperfusdo inclui
sindrome pds-bomba e lesao isgquemia-reperfusao. Doencga
cardiovascular inclui sindrome de aturdimento cardiaco,
infarte do miocardio e isquémia, aterosclerose,
tromboflebite, endocardite, pericardite, falha cardiaca
congestiva e restenose. Doencas obstétricas e ginecoldgicas
incluem parto prematuro, endometriose, interrupgao da
gravidez, vaginite e infertilidade. Doencas 1infecciosas
incluem infecgdo ©por HIV/neuropatia por HIV, meningite,
hepatice B e C, infeccao por herpes simplex, artrite séptica,
periotinite, E.coli 0157:H7, pneumonia epiglotite , sindrome
urémico hemolitico/ purpura trombolitica trombocitopénica,
candidiase, filariose, amebiase, malaria, febre Dengue
hemorrdgica, leishamanidse, lepra, sindrome de choque todxico,
miosite estreptocédcica, gangrena gasosa, tuberculose
mycobacterium, mycobacterium avium intracelular,
pneumocistose carinii pneumonia, doenca inflamatdria pélvica,
orquite/epididimiorquite, legionella, doenca de Lyme, dJgripe
A, virus de Epstein-Barr, Citomegalovirus, sindrome
hemiafagdcito associado a virus, encefalite viral/meningite
aséptica. Doenga alérgica e atdpica inclui asma, alergia,
choque anafilatico, doencga do complexo imunitdario, febre dos
fenos, rinite alérgica, eczema, dermatite alérgica de
contacto, conjuntivite alérgica, pneumonite de
hipersensibilidade. Neoplasias malignas (patologias de tumor
liquido e s6lido) incluem ALL, AML, CML, CLL, doenca de
Hodgkin, linfoma nao Hodgkin, sarcoma de Kaposi, carcinoma
colorectal, carcinoma nasofaringeo, histiocitdése maligna e
sindrome paraneoplasico/hipercalcemia de neoplasias malignas.
Doengas apds transplantes incluem rejeicdao de transplante de
6rgaos e doenca enxerto-versus-hospedeiro. Doenca congénita
inclui fibrose <c¢istica, linfohistiocitdése hematofagdcita
familiar e anemia das células falciformes. Doencga
dermatoldégica inclui psoriase, artrite psoriatica e alopecia.
Doencga neuroldgica inclui doengas neurodegenerativas
(esclerose multipla, enxaqueca, dor de cabega, patologias
associadas a amildide, doencgas do prido/ doenga de
Creutzfeld-Jacob), doencas de Alzheimer e Parkinson,
esclerose multipla, esclerose amiotrdéfica hemilateral) e
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neuropatias periféricas, enxaqueca, dor de cabeca. Doencga
renal inclui sindrome nefrdético, hemodidlise e uremia. Estado
de intoxicagdo latrogénico inclui terapia OKT3, terapia anti-
CD3, terapia de citocina, quimioterapia, terapia por radiacgao
e intoxicacao por salicilatos crdnica, doenga metabdlica e
idiopatica inclui doencga de Wilson, hemocromatose,
deficiéncia de alfa-1 antitripsina, diabetes e complicagdes
por diabetes, perda de peso, anorexia, caquexia, obesidade,
tiroidite de Hashimoto, osteoporose, avaliacao do eixo
hipotaldmico-pituitdrio-adrenal e cirrose biliar primaria.
Doenca oftalmoldégica inclui glaucoma, retinopatias e olho
seco. Uma misceldnea de outras patologias compreende:
sindrome de disfungao de multiplos érgaos, distrofia
muscular, meningite séptica, aterosclerose, epiglotite,
doenca de Whipple, asma, alergia, rinite alérgica, necrose de
6rgaos, febre, septicemia,choque endotdxico, hiperpirexia,
granuloma eosinofilico, granulomatose, sarcoidose, aborto
séptico, uretrite, enfizema, rinite, alveolite, brongquiolite,
faringite, disfungdes da barreira epitelial,
pneumoultramicroscopicossilico vulcanoconiose, pleuresia,
sinusite, gripe, infecg¢ao respiratdria por virus sincicial,
bacteremia disseminada, cisto hidatico, queimaduras,
queimaduras solares, urticdria, verrugas, péapulas, vasulite,
angiite, miocardite, arterite, periarterite nodosa, febre
reumatica, doencga celiaca, encefalite, embolismo cerebral,
sindrome de Guillame-Barre, neurite, neuralgia, complicacgdes
iatrogénicas/lesdes do nervo periférico, lesdo na espinal
medula, paralisia, uveite, artrite, artralgias, osteomielite,
fascite, doenca de Paget, gota, doenga periodontal, sinovite,
miastenia gravis, sindrome de goodpasture, sindrome de
Behget, espondilite anquilosante, doenca de Barger, sindrome
de Retier, dermatite bolhosa (penfigdéide bolhoso), pénfigo e
pénfigo vulgaris e alopecia.

Numa outra concretizacao preferida, 0s compostos
poliméricos do invento sdo usados como agentes activos para a
prevencao, alivio e/ou tratamento de patologias associadas
com RAGE. As patologias associadas com RAGE sao definidas
como estados patoldgicos associados com um aumento da
expressao do RAGE.
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O RAGE (Receptor para produtos finais de Glicacgao
Avancada) € um membro multi-ligando da superfamilia das
imunoglobulinas das moléculas da superficie celular. E
composto por trés regides tipo imunoglobulina (um dominio
imunoglobulina tipo Vv seguido por dois dominios
imunoglobulina tipo C), um dominio transmembrana e uma curta
extremidade citosdélica altamente carregada que € essencial
para a sinalizagdo pds-RAGE. O RAGE foi identificado pela
primeira vez em 1992 como um alvo de ligagao para AGEs,
proteinas nao enzimaticamente glicosiladas e oxidadas que se
acumulam no tecido vascular com o envelhecimento e uma taxa
acelerada nos diabetes. O RAGE é expressado numa ampla gama
de células, incluindo células endoteliais, células do musculo
liso, fagdcitos mononucleares e neurdnios. Apesar de estar
presente em niveis elevados durante o desenvolvimento,
especialmente no sistema nervoso central, os seus niveis

decaiem durante a maturidade.

Tal como anteriormente reportado, o RAGE foi o primeiro
receptor identificado para HMGB1l extracelular. O HMGB1l que se
une na superficie celular induz a sobre-regulacao
transcripcional do RAGE. Exemplos de patologias relacionados
com RAGE sdo diabetes e disturbios associados com diabetes
tais como vasculopatia diabética, neuropatia, retinopatia e
outros disturbios, incluindo doenca de Alzheimer e reacgdes
imunes/inflamatérias das paredes dos vasos. Um exemplo muito
preferido de patologias relacionadas com RAGE neste contexto
é a diabetes do tipo I e/ou do tipo IT.

Num outro aspecto do invento, o uso de conjugados
poliméricos HMGB1 Box-A anteriormente descritos € em

combinagao com um outro agente activo.

O outro agente é preferencialmente um agente capaz de
inibir um mediador precoce da cascata de citocinas
inflamatérias. Preferencialmente, este outro agente & um
antagonista ou inibidor de uma citocina seleccionado a partir
do grupo que consiste em TNF, IL-l«, IL-1B3, IL-Ra, IL-6, IL-
8, IL-10, IL 13, IL-18, IFN-y MIP-la, MIF-1p, MIP-2, MIF e
PAF'.
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O outro agente wusado em combinacao com o conjugado
polimérico, pode igualmente ser um inibidor do RAGE, por
exemplo um anticorpo direccionado ao RAGE, um acido nucleico
ou andlogo de &cido nucleico capaz de inibir a expressao de
RAGE, por exemplo uma molécula antisense, uma ribozima ou um
molécula de interferéncia com o ARN, ou uma pequena molécula
sintética antagonista da interacgao de HMGB1 com o RAGE,
preferencialmente da interacgdo da forma nao acetilada e/ou
forma acetilada de HGE, ou RAGE soluvel (sRAGE). O anticorpo
para RAGE é preferencialmente um anticorpo monoclonal, mais
preferencialmente um anticorpo gquimérico ou humanizado ou
anticorpo recombinante, tal como um anticorpo de cadeia Unica
ou um fragmento ligado a antigene desse anticorpo. O analogo
RAGE soltvel pode estar opcionalmente presente sob a forma de
uma proteina de fusado, por exemplo com o dominio Fc de um
anticorpo humano. O pequeno antagonista molecular sintético
da interacgcao de HMGB1 com RAGE possuil preferenciamente um
peso molecular inferior a 1000 Dalton. O pequeno antagonista
molecular sintético inibe preferencialmente a interacgao do
RAGE com a forma nao acetilada ou/e com a forma acetilada de
HMGB1 e com a forma ndo acetilada ou/e com a forma acetilada
das proteinas homdélogas a HMGB1l, particularmente HMGBZ2,
HMGB3, HMG-1 L10, HMG-4L ou/e SP100-HMG.

O outro agente usado em combinagao com o conjugado
polimérico, pode igualmente ser um inibidor da interacgao de
um receptor tipo Toll (TLR), por exemplo de LR2, TLR4, TLR7,
TLRS ou/e TLRO, com HMGBR1, inibidor esse que é
preferencialmente um anticorpo monoclonal ou policlonal, um
acido nucleico ou andlogo de acido nucleico capaz de inibir a
expressao de TLR, por exemplo uma molécula antisense, uma
ribozima ou molécula de interferéncia com o ARN, ou uma
molécula sintética preferencialmente com uma dimensao
inferior a 1000 Dalton. O inibidor pode ser um inibidor
conhecido de um receptor tipo Toll, em particular de TLR2,
TLR4, TLR7, TLRS ou/e TLRY. 0 inibidor inibe
preferencialmente a interacgao do receptor tipo Toll com a
forma ndo acetilada ou/e a forma acetilada de HMGBI.

Ainda numa outra concretizacgcao, o outro agente & o
dominio funcional N-terminal tipo lecitina (D1) de
trombomodulina. O dominio D1 de trombomodulina ¢é capaz de
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interceptar a forma nao acetilada e/ou a forma acetilada de
HMGB1 libertado e de proteinas homdélogas a HMGR1 libertadas,
em particular HMGB2, HMGB3, HMG-1L10, HMG-4L ou/e SP100-HMG,
evitando deste modo a sua interacgao com RAGE e receptores
tipo Toll. O dominio D1 da trombomodulina pode ser nativa ou

mutado de modo a torna-lo resistente as proteases.

O outro agente pode igualmente ser um acido nucleico
sintético de duplo filamento ou molécula anadloga a acido
nucleico com uma estrutura de forma curvada, particularmente
uma estrutura ADN, ANP ou ADN/ANP quimera ou hibrido curvado
de duplo filamento, ou uma estrutura ADN, ANP ou ADN/ANP
quimera ou hibrido de duplo filamento cruciforme capaz de se
ligar & proteina HMGB1l. Acidos nucleicos e moléculas andlogas
a acido nucleico preferidos sao divulgados num pedido de
patente co-propriedade e co-pendente N° Wo 2006/002971
depositado em 4 de Julho de 2005 (reivindicando prioridade do
pedido provisional US N° 60/584,678 depositado em 2 de Julho
de 2004). O acido nucleico sintético de duplo filamento ou
molécula andaloga a acido nucleico com uma estrutura de forma
curvada ¢ preferencialmente capaz de se ligar a forma nao
acetilada ou/e a forma acetilada de HMGBl1 e a forma nao
acetilada ou/e a forma acetilada de proteinas homoldgas de
HMGB1, em particular HMGR2, HMGB3, HMG-1L10, HMG4L e/ou SP-
100-HMG.

Numa outra concretizacao, 0o outro agente usado em
combinagdo com o conjugado polimérico & K-252a e/ou um sal ou
derivado do mesmo ou um conjugado polimérico de K-252a e/ou
de um seu derivado. O uso de K-252a ou conjugados
poliméricos de K-252a e seus derivados é divulgado num pedido
de patente em co-propriedade e co-pendente WO 2007/02299
depositado em 25 de Agosto de 2005.

Deste modo, um outro aspecto do presente invento & uma
composigcao farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz
de pelo menos um dos conjugados poliméricos de polipéptido ou
variante de polipéptido de HMGB1 Box-A ou de um seu fragmento
biologicamente activo como ingrediente activo para o
tratamento de patologias associadas a HMGBl1 e suportes,
diluentes e/ou adjuvantes farmaceuticamente aceitdveis. A

<

composigao farmacéutica do presente invento e
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preferencialmente adequada para o tratamento de patologias
associadas com a forma nao acetilada ou/e a forma acetilada
de HMGBl e/ou de proteinas homdélogas de HMGB1. Numa outra
concretizacgao preferida, a composigao farmacéutica do
presente invento compreendendo pelo menos um conjugado
polimérico compreende ainda um outro agente tal como
anteriormente definido. A composigao farmacéutica do presente
invento pode ser usada para diagndéstico ou para aplicagdes
terapéuticas.

A formulacgao, via de administracao e dosagem exactas
podem ser escolhidas por o médico em causa tendo em linha de
conta as condigdes do paciente. A administracdao pode ser
obtida numa dose Unica ou em doses repetidas em intervalos. A
quantidade de dosagem e intervalo podem ser ajustados
individualmente de modo a proporcionar o efeito terapéutico
gque resulta na melhora dos sintomas ou num prolongamento da
sobrevivéncia do paciente. A quantidade efectiva de
composigdo administrada dependerd, como é dbvio, do sujeito a
ser tratado, do peso do sujeito, da severidade da afligao, do
modo de administracao e da decisao do médico prescritor. Uma
dose diaria adequada sera entre 0,001 a 10 mg/kg,
particularmente 0,1 a 5 mg/kg.

A administragdao pode ser realizada através de métodos
conhecidos, por exemplo por 1injecgao, em particular por
injecgao intravenosa, intramuscular, transmucosal, subcutianea
ou 1intraperitoneal e/ou por aplicacgao oral, toépica, nasal,
inaladora, aerossol e/ou rectal, etc. A administracdo pode

ser local ou sistémica.

Além disso os conjugados poliméricos de Box-A de
fragmento de HMGB1 objecto deste invento podem ser, de modo
reversivel, imobilizados e/ou adsorvidos na superficie e/ou
no interior de dispositivos médicos ou sistemas de
libertacdo/veiculacao de farmacos (microesferas). Os
dispositivos médicos e microesferas podem ser carregados de
modo reversivel com os conjugados poliméricos deste invento,
através da sua unido, impregnacgédo e/ou adsorcdo na superficie
do dispositivo médico ou da microsfera ou na camada que
reveste a sua superficie. Quando o dispositivo médico ou a
microesfera entra em contacto com os fluidos biolégicos, o
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conjugado polimérico imobilizado em modo reversivel ¢é
libertado. Deste modo, o dispositivo médico e a microesfera
actuam como ferramentas de libertacgao do farmaco que eluem a
molécula objecto deste invento de um tal modo que a cinética
da sua libertacao pode ser controlada, assegurando libertacgao
controlada ou constante, conforme requerido pelo tratamento.
Os métodos para revestimento/impregnacao dos dispositivos
médicos e carga das microesferas sao bem conhecidos pelos
peritos nestas tecnologias.

Deste modo, um outro aspecto deste invento é o uso dos
conjugados poliméricos de Box-A de HMGBl, em gue moléculas
conjugadas sao 1imobilizadas de modo reversivel na superficie
dos dispositivos médicos ou das microesferas ou se encontram
adsorvidos nos mesmos. Estes instrumentos médicos sao
preferencialmente instrumentos cirtrgicos, implantes,
catéteres ou endoprodteses, por exemplo endoprdéteses para

angioplastia e, em particular, endoprdéteses farmacoldgicas.

