Y

Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2109)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 Pl0617688-7 A2

(22) Data de Depésito: 19/10/2006
(43) Data da Publicacao: 07/06/2011

* B RPIOG® 17 68 8A2 *%

(51) Int.CI.:
C12N 15/62 2006.01

(54) Titulo: METODO PARA EXPRESSAO
RECOMBINANTE DE UM POLIPEPTIDEO

(30) Prioridade Unionista: 21/10/2005 EP 05 023003.6,
24/05/2006 EP 06 010665.5

(73) Titular(es): F Hoffmann-La Roche AG
(72) Inventor(es): Erhard Kopetzki

(74) Procurador(es): Dannemann ,Siemsen, Bigler &
Ipanema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT EP2006010067 de 19/10/2006

(87) Publicacéo Internacional: wo 2007/045465de 26/04/2007

(57) Resumo: METODO PARA A EXPRESSAO RECOMBINANTE
DE UM POLIPEPTIDEO. A presente invengéo refere-se a um descrito
um método para a produgdo recombinante de um polipeptideo
heterélogo em uma célula hospedeira eucariética. A célula hospedeira
compreende um plasmideo de express@o, em que o plasmideo de
expressdo compreende em uma dire¢éo 5’ para 3’ a) um promotor, b)
um acido nucléico codificando um primeiro polipeptideo, cuja
sequéncia de aminoacidos é selecionada da Tabela 1 dependendo dos
dois primeiros aminoacidos do segundo polipeptideo, ¢) um acido
nucléico codificando um segundo polipeptideo compreendendo um
acido nucléico codificando um polipeptideo heterélogo, um acido
nucléico codificando um ligante, e um acido nucléico codificando um
fragmento de imunoglobulina, e d) uma regido 3 néo traduzida
compreendendo um sinal de poliadenilagdo. S&o descritos
adicionalmente um plasmideo e um kit.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO
PARA A EXPRESSAO RECOMBINANTE DE UM POLIPEPTIDEO".

A presente ihvéngéo refere-se a um método para a exbresséo
recombinante de um polipeptideo em células eucariéticas.
Antecedentes da Invencéao | | 4

Sistemas de expressdo para a produgéo de polipeptideos re-
combinantes sao de conhecimento geral no estado da técnica e sdo descri-
tos por, por exemplo, Marino, M.H., Biopharm. 2 (1989) 18-33; Goeddel,
D.V,, et al., Methods Enzymol. 185 (1990) 3-7; Wurm, F., and Bernard, A,
Curr. Opin. - Biotechnol. 10 (1999) 156-159. Polipeptideos para uso em apli-
cacdes farmacéuticas sao preferencialmente produzidos em células mamife-
ras tais como células CHO, células NSO, células Sp2/0, células COS, células
HEK, células BHK e semelhantes. Os elementos essenciais de um plasmi-
deo de expressdo sdo uma unidade de propagagao de plasmideo procarioti-
co, por eXemblo, para E.coli compreendendo uma origem de replibagéo eum
marcador de selecdo, um marcador de selegao eucariético, e um ou mais

~ cassetes de expressao para a expressao do um ou mais genes estruturais
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de interesse cada um compreendendo um promotor, um Gene estrutural, .e
um terminador de transcri¢ado incluindo um sinal de poliadenilagdo. Para ex-
presséo transitoria em células mamiferas pode ser inclusa uma origem de
replicagdo mamifera, tal como a SV40 Ori ou OriP. Como promotor pode ser
selecionado um promotor constitutivo ou indutivel. Para transcri¢ao otimiza-
da pode ser inclusa uma sequéncia Kozak na regiéo- 5' ndo traduzida. Para
processamento de RNAm, em particular juhgéo de RNAm e terminagao de
transcrigao, sinais de jungéo de RNAn; _. dependendo da org’ar;iza(;éo do ge-
ne estrutural (organizagao éxon / intro;\), podem ser inclusos bem como um
sinal de poliadenilagao.

A expressé@o de um gene € realizada ou como expressao transito-
ria ou como permanente. Um ou mais polipeptideos de interesse sdo em geral
polipeptideos secretados e portanto contém uma extensédo de N-terminal (tam-
bem conhecida como a sequéncia de sinal) a qual é necessaria para o trans-
porte / a secrecdo do polipeptideo através da célula para dentro do meio



extracelular.
Em geral, a seqliéncia de sinal pode ser derivada de qualquer

gene codificando um polipeptideo secretado. Se for usada uma sequéncia
de sinal heteréloga, preferencialmente é uma sequéncia que é reconhecida e
processada (isto é, clivada por uma peptidase de sinal) pela célula hospedei-
ra. Para secrecao em levedura, por exemplo, a seqﬁéncia de sinal nativa de
um gene heterdlogo a ser expressado pode ser substi}uida por uma sequén-
cia de sinal de levedura homodloga derivada de um gene secretado, tal como
seqliéncia de sinal de invertase de levedura, alfa-fator lider (incluindo o-fator
lideres Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, e Hansenula, o segundo
descrito na Patente dos Estados Unidos N° 5.010.182), seqléncia de sinal
de fosfatase 4cida, ou a seqiiéncia de sinal de glucoamilase de C. albicans
(publicagdo de patente européia N° EP 0 362 179). Na expressdo em células
mamiferas a seqiiéncia de sinal nativa da proteina de interesée € satisfato-
ria, embora outras seqliéncias de sinal mamiferas possam ser adequadas,
tais como sequéncias de sinal de polipeptideos secretados da mesma espé-
cie ou de espécie relacionada, por exemplo, para imunoglobulinas de origem
humana ou murina, bem como seqiiéncias de sinal secretor viral, por exem-
plo, a sequéncia de sinal da glicoproteina D do herpes simples. O fragmento
de DNA codificando para um pré-segmento semelhante é ligado in frame ao
fragmento de DNA codificando um polipeptideo de interesse. ‘
| Na publicagdo de patente internacional N° WO 98/28427 é re-
portada uma proteina de fusdo preparada géneticamente ou quimicamente
compreendendo a regiad de imunoglobulina Fc, um derivado ou analogo
fundido & porgao N-tgrminal da prdtea’na 08. Uma molécula quimerica, isto €,
proteina de fusao ou;fuséo de anticorpo, compreendendo uma sequéncia de
introdugao de proteina d‘e‘ terminal carbdxi e uma regidao de carga de terminal
amino é apresentada na publicacdo de patente internacional WO 03/035892.
Na Patente dos Estados Unidos N° 2003/0049227 ¢ reportado
um método para a indugdo de uma reagdo imune citocida contra um tumor
em um mamifero administrando uma imunocitocina, a qual € uma proteina

de fusdo compreendendo uma parte imunoglobulina de terminal amino e



uma parte citocina de terminal carboxi.

A publicagao de Patente Internacional WO 91/16437 reporta
uma proteina fundida recombinante soluvel a qual é estavel no sisteina cir-
- culatério mamifero compreendendo um polipeptideo d qual contém um sitio
de reconhecimento para uma molécula-alvo, tal como um sitio receptor de
complemento, e é ligado a extremidadé N-terminal de uma cadeia de imuno-
globulina. Uma proteina de fusdo composta de um anticorpo € um peptideo
tendo uma atividade bioldgica é reportada na Patente dos Estados Unidos
N2 2003/0103984. ' }

Sao reportados na Patente dos Estados Unidos N° 2004/0033511
uma proteina de fusdo de anticorpo-citocina e na Patente dos Estados Unidos
N2 2004/0180035 um imunoconjugado de anticorpo-citocina. Uma imunoto-
xina compreendendo Gelonina e um anticorpo é reportada na publicagéo de

patente internacional N® WO 94/26910.

Sumadrio da Invencao
A presente invengao compreende um método para a produgao

recombinante de um polipeptideo heterélogo em uma célula hospedeira eu-
cariética compreendendo um plasmideo de expressao, em que o plasmideo
de expressdo compreende em uma diregdo 5' para 3' a) um promotor, b) um
acido nucléico codificando um primeiro polipeptideo, cuja seqiéncia de ami-
noacidos é selecionada da Tabela 1 dependendo dos dois primeiros amino-
acidos do segundo polipeptideo, ¢) um acido nucléico codificando um se-
gundo polipeptideo compreendendo um acido nuciéico codificando o poli-
peptideo heterélogo, um acido nucléico codificando um ligante, e um &cido
,nqgléico codificando urn fragmento de imunoglobulina, e d) uma regiad &
nao traduzida compreendendo um sinal de poliadenilagdo. O método com--
preende adicionalmente a introdugdo do plasmideo de express@do em uma
célula hospedeira eucaridtica a qual é cultivada sob condigbes adequadas
para a expressao do segundo polipeptideo e o segundo polipeptideo é recu-
perado do meio de cultura.

Em uma modalidade da inveng¢ao o acido nucléico codificando o

segundo polipeptideo contém na posi¢ao 5' para o acido nucléico codifican-



do o polipeptideo heterélogo um acido nucléico édicional-codificando ou um
Unico aminodcido ou um dipeptideo ou o peptideo da seqiéncia de aminoa-
cidos QIWNN (SEQ ID NO: 472) ou um fragmento do mesmo.

Em outra modalidade o ffagmento de imunoglobulina é obtido ou
de uma IgG ou dé uma IgE. '

Em uma modalidade adicional a célula eucariotica € uma célula
mamifera, especialmente uma célula CHO, célula NSO, célula Sp2/0, célula
COS, célula K562, célula BHK, célula PER.C6 ou célula HEK.

‘ ‘Em ainda outra modalidade o ligante é um peptideo ou polipep-
tn'deo selecionado entre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 06, 07, 08, 09,
10, 139, 140, 554, 555, 556, € 557. |
- Em outra modalidade o fragmento de imunoglobulina compreen-
de o dominio constante de. carbdxi-terminal de uma cadeia pesada ou leve
de uma imunoglobulina que ocorre naturalmente ou sintética, isto é, ou o
dominio Cy1, a regiao de articulégéo, o dominio Cx2, o dominio C43 de uma
- cadeia pesada ou o dominio .CL de uma cadeia leve. Adicionalmente o frag-
mento de imunoglobulina compreende um fragmento de dominio variavel.
Em outra modalidade o fragmento de dominio variavel € um do-
minio varidvel de uma cadeia pesada ou leve de imunoglobulina na qual a
partir de um até seis aminoacidos do dominio variavel séo eliminados.

Em uma modalidade adicional a partir de uma até seis regides
(FR1, FR2, FR3, CDR1, CDR2, CDR3) do dominio variavel sdo eliminadas.

Em uma modalidade adicional o dominio variavel é eliminado.

_ » Em outra modalidade o fragmento de imunoglobulina € derivado
de urﬁé i'munoglobulina que ocorre naturalmente ou uma variante da.mesma.

Em uma modalidade adicional o fragmento de imunogli‘:bulina é
derivado de uma imunoglobulina no minimo parcialmente sintética.

Em ainda outra modalidade da invengao a sequéncia de amino-
acidos do polipeptideo heterélogo é de a partir de 5 até 500 residuos amino-
acidos, mais preferencial de a partir de 10 até 350 residuos aminoacidos, o
mais preferencial de a partir de 15 até 150 residuos aminoacidos.

Esta invencdao compreende adicionalmente um plasmideo com-



preendendo em uma dire¢do 5' para 3' a) um promotor, b) um acido nucléico

codificando um primeiro polipeptideo, cuja sequéncia de aminodacidos é se-

lecionada da Tabela 1 dependendo dos dois primeiros aminoécidosvdo se-

gundo polipeptideo, ¢) um &cido nucléico codificando um segundo polipepti-

deo compreendehdo um acido nucléico codificando um polipeptideo heteré-

logo, um &cido nucléico codificando um ligante, e um acido nucléico codifi- -
cando um fragmento de imunoglobulina, e d) uma regido néo traduzida 3'

compreendendo um sinal de poliadenilagao.

Esta invencao ainda conipreende adicionalmente um kit para a
preparacao de um plasmideo para a expressdo de um polipeptideo heterdlo-
go em uma célula eucariética compreendendo um plasmideo o qual compre-
ende em uma diregdo 5' para 3' a) um promotor, b) um acido nucléico codifi-
cando um primeiro polipeptideo, cuja seqléncia de aminoacidos é selecio-
nada entre o grupo consistindo em SEQ ID NO: 36, 37, 319, 320, 321, 322,
323, 324, 325, 326, 327, 328, e 329, c) um &cido nucléico codiﬁcando um
segundo polipeptideo compreendendo i) um &cido nucléico codificando um
peptideo da seqléncia de aminoacidos QIWNN (SEQ ID NO: 472) ou uma
-fragdo N-terminal do mesmo, ii) um sitio de clonagem corhpreende@do no
minimo um sitio de clivagem de restricao adequado para a insergao de um
acido nucléico codi'ficando um polipeptideo heterdlogo, iii) um acido nucléico
codificando um ligante selecionado entre o grupo consistindo em SEQ ID -
NOs 06, 07, 08, 09, 10, 139, 140, 554, 555, 556, e 557, e iv) um acido nu-
cléico codificando um fragmento de imunoglobulina, e d) uma regiao nao
traduzida 3' compreendendo um sinal de leiadenilagéo.