Outro aspecto do invento diz respeito a um dispositivo
médico revestido de modo reversivel com pelo menos um
conjugado polimérico do invento. Tal dispositivo pode ser
seleccionado a partir de instrumentos cirurgicos, implantes,
catéteres ou endoprdteses. Tal dispositivo pode ser Gtil para
angioplastia.

O invento é ainda ilustrado pelas figuras seguintes:

A Fig. la apresenta a sequéncia de aminoacidos da HMGBI1
Box-A nativa constituida por 84 residuos aminocacido (SEQ 1ID
NO:1)

A Fig.lb apresenta o tipo de aminocadcidos substituintes
nas respectivas posigbdes alvo seleccionados para gJgerar a
variante polipeptidica de HMGBl1 Box-A de longitude completa.
Mais, as sequéncias especificas de aminoacidos da variante
polipeptidica gerada sao apresentadas nas SEQ ID Nos: 2 a
116.

A Fig. 2a apresenta a sequéncia de aminoacidos do
fragmento Dbiologicamente activo de HMGB1 Box-A Humano
constituido por 77 residuos aminoacido (SEQ ID NO:117).



EP 2 068 935/PT
25

A Fig. 2b representa o tipo de aminoacidos substituintes
nas respectivas posigdes alvo seleccionados para gerar a
variante polipeptidica do fragmento biologicamente activo de
HMGB1 Box-A Humano constituido por 77 residuos aminoacidos.
Mais, as sequéncias especificas de aminodcidos da variante
polipeptidica gerada sado apresentadas nas SEQ ID Nos: 118 a
222.

A Fig. 3a apresenta a sequéncia de aminoadacidos do
fragmento biologicamente activo de HMGB1 Box-A Humano
constituido por 54 residuos aminoacido (SEQ ID NO:223).

A Fig. 3b representa o tipo de aminoacidos substituintes
nas respectivas posigbdes alvo seleccionados para gJgerar a
variante polipeptidica do fragmento biologicamente activo de
HMGB1 Box-A Humano constituido por 54 residuos aminoacidos.
Mais, as sequéncias especificas de aminocacidos da variante
polipeptidica gerada sao apresentadas nas SEQ ID Nos: 224 a
300.

A Fig. 4a apresenta a sequéncia de aminodacidos de HMGBI1
Box-A nativa de Anopheles gambia constituido por 84 residuos
aminoacido (SEQ ID NO:301).

A Fig. 4b representa o tipo de aminoacidos substituintes
nas respectivas posigdes alvo seleccionados para gerar a
variante polipeptidica de HMGB1l Box-A de Anopheles gambia de
longitude completa. Mais, as sequéncias especificas de
aminoacidos da variante polipeptidica gerada sao apresentadas
nas SEQ ID Nos: 302 a 418.

A Fig. 5a apresenta a sequéncia de aminocacidos do
fragmento biologicamente activo de HMGBl Box-A de Anopheles
gambia constituido por 77 residuos aminodcido(SEQ ID NO0O:419).

A Fig. 5b representa o tipo de aminoacidos substituintes
nas respectivas posigdes alvo seleccionados para gerar a
variante polipeptidica do fragmento biologicamente activo de
HMGB1 Box-A de Anopheles gambia constituido por 77 residuos
aminoacido. Mais, as sequéncias especificas de aminoacidos da
variante polipeptidica gerada sao apresentadas nas SEQ 1ID
Nos: 420 a 528.
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A Fig. 6a apresenta a sequéncia de aminoacidos do
fragmento biologicamente activo de HMGBl Box-A de Anopheles
gambia constituido por 54 residuos aminodcido(SEQ ID NO:529).

A Fig. 6b representa o tipo de aminoacidos substituintes
nas respectivas posigdes alvo seleccionados para gerar a
variante polipeptidica do fragmento biologicamente activo de
HMGB1 Box-A de Anopheles gambia constituido por 54 residuos
aminoacido. Mais, as sequéncias especificas de aminoacidos da
variante polipeptidica gerada sao apresentadas nas SEQ 1ID
Nos: 530 a 610.

As Figuras e Tabelas 7.1 a 7.9 mostram os resultados do
ensaio de quimiotaxia descrito do Exemplo 1 realizado nas
variantes polipeptidicas de HMGBl Box-A de SEQ ID NO:2 a SEQ
ID NO:116 usadas como fragmento de HMGB1l Box-A dos conjugados
poliméricos do presente invento. Em cada figura a actividade
de uma série de variantes polipeptidicas na inibigédo da
migracao de células NIH/3T3 induzida por HMGB1 é testada em
comparagao com a actividade do fragmento de HMGB1 Box-A
humano natural de longitude completa de SEQ ID NO:1. Cada
figura mostra uma tabela que reporta os dados numéricos da
andlise estatistica e um grafico de barras em coluna
mostrando os resultados do ensaios de gquimiotaxia.

A Figura 7.1 e Tabela 7.1 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
gquimiotaxia de inibicdoc de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGB1l através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NO:2
a 15 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo CT501,
CT568, (CT569, <CT570, CT571, (CT502, <CT572, CT503, CT573,
CT504, CT574, CT575, CT576 e CT505, respectivamente).

A Figura 7.2 e Tabela 7.2 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
gquimiotaxia de inibigcdo de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGBl1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
16 a 23 e 25-29 (identificados na Tabela e Figura com o
cédigo CTS577, CT578, CT506, CT579, (CT580, <CT581, CT507,
CT582, CT584, CT508, CT509, CT510 e CT585, respectivamente).
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A Figura 7.3 e Tabela 7.3 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
gquimiotaxia de inibigcdo de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGBl1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
30-35 e 37-43 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo
cT511, (CT512, CT513, <CT514, <(CT586, C(CT515, CT516, CT517,
CT518, CT519, CT520, CT521 e CT522, respectivamente).

A Figura 7.4 e Tabela 7.4 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
gquimiotaxia de inibicdo de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
44-57 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo CT523,
CT524, (CT525, CT526, CT527, (CT528, (CT588, <(CT529, CT530,
CT589, CT590, CT531, CT591 e CT532, respectivamente).

A Figura 7.6 e Tabela 7.6 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
gquimiotaxia de inibicdo de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
72-85 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo CT596,
CT597, (CT598, CT599, CT600, CT601l, <CT602, CT603, CT543,
CT544, CT545, CT546, CT547 e CT604, respectivamente).

A Figura 7.7 e Tabela 7.7 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
guimiotaxia de inibicdo de migracdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
86-99 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo CT548,
CT549, CT605, CTe06, CT607, CT608, CT609, CT6l 0, CT550,
CT551, CT61ll, CT552, CT553 e CT554, respectivamente).

A Figura 7.8 e Tabela 7.8 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
quimiotaxia de inibicdo de migragdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
100-113 (identificados na Tabela e Figura com o cédigo CT555,
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CT556, CT557, (CT558, C(CT559, C(CTelz, CT560, CT561, CTo6l3,
CT562, CT563, CT564, CT565 e CT566, respectivamente).

A Figura 7.9 e Tabela 7.9 apresentam o grafico de barras
e dados estatisticos dos resultados dos ensaios de
quimiotaxia de inibicdo de migracgdo de c¢élulas NIH/3T3
induzida por HMGBl através de HMGB1 Box-A natural humano de
SEQ ID NO:1 (CT500) e variantes polipeptidicas de SEQ ID NOs:
114-116 (identificados na Tabela e Figura com o cdédigo CT567,
CT614 e CT615, respectivamente).

A Fig. 8 apresenta a imagem de gel SDS-PAGE com Tricina
carregado com HMGRB1 Box-A natural humano da SEQ ID NO:1
(CT500) em diferentes pontos no tempo apds digestao por
protease da prova de resisténcia a protease descrita no
Exemplo 2. A proteina Box-A natural testada em relagdao a
resisténcia a protease é uma proteina marcada com His. Apds 5
minutos de digestao a CT500 apresenta duas bandas principais,
uma correspondente a proteina original na amostra e a segunda
correspondendo a proteina de 84 aminoadcidos sem a marca de
His N-terminal (indicada na figura com uma seta). 0O perfil
desta segunda banda apresenta resisténcia as proteases
durante 30 minutos. As bandas menores presentes neste e em
outros géis da Fig 9.1 a 9.67 correspondem a fragmentos
digeridos de Box-A.

As Fig.9.1 a Fig. 9,7 apresentam a imagem de gel Tricina
SDS-PAGE carregado com as variantes polipeptidicas do
fragmento de HMGB1 Box-A dos conjugados poliméricos do
presente invento em diferentes pontos no tempo apds digestao
por protease da prova de resisténcia a protease descrita no
Exemplo 2. As variantes polipeptidicas de Box-A testadas em
relacdo a resisténcia a protease sao proteinas marcadas com
His. Apdés 5 minutos de digestao a imagem de gel SDS-PAGE
apresenta duas bandas principais, uma correspondente a
variante de proteina original na amostra e a segunda
correspondendo a variante da proteina de 84 aminodcidos Box-A
sem a marca de His N-terminal (indicada na figura com uma
seta). O perfil desta segunda banda apresenta resisténcia as
proteases durante 30 minutos. As bandas menores presentes
neste e em outros géis da Fig 9.1 a 9.67 correspondem a
fragmentos digeridos de Box-A.
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A Figura 9.1 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:2 (CT501) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.2 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:7 (CT502) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.3 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:9 (CT503) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.5 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:15 (CT505) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.6 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:18 (CT506) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.7: Tricina SDS-PAGE da variante polipeptidica
de SEQ ID NO:22 (CT507) em diferentes pontos no tempo apds

digestao por protease.

A Figura 9.8 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:26 (CT508) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.9 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:27 (CT509) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.10 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:28 (CT510) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.11 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:30 (CT511) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.
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A Figura 9.12 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:31 (CT512) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.13 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:32 (CT513) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.14 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:33 (CT514) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.15 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:35 (CT515) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.16 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:37 (CT516) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.17 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:38 (CT517) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.18 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:39 (CT518) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.19 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:40 (CT519) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.20 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:41 (CT520) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.21 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:42 (CT521) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.
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A Figura 9.22 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:43 (CT522) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.23 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:44 (CT523) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.24 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:45 (CT524) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.25 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:46 (CT525) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.26 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:47 (CT526) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.27 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:48 (CT527) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.28 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:49 (CT528) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.29 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:51 (CT529) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.30 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:52 (CT530) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.31 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:55 (CT531) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.
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A Figura 9.32 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:57 (CT532) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.33 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:59 (CT533) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.34 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:61 (CT534) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.35 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:62 (CT535) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.36 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:63 (CT536) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.37 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:64 (CT537) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.38 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:66 (CT538) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.39 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:67 (CT539) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.40 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:69 (CT540) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.41 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:70 (CT541) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.



EP 2 068 935/PT
33

A Figura 9.42 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:71 (CT542) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.43 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:80 (CT543) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.44 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:81 (CT544) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.45 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:82 (CT545) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.46 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:83 (CT546) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.47 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:84 (CT547) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.48 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:86 (CT548) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.49 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:87 (CT549) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.50 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:94 (CT550) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.51 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:95 (CT551) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.
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A Figura 9.52 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:97 (CT552) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.53 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO0O:98 (CT553) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.54 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:99 (CT554) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.55 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:100 (CT555) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.56 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:101 (CT556) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.57 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:102 (CT557) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.58 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:103 (CT558) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.59 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:104 (CT559) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.60 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:106 (CT560) em diferentes
pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.61 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:107 (CT561) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.
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A Figura 9.62 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:109 (CT562) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.63 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:110 (CT563) em diferentes

pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.64 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:111 (CT564) em diferentes

pontos no tempo apds digestado por protease.

A Figura 9.65 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:112 (CT565) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.66 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:113 (CT566) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 9.67 apresenta o SDS-PAGE com Tricina da
variante polipeptidica de SEQ ID NO:19 (CT567) em diferentes
pontos no tempo apds digestao por protease.

A Figura 10 apresenta uma tabela na qual sao sumariados
0s resultados do SDS-PAGE com Tricina. Uma cruz indica a
presenca no gel da banda correspondente ao fragmento de
proteina com 84 aminodcidos de longitude da HMGB1 natural ou
da variante polipeptidica de HMGB1l Box-A.

A Fig.ll apresenta a concentracdo média plasmatica/tempo
apdés uma administracdo subcutdnea Unica de Box-A natural (WT)
e variante de Box-A nuUmero 64 numa dosagem de 1 mg/kg.
Representacado dos dados: Média + EPM.

A Fig.l1l2 apresenta a concentracdao média plasmatica/tempo
apdés uma administracdo subcutdnea Unica de Box A natural (WT)
e variante de Box A nUmero 64 numa dosagem de 1 mg/kg e de
Box A natural PEGilada (PEG-WT) e variante de Box-A PEGilada
numero 64 (PEG-64) numa dosagem de 5 mg/kg. Representacgdo dos
dados: Média + EPM.
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EXEMPLOS

1. TESTE DE ACTIVIDADE IN VITRO: ENSAIO DE MIGRACAO DE
CELULAS NIH/373

O objectivo do presente estudo foli o de avaliar a
actividade de cada uma das variantes polipeptidicas de HMGB1
Box-A tal como definidas em SEQ ID Nos: 2-116 e comparar a
sua actividade com o fragmento de HMGB1 Box-A natural humana
de longitude completa de SEQ ID NO:1 de modo a seleccionar
todas as variantes com actividade similar ou melhor do que a

da natural.

A actividade de HMGBl1 Box-A ¢ avaliada in vitro como a
inibig¢do da migragédo das células NIH/3T3 induzida por HMGBIL.

1.1 Materiais

HMGR1 Box-A natural e variantes (Nautilus Biotech)

células NIH/3T3 (ATCC n. CRL-1658)

meio D-MEM (GIBCO; cat. n. 31966-021)

Soro Bovino Fetal (GIBCO; cat. n. 10270-106)

Penicilina-Estreptomicina 10,000 U/ml (GIBCO; cat. n.
15140-122)

L-Glutamina 200 mM (GIBCO; cat. n. 25030-024)

TrypLE Select (GIBCO; cat. n. 12563-011)

Solugao Salina Tamponada com Fosfato (0,138 M NacCl,
0.0027 M KC1, 0.01 M fosfato, pH 7,4)

filtros livres de PVP (tamanho de poro de 8 um ; 13 mm
de didmetro total) (Neuro Probe; cat. n. PFAS8)

Fibronectina Humana (Roche; cat. n. 1080938)

Camaras de Quimiotaxia de Pogos Cegos (Neuro Probe; cat.
n. BW25)

Coloragao GIEMSA Modificada (Sigma; cat. n. GS1 L)

1.2 Preparagao dos filtros

Os filtros de membrana de policarbonato livres de PVP
(tamanho de poro de 8 um, didmetro total de 13 mm) sao

preparados cerca de uma hora antes de realizar o ensaio de os

revestir com 30 Wl/filtro de uma solugao de 50 pl/ml de
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fibronectina distribuida no lado opaco do filtro. A solucgao
mae de fibronectina ¢é preparada diluindo a fibronectina
liofilizada em ddH,0 até uma concentracgdo final de 1 mg/ml e
mantendo a solugdao cerca de 1 hora a 37°C para dissolugao
completa. Esta solugao mae pode ser armazenada a -20°C. Os
filtros sao posteriormente deixados a secar sob o fluxo

laminar da hotte (cerca de uma hora).
1.3 Preparacgao das células

Células NIH/3T3 sao inoculadas no dia antes do ensaio
(aproximadamente 22-24 horas antes de realizar o ensaio) a
10° células/placa.