- Descricdo Detalhada da Invencdo ..

A presente invengdo compreende um método para a expressao

Ve

recombinante de um polipeptideo heterdlogo de interesse em uma célula
hospedeira eucariética compreendendo um vetor de expressao, o qual con-
tém um promotor adequado, um terminador de transcricao, um marcador
selecionavel, uma seqﬁéhcia de acido nucléico codificando um polipeptideo,
e uma sequiéncia de acido nucléico codificando uma sequéncia de sinal, em
que a sequéncia de acido nucléico codificando a sequéncia de sinal é sele-



cionada entre a Tabela 1 dependendo dos dois primeiros aminoacidos do
seguinte polipeptideo. A sequiéncia de acido nucléico codificando o polipep-
tideo héter()_logo inicia dentro de quinze nucleotideos depois da extremidade
da sequéncia de acido nucléico codificando a seqiiéncia de sinal. A sequén-
cia de acido nucléico codificando o polipeptideo heterdlogo pode ser ou inse-
rida dentro de uma regido FR1 de uma imunoglbbulina, dentro de uma regi-
do V. de uma imunoglobulina ou dentro do primeiro.dominio constante de
uma imunoglobulina ou pode substituir toda ou uma fragdo de uma regiao
FR1 de uma imunoglobulina, uma regiao V_ de uma imunoglobulina, ou o
primeiro dominio constante de uma imunoglobulina.

Dentro do escopo da presente invengéo aIgUns dos termos usa-

-dos sao definidos como se segue:

‘Uma “molécula de &cido nucléico” conforme usado aqui, neste
requerimento de patente, se refere a um acido nucléico codifiéando um poli-
peptideo que ocorre naturalmente, ou parcialmente ou totalmente néo natu-
ral o qual pode ser produzido de modo recombinante. A molécula de acido
nucléico pode ser Cbmposta de fragmentos de DNA os quais sdo ou isolados
ou sintetizados por meios quimicos. A molécula de #cido nucléico pode ser
integrada em outro acido nucléico, por exemplo, em um plasmideo de ex-
pressao ou no genoma / cromossoma de uma célula hospedeira eucariética.
Plasmideo inclui vetores de vai-vém e de expressdo. Tipicamente, o plasmi-
deo também compreendera uma unidade de propagacao procariética com-
preendendo uma origem de replicagdo (por exemplo, a origem de replicagao
ColE1) e um marcador selecionavel (por exemplo, gene de resisténcia a am-
picilina ou tetraciclirfa)'.paré repl(i_cagéo e selégéo, res’péctivamente, do vetor
em bactérias. |

Um “cassete de expressao” se refere a uma sequéncia de acido
nucléico que contém os elementos necessarios para expressao e secregao
de no minimo o gene estrutural contido em uma célula. | _

Uma molécula de &cido nucléico € igualmente caracterizada por

 sua sequéncia de &cido nucléico consistindo em nucleotideos individuais

ou/e por uma seqliéncia de aminodacidos codificados pela molécula de &cido



nucléico. |

Um “gene” denota um segmento, por exemplo, sobre um cro-
mossoma ou sobre um plasmideo o qual € necessario para.a expressao de
um peptideo, polipeptideo ou proteina. Além da regido codificante o gene
compreende outros elementos funcionais incluindo um promotor, introns, e
terminadores. } _
~ Um “gene estrutural” denota a regido codificante de um gene
sem uma sequéncia de sinal. , '

Um “gene de resisténcia” ou um “marcador selecionavel’, o qual
é usado de modo intercambidvel dentro deste requerimento, € um gene que
permite que células carregando o gene.sejam‘especificamen,te' selecionadas
para ou contra, na presevnga de um agente de selegdo correspondente. Um
marcador selecionavel atil positivo é um gene de resisténcia a antibiético.
Este marcador selecionavel permite que a célula hospedeira transformada
com o gene seja positivamente selecionada para na presenga do antibiético
correspondente; uma célula hospedeira nao transformada néo seria capaz
de crescer ou sobreviver sob as condicbes de cultura seletivas. Marcadores
selecionaveis podem ser positivos, negativos ou bifuncionais. Marcadores
selecionaveis positivos permitem a selecdo para células carregando o mar-
cador, ao passo que marcadores selecionaveis negativos .permitem que ceé-
lulas carregando o marcador sejam eliminados seletivamente. Tipicamente,
um marcador selecionavel conferira resisténcia a um farmaco ou compensa-
rd um defeito metabdlico ou catabdlico na célula hospedeira. Genes de resis-
téncia uteis com células eucaridticas incluem, por exemplo, os genes para
aminogi'icosiqeo fosfotransferase (/-\PH), tais como a higromicina fosfotrans-
ferase (hyg), neomicina e G418 APH, diidrofolato redutase (DHFR), timidina
quinase (tk), glutamina sintetase (GS), asparagina sintetase, triptofaho sinte-
tase (indole), histidinol deidrogenase (histidinol D), e genes codificando re-
sisténcia a puromicina, bleomicina, fleomicina, cloranfenicol, Ze.ocin, e acido
micofendlico. Genes marcadores sao descritos na publicacdo de patente
internacional N WO 92/08796 e na publicagdo de patente internacional N°

WO 94/28143.



“Elementos reguladores” conforme usado aqui, neste requeri-
“mento de patente, se referem a sequéncias de nucleotideos presentes em
cis, necessarios para transcricao e/ou translagao do gene compreendendo a
seqliéncia de acido nucléico codificando um polipeptideo de interesse. Os
elementos reguladores transcricionais normalmente compreendem um pro-
motor a montante da seqiéncia genética estrutural a ser expressada, sitios
de iniciagdo e terminagdo transcripcionais, e uma squéncia de sinal de poli-
adenilagdo. O termo “sitio de iniciagédo transcripcional”’ se refere a base de
- &cido nucléico no gene correspondente ao primeiro acido nucléico incorpo-

rado no transcripto primério_, isto é, o precursor de RNAm; o sitio de iniciagéo
transcripcional pode se sobrepor com a sequéncia prorho_tora. O termo “sitio
de terminagdo transcripcional” se refere a uma seqliéncia de nucleotideos
normalmente representada na extremidade 3' de um gene de interesse a ser
>transcrito, que faz com que a RNA polimerase termine a trahscrigéo. A se-
guéncia de sinal de poliadenilagédo, ou sinal de adigéo poly-A proporciona o
sinal péra a clivagem em'ufn sitio especifico na extremidade 3' de RNAm
eucariético e a adicao pds-transcripcional no nicleo de uma seqliéncia de
cerca de 100 a 200 nucleotideos adenina (polyA tail) a extremidade 3' cliva-
da. A sequiéncia de sinal de poliadenilagdo pode incluir a sequéncia de con-
senso AATAAA localizada a cerca de 10 a 30 nucleotideos a montante do
sitio de clivagem. _

Para produzir um polipeptideo secretado, o gene estrutural de
interesse inclui um segmento de DNA que codifica uma sequéncia de sinal /
peptideo lider. A seqﬂéncia de sinal dirige o polipeptideo recém-sintetizado
para e através da membrana do ER onde o polipeptideo pode s&r enviado .
para secrecdo. A sequéncia de sinal é clivada por algumas peptidases de '
sinal enquanto a proteina cruza a membrana do ER. Como para a fungao da
sequiéncia de sinal o reconhecimento pelo mecanismo de secregdo da célu- -
las hospedeiras é essencial. Portanto a sequéncia de sinal usada deve ser
reconhecida pelas proteinas e enzimas das célula hospedeira do mecanismo

de secrecao.
Elementos reguladores translacionais incluem um cédon de ini-



ciacao translaxional initiation (AUG) e cddon de interrupgao (TAA, TAG, ou

TGA). Um sitio de ingresso de ribossorha interno (IRES) pode ser incluso em

alguns constructos. |

Um “promotor” se refere a uma sequéncia de polinucleotideo
que controla a transcricao de um gene / gene estrutural ou sequiéncia de &-

cido nucléico ao qual é encadeado operavelmente. Um promotor incldi sinais .

para ligagao de RNA polimerase e iniciagao de transcricao. Os prdmotores

usados serao funcionais no tipo celular da célula hospedeira na qual é con-
templada a expressdo da seqléncia selecionada. Um grande numero de -
selecionado incluindo selecionado constitutivos, indutiveis e repressiveis de

uma variedade de fontes diferentes, sdo de conhecimento geral na técnica (e

identificados em bandos de dados tais como GenBank) e estdo disponiveis

como ou dentro de polinucleotideos clonados (de, por exemplo, depbsvitérios

tais como ATCC bem como outras fontes comerciais ou individuais). Um

“promotor” compreende uma sequéncia de nucleotideos que dirige a trans-

cricao de um gene estrutural. Tipicamente, um promotor esta Iocalizado na

regidao nao codificante 5' ou nao traduzida de um gene, proximal ao sitio de
iniciagao transcripcional de um gene estrutural. Elementoé de seqliéncia .-
dentro de promotores que funcionam na iniciagdo de transcricao sao fre-
glientemente caracterizados por seqiiéncias de nucleotideos de consenso.

Estes elementos promotores incluem sitios de ligacdo de RNA polimerase,

sequéncias TATA, sequéncias CAAT, elementos especificos de diferencia-

cao (DSEs; McGehee, R.E., et al., Mol. Endocrinol. 7 (1993) 551), elementos

~de reagdo de AMP ciclico (CREs), elementos de reagé@o sérica (SREs;

“ Treisman, R., Seminars in Cancer Biol. 1 (19%0) 47), elementos de reégéo -
de glucocorticéides (GREs), e sitios de ligacdo para outros fatores de trans-
cricdo, tais como CRE/ATF (O'Reilly, M.A,, et al., J. Biol. Chem. 267 (1992)
19938); AP2 (Ye, J., et al., J. Biol. Chem. 269 (1994) 25728), SP1, proteina
de ligacao de elementos de reagdo de cAMP (CREB; Loeken, M.R., Gene
Expr. 3 (1993) 253) e fatores de octameros (vide, em geral, Watson et al.,
eds., Molecular Biology of the Gene, 4th ed. (The Benjamin/Cummings Pu-
blishing Company, Iné.‘ 1987), e Lemaigre, F.P. e Rousseau, GV.G., Biochem.
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J. 303 (1994) 1-14). Se um promdtor for um promotor indutivel, entao o indi-
ce de transcricdo aumenta em resposta a um agente indutor. Em contraste,
o indice de transcrigao nao € regulado por um agénte indutor se o promotor
for um promotor constitutivo. Também sdo conhecidos promotores repressi-
veis. Por exemplo, o promotor c-fos é especificamente ativado na ligagao do
horménio do crescimento a seu receptor sobre a superﬁcie celular. Expres-
sdo regulada por tetraciclina (tet) pode ser obtida por promotores hibridos
artificiais que consistem, por exemplo, em um promotor de CMV seguido por
dois sitios Tet-operadores. O Tet-repressor liga aos dois sitios Tet-
operadores e bloqueia a transcrigao. Na adigdo do indutor tetraciclina, Tet-
repressor € liberado dos sitios Tet-operadores e a transcricdo prossegue
(Gossen, M. and Bujard, H., PNAS 89 (1992) 5547-5551). Para outros pro-
motores indutiveis incluindo metalotioneina e promotores de choque térmico,
vide, por exemplo, Sambrook et al. (supra) e Gossen et al., Curr. Opin. Bio-
tech. 5 (1994) 516-520. Entre os promotores eucariéticos que foram identifi-
cados como fortes promotores para alto nivel de expressdo sao o promotor
precoce SV40, promotor tardio principal de adenovirus, promotor de metalo-
tioneina;l de camundongo, longa repeti¢do de terminal do sarcoma virus
Rous, fator 1 alfa de alongamento de hamster chinés (CHEF-1, vide por e-
xemplo, a Patente dos Estados Unidos N°® 5.888.809), EF-1 alfa humana,
ubiquitina, e promotor precoce imediato do citomegalovirus humano (CMV
E).