Quando os filtros estdao prontos a ser utilizados, as
células sao desprendidas com Tripsina, contadas e re-
suspendidas a 10° células/ml em meio de cultura livre sem

SOro.
1.4 Ensaio de quimiotaxia

Em cada ensaio de guimiotaxia sao testadas 14 variantes
polipeptidicas diferentes de fragmento de longitude completa
de HMGB1 Box-A humana de SEQ ID NO:1.

O meio de crescimento celular sem adicdo de soro {(w/o
FBS) ¢é wutilizado como controlo negativo representando a

migragao exponténea.

Utiliza-se 1 nM de HMGBl como controlo positivo. A HMGBI1
Box-A natural ou as variantes polipeptidicas testadas a 0,5/1
nM sao adicionados a 1nM de HMGRB1l para inibir a migragao de
células NIH/3T3 induzida por HMGBI1.

O controlo negativo (w/o FBS) e o controlo positivo séao
testados em triplicado em cada ensaio.

A actividade de HMGB1 Box-a natural (SEQ ID NO:1) na

inibigdo da migragao celular induzida por HMGBl ¢é testada em
triplicado em cada ensaio.

Cada uma das variantes polipeptidicas de HMGB1 Box-A
(SEQ ID Nos: 2 a 116) é testada em duplicado.
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Sao utilizadas Cémaras de Quiomotaxia de Pogos Cegos. O
pogo inferior seco, limpo de cada cdmara é cheio com 50 Ul de
DMEM sem adicdo de FBS com o agente quimiotatico e inibidores
apropriados. Devera formar-se um menisco ligeiramente
positivo guando o pogo é cheio; isto ajuda a evitar que as
bolhas de ar figuem presas quando € aplicado o filtro. Com a
ajuda de pequenos férceps o filtro é colocado sobre o pogo
cheio (lado tratado com fibronectina para cima), com cuidado
para nao aprisionar bolhas de ar e nao tocar no filtro com os
dedos. O retentor do filtro é roscado manualmente. A

suspensao celular (50000 células/50 Wl) ¢é pipetada para o

pogo superior e sao adicionados 150 Ul de meio sem soro para
encher o pogo superior da cadmara. A cdmara cheia é incubada
durante 3 horas (37°C, 5% CO;) para permitir a migracao
celular. Apds incubacgao o fluido é removido do filtro. O
retentor ¢ desenroscado e € 1imerso em A4agua destilada. O
filtro é levantado com a ajuda de fdérceps, colocado numa
superficie limpa (parafina sdélida) (células migradas para

cima) e fixado com uma agulha (colcoada na margem) .
1.5 Coloragao com GIEMSA das células migradas

Os filtros sao fixados wuma vez com etanol sendo
posteriormente lavados trés vezes sob 4&gua corrente. E
preparada imediatamente antes de utilizagao, uma solugao de
trabalho de Corante GIEMSA modificado diluida 1:10 em ddH;0.
Apds a lavagem dos filtros, é adicionado o corante e deixado
a 1incubar durante 20 minutos. A lavagem do corante &
realizada sob agua corrente. Os filtros s&do posteriormente
aplicados em laminas com o lado das células migradas para
baixo, e o lado das células nao migradas ¢ cuidadosamente
limpo com uma mecha de algodao molhada (limpar duas vezes,
utilizando duas mechas ou ambos os lados de uma mecha de
ponta dupla) com cuidado para nao mover o filtro. Apds a
limpeza, ¢é colocada uma tampa deslizante no filtro e as
células sao contadas ao microscédépio a 40x em 10 campos/filtro
aleatdérios.
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1.6 Representacdo de dados e anadlise estatistica

Os resultados do ensaio de migracdao de células NIH/3T3
realizado sao reportados nas tabelas e graficos de barras
apresentados na Figura e Tabela 7.1 a Figura e Tabela 7.9.

Os dados sao representados em barras como MEAN =+
95%C1.

A analise estatistica realizada é a ANOVA de via Unica
seguida do teste posterior de Dunnett (dados da coluna de
controlo: amostra 1nM de HMGBl + amostra de HMGB1 Box-A WT).

Quando se avaliam os dados dos resultados, os dados das
variantes de HMGB1 Box-A com um valor de p < 0,05 no teste
posterior sao considerados significativamente diferentes de
HMGB1 Box-A natural. Se a média da variante polipeptidica de
Box-A for superior do que a da Box-A natural a coluna esta
colorida a vermelho no grafico do ensaio apresentado nas
Figuras 7.1 a 7.9. Essas colunas a vermelho representam as
variantes polipeptidicas de HMGBl Box-A gue apresentam menos
actividade do que a natural na inibicao da migrac¢ao induzida
por HMGRI1.

Se a média da variante polipeptidica resulta menor do
gque a de Box-A natural entdo a coluna estd colorida em azul
claro no grafico do ensaio apresentado nas Figuras 7.1 a 7.9.
Essas variantes representam variantes de HMGB1 Box-A due
apresentam actividade superior em relacdoc a HMGB1 Box-A
natural na inibig¢ao da migracao celular induzida por HMGBI1.

Os dados das variantes de HMGBl com um valor de p >
0,05 no teste posterior sao considerados nao
significativamente diferentes de HMGBl Box-A natural. As
barras dessas variantes estao coloridas a verde. Essas
variantes representam as variantes de HMGB1l que apresentam a
mesma actividade da natural na inibig¢ao da migracao celular
induzida por HMGBL.
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1.7 Resultados

A actividade das variantes polipeptidicas do dominio de
elevada afinidade Box-A da HMGBl1 humana de SEQ ID Nos: 2 a
116 foi avaliada em comparagao com a HMGBl1 Box-A natural
humana de SEQ ID NO:1 como a 1inibig¢ao da migragao celular
induzida por HMGBl, de modo a determinar as variantes
polipeptidicas preferidas Uteis como fragmento de HMGB1 Box-A
do conjugado polimérico preferido do presente invento.

Os resultados dos ensaios de qguimiotaxia revelaram
(Figuras 7.1 a 7.9) que para 26 variantes polipeptidicas a
mutacao de acordo com o presente invento poderia conduzir a
uma actividade superior na inibig¢aoc da migragao celular em
comparagao com a actividade da HMGB1 Box-A natural humana. Em
particular, foi demonstrada uma actividade superior na
inibig¢ao da migracao celular para as variantes polipeptidicas
de SEQ ID Nos: 30-32, 35, 38, 40-41, 43, 48, 51, 57, 63-64,
69, 70, 94, 95, 100, 103-104, 106-107, 109-111 e 113.

Além disso, os resultados dos ensaios de quimiotaxia
revelaram (Figuras 7.1 a 7.9) que 41 variantes polipeptidicas
nao apresentaram modificagdes na sua actividade de inibicgao
da migragao celular induzida por HMGBl1 em comparagao com a
actividade do polipéptido Box-A natural. Em particular, & o
caso para as variantes polipeptidicas de SEQ ID Nos: 2, 7, 9,
11, 15, 18, 22, 26-28, 33, 37, 39, 42, 44-47, 49, 52, 55, 59,
61, 62, 66-67, 71, 80-84, 86-87, 97-99, 101-102, 112 e 114.

Todas estas variantes ©polipeptidicas de Box-A gue
apresentam uma actividade similar ou superior a da Box-A
natural foram testadas em relagdao a resisténcia a protease in
vitro, de modo a seleccinar as mais resistentes gue sejam
pelo menos tao activas quanto as Box-A naturais (ver teste de
resisténcia a protease no Exemplo 2).

2. TESTE IN VITRO DE RESISTENCIA A PROTEASE

O objectivo do presente estudo foi o de avaliar a
resisténcia a protease in vitro das variantes da HMGB1 Box-A
apresentadas no Exemplo 1 e compara-la com a da HMGB1 Box-A
natural de SEQ ID NO:1 de modo a identificar as wvariantes com



EP 2 068 935/PT
41

resisténcia a protease melhorada em relacdo ao polipéptido

natural.
2.1 Materiais

Box-A natural de HMGB1 marcada com His e variantes
seleccionadas (Nautilus biotech)

Tripsina (Sigma; cat. n. T8658 ; lot.n. 045K5113)

o-quimotripsina (Sigma; cat. n. C6423; lot.n.
109H74858),

Endoproteinase Asp-N (Sigma; cat. n. P3303; 1lot.n.
046K1049)

Endoproteinase Glu-C(Sigma; cat. n. P6181 ; 1lot.n.
075K5100)

Mini cocktail inibidor da ©protease 1livre de EDTA
completo, (Roche; cat. n. 11836170 001)

Base de Trizma (Sigma; cat. n. T6066)

Solucao de Acrilamida/bis 40% em agua (Sigma; cat.n.
01709)

SDS (Sigma; cat. n. 71729)

Glicerol 99% (Sigma; cat. n. G%012)

Temed (Sigma; cat. n. 87689)

APS (Sigma; cat. n. A 3678)

Padrdes de Peso Molecular de SDS-PAGE de Polipéptido
(Bio-Rad; cat. n. 161-0326)

Tampao Pré-misturado 10x Tris/tricina/SDS (Bio-Rad;
cat. n. 161-0744)

B-Mercaptoetanol (Sigma; cat. n. M7154)

Metanol (VWR; cat. n. 20864.320)

Acido Acético (VWR; cat. n. 20104.323)

Azul Brilhante R (Sigma; cat. n. B0149)

Azul de Bromofenol (Sigma; cat. n. B0126)

Acido cloridrico(Merck; cat. n. 1.00319.2511)

3X amostra de tampao de carga para géis de Tricina
(comopsigao: 150 mM Tris-HCl, pH 6,8; 12% SDS; 36% glicerol;

6% P-Mercaptoetanol; 0,04% de azul de bromofenol)
2.2 Preparacao da mistura de protease
E utilizada uma mistura de proteases contendo tripsina,

oa-quimotripsina, endoproteinase Asp-N e endoproteinase Glu-C

is used.
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A Tabela 1 reporta a especificidade de cada uma das

proteases utilizadas neste estudo

Tabela 1: especificidade da protease

Protease Especificidade

Tripsina C-terminal de K, R

(ndo se P no C-terminal no sitio de
corte; digestdo mais lenta se residuo
dacido em qualquer um dos lados do sitio
de corte)

o—quimotripsina C-terminal de T, P, W, L
(hidrdlise secundaria: C-terminal de M,
I, s, T, Vv, H, G, A)

Endoproteinase Asp-N N-terminal de D, C

Endoproteinase Glu C-terminal de E, D

(nao se P estiver no C-terminal do
sitio de corte)

Cada protease liofilizada é dissolvida de acordo com as
recomendacdes do fabricante para obter uma solucao mae de gue
é aliquotada e armazenada a -80°C.

Sao dissolvidos 100 Wg de tripsina em 100 pl de ddH;O
para obter 1 ug/ul de de solugao mae. Sao dissolvidos 25 uUg
de O-quimotripsina em 50 Ul de uma solugao de HC1 1mM, CaCl,
2 mM para obter uma solugao mae a 0,5 Hg/Ul. Sa&o dissolvidos
2 Ug de endoproteinase Asp-N em 50 Ul de dH;O para obter uma
solugao mae a 0,04 ug/ul. Sado dissolvidos 25 Ug de
endoproteinase Glu-C em 50 Ul de dH;O para obter uma solugao

mée a 0,5 ug/ul.

Antes de realizar o ensaio deixa-se descongelar em gelo
uma aliquota de cada solucao mae de protease.

Sao diluidas em dH,0 aligquotas de solugdo mae de
tripsina e endoproteinase Glu-C para obter uma solucao final
de trabalho a 0,1 upg/pul. A aliquota de solugdo mae de o-
guimotripsina é diluida numa solucgdo de HC1 1 mM, CaCl, 2 mM
para obter uma solugao final de trabalho a 0,1 ung/pul. A
aliquota de endoproteinase Asp-N é utilizada sem diluicao.
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Antes de realizar o ensaio ¢é ©preparada de fresco e
imediatamente adicionada a HMGB1l Box-A para ser digerida, uma
mistura de proteases contendo 1% (em peso/peso de total de
Box—-A contida na amostra) de cada protease.

2.3 Digestao por protease de HMGBl Box-A e variantes

Sado digeridos um total de 18 UHg de cada HMGBl Box-2A

(natural ou variantes) em cada ensaio.

A HMGB1 Box-A a ser testada é deixada a descongelar em

gelo e é retirado o volume correspondente a 18 Ug. O volume
desta solugao ¢é posteriormente levado com dH20 a um volume

final de 90 Ul de forma a obter o mesmo volume final para
cada HMGBl Box-A a ser testada.

Sao retirados 10 Ul desta solugao (correspondentes a 2

Wg de HMGB1 Box-A) antes de adicionar a mistura de protease.
Esta amostra corresponde a amostra ndo digerida “tempo 07.

A restante amostra (16 Ug de HMGBl1 Box-A) ¢é adicionada
com 8,8 Wl (correspondentes a 0,16 de cada protease da
mistura preparada de fresco; ver 2.2) de mistura de protease
para digestao.

A digestao por protease ¢é realizada a 25°C e ¢é
amostrado um volume correspondente a 2 Ug de HMGBl Box-A
(originalmente presente na mistura) em pontos no tempo
definidos. A digestdo ¢é cessada adicionando 4 Uyl de uma
solugao de Mini cocktail inibidor da protease livre de EDTA
completo (1 comprimido dissolvido em 10 ml de dHy0).

Os pontos no tempo para amostragem sao: 0, 5 minutos, 15

minutos, 30 minutos, 1 hora, 1,5 horas, 2 horas e 4 horas.

Imediatamente apds a inibicdo de protease, as amostras
sao adicionadas com a quantidade apropriada do tampao de

carga 3x e incubadas a 95°C durante cerca de minutos.

2.4 SDS-PAGE com Tricina de HMGB1 Box-A natural e variantes
digeridas
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Apds a digestao por protease e preparacgao das amostras,
as amostras nos pontos no tempo de cada HMGR1 Box-A sao
colocadas num gel SDS PAGE com Tricina (ver para referéncias:
Schdgger and von Jagow, "Tricine-sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis for the separation of
proteins in the range from 1 to 100 kDa", Anal. Biochem. 166,
368-379, 1987).

5 WMl de Padrdes de Peso Molecular de SDS-PAGE de
Polipéptido (Bio-Rad) séao colocados para referéncia em cada
gel.

Cada pogo do gel é carregado com 10 Ul de amostra

(volume correspondente a 1 Ug de HMGBl1 Box-a antes de

digestao).

Realiza-se electrofore a 20 V até o azul de bromofenol
entrar na porgao separadora do gel, posteriormente a 120 V

(Sistema Mini Protean 3; Bio-Rad) até o final da analise.

Os géis sao corados ao serem embebidos em solugao
corante Coomassie Azul Brilhante R (0,1% p/v em 50% metanol,
10% 4acido acético) durante 1 hora e descorados de um dia para
o outro em solugaoc descorante (30% metanol, 10% acido

acético).

As imagens do gel sao adquiridas com sistema de imagem
Gel Doc 2000 (Bio-Rad).

2.5 Resultados

Nas condig¢bes do ensaio acima reportado a proteina HMGBI1
natural resistiu aproximadamente 30 minutos & digestdo por
protease completa. Na Figura 8 a Dbanda correspondente ao
fragmento com 84 aminoacidos da proteina de longitude
completa de HMGB1 Box-A natural humana de SEQ ID NO:1 ¢é
visivel até aos 30 minutos de digestdo por protease.