O “promotor” pode ser constitutivo ou indutivel. Um reforgadqr
(isto e um elemento de DNA de agao cis que age sobre um promotor au-
mentando a trahscrigéo) pode ser nécessa;ﬂ_rio funcionaf em combiﬁagéo com
o promotor para aumentar o nivel de exbresséo obtido com um promotor
somente, e pode ser incluso como um elemento regulador transcripcional.
Freqﬁentémente, o segmento de polinucleotideo contendo o promotor inclui-
ra seqliéncias reforcadoras também (por exemplo, CMV ou SV40).

Um “reforgador”, conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, se‘ refere. ‘a uma seqiéncia de polinucleotideo que reforga a

transcrigdo de um gene ou seqliéncia codificante a qual é encadeado opera-
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velmente. Diferentemente de promotores, reforgadores sdo relativamente .
independentes da orientagéo e da posicéo e foram encontrados 5' ou 3'

(Lusky, M., et al., Mol. Cell Bio. 3 (1983) 1108) para a unidade de

transcricao, dentro de um intron (Baneriji, J., et al., Cell 33 (1983) 729) bem

como dentro da brépria seqﬂéncia codificante (Osborne, T.F., et al., Mol. Cell

Bio. 4 (1984) 1293). Portanto, reforgadores podem ser dispostos a montante .
ou a jusante do sitio de iniciagao de transcricdo ou em distancias considera-

veis do promotor, embora na pratica reforgcadores possam sobrepor fisica-

mente e funcionalmente com promotores. Um grande nimero de reforgado-

res, de uma variedade de diferentes fontes sédo de conhecimento geral na

técnica (e identificados em bandos de dados tais como GenBank) e estao

disponiveis como ou dentro de seqliéncias de polinucleotideos clonados (de,

por exemplo, depositarios tais como a ATCC bem como outras fontes co-

merciais ou individuais). Uma série de polinucleotideos compreendendo se-

qgiiéncias promotoras (tais como o promotor de CMV comumente usado)

também compreendem seqiéncias reforgadoras. Por exemplo, todos os for-

tes promotores listados acima também podem conter fortes reforgadores

(vide, por exemplo, Bendig, M.M., Genetic Engineering 7 (1988) 91-127).

Um “sitio de ingresso de ribossoma interno” ou “RES” descreve
uma sequéncia a qual promove funcionalmente iniciagéo de translagao inde-
pendente do gene 5' do IRES e permite que dois cistrons (frames de leitura
aberta) sejam traduzidos de um unico transcripto em uma célula animal. O
IRES proporciona um sitio de ingresso de ribossoma independente para
translacao do frame de leitura abe‘rta' imediatgmente a jusante (a jusante é
usado de mvodo irﬁercar;nbiével aqui, neste re’qderimento de patente; com 3')
deste. Diferentemente ée RNAm bacteriano o qual pode ser policistrénico,
isto €, codificar varios polipeptideos diferentes que sdo traduzidos sequenci-
almente a partir dos RNAms, a maioria dos RNAms de células animais sao
monocistrdnicos e codificam para a sintese de somente uma proteina. Com
um transcripto policistrénico em uma célula eucariética, a translagdo iniciaria
a partir do sitio de iniciagcao de translacdo mais 5', terminaia no primeiro cé-
don de parada, e o transcripto seria liberado do ribossoma, resultando na
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- translagdo de somente o primeiro polipeptideo codificado no RNAm. Em uma
célula eucaridtica, um transcripto policistrnico tendo um IRES encadeado
operavelmente ao segundo frame de leitura aberta ou subsequente no trans-
cripto permite a translagao sequencial deste frame de leitura aberta a jusante
para produzir os dois ou mais polipeptideos codificados pelo mesmo trans-
cripto. O uso de elementos de IRES na construgao vetorial foi previamente
descrito, vide, por exemplo, Pelletier, J., et al., Nature 334 (1988) 320-325;
Jang, S.K., et al., J. Virol. 63 (1989) 1651- 1660; Davies, M.V, et al., J. Virol.
66 (1992) 1924-1932; Adam, M.A,, et al., J. Virol. 65 (1991) 4985-4990; Mor-
gan, R.A., et al., Nucl. Acids Res. 20 (1992) 1293-1299; Sugimoto, Y., et al.,
Biotechnology 12 (1994) 694-698; Ramesh, N., et al., Nucl. Acids Res. 24
, -(.1 996)2697-2700; e Mosser, D.D., et al., Biotechniques 22 (1997) 150-152).

- “Encadeado operavelmente” se refere a uma justaposi¢ao de
| ‘ }dois ou mais componentes, em que 0s componentes descritos deste modo
estdo em uma relagdo permitindo que os mesmos funcionem em sua manei-
ra pretendida. Por exemplo, um promotor e/ou reforgador sao encadeados
operavelmente a uma seqijénc-ia codificante, se agir em cis para controlar ou
modular a transcricdo da seqiéncia encadeada. Geralmente, mas nao ne-
~ cessariamente, as seqﬂénéias de DNA que sdo “encadeadas operavelmen-
te” séo contiguas e, onde necessario unam duas regides codificando protei-
na tais como uma seqﬁéncia secretora lider / de sinal e um polipeptideo,
contiguos e no frame de leitura. No entanto, embora um promotor encadea-
do operavelmente esteja geraimente localizado a montante da sequéncia
codificante, ndo é necessariamente contiguo com este. Reforgadores nao
d'evefn?)_ser contiguos. Um -f‘eforgador é encadeado operavelmente a uma ~'
seqﬂéficia codificante se o reforgador aumenta a transcrigdo da sequéncia
codificante. Reforgcadores encadeados operavelmente podem estar localiza-
dos a montante, dentro, ou a jusante de sequéncias codificantes e em consi-
deravel distancia do promotor. Um sitio de poliadenilagdo € encadeado ope-
ravelmente a uma sequéncia codificante se estiver localizado na extremida-
de a jusante da sequéncia codificante de tal modo que a transcrigdo prossiga

através da sequéncia codificante para a seqiéncia de poliadenilagdo. A en-
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cadeacao é realizada por métodos recombinantes conhecidos na técnica,
por exemplo, usando metodblogia de PCR e/ou por ligacdo em sitios de res-
tricdo convenientes. Se nao existirem sitios de restricdo convenientes, entao
sdo usados adaptadores de oligonucleotideos sintéticos ou ligantes de acor-
do com a pratica convencional.

O termo “expressdo” conforme usado aqui, neste requerimento .
de patente, se refere a transcrigdo e/ou translagao ocorrendo dentro de uma
célula hospedeira. O nivel de transcricdo de um produto desejado em uma
célula hospedeira pode ser determinado com base na quantidade de RNAm
correspondente que esta presente na célula. Por exemplo, RNAm transcrito
de uma sequéncia selecionada pode ser quantificado por PCR ou por hibri-
dizagdo Northern (vide Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)). Proteina codificada
por uma sequéncia selecionada pode ser quantificada por varios métodos,
por exemplo, por ELISA, testando a atividade biolégica da protei’na, ou em-
pregando testes que séo independentes de semelhante ativitade, tais como
Western blotting ou radicimunoensaio, usando anticorpos que reconhecem e
ligam a proteina (vide Sambrook et al., 1989, supra).

Uma “célula hospedeira” se refere a uma célula na qual o gene
codificando o polipeptideo da invengdo € introduzido. Célulés hospedeiras
inclui tanto células procaridticas usadas para propagagao dos plasmideos /
vetores, quanto células eucaridticas para expressao do gene estrutural. Tipi-
camente, as células eucaridticas sao células mamiferas.

Um “polipeptideo” é um polimero de residuos aminoécidos uni-
doé por ligé'gées peptidicas, quer produzidas naturalmente du sihtetica;men- '
te. Polipeptideos de menos de cerca de 20 residuos aminoacidos podém ser
referidos como “peptideos.” Polipeptideos compreendendo uma ou mais ca-
deias de polipeptideos ou compreendendo uma cadeia de aminoécido de .
uma extensao de 100 aminoacidos ou mais podem ser referidos como “pro-
teinas”. B

Uma “proteina” € uma macromolécula compreendendo uma ou

mais cadeias de polipeptideo em que no minimo uma cadeia tem uma ex-
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tensdo de aminoacido de 100 aminoacidos ou mais. Uma proteina também
pode compreender componentes ndo peptidicos, tais como grupamentos
carboidrato. Carboidratos e outros substituintes ndo peptidicos podem ser
adicionados a uma proteina pela célula na qual a proteina é produzida, e
podem variar com o tipo de célula. Proteinas sdo definidas aqui, neste re-
querimento de patente, em termos de suas estruturas de espinha dorsal de
aminoacido; adi¢Oes tais como grupamentos carboidrqto s&o geralmente ndo
especificadas, mas nao obstante podem estar presentes.

“DNA heterdlogo” ou “polipeptideo heterdlogo” se refere a uma
rholébula de DNA ou um polipeptideo, ou uma populacdo de moléculas de
DNA ou uma populagdo de polipeptideos, que nao existem naturalmente
- dentro de uma dada célula hospedeira. Moléculas de DNA heterélogas a
uma célula hospedeira particular podem conter DNA derivado da espécie de
célula hospedeira (isto €, DNA enddgeno) na medida que o DNA hospedeiro
seja combinado com DNA n&o hospedeiro (isto é, DNA exdgeno). Por exem-
plo, uma molécula de DNA contendo um segmento de DNA ndo hospedeiro
codificando um polipeptideo encadeado operavelmente a um segmento de
DNA hospedeiro compreendendo um promotor é considerado uma moléc:la
de DNA heteréloga. Em vez, uma molécula de DNA heterdloga pode com-
preender um gene estrutural endégeno encadeado operavelmente com um
promotor exogeno.

- Um peptideo ou polipeptideo codificado por uma molécula de
DNA nao hospedeira € um peptideo ou polipeptideo “heterdlogo”.

Um “vetor de clonagem” € uma molécula de acido nucléico, tal
comd um plasmideo, cosmideo, fagomidzo ou:’cromg;ssoma artificial bacteﬁri-l
ano (BAC), o qual tem a capacidade de replicar afitonomamente em uma
célula hospedeira. Vetores de clonagem tipicamente contém um ou um nu-
mero pequeno de sitios de reconhecimento de endonuclease de restricao
que permitem insergcdo de uma molécula de acido nucléico em um modo de-
terminavel sem perda de uma fungao bioldgica essencial do vetor, bem co-
mo seqUénciaé de nucleotideo codificando um gene de resisténcia que é
adequado para uso na identificagao e sele'géo de células transformadas com
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o vetor de clonagem. Genes de resisténcia tipicamente incluem genes que
proporcionam resisténcia a tetraciclina ou resisténcia a ampicilina.

Um “plasmideo de expressdo” é uma molécula de acido nucléico
codificando uma proteina a ser expressada em uma célula hospedeira. Tipi-
camente, um plasmideo de eXpresséo compreende uma unidade de propa-
gacéo de plasmideo procariético, por exemplo, para E.coli, compreendendo .
uma origem de replicagdo, e um marcador de sele¢do, um marcador de se-
lecéo éucariético, e um ou mais cassetes de expressao para a expressao do
um ou mais genes estruturais de interesse compreendendo um promotor, um
gene estrutural, e um terminador de transcri¢cao incluindo um sinal de polia-
denilagdo. A expressdo genética é geralmente disposta sob o controle de um
promotor, e.diz-se que um gene estrutural semelhante é “encadeado opera-
velmente a” o promotor. Similarmente, um elemento regulador e um promo-
tor de nucleo sdo encadeados operavelmente se o elemento regulador mo-
dula a atividade do promotor de nucleo. |

‘Uma “unidade de transcrigao policistrbnica” € uma unidade de
transcricao na qual mais de um gene eétrutural esta sob o controle do mes-
“mo promotor. . * e |

Um “polipeptideo isolado” é um polipeptideo que é essencial-
mente livre de componentes celulares contaminantes, tais corho carboidrato,
lipideo, ou outras impurezas proteinéceas associadas com o polipeptideo na
natureza. Tipicamente, uma preparacdao de um polipeptideo isolado contém
o polipeptideo em uma forma altarhenté purificada, isto é, no minimo cerca
de 80% pura, no minimo cerca de 90% pura, no minimo cerca de 95% pura,
mais de 95% pura, ou mais de 99% pura. Um modo ‘de mostrar que uma
preparagao de proteina em particdlar contém um polipeptideo isolado € pelo
aparecimento de uma unica banda depois de eletroforese por dodecil sulfato
de sddio (SDS)-gel de poliacrilamida da preparagdo protéica e tintura Coo-
massie Brilliant Blue do gel. No entanto, o termo “isolado” ndo exclui a pre-
senga do mesmo polipeptideo em formas fisicas alternativas, tais como di-
meros ou alternativamente formas glicosiladas ou derivadas.