As 21 variantes polipeptidicas de Box-A testadas
apresentaram uma maior resisténcia a protease (Figura 10).
Nas condigdes descritas do ensaio estas variantes resistiram

de 1 hora a 2 horas a digestdo por protease. As variantes
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polipeptidicas de SEQ ID Nos: 33, 35, 37, 38, 39, 42, 43, 44,
47, 48, 57, 62, 69 e 104 apresentaram uma resisténcia de 1
hora a digestao por protease. Figuras 9.14, 9.15, 9.16, 9.17,
9.18, 9.21, 9.22, 9.23, 9.26, 9.27, 9.32, 9.35, 9.40 e 9.59
mostram uma banda correspondente a proteina de 84 aminocacidos
ndo marcada com His que é visivel até 1 hora de digestao por

protease.

As variantes polipeptidicas de SEQ ID Nos: 45, 49, 52,
55 e 67 apresentaram uma resisténcia de 1,5 horas a digestao
por protease. As Figuras 9.24, 9.28, 9.30, 9.31 e 9.39
mostram uma banda correspondente a proteina de 84 aminoacidos
nao marcada com His gque é claramente visivel 1 hora e meia
apds a digestao por protease. As variantes polipeptidicas de
SEQ ID Nos: 59 e 64 apresentam mesmo uma resisténcia até 2
horas a digestao por protease. As Figuras 9.33 e 9.37 mostram
uma banda da proteina de 84 aminoacidos nao marcada com His
que ¢é claramente visivel até 2 horas apds a digestao por
protease.

3. ESTUDO FARMACOCINETICO DE BOX A (NATURAL E VARIANTES) E
BOX A PEGILADA (NATURAL E VARIANTES) APOS ADMINISTRAQAO UNICA
SUBCUTANEA EM RATINHOS.

3.1 Objectivo do estudo

O objectivo do estudo foi o de avaliar e comparar O
perfil farmacocinético de Box A (natural e variantes) e Box A
PEGilada (natural e variantes) a seguir a uma administracgao
Unica subcutéanea dos compostos em ratinhos.

3.2 Materiails e métodos

Artigos teste: Box A ntural e variantes e as

correspondentes moléculas PEGiladas. As moléculas PEGiladas
foram obtidas fazendo reagir mPEG-aldeido linear (40 kDa) com
0 N-terminal da respectiva molécula de Box A através de

aminag¢do redutiva.
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3.3 Ensaio in vivo

Animais: ratinhos (Balb/c, machos, 7-9 semanas de idade,
fornecidos por Charles River Laboratories Italia SpA, Calco
uma semana antes do ensaio) com um peso corporal médio de

22,2-22,4 g no momento do ensaio.

Manuseamento dos animais: o0s animais foram alojados em

contentor ventilado termostdtico regulado para manter a
temperatura e humidade relativa a 22°C + 2°C e 55 + 15%,
respectivamente, com c¢iclo de 12 horas luz/escuriddo. Os
ratinhos foram alojados até 10 numa Jjaula, em Jjaulas de
policarbonato transparentes (Techniplast, Buguggiate,
Itdlia); foram fornecidos ad Iibitum Aagua para beber através
de garrafas de agua e uma dieta para roedores de laboratdrio
comercialmente disponiveis (4RF21, Mucedola s.r.I., Settimo

Milanese, Italia).

Grupos experimentais: 4 (quatro elementos teste), 20

animais/grupo, agrupados aleatdriamente.

Dose administrada: Box A natural e variantes foram

administradas a 1 mg/kg por via subcutédnea. Box A natural
PEGilada e variantes foram administradas a 5 mg/kg por via
subcutéanea. Estas doses asseguraram equimolaridade dos

compostos teste.

Administragao dos elementos teste: os elementos teste

foram administrados por via subcutédnea usando uma seringa de
insulina equipada com uma agulha de 0,45 x 12 mm (26G x %") a
um volume ed 0,25 mL/ratinho (10 mL/kg peso corporal).

Formulagcao do artigo teste: Solugcao Salina de Tampao
Fosfato

Sacrificio dos animais e recolha de sangue:

As amostras de sangue foram recolhidas nos seguintes
pontos no tempo apds tratamento:

- Box A natural e variantes: 5, 20 e 40 minutos, 1,5 e
2,5 horas apds a administracao dos compostos teste;
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- Box A natural PEGilada e variantes: 5, 40 minutos,

1,5, 5 e 10 horas apds a administracao dos compostos teste.

Foram decididos diferentes pontos no tempo para a
recolha de amostras de sangue entre os compostos
teste na base de uma maior permanéncia expectavel

das moléculas PEGiladas no corrente sanguinea.

A cada tempo de amostragem, foram recolhidas
amostras de 0,4 mL de sangue da aorta ventral de
cada animal usando uma seringa de insulina, sob

profunda anestesia com éter, e transferidas para

tubos ed Eppendorf de polietileno contendo 5 UL de
heparina (5000 UI/mL) para evitar a coagulacgdo do
sangue. As amostras de sangue foram mantidas em
gelo até centrifugagao a 1400 g durante 5 min. Numa
centrifuga refrigerada (2-4°C). De cada tubo foram
recuperadas amostras de plasma, colocadas em tubos
de Eppendorf e foram congeladas a -80°C até a

analise.

3.4 Determinacdo analitica

As concentracgdes plasmaticas de Box A (natural e
variantes) e Box A PEGilada (natural e wvariantes) foram
determinadas em plasma de rato através de um método ELISA.

Resumidamente, foi preparada uma solucgao de revestimento
diluindo um anticorpo monoclonal contra o N-terminal de Box A
para 10 ng/ml em 100 mM de tampdo de revestimento carbonato-
bicarbonato. Foram aliguotados 100 UL de todos os pogos de
uma placa ELISA Nunc Maxisorp, a qual foil incubada durante a
noite a 4°C. A placa foi lavada com Tween 0,05% em PBS 6

vezes e foram adicionados 300 UL de 5% de leite em PBS com 1%
Tween a cada pog¢o para bloquear os restantes pontos de uniao
na placa. A placa foi incubada durante 1 hora a temperatura
ambiente a 300 rpm. As amostras foram diluidas 1:20 em PBS

com 1% de Tween.

A placa fol lavada 6 vezes e 100 UL de padrdes e
amostras diluidas foram transferidos para os pogos designados

da placa revestida e incubada & temperatura ambiente durante
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1 hora a 300 rpm. A placa foi novamente lavada 6 vezes antes
da adicdo do anticorpo secundario contra o C-Terminal de Box
A (1:200). Apds 1 hora de incubacgao e 6 lavagens, a solugao
1:20000 de conjugado de Dbiotina-cabra anti-coelho foi
adicionada a todos os pogos (100 uL/pogco). Apds 1 hora de

incubacdo (a temperatura ambiente, 300 rpm) e seis lavagens,
a placa foi incubada com 100 Wl/pogo de solugao de
estreptavidina-HRP 1:100000 durante 25 minutos a 300 rpm. A
placa foi lavada 6 vezes e foram adicionados 100 Wl de
substracto TMB pré-aquecido a cada pogo. O sinal foi revelado
a temperatura ambiente na bancada e, apds 30 minutos, foram
adicionados 100 uL/pogo de Solugdo Stop e a placa foi

imediatamente lida a 450 nm.
3.5 Resultados

As concentracdes médias plasmaticas de Box A (natural e
variantes) e Box A PEGilada (natural e variantes) foram
calculadas para cada uma das amostras de PK previamente
descritas e o perfil farmacocinético foi determinado. Os
resultados sao apresentados na Fig.l1ll e 12.

Como exemplo, sao aqui reportados adiante os perfis de
PK de Box A natural e variante n. 64 (M511). Os resultados
sao reportados sob a forma de valores média + erro (EPM) (4
ratinhos para ponto no tempo, anadlises em duplicado).

Na tabela seguinte, sao reportada as curvas de AUCultima
(Area Sob a Curva calculada no ultimo ponto experimental)
para Box A natural, Box A variante numero 64, Box A PEGilada
natural e Box A PEGilada variante nUmero 64.
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Tabela 2. Dados calculados das curvas AUCditima para Box A
natural (WT), Box A variante numero 64 (64), Box A PEGilada
natural (WT) e variante numero 64 de Box A PEGilada natural
(PEG-64) .

AUCq1tima

(UM*min)
WT 8,899
64 14,97
PEG-WT 275,5
PEG-64 332,5

3.6 Discussao

O ganho relativo em AUCqtima conferido pela mutacao é de
1,68x (WT vs. 64), muito provavelmente devido a uma maior
resisténcia a protease no compartimento sub cute. O ganho
relativo em AUCqitima conferido a WT por PEGilacgao é 31x (WT
vs. PEG-WT), principalmente devido a debilitada filtracgao
renal do conjugado de PEG, mas também para protecgao da acgao
da protease. Colocando em conjunto mutacao e PEGilacgao
proporcionam um ganho relativo na AUC4itima de 37x (WT vs. PEG-
64). Inesperadamente, as duas modificag¢bes em conjunto tém um
efeito positivo na exposicao do animal a proteina que ¢é
superior a soma das contribuig¢des das modificacdes isoladas
(ou seja, 37x > 1,68x + 31x). Deste modo, uma mutagcao pontual
unica e PEGilagao possuem um efeito sinergético cooperativo
no perfil farmacocinético a proteina nativa. Uma explicacao
possivel deste fendmeno pode ser de que as proteinas
PEGiladas nao estao completamente protegidas da protedlise no
compartimento sub cute. A introducgdao de uma mutacao pontual
unica confere um impulso a resisténcia nestes compartimento,
permitindo que gquantidades maiores de proteina entrem na
circulagcao sanguinea e para serem posteriormente protegidas

da filtragao renal pela volumosa cadeia PEG.

Lisboa, 2011-06-30
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REIVINDICACOES

1. Conjugado polimérico do dominio de unido de elevada
afinidade de Box-A de HMGB1 natural humano e/ou nédo humano
(HMGB1 Box—-A) ou de um fragmento biocologicamente activo de
HMGB1 Box-A.

2. Conjugado polimérico de uma variante polipeptidica
do dominio de wunido de elevada afinidade Box-a de HMGBI1
humano e/ou ndo humano (HMGB1 Box-A) ou de um fragmento
biologicamente activo de HMGB1 Box-A, em que a sequéncia de
aminocacidos da variante polipeptidica difere da sequéncia de
aminoacidos da HMGB1 Box-A natural pela mutagao de um ou mais

aminodcidos individuais.

3. Conjugado polimérico da reivindicagcao 1 ou 2, em

que o polimero é um fragmento polimérico linear ou ramificado

do grupo que consiste em polialquileno glicol, 6xido de
polialquileno, acido poliacrilico, poliacrilato,
poliacrilamida ou seus derivados N-alquilo, acido

polimetacrilico, polimetacrilato, acido polietilacrilico,
polietilacrilato, polivinilpirrolidina, poli(alcool
vinilico), 4&cido poliglicdlico, acido polilactico, acido

poli(lactico-co-glicdlico), dextrano, gquitosana ou
poliaminodcido.
4. Conjugado polimérico da reivindicagao 1 ou 2, em

gque o polimero é um fragmento polimérico linear ou ramificado
seleccionado a partir de poietileno glicol (PEG) ou metoxi-
polietileno glicol (m-PEG), preferencialmente com um peso
molecular médio de 20.000 ou um peso molecular médio de
40.000 Da.

5. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagbdes 1 a 4, em que o fragmento polimérico se
encontra ligado de modo covalente ao polipéptido HMGB1 Box-A,
variante de polipéptido HMGB1 Box-A ou fragmento
biologicamente activo do mesmo.

6. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, em gque o ponto de conjugagao no
polipéptido HMGB1 Box-A, variante polipeptidica ou fragmento
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biologicamente activo do mesmo €& seleccionado a partir de um
residuo lisina, «c¢isteina, histidina, arginina, tirosina,
serina, treonina, aspartato e glutamato ou o grupo N-

terminal.

7. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 6, em que a variante polipeptidica difere
da difere da sequéncia de HMGB1 Box-a natural pela mutacao de
1 a 10 aminodcidos individuais, preferencialmente somente por

um aminodcido individual.

8. Conjugado polimérico da reivindicacao 7, em que a
mutacdo é uma substituicao, uma eliminacgdo ou uma adigao de

aminodcidos individuais.

9. Conjugado polimérico da reivindicacdo 8, em que a
substituicgao é uma substituicao conservadora ou nao
conservadora obtida através de um aminodcido geneticamente
codificado diferente ou por aminocdcidos nao geneticamente
modificados.

10. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, em gue a variante polipeptidica da
HMGB1 Box-A humana ¢é seleccionada a partir do grupo gue
consiste em sequéncias de aminoacidos tal como definidas em
qualquer uma das SEQ ID NO:2 a 116.

11. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, em que os fragmentos biologicamente
activos da HMGB1 Box-A natural humana € um fragmento de pelo
menos 77 ou pelo menos 54 aminocdcidos respectivamente e
compreende as sequéncias de aminodcidos tal como definidas em
SEQ ID NO: 117 ou 223 respectivamente e em que a variante
polipeptidica dos referidos fragmentos bioclogicamente activos
da HMGB1l Box-A humana ¢ seleccionada a partir do grupo gue
consiste nas sequéncias de aminocacidos tal como definidas em
qualgquer das SEQ ID NO: 118 a 22 ou 224 a 300.

12. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, em que a HMGBl Box-A nao humana é HMGBI1
Box-A de Anopheles gambia (SEQ ID NO: 301) e em qgue a
variante polipeptidica nao humana da referida HMGBl Box-A de
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Anopheles gambia ¢é seleccionada a partir do grupo que
consiste nas sequéncias de aminocacidos tal como definidas em
qualquer uma de SEQ ID NO: 302 a 418.

13. Conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9 e 12, em que 0s fragmentos
biologicamente activos da HMGB1 Box-A natural de Anopheles
gambia é um fragmento de pelo menos 77 ou pelo menos 54
aminoacidos respectivamente e compreende as sequéncias de
aminoacidos tal como definidas em SEQ ID NO:419 ou 529
respectivamente e em gque a variante polipeptidica dos
referidos fragmentos biologicamente activos da HMGB1 Box-A de
Anopheles gambia ¢é seleccionada a partir do grupo que
consiste nas sequéncias de aminoacidos tal como definidas em
SEQ ID NO: 420 a 528 ou 530 a 610.

14. Composigao farmacéutica compreendendo uma
quantidade eficaz de pelo menos um conjugado polimérico de
qualguer uma das reivindicag¢des anteriores como agente activo
e opcionalmente em conjunto com suportes, adjuvantes,

diluentes e/ou aditivos farmaceuticamente aceitdaveils.

15. Composicao da reivindicacao 14 para aplicacgdes de
diagnéstico ou para aplicacdes terapéuticas.

16. Uso de um conjugado polimérico de qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 13 no fabrico de um medicamento para a
prevencao, alivio ou tratamento de patologias associadas com
HMGB1 ou patologias associadas com as proteinas homdélogas a
HMGB1, particularmente seleccionadas de estados patoldgicos

mediados pela activagdo da cascata de citocina inflamatdria.