O termo “imunoglobulina” se refere a uma proteina consistindo
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em um ou mais polipeptideos substanciafmente codificados por genes de
imunoglobulina. Os genes de imunoglobulina reconhecidos incluem os genes
de dominios constantes (regiao) diferentes bem como miriade de genes de
regioes variaveis de imunoglobulina. Imunoglobulinas podem existir ém uma
variedade de formatos, incluindo, por exemplo, Fv, Fab, e F(ab)2 bem como
cadeias unicas (scFv) (por exemplo, Huston, J.S., et al., PNAS USA 85
(1988) 5879-5883; Bird, R.E., et al., Science 242 (1988) 423-426; em geral,
Hood et al., Immunology, Benjamin N.Y., 2nd edition (1984); e Hunkapiller, T.
and Hood, L., Nature 323 (1986) 15-16).

Uma imunoglobulina em geral compreende no minimo dois poli-
‘peptideos de cadeia leve e dois polipeptideos de cadeia pesada. Cada uma
éadeias dos polipeptideo pesadas e leves contém um dominio variavel (regi-
ao) (geralmente a porgao terminal amino da cadeia do polipeptideo) o qual
contém uma regido de ligacao (dominio) que é capaz de interagir com um
antigeno. Cada uma cadeias dos polipeptideo pesadas e leves compreende
uma regido constante (geraimente a porgdo terminal carboxila). A regiéo
constante da cadeia pesada media a ligagao do anticorpo i) a células carre-
gando um gama receptor de Fc (FcyR); tal como células fagocitarias, ou ii) a
células carregando o receptor de Fc neonatal (FcRn) também conhecido como
receptor de Brambell. Também media a ligagao a alguns fatores incluindo fato-
“resdo sistema de complemento classico tais como componente (C1q).

O dominio variavel de uma cadeia leve ou pesada de imunoglo-
bulina por sua vez compreende diferentes segmentos, isto €, quatro regides
de framework (FR) e trés regides hipervariaveis (CDR).

2 Um " fragmento de imuribgjlobulina” denota - um polipeptideo
compreendendo jno minimo os dominios constantes de uma cadeia de uma
imunoglobulina, isto é, Cy1, regido de articulacdo, C2, e Cuy3 e opcional-
mente Cuy4 de uma cadeia pesada de uma imunoglobulina ou C, de uma ca-
deia leve de uma imunoglobulina. Também s&o compreendidos derivados e
variantes dos mesmos. Adicionalmente um dominio variavel, no qual um ou
mais aminodacidos ou regides de aminoacidos sao eliminados, pode estar

presente. Em uma modalidade preferencial o dominio variavel é eliminado
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no fragmento de imunoglobulina. _

"Terminador de transcri¢ao” conforme denotado dentro deste
requerimento € uma seqléncia de DNA de 50 a 750 pares de base de ex-
tensdo a qual da a RNA polimerase o sinal para ierminagéo da sintese de
RNAm. Terminadores muito eficientes (fortes) na extremidade 3' de um cas-
sete de expressao sao aconselhaveis para evitar que a RNA_poIimeraSe seja .
lida apressadamente particularmente ao usar promotores fortes. Terminado-
res de transcrigdo ineficazes podem levar & formacdo de um RNAm seme-
lhante a operon o qual pode ser a razdo para uma expressio genética inde-
sejada, por exemplo, codificada por plasmideo. _ |

_ O termo ‘“ligante” conforme usado dentro deste requerimento
denota ligantes de peptideos de origem natural ou sintética. Eles-estao cons-
truindo uma cadeia linear de aminoacidos. A cadeia tem uma extensao de a
partir de 1 até 50 aminoééidos, preferencial entre 3 e 25 aminoacidos. O li-
gante pode conter sequéncias de aminoacidos repetitivas ou partes de poli- -
peptideos que ocorrem naturalmente, tais como polipeptideos com uma fun-
¢éo de articulagao. '

“Ligantes sintéticos” séo designados para serem ricos em resi-
duos glicina, glutamina, e serina. Estes residuos sdo dispostos em. uma pe-
~quena unidade peptidica de até cinco aminoécidos, tal cbmo GGGGS,
QQQQG, ou SSSSG. A pequena unidade peptidica é repetida pbr duas a
‘cinco vezes para formar uma unidade multimérica. Em cada uma das extre-
midades de terminal amino e/ou carbéxi da unidade multimérica até seis a-
minoéacidos adicionais podem ser adicionados. ,
O termeé "molécula biologicamente ativa” conforme usado 'aqu’i,
L neste requerimento de patente, se refere a uma molécula organica, por e-
xemplo, uma macromolécula'biolégica tal como urh peptideo, proteina, gli-
coproteina, nucleoprotein, mucoproteina, Iipoprotel’na, polipeptideo ou prote-
ina sintéticos, que causa um efeito biolégico quando administrada em ou a
sistemas bioldgicos artificiais, tais como bioensaios usando linhagens celula-
res e virus, ou in vivo a um animal, incluindo mas nao limitado a aves e ma-

miferos, incluindo seres humanos. Este efeito bioldégico pode ser mas nao
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esta limitado a inibigao ou ativagdo enzimatica, ligagao a um receptor ou um
ligante, quer no sitio de ligagao ou circunferencial, no disparo de sinal ou-na
modulagdo de sinal. '

Moléculas biologicarﬁente ativas sd@o sem limitacdo, por exem-
plo, horménios, citocinas, fatores de crescimento, ligantes de receptorés,
agonistas ou antagonistas, agentes citotéxicos, agentes antivirais, agentes
de estudo por imagens, inibidores enzimaticos, ativadores enzimaticos ou
moduladores da atividade enzimatica tais como substancias alostéricas.

O termo “aminoéacido” conforme usado dentro deste requerimen-
to compreende alanina (cédigo de trés Ietrés: ala, cédigo de uma letra: A),
arginina (arg, R), asparagina (asn, N), 4cido aspartico (asp, D), cisteina (cys,
C), glutamina (gin, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), hiétidina (his,
H), isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys, K), metionina (met, M), feni-
lalanina (phé, F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treonina (thf, T), triptofano
(trp, W), tirosina (tyr, Y), e valina (val, V). ‘

_Métodos e técnicas de conhecimento de uma pessoa versada
na técnica, os quais sao uteis para realizar a presente invengao, sao descri-
tos, por exemplo, em Ausubel, F.M., ed., Current Protocols in Molecula_r Bio-
logy, Volumes | to lll (1997), Wiley and Sons; Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

| Esta invengdo compreende um método para a produgdo recom-
binante de um polipeptideo heterélogo em uma célula hospedeira eucariéti-
ca. A célula hospedeira compreende um plasmideo de expressao, o qual
cc;?n;;reende na diregdo 5' para 3' a) um promotor, b)) um acido 'r%ycléico codi- -
ficando um primeiro polipeptideo cuja séqﬂéncia de aminoécidos é selecio-
nada da Tabela 1 dependendo dos dois primeiros aminoacidos do segundo
polipeptideo, ¢) um acido nucléico codificando um segundo polipeptideo
compreendendo um &cido nucléico codificando um polipeptideo heterélogo
tendo uma atividade biolégica, um acido nucléico codificando um peptl'deo'
ou polipeptideo selecionado entre o grupo consistindo em SEQ ID NO: 06-
10, 139, 140, e 554-557, um &acido nucléico codificando um fragmento de
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imunoglobulina, e d) uma regido nao traduzida 3'. Este plasmideo de ex-
pressao é introduzido em uma célula hospedeira o qual é cultivado sob con-
dicbes adequadas para a expresséo do segundo polipeptideo. O segundo
polipeptideo secretado é recuperado do meio de cultura.

~ O primeiro polipéptideo € uma chamada sequiéncia de sinal. A
sequéncia de sinal € responsavel pela secrecao do polipeptideo fixado /.
subsequiente / operavelmente encadeado. Para ser eficaz a seqliéncia de
sinal tem de ser reconhecida e processada pelas proteinas e enzimas dentro -
da célula expressando o polipeptideo. No caso de uma célula hospedeira
eucaridtica, a seqliéncia de sinal é preferencialmente uma seqiéncia eucari-
Otica. Para assegurar que o segundo polipeptideo de acordo com a presente
invengao seja secretado corretamente, a seqiiéncia de sinal é selecionada
entre sequiéncias de sinal de imunoglobulina humana e murina. Uma compi-
lac@o de sequéncias de sinal € mostrada na tabela 1.

Qual seqiéncia de sinal é selecionada depende dos aminoéci-
dos subsequentes. Deve ser assegurado que a peptidase de sinal, a qual
cliva a sequéncia de sinal depois do processo de secregao, reconheca a se-
. qiéncia de sinal do polipeptideo secretado e a remova. Para pronorecionar -
uma transicdo “natural” da sequéncia de sinal para o polipeptideo heterélogo
a sequiéncia de sinal deve ser escolhida deste modo, de modo que os dois
primeiros aminoacidos do polipeptideo heterdlogo sejam idénticos aos dois
primeiros aminoacidos das seqliéncias de aminoacidos da regido -FR1 da
imunoglobulina natural seguinte.

Tabela_1: Série dos dois primeiros am‘inoécidos (dados em cédigo de uma
letra) do segundo polipeptideo atribuido a peotideos de sinal (prir-“he,iro poli-

peptideo dado em cédigo de uma letra).

inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiiéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qiiéncia de aminoacidos

aminoacidos

AC MEFQTQVLMSLLLCMS 163
MESQTQVLMFLLLWVS 164
MVSTPQFLVFLLFWIP ' 165
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: inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:

polipéptideo com qﬁéncia de aminoacidos

aminoééidos

AD MESQTLVFISILLWLY 166

AG MSVPTQLLGLLLLWLT 167

AH MKSQTQVFIFLLLCVS 168
'MKSQTQVFVFLLLCVS 169

Al MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 68
MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 69
MDMRVPAQLLGLLQLWLSGARC 70
MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC 71
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC 72
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 73
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 74
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 75
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 76
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 77
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAHC 78
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 79
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 80
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 81
MDMRVPAQRLGLLLLWFPGARC 82
MRVPAQLLGLLLLWLPGARC 83
M'DMRVPAQLLGLLLLWLPGARC' 84

“ | MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 85

MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC 86
MAWISLILSLLALSS 170
MAWTSLILSLLALCS 171
MRCLAEFLGLLVLWIP 172

AL MGWNWIFILILSVTT 173

AQ MRFQVQVLGLLLLWIS 174
MRPSIQFLGLLLFWLH 175
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqliéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | quéncia Vde aminoacidos
aminoacidos
AR MDIRAPAQFLGILLLWFP 176
MDMMVLAQFLAFLLLWFP 177
MDMRAPAQFLGILLLWFP - 178
MDMRAPAQFLGILLLWFP 179
MDMRAPAQVFGFLLLWFP 180
MDMRASAQFHGILLLWFP 181 |
MDMRASAQFHGILLLWFP 182
MDMWTSAQFLGILLLWFL 183
MNTRAPAEFLGFLLLWFL 184
MRAPAPFLGLLLFCFL - 185
MRTPAPFLGLLLFCFS 186
MSISTQLLGLLLLWLT 187
MSLPTQLQGLLLLWLT 188
MSVLTQVLALLLLEWLT 189
MSVPTGLLALLLLWLT 190
MSVPTQVLGLLLLWLT 191
TDFHMQIFSFMLISFT 192
AS MAWTSLILSLLALCS 193
AT MRCLAEFLRLLVLWIP 194
CQ MPWALLLLTLLTHSAVSWV 138
DA MKLPVRLLYLMFWIPSSS | 195
DI 7 MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 68
MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 69
MDMRVPAQLLGLLQLWLSGARC 70
MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC 71
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC 72
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 73
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 74
75

MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqliéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:

polipeptideo  com | qiiéncia de aminoacidos

aminoacidos _

DI (continuagio) ‘| MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 76
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 77
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 78

| MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 79
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 80
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 81
MDMRVPAQRLGLLLLWFPGARC 82
‘MRVPAQLLGLLLLWLPGARC 83
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 84
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 85

| MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC 86
MRLPAQLLGLLMLWVPGSSE _ 87
MRLPAQLLGLLMLWVPGSSE 88
MRLPAQLLGLLMLWVPGSSG 89