17. Uso da reivindicacgao 16, em que o0s estados
patoldgicos sao seleccionados a partir do grupo que consiste
em doencga inflamatédria, doenga autoimune, sindrome de
resposta inflamatdéria sistémica, lesdao de reperfusado apds
transplante de ¢rgao, alteragdes cardiovasculares, doencga
obstétrica e ginecoldgica, doenca infecciosa (viral e
bacteriana), doenca alérgica e atdpica, patologias de tumores
s6lidos e nao sdé6lidos, doencas de rejeicao de transplantes,
doencgas congénitas, doencas dermatoldgicas, doencas
neurolégicas, caquexia, doencgas renais, estados de
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intoxicagdo ilatrogénica, doencgas metabdlicas e idiopaticas e

doencas oftalmoldgicas.

18. Uso de um conjugado polimérico de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 13 no fabrico de um medicamento para a
prevencao, alivio ou tratamento de patologias relacionadas

com RAGE, em particular diabetes do tipo I e/ou tipo II.

19. Uso de qualquer uma das reivindicacdes 16 a 18 em
combinagao com um outro agente capaz de inibir um mediador
precoce da cascata de citocina inflamatdéria, em que o outro
agente é particularmente seleccionado de

(i)um antagonista ou inibidor de uma citocina
seleccionado a partir do grupo que consiste em TNF, IL-1g,
IL-1p, IL-Ra, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18, IFN-y MIP-1lq,
MIF-1R, MIP-2, MIF e PAF;

(11) um anticorpo direccionado a RAGE, um acido nucleico
ou andlogo de &acido nucleico capaz de inibir a expressao de
RAGE, por exemplo, uma molécula antisense, uma ribozima ou
uma molécula de interferéncia de ARN, ou uma peguena molécula
sintética antagonista da interaccg¢ao de HMGB1 com RAGE ou RAGE
soluvel (sSRAGE);

(iii) um inibidor da interaccao de um receptor tipo Toll
(TLR), em particular de TLR2, TLR4, TLR7, TLR8 e/ou TLR9, com
HMGR1, preferencialmente um anticorpo monoclonal ou
policlonal, um &cido nucleico ou analogo de acido nucleico
capaz de ninibir a expressao de TLR, por exemplo, uma
molécula antisense, uma ribozima ou uma molécula de
interferéncia de ARN, ou uma molécula sintética com uma

dimensao inferior a 1000 Dalton.

20. Composicao da reivindicagcao 14 em que o conjugado
polimérico estda em combinagdo com pelo menos um outro agente

tal como definido na reivindicacao 19.
21. Dispositivo médico revestido de modo reversivel com
pelo menos um conjugado polimérico de qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 13.

Lisboa, 2011-06-30
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Figura la

84 aminoacidos de Box A

# Proteccdo contra protedlise
Se a sequéncia:

GKGDbK_KPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKE
KGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

A negrito amincacidos sensiveis a protedlise por proteases

Figura 1b

84 aminodcidos de Box A
# Lista de mutantes:

K2N K270 E55Q E73N
K20 K28N ESSH M74
04N K280 ES5N M74v
04Q K29N K56N K75N
PSA K29Q Ks8Q K75Q
P55 P31A Ks8N Y77H
K&N P31§ K58Q Y771
K6Q D32N F591 P79A
K7N D320 F59V P795
K70 F3n Es0C PBOA
P8A Fa7V E6OH P80S
Pas £39Q EGON K81N
ReH E33H D51N K81Q
ROG E33N De1Q E83Q
K11N F401 Ma21 Eg83H
K11Q . F40V Me2V E83N
M1zt K42N K&4N
M2V K42Q K64Q
Y154 K43N D66N
Y151 K43Q DE6QA
M7 £46Q KBTN
F17v E46H Ke7@
F18l E46N R&9H
F18v R4TH R69Q
R23H Ra7Q ik
A23Q WasY Y70l
E240Q Wass E71Q
E24H K49 E71H
E24N K49Q E7IN
E25Q Ms1l R72H
E25H M51V R72Q
E25N K54N E73Q

K27N K54Q E73H
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Continuagao da figura 1b

Sequéncias de 84 aminoacidos de Box A:

> sequéncia 1 Natural
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD .

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 2 K2N
GNGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 3 K2@Q
GGGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 4 D4N
GKGNFKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEFIWKT MSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia B DAG
GKGQFKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEFIWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia § PSA
GKGDAKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 7 P58
GKGDSKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKIYIPPKGET

> sequéncia B KEN
GKGDPNKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 9 K6Q
GKGDPQKPRGKMSSYAFFVRTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 10 K7N
GKGDPKNPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 11 K7Q
GKGDPKQPHGKMSSYAFFVQTCHEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEQMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> seguénala 12 PBA
GKGDPKKARGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD -

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 13 P8S
GKGDPKKSRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKE
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Continuagdo da figura 1b

KGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 14 R9H
GKGDPKKPHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 16 R9Q
GKGDPKKPQGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKXEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 16 K11N
GKGDPKKPRGNMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 17 K11Q
GKGDPKKPRGAMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 18 M12i
GKGDPKKPRGKISSYAFFVQTCREEHKKKHPODASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 19 M2V
GKGDPKKPRGKVSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 20 Y15H
GKGDPKKPHGKMSSHAFFVQTCBEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 21 Y151
GKGDPKKPRGKMSSIAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 22 F171 .
GKGDPKKPHGKMSSYAIFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 23 FI7V
GKGDPKKPRGKMSSYAVFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 24 F181
GKGDPKKPRGKMSSYAFIVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKT MSAKEKG KFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 25 F18Y
GKGDPKKPRGKMSSYAFVVATCREEHKKIKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 26 R23M
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCHEEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTY!PPKGET
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> sequénda 27 R23Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCQEEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEGKFEDMAKADK

AYEREMKTYIPPKKGET

> sequénda 28 E24Q ‘
GXGDPKKPRGKMSSYAFFYQTCRQEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 28 E24H
 GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCRHEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 30 E24N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCRNEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> seguénca 31 E25Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREQHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 32 E25H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREHHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

~ KARYEREMKTYIPPKGET

» sequdnda 33 E25N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFYATCRENHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 34 K27N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHNKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 35 K27Q :

GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHQKKHPDASVN FSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 36 K28N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKNKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequdnda 37 K28Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKQKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> ! sequéncia 38 K29N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKNHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 39 K29Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKQHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET
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> sequénda 40 P31A
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHADASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 41 P318
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHSDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 42 D32N .
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPNASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 43 D32Q
GKGOPKKPRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPQASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 44 F371
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNISEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 45 F37V
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNVSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 46 E39Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREERKKKHPDASVNFSQFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDIMAKAD

. KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 47 E38H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSHFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia - 48 E3ON ,
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSNFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGEY

> sequinda 49 F40!
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEISKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 50 F40V
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCAEEHKKKHPDASVNFSEVSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequincla 51 K42N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNFSEFSNKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 52 K42Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSQKCSERWKTMS AKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 53 K43N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKNCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET
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> sequéncia 54 K43Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKQCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 55 E46Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSQRWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 56 E46H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSHRWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

» sequéncia 57 E4BN '
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSNRWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

» sequéncia 58 R47H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 59 RATQ
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEQWKTMSAKEK GKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

>. sequéncia 60 W4BY
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERYKTMSAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGEY

> sequéncia 61 W48S5
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERSKTMSAKEKGKFEDMAI(ADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 62 K48N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWNTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 63 K49Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWQTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequincia B4 M51I
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTISAKEKGKFEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca B85 MS1V
GKGDPKXPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTVSAKEKGKFEDMAKADK
ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 66 Kb4N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSANEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequinda 67 K54Q _
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAQEKGKFEDMAKAD
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KARYEREMKTYIPPKGET

> seguénciz 68 E550Q
GKGDPKKPF!GKMSSYAFFVQTCHEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKQKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

>. sequéncia 69 E5SH
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKHKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 70 EB5N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKNKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 79 KSBN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKENGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 72 K56Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEQGKFEDMAKAD

KARYEREMKTY!PPKGET

> sequéncia 73 KGBN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEFIWKTMSAKEKGNFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 74 KSSQ
GKGDPKKPHGKMSSYAFF’VQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGQFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 75 FSBI
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKIEDMAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 76 F59V
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKVEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 77 E60Q
GKGOPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFQDMAKAD

KARYEREMKTY(PPKGET

> sequéncia 78 EGOH
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFHDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 79 E6ON
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFNDMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia BODBIN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVAQTCREEHKKKHFDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFENMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 81 DB1Q
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GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKG KFEQMAKAD
KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 82 M62i
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDIAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia B3 MB2V
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDVAKADK

ARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 84 K64N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMANAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncié 85 Ke4Qq
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAGAD

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 86 DGEN
GKGOPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAN

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia B7 DB6Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVAQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAGQ

KARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia B8 KE7TN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

NARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 89 K67Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

QARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 90 R69H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKGSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KAHYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 91 RE9QY
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KAQYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 92 Y70H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARHEREMKTYIPPKGET

» sequéncla 93 Y701
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARIEREMKTYIPPKGET

> sequénda 94 E71Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYQREMKTYIPPKGET
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> sequéncia 95 E71H,
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPDASYVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYHREMKTYIPPKGET

» sequéncia 98 ETIN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KAHYNHEMKTY]PPKGET

> sequéncia 97 R72H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEHEMKTYIPPKGET

> sequéncia 898 R720Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKI(KHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEQEMKTYIPPKGET

> sequéncia 99 E73Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEK GKFEDMAKAD

KARYERQMKTYIPPKGET

> sequéncia 100 ET3H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYERHMKTYIPPKGET

> sequéncia 101 ET3N
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYERNMKTYIPPKGET

> sequéncla 102 M74
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREIKTYIPPKGET

= sequéncla 103 M74V
GKGOPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREVKTYIPPKGET

> sequéncia 104 K75N
GKGDPKKPHGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMNTYIPPKGET-

> sequéncia 105 K75Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMQTYIPPKGET
> sequéncia 106 Y77H

- GKGDPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD
KARYEREMKTHIPPKGET

> sequéncia 107 Y77I
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTNPPKGET

> sequéncia 108 P79A
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIAPKGET
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> sequéncia 109 P79S
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYISPKGET

> sequéncia 110 PBOA
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPAKGET

> sequéncla 111 PBOS
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPSKGET

> sequéncla 112K81IN
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEK GKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPNGET

> sequénca 113 KB1Q
GKGOPKKPRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFS KKCSEFIWKYMSAKEKGKFEDMAKAD

KAHYEREMKTYIPPQGET

> sequéncia 114 E83Q
GKGDPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGQT

> sequdncia 115 E&3H
GKGDPKKPRGKMSSYAFFYQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGHT

> sequéncia 116 EB3N
GKGPPKKPRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAD

KARYEREMKTYIPPKGNT
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77 aminoacidos de Box A

# Proteccdo contra protedlise
Se a sequéncia:

PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDM
AKADKARYEREMKTYIPPKGET

A negrito aminoécidos sensiveis a protedlise por proteases

Figura 2b

77 aminoacidos de Box A
# Lista de mutantes:

P1A Faov E53H P738
P1S E32Q ES3N K74N
R2H E32H D54N K740
R2Q E32N D54Q E76Q
KaN F33l M55t E78H
K4Q F3aVv M55V E76N
M5! K35N K57N
MSV K35Q K570
Y8H - K36N D59N
\'g: | K36Q D59Q
F10} E35Q KGON
F1oV E39H K60Q
F111 E35N R62H
F11V R40H R620
R16H R40Q - Y63H
R16Q wa1y Y631
E170 Wa1s E64Q)
E17H K42N E64H
E17N K420 E64N
E18Q Ma4l R65H
E18H Maav R65Q
E18N KA4TN E66Q
_ K20N K47Q E66H
K200 E48Q E66N
K21N E48H Mé&7I
K210 E48N ME7V
K22N K49N K68N
K22Q K49Q K680
P24\ K51N Y70H
P24s K51Q Y70!
D25N F52! P72A
D25Q Fs2v P72S

F301 E53Q P73A
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Sequéncias de 77 aminoacidos de Box A:
> sequéncla 117 Natural

PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNE SEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAFIYEREM
KTYIPPKGET

> sequénda 118 P1A )
ARGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHFDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAOKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 119 P18

SRGKMSSYAFFVQTCREEH KKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKT! MSAKEKGKFEDMAKADKARYEHEM
KTYIPPKGET

> sequéncia 120 R2H

PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNESEF SKKCSERWKTMSAKEKGKF EDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> segquéncia 121 R2Q

PQGKMSSYAFF VQTCREEH KKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKT MSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 122 K4N
PRGNMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEF’SKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 123 K4Q
PRGQM SSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKT MSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 124 M5
PF{GKISSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequénca 125 M5V .
PFIGI(VSSYAFFVG’I‘CREEHKKI(HPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequédncia 126 YBH
PRGKMSSHAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 127 Y8I _
PRGKMSSlAFFVQTCHEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEF!WKTMSAKEKGKFEDMAKAUKAHVEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 128 F1D}
PRGKMSSYA!FVGTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHEM
KTYIPPKGET

> sequéncia 129 F10V
PRGKMSSYAVFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
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MKTYIPPKGET

» sequéncia 130 F11I
PRGKMSSYAFIVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

» sequéncda 13t FHV
PRGKMSSYAFWQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAUKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 132 R16H
PRGKMSSYAFFVQTCHEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

» sequéncia 133 R16Q
PRGKMSSYAFFVQTCQEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequincia 134 E17Q
PRGKMSSYAFFVQTCRAEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequdncia 135 E17H '
PRGKMSSYAFFVQTCRHEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 136 Ef7N
PRGKMSSYAFFVQTCRNEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 137 E18Q _
PRGKMSSYAFFVQTCREQHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 138 E18H
PHGKMSSYAFFVQTCREHHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 139 E18N
PRGKMSSYAFFVOTCRENHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPFKGET

> sequéncia 148 K20N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHNKKHPRASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKXADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 141 K20Q
PRGKMSSYAFFVQTCREEHQKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEXKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequénca 142 K21N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKNKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 143 K21Q
PREGKMSSYAFFVQTCREEHKQKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
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MKTYIPPKGET

> sequéncia Td44 K22N
PRGKMSSYAFFVQTCFIEEHKKNHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 145 K220
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKQHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncda 146 P24A
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHADASVNFSEFSKKCSERWKI’MSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequénda 147 P24S
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHSDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

» sequéncia 148 D25N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPNASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

" KTYIPPKGET

> sequéncia 149 D25Q
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPQASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncla 150 F30I
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNISEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 151 FaOV
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNVSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 152 E32Q '
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSQFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequénca 153 E32H )
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSHFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 154 E32N
PRGKMSSYAFFVQTCFGEEHKKI(HPDASVNFSNFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEHE

MKTYIPPKXGET

> sequéncia 155 F33I
PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEISKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEHEM

KTYIPPKGET

> sequénca 156 F33V '
PRGXMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEVSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 157 K35N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSNKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAFIYEREM
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KTYIPPKGET

> sequéncia 158 K35Q
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSQKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 159 K36N
PRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKNCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 160 K36Q

* PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKQCSERWKTMSAKEXGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequénda 161 E39Q
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSQRWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncda 162 E39H
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSHRWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncda 163 E3ON
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSNRWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

» sequéncia 164 R40H
PRGKMSSYAFFVQATCREERKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 165 R40Q
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEQWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET )

>. sequéncia 166 W41Y
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERYKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 167 WA1S
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERSKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequénca 168 K42N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWNTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 168 K42Q
PRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWQTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequénda 170 M44l
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTISAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequénda 171 M44V
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PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTVSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 172 KATN
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSANEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 173 K47Q
PRGKMSS\’AFFVQTCHEEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAQEKGKFEDMA_KADKARVERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 174 E48Q
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKQKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 175 E48H
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKHKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 176 E48N .
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKNKGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 177 K4SN .
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKENGKFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 178 K48Q
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEQGKFEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequénca 179 KS1N ,
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGNFEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 18D KS1Q
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGQRFEDMAKADKARYERE

MKTYIPPKGET

>  sequéncia 181 F52! . _
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKIEDMAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequéncia 182 F52V .
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKVEDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET :

> sequéncia 183 E53Q
PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFQDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET

> sequéncia 184 E53H
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFHDMAKADKARYERE
MKTYIPPKGET
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> sequéncia 185 ES3N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFNDMAKADKAHYERE

MKTYIPPKGET

» sequéncla 186 D54N
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFENMAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 187 D54Q)
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKGSERWKTMSAKEKGKFEQMAKADKAHYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 188 M551
PRGKMSSYAFFVQTCREEBKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDIAKADKARYEREM
KTYIPPKGET

> sequénda 189 M55V
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDVAKADKARYEREM

KTYIPPKGET

- » sequéncia 190 K67N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMANADKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequénciz 191 K57Q
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSEAWKTMSAKEK GKFEDMAQADKARYERE

MKXTYIPPKGET

» sequéncia 192 DBIN
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKANKARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 193 D59Q
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAQKARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 194 KBON
PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADNARYEREM

KTYIPPKGET

> sequéncia 195 K60Q :
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADQARYERE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 196 R62H -
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEREM

KTYIPPKGET

> sequéndia 197 R62Q
' PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAQYEHE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 198 YB3H
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARHERE

MKTYIPPKGET



EP 2 068 935/PT
18/98

Continuacao da figura 2b

» sequéncla 199 Y631
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARIEREM

KTYIPPKGET

> sequéncda 200 E64Q .
PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYQRE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 201 E64H
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYHRE

MKTYIPPKGET

> sequénca 202 EBAN
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHFDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYNRE

MKTYIPPKGET .