: MRLPAQLLGLLMLWVPGSSG 90
MRLPAQLLGLLMLWIPGSSA 91
MRLPAQLLGLLMLWIPGSSA 92
MRLPAQLLGLLMLWVSGSSG - 93

'MRLPAQLLGLLMLWVSGSSG 94
MRLLAQLLGLLMLWVPGSSG 95
MVLQTQVFISLLLWISGAYG 103

’ MDIRAPAQFLGILLLWFPARC 196
MDMMVLAQFLAFLLLWFPARC 197
MDMRAPAQFFGILLLWFPIRC 198
MDMRAPAQFLGILLLWFPARC 199
MDMRAPAQIFGFLLLLFQTRC 200

. MDMRAPAQVFGFLLLWFPARC 201
'MDMRASAQFLGFLLLWFP 202
MDMRDPPQFLAFLLLWIP 203
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MMSSAQFLGLLLLCFQTRC

inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:

polipeptideo  com | quéncia de aminoacidos

aminoacidos

. DI (continuagao) MDMRTPAQFLGILLLWFPIKC 204
MDMRVPAHVFGFLLLWFPTRC 205
MDSQAQVLILLLLWVSTCG 206
MDSQAQVLMLLLLSVSTCG 207
MDSQAQVLMLLLLWVSTCG 208
MDSQARVLMLLLLWVSTCG 209
MEFQTQVFVFVLLWLSVDG 210
MEFQTQVLMSLLLCMSACA 211
MEKDTLLLWVLLLWVPSTG 212
MESDTLLLWVLLLWVPSTG 213.
MESQIQAFVFVFLWLSVDG 214
MESQIQVFVFVFLWLSVDG 215
MESQNHVLMFLLLWVSTCG 473
MESQTHVLMFLLLWVSTCG 474
MESQTQVFVYMLLWLSVDG 475
MESQTQVLISLLFWVSTCG 476
MESQTQVLMFLLLWVSACA 477
MESQTQVLMSLLFWVSTCG 478
METDPLLLWVLLLWVPSTG 479
METDTILLWVLLLWVPSTG 480
METDTLLLWVLLLWVPSTG . 481,
METDTLLLWVLLLWVPSTG 482
METHSQVFVYMLLWLSVEG 483
MGFKMESHTQAFVFAFLWLSVDG 484
MGVPTQLLLLWLTVRC 485
MIASAQFLGLLLLCFQTRC 486
MKFPSQLLLFLLFRITIIC 487
MKFPSQLLLLLLFGIPMIC 488

489
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inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:

polipeptideo  com | gliiéncia de aminoacidos

aminoacidos '

Di (contir;uagéo) MMSSAQFLGLLLLCFQTRY 490
MNMLTQLLGLLLLWFAGKC 491
MRCLAEFLGLLVLWIPAIG , 492
MRCLAEFLRLLVLWIPATG } 493
MRCSLQFLGVLMFWISVSG 494
MRFSAQLLGLLVLWIPSTA 495
MRPSIQFLGLLLFWLHAQC 496
MRVLAELLGLLLFCFLVRC 497
MRVLPEFLGLLLLWISVRC 498
MSISTQLLGLLLLWLTARC 499
MSVLTQVLALLLLWLTARC 500
MSVPTQLLALLLLWLTARC 501
MSVPTQLLGLLLLWLTAGC 502
MSVPTQVLGLLLLWLTARC 503
MVFTPQILGLMLFWISSTG ¢ 504
MVFI' PQILGLMLFWISSRG - 505
MVLGLKWVFFVVFYQSRG 506
MVSTSQLLGLLLFWTSSRG 507
PAQFLFLLVLWIQSRC 508

DR MSLLTQLQGLLLLWLT 216

DV MRLPAQLLGLLMLWVPGSSE 87

MRLPAQLLGLLMLV:VPGSSE 88
MRLPAQLLGLLMLWVPGSSG 89
MRLPAQLLGLLMLWVPGSSG 90
MRLPAQLLGLLMLWIPGSSA 91
| MRLPAQLLGLLMLWIPGSSA 92
MRLPAQLLGLLMLWVSGSSG 93
MRLPAQLLGLLMLWVSGSSG 94
MRLLAQLLGLLMLWVPGSSG 95
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiiéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos
aminoacidos
DV (continuagao) MLPSQL_IGFLLLWVPASRG 105
" | MLPSQLIGFLLLWVPASRG 106
MVSPLQFLRLLLLWVPASRG 107
LILKVQC | 217
LVLKVLC : 218
MDMRASAQFHGILLLWFPARC 219
MKLPVLLVVLLLFTSPSSS | 220
MKLPVRLLVLMFWIPSSS 221
MMSPAQFLFLLVLWIQTNG 222
MMSPAQFLFLLVLWIRTNG 223
MMSPVHSIFILLLWIVISG 224
MMSPVQFLFLLMLWIQTNG 225
MNFGLRLIFLVLTLKVQC 226
MNLPVHLLVLLLFWIPSRG 227
MNTRAPAEFLGFLLLWFLARC « 228
MRFQVQVLGLLLLWISAQC 229
MRVLSLLYLLTAIPGILS _ 230
El M ETPAQLLFLLLLWLPDTTG 96
| METPAQLLFLLLLWLPDTTG 97
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG 98
‘ MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG 99
2 v'!};{!EAPAQLLFLLLLWLP[')T;l'G | 100
| MEAPAQLLFLLLLWLTDTTG 101
MEPWKPQHSFFFLLLLWLPDTTG 102
MLPSQLIGFLLLWVPASRG 105
MLPSQLIGFLLLWVPASRG 106
MVSPLQFLRLLLLWVPASRG 107
MDFHVQIFSFMLISVTILSSG | 231
MDFQMQIISLLLISVTIVSNG 232
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| inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiiéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:

polipeptideo  com | qiéncia de aminoacidos

aminoacidos

El (continuagao) MDFQVQIFSFLLISVTILTNG 233
MDMRAPAQFLGILLLWFPARC 234
MNFHVQIFSFMLISVTIGSSG 235
MTMLSLVLLLSFLLLCSRA i 236
MVSTPQFLVFLLFWIPACG 237
TELICVFLFLLSVTAILSSG 238

El MDCGISLVFLVLILKVC 239

EM MDMWVQIFSLLLICVTSKG 240

EN LLISVTIMSRG 241
MDFQVQIFSFLLISASIMSRG 242
MDFQVQIFSFLLISISVMSRG 243
MDFQVQIFSFLLISVSIMSRG 244
MDLQVQIISFLLIVTIMSRG 245

ET MGSQVHLLSFLLLWISDTRA 104
MGEQRIRSCHATSGAESAR 246
MGSQVHLLSFLLLWISDTRA 247
MTMFSLALLLSLLLLCVSSRA 248
" MTMLSLAPLLSLLLLSRA 249 -
MXTMDEHESGAVTPHQVLKSRA 250

EV MDWTWRILFLVAAATGAHS 28
MDWIWRILFLVAAATGAHS 29

MDWTWRILFLVAAATSAHS 30
MDWTWSILFLVAAPTGAHS 31
MDCTWRILFLVAAATGTHA 32
| MDWTWRILFLVAAATDAYS 33

MDWTWRVFCLLAVAPGAHS 34
MDWIWRILFLVGAATGAHS 35
MELGLSWVFLVAILEGVQC 38
MELGLSWIFLLAILKGVQC 39
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SEQ ID NO:

inicio do segundo | primeiro peptideo (sequiéncia de sinal) se-

polipeptideo  com | quéncia de aminoéacidos

aminoacidos ,

EV (continuagdo) | MEFGLSWVFLVAIIKGVQC 40
MELGLSWVFLVAILEGVQC 41
MEFGLSWIFLAAILKGVQC 42
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 43
MELGLRWVFLVAILEGVQC 44
MEFGLSWLFLVAILKGVQC 45
MEFGLSWVFLVALLRGVQC 46
MEFGLSWVFLVALLRGVQC 47
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 48
MELGLCWVFLVAILEGVQC 49
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 50
MEFWLSWVFLVAILKGVQC 51
MTEFGLSWVFLVAIFKGVQC 52
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 53

= -MEFGLSWVFLWVILQGVQC 54
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 55
MGSTAILALLLAVLQGVCS 64
MGSTAILGLLLAVLQGVCA | 65
IKWSWIFLFLLSGTAVHS 251
IKWSWISLFLLSGTAVHS 252

,. LILKVQC 253

! LVLKVQC - 254
MAVVTGKGLPSPKLEVNS 256 |
MDFGLIFFIVALLKVQC 256
MDFGLSLVFLVLILKVQC 257
MDMRASAQFHGILLLWFPARC " 258
MEWELSLIFIFALLKDVQC 259
MEWSCIFLFLLSVTAVHS 260
MEWSCIFLFLLSVTAIHS

261
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inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:

polipeptideo  com | giiéncia de aminoacidos

aminoééidos

EV (continuagdo) | MEWSWIFLFLLSGTAVLS 262
MGWNWIFILILSVTTALS 263
MGWSCIILFLVATATVHS | 264
MGWNWIFILILSVTTVHS 3 265
MGWSCIMLFLAATATVHS 266
MGWSWIFFFLLSGTAVLS 267
MGWSWIFLFFLSGTAVLS 268
MGWSWIFLFLLSGSAVLS 269

- MGWSWIFLFLLSGSAVHS 270

MGWSWIFLFLLSGTAVHS 271
MGWSWIFLFLLSGTAVLS 509
MGWSWIFLFLLSGTAVLS 510
MGWSWIFLLFLSGTAVLS 511
MGWSWIFLLFLSGTAVHS 512
MGWSWIFLLFLSGTAVLS 513
MGWSWVFLSFLSGTAVLS 514
MKCSWVIFFLMAVVIINS 515
MKLWLNWILLVALLNIQC 516
MLLGLKWVFFVVFYQVHC 517
MLLGLKWVFFVVFYQGVHC 518
MMVLSLLYLLTALPGILS 519 .
MNFGLSLIFLVLILKVQC ., 520"
MQLGHLLPDGSVNS | 521
MVSETHVLIFLLLWVSVHC 522
RSVPTQLLGLLLLWLTVNS 523

GH MGWSYIILFLVATAT 272

Gl IDINVQIFRFLLISVTSSG 273

GK MNMLTQLLGLLLLWFA 274

GR MRTPAHFLGLLLLCFL 275
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqliéncia de sinal) se-|{ SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qiiéncia de aminoacidos '
aminoacidos
HV MRWSCIILFLVATATVHS 276
IG MNFHVQIFSFMLISVT | 277
H MEWSCIFLFLLSVTA 278
I ' MDFQVQIFQIPVKQCL - | 279
- MDFQVQIFSFLLISAS : 280
MKFPSQLLLFLLFRIT | 281
IK | MDMRTPAQFLGILLLWFP . 282
IL MAVLALLFCLVTFPS 283
MDFHVQIFSFMLISVT 284
MDFQVQIFSFLLISAS 285
MDFQVQIFSFLLISR 286
MDFQVQIFSFLLISVT 287
TELICVFLFLLSVTA 288
IM LLISVT - 289
| | MDFQVQIFSFLLISAS B 290
MDFQVQIFSFLLISVS = - 291
MDFQVQIFSFLLISVS 292
MDFQVQIFSFLLMSAS 293
MDLQVQNSFLLIVT - 294
MHFQVQIFSFLLISAS ' 295
IN | MKCSWVIFFLMAVVI ,‘ 296
IQ “MKLWLNW}:LVALLN ’ 297
IR MDMRAPAQFFGILLLWFP 298
IS MIYSLQLLRMLVLWIP 299
MMSPVHSIFILLLWIV - 300
MSYSLQLLRMLVLWIP 301
T MSYSLQLLRMLVLWIP 302
IV - MDFQMQIISLLLISVT | 303
KN MDFQVQIFQIPVKQCLIISRG | 304
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se-| SEQID NO:
polipeptideo  com | quéncia de aminodacidos -
aminoééidos .
LM MDFQVQIFSFLLISAS 305
LP MAWVSFYLLPFIFSTGLCA | 127
| MAWTQLLLLFPLLLHWTGSLS 128
MAWTPLLFLTLLLHCTGSLS ; 129
LR MRPTLSFLGSCCSSLI 306
M MKFPSQLLLLLLFGIP 307
NF MAW AP LLLTLLAHCTGSWA 133
N | MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 68
| MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 69
MDMRVPAQLLGLLQLWLSGARC e 70
MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC 71
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC 72
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC - 73
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 74
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC .75
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 76
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 77
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 78
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 79
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 80
, MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 81
S o MDMRVPAQRLGLLLLWFPGARC 82
. MRVPAQLLGLLLLWLPGARC 83
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 84
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 85
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC 86
MESDTLLLWVLLLWVPSTS 308
MESQTLVFISILLWLYADG o 309
MESQTQVFLSLLLWVSTCG 310 -




31

inicio do segundo
polipeptideo  com

aminoacidos

primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se-

guéncia de aminoacidos

SEQ ID NO:

NI (continuacao)

METDTLLLWVLLLWVPSTG

311

PV

MGWSCIMLFLAATATVHS
MGWSCIMLFLAATATGVHS

312
313

QA

iad

MD M RVP AQ LLGLLLLWLRGARC

MD M RVP AQ LLGLLLLWLRGARC
MD M RVP AQ LLGLLQLWLSGARC
MD M RVP AQ LLGLLLLWLSGARC
MD M RVP AQ LLGLLLLWLPDTRC

MD M RVP AQ LLGLLLLWFPGARC
MD M RVP AQ LLGLLLLWFPGARC
MD M RVL AQ LLGLLLLCFPGARC

MD M RVL AQ LLGLLLLCFPGARC

MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC
MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC
MD M RVP-AQ LLGLLLLWFPGSRC
MD M RVP AQ LLGLLLLWFPGSRC
MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC

MD M RVP AQ RLGLLLLWFPGARC‘

M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC

MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC

MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGARC

MD M RVP AQ LLGLLLLWLPGAKC

MAW TP LLLLLLSHCTGSLS

MAW TP LLLLFLSHCTGSLS

MAW TL LLLVLLSHCTGSLS

MAW TP LFLFLLTCCPGSNS

MAW TP LFLFLLTCCPGSNS
MAWISLILSLLALSSAIS
IGWSYIILLLVATATVHS

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85 .
86
130
131
132
134
135
314
315
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqliéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos
aminoacidos ,
| EV (continuagio) | MAWTSLILSLLALCSASS 316
MAWTSLILSLLALCSAIS 317
MGWSCVLLFLVSGTAVLC 318
Ql MDT LC STLLLLTIPSWVLS | 36
’ MDT LC YTLLLLTTPSWVLS 37
MDFQVQIFSFLLISASHSRG 319
MDFQVQIFSFLLISASILFRG 320
MDFQVQIFSFLLISASILSRG 321
MDFQVQIFSFLLISASIMSRG 322
MDFQVQIFSFLLISASLMSRG 323
MDFQVQIFSFLLISRILSRG 324
MDFQVQIFSFLLISVSIMSRG 325
MDFQVQIFSFLLMSASIMSRG 326
MDTLCSTLLLLTIPSWVLS 327
MGWSWIFLFLLSGTAVHC 328
MHFQVQIFSFLLISASIMSRG 329
QL MKH LW FFLLLVAAPRWVLS 56
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS 57
MKH LW FFLLLVAAPRWVLP 58
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS 59
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS ’ 60
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS . 61
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS 62
MKH LW FFLLLVAAPRWVLS 63
MAW VS FYLLPFIFSTGLCA 127
MAWTQ LL LLFPLLLHWTGSLS 128
M AWT PL LFLTLLLHCTGSLS 129
MAWTPLFFFFVLHCSSFS 330
QM MDWTWRILFLVAAATGAHS 28
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qiéncia de aminoécidos
aminoacidos
QM (continuagéo) MDWTWRILFLVAAATGAHS 29
MDWTWRILFLVAAATSAHS 30
MDWTWSILFLVAAPTGAHS 31
MDCTWRILFLVAAATGTHA 32
MDWTWRILFLVAAATDAYS 33
MDWTWRVFCLLAVAPGAHS 34
MDWIWRILFLVGAATGAHS 35
MRVLGFLCLVTVLPGSLS 331
QP MAWVSFYLLPFIFSTGLCA 127
MAWTOLLLLFPLLLHWTGSLS 128
MAWTPLLFLTLLLHCTGSLS 129
MAWTPLLLLLLSHCTGSLS 130
{ MAWTPLLLLFLSHCTGSLS 131
MAWTLLLLVLLSHCTGSLS 132
MAWAPLLLTLLSLLTGSLS 137
MAWTPLFFFFLLHCSSFS 332
Qs MAWSPLFLTLITHCAGSWA 108
MAWSPLLLTLLAHCTGSWA 109
MASFPLLLTLLTHCAGSWA 110
MAGFPLLLTLLTHCAGSWA 111
MTCSPLLLTLLIHCTGSWA 112
MAWALLLLTLLTQGTZSWA 113
MAWALLLLSLLTQGTGSWA 114
MAWALLLLTLLTQGTGSWA 115
MAWALLLLTLLTQGTGSWA 116
) MAWALLLLTLLTQDTGSWA 117
QT MAWTPLFLFLLTCCPGSNS 134
MAWTPLFLFLLTCCPGSNS 135
MAWMMLLLGLLAYGSGVDS 136
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| inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qiiéncia de aminoacidos
aminoacidos
Qv _ . MDWTWRILFLVAAATGAHS 28
MDWTWRILFLVAAATGAHS 29
MDWTWRILFLVAAATSAHS 30
MDWTWSILFLVAAPTGAHS ; 31
MDCTWRILFLVAAATGTHA 32
MDWTWRILFLVAAATDAYS 33
MDWTWRVFCLLAVAPGAHS 34
MDWIWRILFLVGAATGAHS 35
MDTLCSTLLLLTIPSWVLS 36
MDTLCYTLLLLTTPSWVLS 37
MELGLSWVFLVAILEGVQC 38
MELGLSWIFLLAILKGVQC 39
MEFGLSWVFLVAIIKGVQC 40
MELGLSWVFLVAILEGVQC 41
MEFGLSWIFLAAILKGVQC® 42
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 43
MELGLRWVFLVAILEGVQC 44
MEFGLSWLFLVAILKGVQC 45
MEFGLSWVFLVALLRGVQC 46
MEFGLSWVFLVALLRGVQC 47
MEFGLSWVFLVAILKGVQC. , 48
. MEI?GLCWVFLVAILEGVQ'CE 49
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 50
MEFWLSWVFLVAILKGVQC 51
MTEFGLSWVFLVAIFKGVQC 52
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 53
MEFGLSWVFLVVILQGVQC 54
MEFGLSWVFLVAILKGVQC 55
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS 56




35

inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:.

polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos

aminoacidos .

QV (continuagdo) | MKHLWFFLLLVAAPRWVLS 57
MKHLWFFLLLVAAPRWVLP 58
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS | 59
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS 60
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS 61
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS | e2
MKHLWFFLLLVAAPRWVLS | 63
MSVSFLIFLPVLGLPWGVLS ' 66
MDWTWRILFLVAAATGAHS 67
IFLFLLSITAVHC - 333
KGGSCVSLFLVATANVHF - 334
MAVLALLFCLVTFPSILS 335
MAVLGLLFCLVTFPSVLS 336
MAVLGLLLCLVTFPSVLS - 337
MAWSWVFLFFLSVTTVHS 338
MDWIWIMLHLLAATGIQS 339
MECSWVFLFLLSLTAVHC 340
MEFGLSWVFLVALLRGVQC 341
MEWLXXFLLFLSLTAVHC 342
MEWSGVFIFLLSVTAVHS 343
_ MEWSGVFIFLLSVTAVYS 524

MEWSRVFIFLLSVTAVHS 525 |

| MEWSWVFLFFLSVTTVHS 526
MEWSWVFLFLLSLTSVHS 527
MGRLTFSFLLLLPVPAVLS 528
MGWSCIIFFLVATATVHF 529
MGWSCIILFLVAAANVHS 530
MGWSCIILFLVAAATVHS | 531
MGWSCIILFLVATATVHS | 532
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqgliéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qUéncia de aminoacidos
aminoacidos
QV (continuag&o) MGWSCIILFLVATATVHS 533
MGWSCIILFLVSTATVHS 534
MGWSCIILILVAAATVHS _ 535
MGWSCIILILVAAATVHS ; 536
MGWSCIILILVAAATVQF 537
MGWSCIMLFLAARATVHS 538
MGWSCIMLFLAATATVHF 539
MGWSCIMLFLAATATVHF 540
MGWSCIMLFLAATATVHS 541
MGWSCIMLFLAATATVHS 542
MGWSCIMLFLAATATVHS 543
MGWSFLPLFLAATATGVHS 544
MGWSRIFLFLLSITAVHC 545
MGWSSIILFLVATATVHS 546
,- MGWSWIFPFLLSGTAVHC 547
MGWSYIIFFLVATATVHF 548
MGWSYIIFFLVATATVHS 549
MGWSYIILFLVATATGHS 550
MGWSYIILFLVATATVHS 551
MGWSYIILFLVATATVNS 552
MRWSCIILFLVATATVHS 553
SA METPASFLCLLLLWTT - 344,
SF MAWTPLFFFFLLHCS 345
MAWTPLFFFFVLHCS 346
S| MKSQTQVFIFLLLCVSAHG 347
MKSQTQVFVFLLLCVSAHG 348
SK MDMWVQIFSLLLICVT 349
SR MXTMDEHESGAVTPHQVLK 350
351

- MGEQRIRSCHATSGAE
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqliéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:

polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos

aminoacidos

SR (continuag&o) - 'MNLPVH‘LLVLLLFWIP 352

| MTMFSLALLLSLLLLCVS 353
 MTMLSLAPLLSLLLL - 354
MTMLSLVLLLSFLLLC 355
MVFTPQILGLMLFWIS 356
MVLGLKWVFFVVFYQ 357
MVSTSQLLGLLLFWTS 358
PAQFLFLLVLWIQ 359

SS MAWIPLFLGVLAYCTGSVA 118
MAWTALLLSLLAHFTGSVA 119
MAWTPLLLPLLTFCTVSEA 120
MAWIPLLLPLLTLCTGSEA 121
MAWTPLWLTLLTLCIGSVV 122
MAWTVLLLGLLSHCTGSVT 123
MAWATLLLPLLNLYTGSIA 124 -
MAWIPLLLPLLTLCTGSEA 125
MAWIPLLLPLLILCTVSVA 126
IDINVQIFRFLLISVT 360
MKLPVLLVVLLLFTSP 361
MKLPVRLLVLMFWIP 362
MKLPVRLLVLMFWIP _ 363

ST MEKDTLLLWVLLLWVP 5_; 364
MESDTLLLWVLLLWVP | 365
MESDTLLLWVLLLWVP 366
METDPLLLWVLLLWVP 367
METDTILLWVLLLWVP 368
METDTLLLWVLLLWVP 369
METDTLLLWVLLLWVP 370
METDTLLLWVLLLWVP 371
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inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qiéncia de aminoacidos
aminoacidos
ST (continuagéo) MRFSAQLLGLLVLWIP 372
MVFTPQILGLMLFWIS 373
SY MAWIPLFLGVLAYCTGSVA 118
| MAWTALLLSLLAHFTGSVA 119
MAWTPLLLPLLTFCTVSEA 120
MAWIPLLLPLLTLCTGSEA 121
MAWTPLWLTLLTLCIGSVV 122
MAWTVLLLGLLSHCTGSVT 123 -
MAWATLLLPLLNLYTGSIA 124
MAWIPLLLPLLTLCTGSEA 125
MAWIPLLLPLLILCTVSVA 126
TC MDSQAQVLILLLLWVS 374
| MDSQAQVLMLLLLSVS 375
MDSQAQVLMLLLLWVS 376
MDSQARVLMLLLLWVS 377"
MESQNHVLMFLLLWVS 378
MESQTHVLMFLLLWVS 379
MESQTQVFLSLLLWVS 380
MESQTQVLISLLFWVS 381
MESQTQVLMSLLFWVS 382
TG METPAS.FLCLLLLWTTSAV 383
TN GHGHEGLCSYSWVPVA 384
MMSPAQFLFLLVLWIQ 385
MMSPAQFLFLLVLWIR 386
MMSPVQFLFLLMLWIQ 387
TR MIASAQFLGLLLLCFQ | 388
MMSSAQFLGLLLLCFQ 389
MMSSAQFLGLLLLCFQ 390
MDMRAPAQIFGFLLLLFQ 391
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inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos
aminoacidos _
TR (continuag&o) MDMRVPAHVFGFLLLWFP 392
VC MDCGISLVFLVLILK 393
VD MEFQTQVFVFVLLWLS . 394
MESQIQAFVFVFLWLS 395
MESQIQVFVFVFLWLS 396
MESQTQVFVYMLLWLS 397
MGFKMESHTQAFVFAFLWLS 398
VE METHSQVFVYMLLWLS 399
VH MEWLXXFLLFLSLTA 400
MEWSCIFLFLLSVTA 401
MEWSGVFIFLLSVTA 402
MEWSRVFIFLLSVTA 403
MEWSWVFLFFLSVTT 404
MEWSWVFLFLLSLTS 405
MGWNWIFILILSYTT 406
MGWSCIIFFLVATAT 407
MGWSCIILFLVAAAN 408
MGWSCIILFLVAAAT 409
MGWSCIILFLVATAT 410
MGWSCIILFLVATAT . 411
MGWSCIILFLVATAT 412
g | MGWSCIILFLVSTAT 413
MGWSCIILILVAAAT 414
MGWSCIILILVAAAT 415
MGWSCIMLFLAARAT 416
MGWSCIMLFLAATAT a7
MGWSCIMLFLAATAT 418
MGWSCIMLFLAATAT - 419
420