» sequéncia 203 R65SH .
PHGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTNISAKEKGKFEDMAKADKAHYEHEM

KTYIPPKGET

> sequéncia 204 RBSQ
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWI’CI'MSAKEKGKFEDMAKADKARYEQE

MKTYIPPKGET

> sequéncia 205 EGEQ -
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEHQ

MKTYiPPKGET

> sequéncia 206 EG6H
PRGKMSSYAFFVOTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERH

MKTYIPPKGET

> sequéncia 207 EGSN
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERN

MKTYIPPKGET

> sequéncia 208 M67) .
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTY. MSAKEKGKFEDMAKADKARYEREI

KTYIPPKGET

> sequénca 209 MB7V
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWICI'MSAKEKGKFEDMAKADKARYEREV

KYYIPPKGET

> sequéncia 210 KG8N
PRGKMSSYAFFVQTGREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEREM

NTYIPPKGET

> sequéncia 211 K6BQ ,
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

QTYIPPKGET

» sequénda 212 Y70H
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
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KTHIPPKGET

> sequénda 213 Y70!
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM
KTHPPKGET

> sequéncia 214 PTZA
PRGKMSSYAFFVOQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIAPKGET

> sequénca 215 P728
PRGKMSSYAFFVAQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYISPKGET

> sequéncla 216 P73A
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHRPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPAKGET

> sequéncia 2V7 P738
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPSKGET

> sequéncia 218 K74N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPNGET

> sequéncia 219 K74Q
PRGKMSSYAFFVATCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPQGET

> sequéncia 220 E76GQ
PRGKMSSYAFFVAQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGQT

> sequéncia 221 E76H
PRGKMSSYAFFVQTCHEEHKKKHPDhSVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKMYEHEM

KTYIPPKGHT

> sequénciz 222 E76N
PRGKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM

KTYIPPKGNT
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54 aminoacidos de Box A

# Protecgdo contra protedlise
Se a sequéncia;

PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

A negrito aminodcidos sensiveis a protedlise por proteases
Figura 3b

54 aminoacidos de Box A

# Lista de mutantes:

P1A F291 P50A
PiS F2gV P50
D2N E30Q KS1N
D2Q E30H K51Q
Fni E30N E53Q
F7V D31N E53H
E9Q D31Q E53N
E9H M32i

E9N M32V

Fiol K3aN

Fiov K34Q

K12N D3sN

K12Q p36Q

K13N K37N

K13Q K37q

E16Q R3oH

E16H R39Q

E16N Y40H

R17H Y4oi

R17Q E41Q

wisy E41H

W18S E41N

K19N R42H

K19Q R42Q

M211 E43Q

M21V E43H

K24N E43N

K24Q M44l

E25Q © M4V

E25H K45N

E25N K45Q

K26N Y47H

K26Q Y471

K28N P4SA

K280 P43S
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Sequéncias de 54 aminoacidos de Box A:

» seguéncla 223 Natural

PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 224 P1A
ADASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 225 P1S
SDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 226 D2N
PNASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 227 D2Q
POASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia ' 228 F7l
PDASVNISEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 229 F7V
PDASVNYSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 230 E9Q
PDASVNFSOFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 231 ESH
PDASVNFSHFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 232 ESN
PDASVNFSNFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 233 F10I .
PDASVNFSEISKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequinda 234 F10V
PDASVNFSEVSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 235 K12N
PDASVNFSEFSNKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 236 K12Q
PDASVNFSEFSOKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia : 237 K13N
PDASVNFSEFSKNCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 238 K13Q
PDASVNFSEFSKQCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 239 E16Q
PDASVNFSEFSKKCSQRWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET
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> sequéncia 240 E16H
PDASVNFSEFSKKCSHRWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequenua 241 E16N
PDASVNFSEFSKKCSNHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 242 R17TH
PDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 243 R17Q
PDASVNFSEFSKKCSEQWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

» sequénca 244 W1BY
PDASVNFSEFSKKCSERYKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 245 WIBS
PDASVNFSEFSKKCSERSKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 2486 K19N
PDASVNFSEFSKKCSERWNTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKT\'{PPKGET

> sequénda 247 K18Q
PDASVNFSEFSKKCSERWAQTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 248 M21)
PDASVNFSEFSKKCSERWKTISAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 249 M2V
PDASVNFSEFSKKCSERWKTVSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 250 K24N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSANEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 251 K24Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAQEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 252 E25Q
PDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKQKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncla 253 E25H
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKHKGKFEDMAKADKAHYEREMKTY|PPKGET

> sequénda 254 E25N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKNKGKF EDMAKADKARYEREMKT YIPPKGET

> sequéncia 255 K26N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKENGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncda 258 K26Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEQGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 257 K28N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGNFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 258 K28Q
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PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEK GQFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

» sequéncia 259 F29]
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKlEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

» sequéncia 260 F23V
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKVEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncda 261 E30Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFQDMQKADKAHYEHEMKTYlPPKGET

> sequéncla 262 E30H
PDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFHDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

» sequéncia 283 E3ON
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFNDMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

‘> sequéncia 264 D3N
PRASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFENMAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 265 D31Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEOMAKADKAHYEREMKTY‘PPKGET

» sequéncia 266 M321
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDIAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 267 M32V
PDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDVAKADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 268 K34N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDIMANADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénda 269 K34Q
PDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAQADKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 270 D3BN
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKANKARYEREMKTYIPPKGET

> sequénca 271 D3BQ
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAQKARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 272 K37N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADNARYEREMKTYIPPKGET

> sequdnda 273 K37Q
PDASVNESEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADQARYEREMKTYIPPKGET

> sequéncia 274 R38H
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHEMKTY!PPKGET

> sequéncia 275 R39Q
PDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAQYEREMKTYIPPKGET

-> sequénda 276 Y40H
PDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKAPKARHEREMKTYIPPKGET
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> sequénca 277 Y40I
PDASVNFSEFSKKCSEHWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARIEREMKTY[PPKGET

> sequéncia 278 E41Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYQREMKTYIPPKGET -

>: sequéncia 279 E41H
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYHREMKTYIPPKGET

> sequéncia 280 E41N
PDASVNFSEFSKKCSEARWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYNREMKTYIPPKGET

> sequénda 281 R42H
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEHEMKTYIPPKGET

> sequénda 282 R42Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEQEMKT YIPPKGET

> sequénda 283 E43Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYERQMKTYIPPKGET

> seguénca 284 E43H
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKAHYEHHMKFYIPPKGET

> sequéncia 285 E43N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADXARYERNMKTYIPPKGET

> sequéncia 286 M44i .
PDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREIKTYIPPKGET

> sequéncla 287 MA4V
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREVKTYIPPKGET

> sequénda 288 K45N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMNTYIPPKGET

> sequéncia 289 K45@
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMQTYIPPKGET

> sequéncia 290 Y47TH
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTHIPPKGET

> sequéncia 281 Y47l
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTIIPPKGET

> sequénca 292 P49A
PDASVYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIAPKGET

> sequénca 293 P49S
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYISPKGET

> sequincla 284 PS0A
F’DASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTY[PAKGET
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> sequéncia 285 P50S
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPSKGET

» sequéncia 296 K51N
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPNGET

> sequénda 297 KS1Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPQGET

> sequéncia 298 E53Q
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREM KTY[F PKGQT

> sequéncia 299 E53H
PDASYNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGHT

> sequénca 300 ES3IN
PDASVNFSEFSKKCSERWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYIPPKGNT
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Figura 4a

84 aminoécidos de Box A de HMGB1 de Anopheles gambia (XP_311154)

# Protecggo contra protedlise
Se a sequéncla:

GKVKDNkPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQV!FAEFSRKCAERWKTMLDKEK
QRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

A negrito aminoacidos sensiveis a protedlise por proteases
Figura 4b

84 aminoacidos de Box A

# Lista de mutantes:

K2N E24H F40V K56N E71H
K2Q E24N RA2H K56Q E7IN
K4aN E25Q R42Qy R58H L72l
K4Q E25H K43N R58Q L72Vv
DSN E25N K43Q Fsol E73Q
D5Q K27N E46Q F58V E73H
K7N K27Q E46H - E61Q E73N
K7Q K28N E46N E61H M74t
PBA K238Q RA7TH. EGIN M74v
PBS K29N RA7Q M62! Y77H
R9H K22Q Ww4sY mMe2v Y7l
RoQ P31A - WwWia8s £63Q P79A
R11H P31S K49N EB4H P79S
R11Q E32Q K49Q E64N POA
M121 E32H M5 K65N PBoS
M12V E32N M5V K65Q Ke1n
Y15H E33Q L521 D8N Ks1Q
Y15l E33H L52V DEEQ

F1t E33N D&3N K67N

Fi7V Fa7l D53Q K§7Q

F181 F37V K54N RBOH

F18V E39Q K54Q A59Q

R23H E39H ES5Q Y70H

R23Q £30N E55H ¥70)

E£24Q 401 ESSN ETQ
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» SEQUENCIA 301 Natural
. GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAY

s> SEQUENCIA 302 K2N
GNVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 303 K2Q
GQVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 304 K4N
GKVNDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

» > SEQUENCIA 305 K4Q
GKVODNKPRGRMTAYARFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 306 DSN
. GKVKNNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 307 D5Q
GKVKQNKPRGHMTAYAFFVGTCREEHKKKHPEEOWFAEFSHKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>» SEQUENCIA 308 K7N
GKVKDNNPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>> SEQUENCIA 309 K7Q
GKVKDNQPRGRMTAY AFFVQOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV -

»> SEQUENCIA 310 PBA
GKVKDNKARGRMTAYAFFVQOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 311PBS
GEKVKDNKSRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 312 ROH
GKVKDNKPHGRMTAY AFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDXKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

= » SEQUENCIA 313 R9Q
GKVKDNKPQGRMTAY AFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 314 R11H
GKVKDNKPRGHMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
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ARYELEMQSYVPPKGAV

>3 SEQUENCIA 315 R11Q)
GKVKDNKPRGOMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

% SEQUENCIA 316 M12!
GKVKDNKPRGRITAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 317 M12V
GKVKDNKPRGRVTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>» SEQUENCIA 318 Y15H .
GKVKDNKPRGRMTAHAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDOKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAVY

>%' SEQUENCIA 319 Y15t
GKVKDNKPRGRMTAIAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 320F171
GKVKDNKPRGRMTAY AIFVAQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 321 F17V
GKVKDNKPRGRMTAYAVFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 322F181
GKVKDNKPRGRMTAY AFIVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 323 F18V
GKVKDNKPRGRMTAYAFVYQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 324 R23H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQATCHEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTML_DKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

» > SEQUENCIA 325 R23Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCQEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 326 E24Q »
GKVKBENKPRGRMTAYAFFVQTCRQEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 327 E24H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCRHEHKKKHPEEQVIFAEFSAKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

» % SEQUENCIA 328 E24N
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GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCRNEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEK QRFHEMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 329 E25Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREGHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

» > SEQUENCIA 330 E25H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREHHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 331 E25N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCRENHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 332 K27N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHNKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 333 K27Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHQKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>>' SEQUENCIA 334 K28N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVATCREEHKNKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEK QRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 335 K280Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKQKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 336 K29N -
GKVKDNKPRGEMTAYAFFVOTCREEHKKNHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 337 K29Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKQHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEK QRFHEMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 338 P31A ‘
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHAEECNIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

= > SEQUENCIA 339 P31S
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEH KKKHSEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 340 E32Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHP QEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 341 E3ZH
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPHEQVIFAEFSAKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
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ARYELEMQSYVPPKGAV

s> SEQUENCIA 342 E32N .
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPNEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

» > SEQUENCIA 343 E33Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEQQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAYV

> 3> SEQUENCIA 344 E33H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOQTCREEHKKKHPEHQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>>» SEQUENCIA 345 E33N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVAQTCREEHKKKHPENQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVFPKGAYV

>> SEQUENCIA 348 Fa7l
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 347 Fa7V )
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVAOTCREEHKKKHPEEGVIVAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAY

» > SEQUENCIA 348 E39Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAQFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDK -

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 349 E38H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAHFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 350 E3SN
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFANFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 351 Fal
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEISRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 352 F40V
GKVI(DNKPRGFIMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQV!FAEVSHK_CAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 353 R42M
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSHKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAY

>> SEQUENCIA 354 R42%
GKVKDNKPRGHMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSQKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAY

> > SEQUENCIA 355 K43N
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GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRNCAERWKTMLDKEKQRFHREMAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 356 K43Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRQCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 357 E46Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHFEEQVIFAEFSRKCAQRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 358 E46H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVATCREEBKKKHPEEQVIFAEFSRKCAHRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 359 E46N :
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCANRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 360 RATH
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 361 R47Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAEQWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

. ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 362 WA4BY
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERYKTMLOKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>3 SEQUENCIA 363 W4BS
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERSKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 364 KAON
GKVKDNKPRGHMTAYAFFVG_TCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWNTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 365 K49Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWQTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>3> SEQUENCIA 366 M&1!1
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTILDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 387 M5BTV
GKVKONKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTVLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>> SEQUENCIA 388 L5621 _
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMIDKEKQRFHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV
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» > SEQUENCIA 369 52V
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMVDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAY

>> SEQUENCIA 370 D53N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLNKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 371 D530
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLQKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAYV

> > SEQUENCIA 372 K54N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDNEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV :

> > SEQUENCIA 373 K54Q :
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDQEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

=5 SEQUENCIA 374 E55Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFYQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKQKQRFHEMAEKDK,

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 375 ES5H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKHK QRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 376 E55N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKNKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENGIA 377 K56N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKENQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 378 K56Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEQQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 379 RS8H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIF AEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVFPKGAV

>> SEQUENCIA 380 R58Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDOKEKQQFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 3B1 F59)
GKVKDNKPRGAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSAKCAERWKTMLDKEKQRIHEMAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 382 F59V
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRVHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV
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»> SEQUENCIA 383 £681Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHQMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>» SEQUENCIA 384 EG1H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEGQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHHMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 3BS EGIN
GKVKDNKPRGRMTAYAEFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHNMAEKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 386 M621 . :
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEIAEKDKA

RYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 387 Me2V
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEVAEKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

>>' SEQUENCIA 388 E64Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEESRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAQKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 388 E64H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAHKDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

»>> SEQUENCIA 390 EB4N
GKVKONKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSAKCAERWKTMLDKEKQRFHEMANKDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 391 KA5N :
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAENDK

ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 392 KB65Q .
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEQDK
ARYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 393 D66N

GKVKDNKPRGRMTAYAF FVQTCREEH!(_KKHPEEO VIFAEFSRIKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKNK
ARYELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 394 DE6Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAEAWKTMLDKEKQRFHEMAEKQK
ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 385 K67N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDN
ARYELEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 396 K67Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDQ
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ARYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 397 R69H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

AHYELEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 398 RE5Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFEVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKORFHEMAEKDK

AQYELEMQSYVPPKGAV

»» SEQUENCIA 398 Y70H
GKVKDNKPRGAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARHELEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 400 Y70I
GKVKDNKPRGRMTAY AEFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARIELEMQSYV

»> SEQUENCIA 401 E71Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDK

ARYQLEMQSYVPPKGAV

>>» SEQUENCIA 402 E71H
GKVKDNKPRGRMTAY AFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYHLEMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 403 E7IN
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYNLEMQSYVPPKGAV

»> SEQUENCIA 4041721 .
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYEIEMQSYVPPKGAYV

> > SEQUENCIA 405 L72V
GKVKDNKPRGRMTAY AFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSAKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYEVEMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 406 E73Q
GKVKDNKPBGFIMTAYAFFVOTCHEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEM AEKDK

ARYELQMQSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 407 E73H '
GKVKDNKPRGRMTAY AFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK,

ARYELHMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 408 E73N
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDK

ARYELNMQSYVPPKGAV

>> SEQUENCIA 409 M74l
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIF AEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEIQSYVPPKGAV

s> SEQUENCIA 410 M74V
GKVKDNKPRGRMTAY AFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK
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ARYELEVQSYVPPKGAV

»%» SEQUENCIA 411 YT7H
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSHVPPKGAV

»>> SEQUENCIA 412 Y77
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

AF!Y!'-.'LEMQSIVPFKGAV

»» SEQUENCIA 413 PT2A
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEK QRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVAPKGAV

> SEQUENCIA 414 PT98
GKVKDNKPRGHMTAYAFFVQTCF{EEHKKKHPEEQWFAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVSPKGAV

>> SEQUENCIA 415 PBOA
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPAKGAV

»>» SEQUENCIA 416 PBOS
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVOQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEK GRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPSKGAV

»> SEQUENCIA 417 KBIN
GKVKDNKPRGRMTAY AFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPNGAV

»> SEQUENCIA 418 K81Q
GKVKDNKPRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIF AEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDK

ARYELEMQSYVPPQGAV
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Figura 5a
77 aminodcidos de Box A de HMGB1 de Anopheles gambia (XP_311154)

# Protecgdo contra protedlise
Se a sequéncia:

PRGRMTAYAFFVQTCREEH KKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMA
EKDKARYELEMQSYVPPKGAV

A negrito aminodcidos sensiveis a protedlise por proteases

Figura 5b
77 aminoéacidos de Box A de HMGB1 de Anopheles gambia'(XP_311154)

# Lista de mutantes:

PiA E26N RS1Q P73A
P15 F30i F52I P73S
R2H F30V F52V K74N
R20Q E32Q E54Q K74Q
R4H E32H E54H

R4Q E32N E54N

M5! Fa3l M55

M5V F33v M55V

Y8H R35H E57Q

Y8 R35Q E57H

F10l K36N ES7N

F10V K36Q K5BN

F1il E39Q K58Q

FIV E39H D59N

R16H E39N D598Q

Ri6Q RAOH K6ON

E17Q R40Q K60Q

E17H Wwaty REZH

E17N . wats R62Q

E18Q Ka2N Y63H

E18H Ke20 - Yeal

E18N M4 E64Q

K20M MaaV E64H

K20Q La5! E64N

K21N L45V L65Y

K21G D46N L65V

K22N DA6Q E66Q

K22Q K&7N E66H

P24A Ka7Q E66N

P24S E48Q M67i

E25Q E48H MB7V

E25H E48N Y70H

E25N K43N y70l

E26Q K49Q P72A

E26H R51H P728
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> SEQUENCIA 419 Natural
PRGRMTAYAFFVOTCREFHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> > SEQUENCIA 420 P1A
ARGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQREHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 421 P1S
SRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 422 R2H
PHGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 423 R20}
PQGFIMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 424 R4H
PRGHMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 425 R4Q
PRGGMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 426 M5!
PRGRITAYAFFYQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ

SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 427 M5V
PRGRVTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QBYVPPKGAV

> SEQUENCIA 428 YBH
PRGRMTAHAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 429 YBI
PRGRMTAIAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMG

SYVPPKGAV

> .SEQUENCIA 430 F101
PRGRMTAYAIFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ

SYVPPKGAY

> SEQUENCIA 431 F1oV
PRGRMTAYAVFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV
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» SEQUENCIA 432 F11l
PRGAMTAYAFIVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ

SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 433 F11V
PRGRMTAYAFVVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 434 RieH
PRGRMTAYAFFVQTCHEEHKKKHPEEOVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

s SEQUENCIA 435 R16Q
PRGRMTAYAFEVQTCQEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKXQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV .

» SEQUENCIA 436 Et7Q
PRGRMTAYAFFVQTCRQEHKKKHPEEGVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 437 Et7TH
PRGHMTAYAFFVQTCRHEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV.

> SEQUENCIA 438 E17N
PHGRMTAYAFFVQTCRNEHKKKHPEEOVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKGHFHEMAEKDKARYELEM
GSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 439 E18Q
PRGRMTAYAFFVQTCHEQHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 440 E18H
PRGRMTAYAFFVOTCREHHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 441.Ef8N
PRGFIMTAYAFFVQTCRENHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 442 K20N
PRGRMTAYAFFVOQTCREEHNKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 443 K20Q
PHGHMTAYAFFVQTCREEHGKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKORFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAYV

» SEQUENCIA 444 K21N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKNKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 445 K21Q
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKQKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
. QSYVPPKGAV
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> SEQUENCIA 4456 22N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKNHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 447 K22Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKQHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 448 P24A
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHAEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 449 P24S
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHSEEQVIFAEFSHKCAERWKT MLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 450 E25Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPQEGV!FAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QASYVPPKGAV

> SEQUENCIA 451 E25H

. PHGRMTAYAFFVQTCFIEEHKKKHPHEQVIFAEFSHKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAVY

» SEQUENCIA 452 E25N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPNEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 453 E26Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEQQVIFAEFSHKCAERWI(TMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV :

> SEQUENCIA 454 E26H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEHOV!FAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQFIFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 455 E26N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPENQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 456 F30l
PRGRMTAYAFFVGTCREEHKKKHPEEQVIIAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ
SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 457 FapV
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIVAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 458 E32Q
PH_GHMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAQFSRKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV }

> SEQUENCIA 459 E32H
PHGHMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAHFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAHYELEM :
QSYVPPKGAV
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»>. SEQUENCIA 480 E32N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFANFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 461 F33i
PRGRMTAYAFI FVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEISHKGAERWKTM LDKEKQ RFHEMAEKDKAHYELEMQ

SYVPPKGAV

» ' SEQUENCIA 462 F33V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEVSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAVY

> SEQUENCIA 483 RasH
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSHKCAERWKTMLDKEKQORFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 484 R35Q
PRGAMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSQKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 465 K36N
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQV]FAEFSRNCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAHYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 468 K35Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRQCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKXDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 487 E39Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAQRWKTMLDKEKQRFHEMAEXDKARYELEM

QSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 468 E38H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAHRWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV
> SEQUENCIA 469 E39N ‘
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCANRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 470 R40H
PHGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQWFAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKAHYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 471 RAOQ
PRGRMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAEQWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

». SEQUENCIA 472 Wa1Y
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERYKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ
SYVPPKGAY

> SEQUENCIA 473 WA1S
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PRGRMTAYAFFVQTCREEMKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERSKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQ
SYVPPKGAV

» SEQUENCIA 474 K42N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWNTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 475 K42Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWQTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 476 M44l
PRGHMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEOVIFAEFSHKCAERWKTILDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMO
SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 477M44V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQWFAEFSFIKCAERWKTVLDKEKQHFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV .

» SEQUENCIA 478 L45!
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMIDKEKQRFHEMAEKDKAHYELEMQ
SYVPPKGAV

= SEQUENCIA 479 L45V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMVDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAYV

» SEQUENCIA 480 D4SN
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLNKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 481 D46Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVlFAEFSRKCAERWKTMLQKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

GSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 482 K47N
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDNEKGRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 483 K47Q
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLODQEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 484 E48Q
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKQKGRFHEMAEKDKARYELEM
QSWPPKGAV

> SEQUENCIA 485 E48H
PRGRAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKHKQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 485 E48N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKNKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV
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» SEQUENCIA 487 K43N
PRGRMTAYAFFYQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKENQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 488 K49Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEQQRFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAY

>. SEQUENCIA 488 R51H
PRGRMTAYAFFVOQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
QASYVPPKGAV

> SEQUENCIA 490 RS1Q

PRGRMTAYAFFVATCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEK QQFHEMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 491 F52l
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRIMEMAEKDKARYELEMQ
SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 492 F52V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRVHEMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 443 E54Q .
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHOMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 494 E54H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIF AEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHHMAEKDKARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 485 E54N ‘
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHNMAEKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 496 M55
PRGRMTAYAFFVOQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEIAEKDKARYELEMQ
SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 497 M55V
PRGRMTAYAFFVQTCHEEI-IKKKHPEEQV!FAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEVAEKOKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 488 E57Q
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAQKDKARYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 499 E57H

PRGRMTAYAFFVQTCREEHKK KHPEEQVIFAEFSRKCAERWK TMLDKEKQRFHEMAHKDKARYELEM
QSYVPPKGAV .

> SEQUENCIA 500 E57N
PRGAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMANKDKARYELEM
QASYVPPKGAV
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> SEQUENCIA 501 K58N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAENDKARYELEM

GSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 502 K58Q)
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRK CAERWK TMLOKEKQRFHEMAEQDKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 503 D59N
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKNKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 504 D59Q
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEECIV]FAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKQKARYELEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 505 KBON
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDNARYELEM

OSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 506 K60Q
PRGRMTAYAFFVQTCFIEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKORFHEMAEKDQARYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 507 R62H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAFKDKAHYELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 508 R62Q
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAQYELEM
QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 509 Y63H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARHELEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 510 Y83l
PHGRMTAYAFFVQTCHEEHKKKHPEEQVIFAEFSRKGAERWKTMLDKEKORFHEMAEKDKARIELEMQ

SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 511 E64Q
PRGRMTAYAFFVQTCREENKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYQLEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 512 E64H
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYHLEM

QSYVPPKGAV

> SElQUIAENCIA 513 E64N
PRGAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYNLEM

QSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 514 1.651
PRGFIMTAYAFFVQTGREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKT MLDKEKQRFHEMAEKDKARYEIEMQ
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SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 515 L85V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYEVEM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 516 E66Q ,
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYELQM

QSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 517 E6H
PRGRAMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELHM

QSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 518 E66N -
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELNM

QSYVPPKGAYV

> SEQUENCIA 518 M67I
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEIQ

SYVPPKGAV

> SEQUENCIA 520 MB7V
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEV

QSYVPPKGAV

= SEQUENCIA 521 Y70H
PRGEMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSHVPPKGAV

> SEQUENCIA 522Y70l ‘
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSIVPPKGAV

> SEQUENCIA 523 P72A
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVAPKGAV

> SEQUENCIA 524 p72S ‘
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKAHYELEM
QSYVSPKGAV

> SEQUENCIA 525 PTaA
PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSHKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPAKGAV

> SEQUENCIA 526 P735 :
- PRGRMTAYAFFVQTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM

QSYVPSKGAY

> SEQUENCIA 527 k74N
PRGRMTAYAFFVOTCREEHKKKHPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARY ELEM

QSYVPPNGAY

» SEQUENCIA 52BK74Q .
PRGRMTAYAFFVQTCHEEHKKKHPEEOVIFAEFSRKCAEFIWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEM
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Continuacao da figura 5b

QSYVPPQGAV
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Figura 6a

54 aminoacidos de Box A de HMGB1 de Anopheles gambia (XP_311154)

# Protecg8o contra protedlise
Se a sequéncia:

PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

A negrito aminoacidos sensiveis a protedlise por proteases

Figura 6b

54 aminoacidos de Box A de HMGB1 de Anopheles gambia (XP_311154)

# Lista de mutantes:

P1A K24N EA3Q
P1S K24Q E43M
E2Q E25Q E43N
E2H E25H M44i
E2N E25N Mazv
E3Q K26N Y474
E3H K26Q Y47l
E3N R28H P49A
F7 R28Q 493
Frv F2st P50A
ESQ F2av P50S
ESH E31Q K51N
ESN E31H K51Q
F10l E31N

Fiov mazl

R12H M32v

R12Q E340Q

K13N E34H

Kt13Q E34N

E16Q K35N

E16H K35Q

E16N D36N

/f17H D35Q

R17Q K3a7N

w18y K37Q

w18s R39H

K19 R35Q

K19Q Y40H

M21t Y40!