MGWSCIMLFLAATAT
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N

inicio do segundo | primeiro peptideo (seqiéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:
polipeptideo corﬁ guéncia de aminoacidos
aminoacidos
VH (continuagao) MGWSCIMLFLAATAT 421
MGWSCIMLFLAATAT i 422
MGWSCIMLFLAATAT _ 423
MGWSRIFLFLLSITA o 424
MGWSSIILFLVATAT . 425
MGWSWIFLFLLSGSA 426
MGWSWIFLFLLSGTA 427
MGWSWIFLFLLSGTA 428
MGWSWIFLLFLSGTA | 429
MGWSWIFPFLLSGTA 430
MGWSYHFFLVATAT 431
MGWSYIIFFLVATAT | 432
MGWSYIILFLVATAT 433
MGWSYIILFLVATAT 434
4- MGWSYIILFLVATAT | a3
MLLGLKWVFFVVFYQ | 436
MRWSCIILFLVATAT B 437
MRWSCIILFLVATAT 438
MVSETHVLIFLLLWVS < 439
IFLFLLSITA | | 440
IGWSYIILLLVATAT ’ 441
* IKWSWIFLFLLSGTA v 442
IKWSWISLFLLSGTA 443
KGGSCVSLFLVATAN 1 444
MAWSWVFLFFLSVTT 445
MECSWVFLFLLSLTA 446
Vi MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 68
MDMRVPAQLLGLLLLWLRGARC 69
MDMRVPAQLLGLLQLWLSGARC 70
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inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se- | SEQ ID NO:
polipeptideo  com qﬂéncia'de aminoacidos
aminoacidos A
VI (continuagao) MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC 71
MDMRVPAQLLGLLLLWLPDTRC 72
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 73
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGARC 74
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 75
MDMRVLAQLLGLLLLCFPGARC 76
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 77
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 78
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 79
MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRC 80
'MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 81
MDMRVPAQRLGLLLLWFPGARC 82
MRVPAQLLGLLLLWLPGARC 83
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 84
: MDMRVPAQLLGLLLLWLPGARC 85
MDMRVPAQLLGLLLLWLPGAKC 86
MIYSLQLLRMLVLWIPISK 447
MSYSLQLLRMLVLWIPISK 448
MSYSLQLLRMLVLWIPITK 449
VL LVLK 450
MAVLGLLFCLVTFPS 451
MAVLGLLLCLVTFPS - 452
MDRLTSSFLLLIVPA 453
MEWSWIFLFLLSGTA 454
MGRLTFSFLLLLPVPA 455
MGWSCVLLFLVSGTA 456
MGWSWIFFFLLSGTA 457
MGWSWIFLFFLSGTA 458
MGWSWIFLFLLSGSA 459
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inicio do segundo | primeiro peptideo (sequéncia de sinal) se-| SEQ ID NO:
polipeptideo  com | qliéncia de aminoacidos |
aminoéacidos
| VL (continuagéd) MGWSWIFLFLLSGTA 460
MGWSWIFLFLLSGTA . 461
MGWSWIFLLFLSGTA 462
MGWSWIFLLFLSGTA 463
MGWSWVFLSFLSGTA 464
VM MDFQVQIFSFLLISIS 465
VN MAVVTGKGLPSPKLE 466
MGWSYIILFLVATAT 467
MQLGHLLPDGS 468
RSVPTQLLGLLLLWLT 469
vQ LILK 470
LVLK 471
MDFGLIFFIVALLK - 141
MDFGLSLVFLVLILK 02
MGWSCIILILVAAAT *"05
MNFGLRLIFLVLTLK 20
MNFGLSLIFLVLILK 21
VR MGVPTQLLLLWLT 22
MRVLAELLGLLLFCFL 23
MRVLPEFLGLLLLWIS 24
Vs MRCSLQFLGVLMFWIS 25
REWSWNFLFLLSGTT _» “26
VY MEWSGVFIFLLSVTA 27 .
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inicio do segundo po- | primeiro peptideo (seqiiéncia de sinal) | SEQ ID NO:

lipeptideo com amino- | seqiiéncia de aminoacidos

écidos'
se a combinagao dos { ELWVLMVWVP : 142
dois primeiros amino- | ELWVLMVWVPSTS 143
acidos do segundo| HDHALTSSSPQPSSPLCL 144
polipeptideo ndo for | LAVITSNIWFPMVCMS " 145
listada nesta tabela| MDMWTSAQFLGILLLWFLARC 146
estes primeiros poli- | MDRLTSSFLLLIVPAVLS | 147
peptideos podem ser | MLRAIKAAPFSRFGCS . 148
usados MRAPAPFLGLLLFCFLARC 149
MRCSPHFLELLVFWIL 150 -
MRPTLSFLGSCCSSLILRC 151.
MRTPAHFLGLLLLCFLGRC - 152
MRTPAPFLGLLLFCFSARC 153
MSLLTQLQGLLLLWLTDRC 154
MSLPTQLQGLLLLWLTARC 165
MTMLSLAPLLSLLLLCVS - - 156
MTSLSQLLGMLMLQSL 157
MVFAPQILGFLLLWIS : 158
MVFTPHILGLLLFWIS : 159
QHGHEGLCSVSWVPVATNS 160
REWSWNFLFLLSGTTVSS 161
TDFHMQIFSFMLISFTARC. ’ 162

Se“o dibe’ptidg;.o dos dois primeiros aminoacidos do segundo
polipeptideo nao for explic;tamente listado na Tabela 1, e ndo se pretender
usar nenhuma sequéncia conforme listado na ultima linha da Tabela 1, é
vantajoso nao enfileirar o primeiro polipeptideo e o segundo -polipeptideo
diretamente juntos. Em um caso semelhante é favoravel inserir uma sequén-
cia curta de até cinco aminoéacidos para se assemelhar ao inicio da sequén-
cia da regiao FR1 da imunoglobulina a qual iria / poderia naturalmente seguir

o primeiro polipeptideo. Esta sequéncia pode ser um Unico aminoacido ou
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um dipéptl’deo, o peptideo QIWNN (SEQ ID NO: 472) ou um fragmento do
mesmo para se assemelhar aos dois primeiros aminoacidos da regido FR1
da imunoglobulina natural seguinte. Em uma modalidade, esta sequéncia é o
peptideo QIWNN (SEQ ID NO:472), ou uma fragéo N-terminal do mesmo
compreendendo no minimo o dipeptideo Ql.

Depois do primeiro polipeptideo ou Qpcionalmente depois da
sequéncia curta inserida o segundo polipeptideo compreende um polipepti-
deo heterélogo. Este polipeptideo heterdlogo tem uma seqiiéncia de amino-
acidos de a partir de 5 até 500 residuos aminodcidos. Em uma modalidade
preferencial da invengdo a sequéncia de aminoacidos é de a partir de 10 até
350 residuos aminoécidos e em uma modalidade mais preferencial de a par-
tir de 15 até 150 residuos aminoéacidos. O polipeptideo heterélogo conjugado
a imunoglobulina é selécionada entre o grupo compreendendo moléculas
biologicamente ativas. Estas moléculas apresentam um efeito biolégico
quando administradas a um sistema bioldgico artificial ou uma célula viva, tal
como em sistemas de teste, ou a um organismo vivo, tal como aves ou ma-
miferos, incluindo seres humanos. Estes compostos biologicamente ativos
compreendem, mas ndo estaq.limitados a, agonistas bem como antagonis-
tas de receptores, inibidores bem como ativadores de enzimas, e semelhan-
tes, e também peptideos, polipeptidebs, e proteinas apresentando atividade
citotéxica, antiviral, antibactériana, ou anti-canCen’geha, bem como antige-
nos. O éfeito' biolégico pode ser, mas ndo esta limitado, a inibicao enzimati-
ca, ligagdo a um receptor, quer no sitio de ligagao ou circunferencial, e dis-
paro de sinal. Estes compostos biologicamente ativos sdo, por exemplo, u-
'teis'paré 2plicagc’>es farnﬂacéUtita's, terapéuticas, ou de diagndstico.

e segundo polipeptideo compreende adicionalmente depois do
polipeptideo heterélogo um ligante. Ligantes que podem ser usados prefe-

rencialmente com a presente invengéo sao listados na Tabela 2.
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Tabela 2: Possiveis ligantes.

ligante N2 Iigante seqiiéncia de aminoacidos SEQ ID NO: -
1 [Ser(Gly)]s . 06
2 [Ser(Gly)ds =~ - 07
3 [Gly(GIN)a]a | o8
4 Gly(Ser)sGly 09
5 GST 10
6 [(Gly)sSer]s-Gly-Ala-Ser 139
7 Gly(Ser)1sGly-Ala-Ser 140
8 [(Gly)sSer]s-Gly 554
9 [(Gly)sSer]s-Gly 555
10 [(Gly)sSer]s-Gly, 556
1 (Gly)sSer]s-Gly 557

Depois do ligante um fragmento de imunoglobulina segue como
a parte carboxi-terminal do segundo polipeptideo.

0] ségundo polipeptideo compreende um polipeptideo heterdlo-
go seguudo por um Ilgante € seguido por um fragmento de imunoglobulina
como parte Cal'bOXI termmal isto €, um acido nucléico codificando 0 segundo
polipeptideo compreende em uma direcao 5' para 3' acidos ,nuclelcps codifi-
cando um polipeptideo heterdlogo, um ligante, e um fragmento de imunoglo-
bulina. ‘

Moléculas de imunoglobulina sao atribuidas a cinco cla'sse‘s‘dife-
rentes: IgA (Imunoglobulina A), IgD, IgE, IgG, e IgM.n Destas IgG e IgE sao
mais freqUentemente usadas em aplicagbes farmacéuticas e diagnésticas.
Dentro destas classes as imunoglobulinas diferem em sua estrutura glgbal
mas os blocos de construgao sdo similares. Todas as imunoglobulinas sdo
compostas de duas cadeias de polipeptideos diferentes, uma cadeia leve e
uma cadeia pesada. |

Um fragmento de imunoglobulina compreende um ou mais do-
minios constantes de carboxi-terminal de uma cadeia leve ou pesada de i-

munoglobulina, por exemplo, compreende ou no minimo o dominio Cu1-,
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Ch2-, Cn3 e a regido de articulagao de uma cadeia pesada de imunoglobuli-
na e opcionalmente um dominio Cx4, ou o dominio C. de uma cadeia leve
de imunoglobulina. A imunoglobulina da qual o f_ragmento é derivado pode
ser uma imunoglobulina que ocorre naturalmente ou uma imunoglobulina
sintética. Em uma modalidade da invengao o fragmento de imunoglobulina
adicionalmente contém um fragmento de um dominio variavel de cadeia pe-
sada ou leve ou de uma variante do mesmo. No fragmento de dominio varia-
vel um ou mais aminoécidos ou uma ou mais regides sdo eliminados. Em -
uma modalidade a partir de um a seis aminoacidos do dominio variavel sdo
eliminados. Em outra modalidade a partir de um a seis regides do dominio
variavel sdo eliminadas. Em uma modalidade adicional o dominio variavel é
eliminado. A presenga de um dominio variavel funcional, isto é, de reconhe-
cimento antigénico, no fragmento de imunoglobulina nao é essencial para a
| presente invengdo. Uma imunoglobulina nao funcionavel de écordo com a
invengdo € uma imunoglobulina ndo possuindo um dominio variavel de reco-
nhecimento antigénibo. Em uma modalidade, o fragmento de imunoglobulina
é uma imunoglobulina ndo funciondvel. Em uma modalidade, os dominios
variavel ‘e constantes compreendidos no fragmento de imunoglobulina s&o. -
do/derivados do mesmo anticorpo, isto &, pertencem ao mesmo anticorpo.

~ As diferentes sequéncias de acidos nucléicos sdo encadeadas
operavelmente sobre um plasmideo de expressdo. Para expressio o‘plas-
mideo é introduzido em uma célula hospedeira. Proteinas sdo preferencial-
mente produzidas em células mamiferas tais como células CHO, células
NSO, células Sp2/0, ceélulas COS, células HEK, células K562, células BHK,

-

células PER.C6, e semelhantes. - .