M21v E4iQ

L221 E4H

L22v E41N

D23N L421

pD23a La2v
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Continuacao da figura 6b

> SEQUENCIA 529 Natural _
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

= SEQUENCIA 530 p1a
AEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 531 p1g
SEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 532 E2Q .
PQEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

>SEQUENCE 533 E2H
PHEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 534 E2N
PNEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 53SE3Q
PEQQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAHYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 536 E3H
PEHQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 537 E3N
PENQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 538 F7l
PEEGVHAEFSF\‘KCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 539 F7v
PEEQVIVAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 540 E3Q
PEEQVIFAQFESRX CAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

s SEQUENCIA 541FgH
PEEQVIFAHFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAVY

s SEQUENCIA 542 ggN
PEEQVIFANFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 543 B0l
PEEQVIFAEISRKCAEAWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 544Ftov
PEEQVIFAEVSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 545 R12M
PEEQVIFAEFSHKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA B46Ri2Q
PEEQVIFAEFSQKCAERWKTMLDKEKGRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY
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Continuagdo da figura 6b

» SEQUENCIA 547 K13N
PEEQVIFAEFSRNCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 548 K13Q
PEEQVIFAEFSRQCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 549 E16Q
PEEQVIFAEFSRKCAQRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMOQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 550 E16H <
PEEQVIFAEFSRKCAHRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 551 E16N
PEEQVIFAEFSRKCANRWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA S52 RY7H .
PEEQVIFAEFSRKCAEHWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 553 R17Q
PEEQVIFAEFSRKCAEQWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

= SEQUENCIA 554 wiayY
PEEQVIFAEFSHKGAERYKTMLDKEKQHFHEMAEKDKAHYELEMQSYVPPK_GAV

> SEQUENCIA 555 W18S
PEEQVIFAEFSRKCAERSKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 556 K19N
PEEQVIFAEFSRKCAERWNTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

s, SEQUENCIA 557 ;K190
PEEQVIFAEFSRKCAERWQTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

= SEQUENCIA 558 m21t
PEEOVIFAEFSRKCAERWKTILDKEKQHFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

- SEQUENCIA 559 M21V
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTVLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 5BC L22)
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMIDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAVY

» SEQUENCIA 561 |22V
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMVDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 562 P23N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLNKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 563 D23Q
PEEQVIFAEFSARKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPRPKGAY

s SEQUENCIA 564 K24N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDNEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 585 K24Q .
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDQEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAVY

»> SEQUENCIA 566 E25Q
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Continuagdo da figura 6b

PEEQVIFAEFSARKCAERWKTMLDKQKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

>i SEQUENCIA 567 E25H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDOKHKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 568 E25N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKNKQRFHEMAEKDKARYELEMGQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 569 K26N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKENQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA §70K28Q
FPEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEQQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 571 R28H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKGHFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 572 R28Q
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQQFHEMAEKDKARYELEMOSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 573 F29]
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRIHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 574;gagy
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRVHEMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 575E31Q
PEEQVIFAEFSRKQAERWKTMLDKEKQRFHQMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 578 E31H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHHMAEKDKARYELEMGQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 577 E31N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHNMAEKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 578 M32i _
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKORFHEIAEKDKARYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 579 mazv
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEVAEKDKARYELEMQSYVRPKGAY

» SEQUENCIA S80E34Q
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAQKDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 581 E34H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAHKDKARYELEMQSYVPPKGAV

s SEQUENCIA 5B2E34N ‘
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMANKDKARYELEMQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 583 kasn
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAENDKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 584 K35Q
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEQDKARYELEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 585 DasN
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Continuacao da figura 6b
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKNKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 5B6D36Q
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKQKARYELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 587 K37N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDNARYELEMQSYVPPKGAVY

» SEQUENCIA 588 Ka7Q A
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDQARYELEMGSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 589 R39H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKAHYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 590R390
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAQYELEMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 591 Y40H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARHELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 5B2 Y40
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKORFHEMAEKDKARIELEMQSYVPPKGAY

> SEQUENCIA 593 £410Q
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYQLEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 594 E41H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLOKEKQRFHEMAEKDKARYHLEMOSYVPPKGAVY

» SEQUENCIA 595 E41N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYNLEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 596 g29
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKAHYEIEMQSYVPPKGAV

» SEQUENCIA 597 42V
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYEVEMQSYVPPKGAY

s SEQUENCIA 598 E43Q
PEEQV!FAEFSRKCAERWKTMLDKEKQHFHEMAEKDKARYELQMGSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 599 E43H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELHMQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 600 E43N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELNMOSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 601 mM44]
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEIQSYVPPKGAV

> SEQUENCIA 602 maay
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEVQSYVPPKGAY

» SEQUENCIA 603 y47H
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSHVPPKGAY

> SEQUENCIA 604v47
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSIVPPKGAY
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Continuacao da figura 6b

s SEQUENCIA 605 pP49A
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVAPKGAY

» SEQUENCIA 606 P48S
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVSPKGAY

> SEQUENCIA 607 P50A
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPAKGAV

» SEQUENCIA 608 Pp5DS
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMOQSYVPSKGAV

> SEQUENCIA 608 k51N
PEEQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKARYELEMQSYVPPNGAY

> SEQUENCIA B10K51Q
PE_EQVIFAEFSRKCAERWKTMLDKEKQRFHEMAEKDKAHYELEMQSYVPPQGAV
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Tabela 7.1
MEDIA Desvio
{Célulasffiltro) Padréo EPM
wio FBS 22,04 1,119 0,3956
HMGB1 1 nM 51,13 2,702 0,8552
HMGB1 1 nM + CT500 1nM 21,71 1,803 0,6376
HMGB1 1 nM + CTS501 1nM 19,94 1,400 0,4950
{ HMGB1 1 nM + CT568 1 nM 29,19 2,506 0,8861
HMGH1 1 nM + CT5694 nM 28,08 3,812 1,348
HMGB1 1 nM + CT570 1 nM 30,00 4,559 1,612
HMGB1 1 nM + CT5711 nM 35,94 2,528 0,8936
HMGB1 1 nM + CT502 1 nM 2531 3,218 1,138
HMGB1 1 nM + CT572 1 nM 26,63 2,489 0,8801
HMGB1 1 nM + CT503 1 nM 18,75 3012 © 1,065
HMGB1 T nM + CT573 1 nM 26,31 4,383 1,550
HMGB1 1 nM + CT504 1 nM 26,00 4,149 1,467
| HMGB1 1 nM + CT5741 nM 31,19 2789 0,9862
HMGB1 1 nM+ CT575 1 nM 2913 3,824 1,352
HMGB1 1 nM + CT576 1 nM 30,19 2,404 0.8501
HMGB1 1 nM + CT505 1 nM 18,13 2,900 1,025

Figura 7.1

Células/filtro

AR AR R R

.LEGENDA:
B8 maior actividade comparada com CT500
9 ctividade similar comparada com CT500

B menor actividade comparada com CT500
" p<0Ds5
“* p<001
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Tabela 7.2
MEDIA Desvio
(Células/fltro) Padrio EPM

| wio FBS 20,25 1,035 0,3660
HMGB1 1 nM 64,42 8,556 3,025
HMGB1 1 nM + CT500 1nM 2333 3,505 1,239
HMGB1 1 nM + CT577 1 nM 34,75 2171 00,7676
HMGB1 1 nM + CT5781 nM 29,56 3,396 1,201
HMGB1 1 nM + CT506 1 nM 2531 3,936 1,392
HMGB1 1 nM + CT572 1 nit 51,31 4140 1,464
HMGB1 1 nM + CT5680 1 nM 30,44 3,469 1,226
HMGB1 1 nM + CT581 1 nM 30,44 3,469 1,226
HMGBT 1 nM + CT507 1 nM 24,81 4,183 1,479
HMGB1 1 nM + CT582 1 nM 3822 5,205 1,840
HMGB1 1 nM + CT5841 nM 30,56 2,796 0,9885
HMGB1 1 nM + CT508 1 nM 25,63 2,838 1,003
HMGB1 1 nM +CT509 1 nM 28 88 1,827 0,6461
HMGE1 1 nM + CT510 1 nM 2550 5,285 1,868
HMGB1 1 nM + CT585 1 ni 4063 4,719 1,668

Figura 7.2
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Tabela 7.3
MEDIA I:;esvfo
(C8lulas/filtro) Padrio EPM
wjo FBS 20,38 2,285 0,8078
HMGB1 1 nM 72,54 5,188 1,834
| HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 33,31 2,375, 0,8395
HMGB1 1 nM + CT511 0.5 nM 26,31 5,669 2,004
HMGB1 1 nM + CT512 0.5 nM 26,56 2,872 1,015
HMGB1 1 nM + CT513 0.5 nM 25,93 1,512 0,5714
HMGB1 1 nM + CT514 0.5 nM 35,28 2,233 0,8441
HMGE1 1 nM + CT586 0.5 nM- 60,06 5,179 1,831
HMGB1 1 nM + £7515 0.5 nM 24,56 3,959 1,400
HMGB1 1 nM + CT516 0.5 nM 29,09 2,949 1,043
HMGB1 1 nM + CT517 0.5 nM 27,25 3,229 1,142
HMGB11 nM+ CT5180.5 nM 29,25 2,632 0,9306
HMGB1 1 nM + CT519 0.5 nM 26,81 3,712 1,313
HMGB1 1 nM + CT520 0.5 nM 2731 3,047 1,077
HMGB1 1 nM + CT521 0.5 nM 29,13 2,888 1,021
HMGB4 1 nM + CT522 0.5 n\ 25,89 3,301 1,199
Figura 7.3
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Tabela 7.4
MEDIA Desvio EPM
(Células/filtro) Padréo
w/o FBS 20,27 2,250 0,7955
HMGB1 1 nM 66,58 6,732 2,380
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 36,50 3,045 1,076
HMGB11 nM + CT523 0.5 nM 34,06 3,849 1,361
HMGB1 1 nM + CT524 0.5 nM 39,57 6,380 2411
HMGB1 1 nM + CT525 0.5 nM 41,08 4,229 1,405
HMGB1 1 nM + CT526 0.5 nM 34,13 4,764 1,684
HMGB1 1 nM + CT527 0.5 nM 29 88 3,182 1,125
HMGB11 nM + CT528 0.5 nM 41,50 2,878 1 ,018
HMGB1 1 nM + CT588 0.5 niM 60,13 5,848 2,067
HMGB1 1 nM + CT529 0.5 nM 30,13 3,357 1,187
HMGB1 1 nM + CT520 0.5 nM 35,63 2,504 0,8851
HMGB1 1 nM + CT589 0,5 nM 43,88 3227 1,141
HMGB1 1 nM + CT590 0.5 nM 47,00 2,535 0,8964
HMGB1 1 nM + CT531 0.5 nM 35,25 8,045 2,844
HMGB1 1 nM + CT591 0.5 nM 43,56 3,267 1,155
HMGB1 1 nM + CT532 0.5 nM 26,50 3,094 1,094
Figura 7.4
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Tabela 7.5
MEDIA Desvio
(Células/filtro) Padrido EPM

wio FBS 18,48 1,694 0,5988
HMGB1 1 nM 76,81 5,000 1,768
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 35,90 0,738 0,2720
HMGB1 1 nM + CT592 0.5 nM 43,00 4041 1,528
HMGB1 1 nM + CT533 0.5 nM 35,88 4,883 1,726
HMGB1 1 nM + CT593 0.5 nM 47,14 1,574 0,5948
HMGB1 1 nM + CT534 0.5 nM 34,00 3,742 1,323
HMGB1 1 nM + CT535 0.5nM 33,21 3,534 1,336
HMGB1 1 nM + CT536 0.5 nM 28,00 1,658 0,5510
HMGB1 1 nM + CT537 0.5 nM 2888 2,925 1,034
HMGB1 1 nM + CT594 0.5 nM 45,31 3,381 1,199
HMGB1 1 nM + CT538 0.5 nM 31,83 3,421 1,293
HMGB1 1 nM + CT539 0.5 nM 34,41 3,265 1,154
HMGB1 1 nM + CT540 0.5 nM 29,81 1,850 0,6542

| HMGB1 1 nM + CT541 0.5 nM 27,44 2,195 0,7760
HMGEB1 1 nM + CT542 0.5 nM 32,19 5411 1,913

Figura 7.5
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Tabela 7.6
MEDIA Desvi
(CAlulas/filtro) Padrio EPM
wlo FBS 16,25 2,231 0,7887
HMGB11 nM 90,04 5400 1,909
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 34,04 1,713 06057
HMGB1 1 nM + CT596 0.5 nM 5556 3,478 1,230
HMGB1 1 nM + §T597 0.5 nM 92,79 11,77 4 449
HMGB1 1 nM + CT598 0.5 nM £4,38 4,446 1,572
HMGB1 1 nM + CT592 0.5 nM 58 .81 6,681 2,362
HMGB1 1 nM + C1600 0.5 n\M 95,86 7.063 2,670
| HMGB1 1 nM + CT601 0.5 nM 67,44 7.302 2,582
HMGB11 nM + CT602 0.5 nM . 49,63 2,532 0 8952
HMGE1 1 nM + CT603 0.5 nM 41,56 3,023 1,387
HMGB11 nM + CT543 0.5 nM 41,44 | 2884 1,020
HMGB1 1 nM + CT544 0.5 nM 30,63 1,620 0.6728
HMGB11 nM + CT545 0.5 nM 40,13 3,583 1,267
HMGB1 1 nM + CT546 0.5 nM 34.88 4,051 1,432
HMGE1 1 nM + CT547 0.5 nM 41,64 4,661 1,762
HMGB11 nM + CT604 0.5 nM 61,88 5,330 1,885
Figura 7.6
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Tabela 7.7
MEDIA Desvio
(Células/filtro) Padréio EPM

wlo FBS 2433 1,869 0,6607
HMGB1 1 nM 90,58 2,888 1,021
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 44 33 4,673 1,652
HMGR1 1 nM + CT548 0.5 nM 45 38 3,068 1,085
HMGB1 1 nM + CT549 0.5 nM 44,56 4,362 1,642
HMGB1 1 nM + CT605 0.5 nM 84,63 5,643 1,895
HMGB1 1 nM + CT606 0.5 nM 83,19 5,182 1,832
HMG81 1 nM + CT607 0.5 nM 68,00 4,132 1,461
HMGB1 1 nM + CT608 0.5 nM 89,50 6,503 2,299
HMGB1 1 nM + CT609 0.5 nM 89,56 3,110 1,100
HMGRB1 1 nM + CT610 0.5 nM 82,19 5,398 1,808
HMGB1 1 nM + CT550 0.5 nM 28,06 . 3,479 1,230,
HMGB1 1 nM + CT551 0.5 nM 37,50 4,862 1,719

"HMGB1 1 nM + CT611 0.5 nM 55,88 4,060 1,436
HMGEB1 1 nM + CT552 0.5 nM 4294 3,510 1,241
HMGB1 1 nM + CT552 0.5 nM 40,25 4,007 1,449
HMGB1 1 nM + CT554 0.5 nM 43,69 2,235 0,7902

Figura 7.7
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Tabela 7.8
MEDIA Desvio
(Células/filtro) Padro EPM
wio FBS 17,10 2,428 0, 859
HMGB1 1 nM 75,90 3,613 1,277
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 33,33 2,643 0,934
HMGB1 1 nM + CT555 0.5 nM 26,13 2,151 0,760
HMGB1 1 nM + CTE56 0.5 nM 30,13 2,774 0,981
HMGB1 1 nM + CT557 0.5 nM 33,63 5,397 1,808
HMGB1 1 nM + CT558 0.5 nM 25,00 3,064 1,673
HMGBT 1 nM + CT559 0.5 nM 26,94 4,448 1,083
HMGB1 1 nM + CT642 0.5 nM 65,13 4,948 1,749
HMGB1 1 nM + CT560 0.5 nM 27,50 2,891 1,022
HMGB1 1 nM + CT561 0.5 nM 27,13 2973 1,051
HMGB1 1 nM + CT613 0.5 nM 43,06 2,337 0,826
HMGB1 1 nM + CT562 0.5 niM 28,19 1.602 0,567
HMGB1 1 nM + CT563 0.5 nM 27,75 3,381 1,198
HMGB1 1 nM + C14564 0.5 nM 23,38 1,747 0,618
HMGBY 1 nM + CT565 0,5 nM 29,00 2,121 0,750
HMGB1 1 nM + CT566 0.5 nM 27,75 2,220 0 , 785
Figura 7.8
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Tabela 7.9
MEDIA Desvio
(Células/filtro) Padrio EPM
wlo FBS 14,04 1,315 0,4648
HMGEB1 1 nM 62,96 1,864 0,659
HMGB1 1 nM + CT500 0.5 nM 21,71 2,155 - 0,815
HMGB1 1 nM + CT567 0.5 nM 18,31 2,052 0,725
HMGB1 1 nM + CT614 0.5 n}N 28,71 2,119 0,801
HMGB1 1 nM + CT615 0.5 nM 38,81 2,154 0,761

Figura 7.9
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Figura 10: Tabela resumo da resisténcia a protease de CT500 e variantes
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Figura 11
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