Os exemplos, listagem de seqiiéncia e fiauras seguintes sao
proporcionados para auxiliar no entendimento da presente invengao, cujo
verdadeiro escopo é determinado nas reivindicagbes anexadas. Entende-se
que podem ser feitas modificagoes nos procedimentos determinados sem se

afastar do espirito da invencao.
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Descricao das Figuras:

Figura 1
Figura_ 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7
Figura 8

Figura 9

Exemplos

Estrutura comum de imunoglobuiinas da classe das IgG.

Mapa de plasmideo do vetor de expressdo de cadeia pesada-y1
anti-IGF-1R 4818,

Mapa de plasmideo do vetor de expressao de cadeia leve-x anti-

IGF-1R 4802.

- Mapa de plasmideo do vetor genético da regido constante de ca-

deia pesada-y1 4962. A ’
Mapa de plasmideo do vetor'dé expressao de éadeia leve x anti-
IGF-1R modificado 4964.

Mapa de plasmideo do vetor de expressao de cadeia leve anti-IGF-

1R modificado 4963.

' Géis SDS-PAGE corados com Coomassie Blue de conjugados de

imunoglobulina purificados por afinidade; disposigdo de amostras
de acordo com a Tabela 6.

Imunodetecg¢éo da cadeia leve em sobrenadantes da cultura celular
depois de expressao transitoria em células HEK293 EBNA,; disposi-
¢ao de amostras de acordo com a Tabela 6.  *° )
Imunodetecgdo da cadeia pesada em sobrenadantes da cultura
celular depois de expresséo transitéria em células HEK293 EBNA;

disposigédo de amostras de acordo com a Tabela 6.

Material e Métodos

Informacao geral referente &s sequéncias de nucleotideos de

cadeias leve e pesada de Tmunoglobug{\as humanas € dada em: Kabat, E.A.,

et al.,, (1991) Sequences of Proteins of immunological Interest, fifth ed., NIH
Publication No 91-3242.

Aminoacidos de cadeias de anticorpos sdo numeradas de acor-

do com a numeragéo EU (Edelman, G.M., et al., PNAS 63 (1969) 78-85; Ka-
bat, E.A., et al., (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fif-
th Ed., NIH Publication No 91-3242).
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Técnicas de DNA Recombinante

Métodos de rotina foram usados para manipular DNA conforme
descrito em Sambrook, J., et al., Molecular cloning: A laboratory manual;-
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1n989.
Os reagentes bioldgicos moleculares foram usados de acordo com as instru-

cbes do fabricante.

Determinacéo de Proteina o
A concentragdo de proteina foi determinada determinando a

densidade 6tica (OD) a 280 nm, usando o coeficiente de extingdo molar cal-
culado com base na sequéncia de aminoacidos.

Determinacao da seqiiéncia d@NA |
Sequéncias de DNA foram determinadas por sequienciamento de

filamento duplo realizado na MediGenomix GmbH (Martinsried, Alemanha).
Andlise de sequéncias de DNA e de proteina e tratamento dos dados das

seqguéncias

O pacote do software do GCG (Genetics Computer Group, Ma-
~ dison, Wiscbnsin) versao 10.2 e Infomax's Vector NTI Advance suite versdo
8.0 foi usado para criagdo, mapeamentc,. andlise, anotagéo, e ilustragédo de
sequéncias.
Sintese de gene

Segmentos genéticos desejados foram preﬁarados pela Medi-

genomix GmbH (Martinsried, Alemanha) a partir de oligonucleotideos fabri-
cados por sintese quimica. Os segmentos genéticos de 100 a 600 bp de ex-

tenséo os quais foram flanqueados por sitios de clivagem de endonuclease
de reétrégéo si.'ngula;[‘es foram reunidos por recozimento e ligagao de oligonu-
cleotideos incluindo;amplificagéo pdr PCR e subsequentemente clonados no
vetor de clonagem pCR2.1-TOPO-TA (Invitrogen Corp., EUA) através de
protuberdncias em A. A seqiéncia de DNA dos fragmentos genéticos sub-
clonados foram confirmadas por seqlienciamento de DNA.
Purificacédo por afinidade de conjugados de imunoglobulina

Os conjugados de imunoglobulina expressados e secretados

foram purificados por cromatografia de afinidade usando Protein A-
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Sepharose® CL-4B (GE Healthcare former Amersham Bioscience, Suécia)
de acordo com métodos conhecidos. Em resumo, depois de centrifugagédo
(10.000 g por 10 minutos) e filtragdo através de um filtro de 0,45 pm 6 conju-
gado de imunoglobulina contendo sobrenadantes de cultura clarificados foi
aplicado sobre uma coluna Protein A-Sepharose® CL-4B equilibrada com
tampao de PBS (10 mM de Na,HPQ,, 1 mM de KH,PO4, 137 mM de NaCl e
2,7 mM de KCI, pH 7.4). Proteinas nao ligadas foram lavadas com tampao
de equilibragao de PBS e 0,1 M de tampéo de citrato, pH 5.5. Os conjugados
de imunoglobulina foram elutriados com 0,1 M de tamp&o de citrato, pH 3.0,
e as fragbes contendo o conjugado de imunoglobulina foram neutralizadas
com 1 M de Tris-Base. Em seguida, os conjugados de imunoglobulina foram
extensivamente diaiisados contra tampéo de PBS a 4°C, concentrados com
um dispositivo de filtro centrifugo ultrafree equipado com uma membrana
Biomax-SK (Millipore Corp.; EUA) e armazenado em um banho gelado a

0°C.

Exemglo‘ 1
Fabricacao dos plasmideos de expressao

Os segmentos genéticos codificando um dominio varidvel de

cadeia leve de anticorpo (regiéo) (V) anti-receptor de fator | de crescimento
sémelhante a insulina (IGF-1R) e o dominio constante de cadeia leve kappa
humana (regidao) (C.) foram unidos como segmentos genéticos ao dominio
variavel de cadeia pesada anti-IGF-1R (regido) (Vi) e a regiao constante de |
cadeia pesada gamal humana (Cyx1-Hinge-Cy2-C3).
a) Vetor 4818

3 0] \;étor 481"8 é o plasmideo de expressdo para a expressao
trgnsitéri_a de um anticorpo anti-lIGF-1R (também denotado como anti-IGF-1R

a seguir) cadeia pesada (cassete de expressdo organizado genomicamente;
organizagao éxon-intron) em células HEK293 EBNA (para sequiéncias vide a
Patente dos Estados Unidos N° 2005/0008642). Compreende os seguintes

elementos funcionais:
Além do cassete de expressao de cadeia pesada-y1 anti-IGF-1R

este vetor contém:
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~ gendmica,
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- umgene de resisténcia a higromicina como um marcador se-
lecionavel,

- uma origem de replicagao, oriP, do virus Epstein-Barr (EBV),

- uma origem de replibagéo do vetor pUC18 a qual possibilita
rephcagao deste plasmideo em E. coli, e '

- um gene de beta-lactamase o qual confere resisténcia a am-
picilina em E. coli. ' }

} A unidade de transcricdo do gene de cadeia pesada-gama1 anti-

IGF-1R é composta dos seguintes elementos: '

- o reforgador precoce imediato e promotor do citomegalovirus
humano (HCMV),

- uma regido ndo traduzida 5' sintética (UT),

- uma sequéncia de sinal de cadeia pesada de imunoglobulina

murina incluindo um intron da sequéncia de sinal (sequéncia de sinal 1, in-

tron, seqiiéncia de sinal 2 [L1-intron-L2]),
- 0 segmento codificando cadeia pesada variavel anti-IGF-1R

clonada arranjado com um unico sitio de restricdo Bsml na extremidade 5'
(L2 seqiéncia de sinal) e um sitio doador de jungé@o e um Unico sitio de res-

-tricdo Notl na extremidade 3/,

- um intron 2 hibrido de cadeia pesada de camundongo / hu-
mana mcluundo o elemento reforcador de cadeia pesada de camundongo
(parte JH3, JH4) (Neuberger, M.S., EMBO J. 2 (1983) 1373-1378),

- a regiao constante do gene de cadeia y1-pesada humana

- a seqléncia de sinal de poliadenilacdo”de y1 ;imunggglobulina
humana (“poly A”) , e '

- 0s Unicos sitios de restricao Ascl e SgrAl na extremidade 5' e
3', respectivamente.

O mapa. de plasmideo do vetor de expressao de cadeia pesada-
v1 anti-IGF-1R 4818.é mostrado na Figura 2.

b) Vetor 4802 v
O vetor 4802 é o plasmideo de expressao para a expressao
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transitoria de uma cadeia leve de anticorpo anti-IGF-1R (cDNA) em células
HEK293 EBNA. Compreende os seguintes elementos funcionais.
Além do cassete de expressdo de cadeia leve-kappa anti-IGF-

1R este vetor contém:
- um gene de resisténcia a higromicina como um marcador se-

lecionavel, ‘

- uma origem de replicagao, oriP, do virus Epstein-Barr (EBV),

- uma origem de replicagcao do vetor pUC18 a qual possibilita
replicagcao deste plasmideo em E. coli, e ’ _ '

- um gene de B-lactamase o qual confere resisténcia a ampici-
lina em E. coli.

A unidade de transcricao do gene de cadeia leve x anti-IGF-1R
é composta dos seguintes elementos:

- o reforgador precoce imediato e promotor do citomegalovirus

humano (HCMV), _
- 0 cDNA de cadeia leve variavel anti-IGF-1R clonado incluin-

do
- ab-UT nativa e : : .

- - asequéncia de sinal de cadeia leve nativa do gene da linha-
gem germinativa de imunoglobulina humana disposta com um unico sitio de -
restricao Bglll na extremidade 5', |

- aregiao constante do gene de cadeia leve-x humana,

- a sequéncia de sinal de k-poliadenilagdo de imunoglobulina
humana (“poly A”), e A )

- 0s Unicos sitios de restricao Asc| e Fsel na extremidzde 5 e
3', respectivamente.

O mapa de plasmideo do vetor de expressédo de cadeia leve-x
anti-IGF-1R 4802 é mostrado na Figura 3.
c) Plasmideo 4962

O vetor 4962 serviu como estrutura basica para a reunido dos
plasmideos de expressao 4965, 4966, e 4967. Estes plasmideos possibilita-

ram a expressao transitoria de cadeias pesadas de anticorpo modificado
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~ (conjugacao de N-terminal sem dominio variavel, organizagdo de cDNA) em

células HEK 293 EBNA. O plasmideo 4962 compreende os seguintes ele-
mentos funcionais. .
' Além do cassete de expressdo para a reglao constante de ca-
deia pesada- gama1 este vetor contém:

- um gene de resisténcia a higromicina como um marcador se-
lecionavel, ' : | |

- uma origem de replicacao, oriP, do virus Epstein-Barr (EBV),

- uma origem de replicacdo do vetor pUC18 a qual possibilita
rephcag:ao deste plasmideo em E. coli, e

- um gene de beta-lactamase o qual confere resisténcia a am-
picilina em E. coli.

A unidade de transcri¢cdo do gene da regiao constante de cadeia
pesada-y1 (Cn1-Hinge-C2- -Ch3) € composta dos seguintes elementos:

- o reforgador precoce imediato e promotor do citomegalovirus
humano (HCMV),

- um ligante sintético (SEQ ID NO: 01) compreendendo um u-
nico sitio de restricdo Bglll na extremidade 5' e ura- Gnico sitio de- restrigao
Nhel na extremidade 3' (sitio Nhel dentro do N-término de Cul)

HCMV-promotor AIaSer(CH1)
...agatcttttgccaccgcetagc...
Bglll Nhel

- os dominios constantes de gene de cadeia pesada-y1 huma-
na (reglao) (Cn1-Hinge-Cy2-Cy3, orgamzagao ‘de cDN#£),
- asequéncia de“sinal de pohademlagao de y1 lmunoglobullna
humana (“poly A”) , e
- 0s Unicos sitios de restricao Ascl e Fsel na extremidade 5' e
3, respeCtivamente.
O mapa de plasmideo do vetor genético dos dominios constan-
tes de cadeia pesada-y1/regido 4962 é mostrado na Figura 4.

d) Plasmideo 4964
O vetor 4964 serviu como estrutura basica para a reunido dos
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plasmideos de expressao 4976 e 4977. Estes plasmideos possibiltaram a
expressao transitoria das cadeias leves de anticorpo anti-IGF-1R modificado
(conjugagdo de N-terminal) em células HEK 293 EBNA. |
O plasmideo 4964 é uma variante do plasmideo dé expressao
4802. N | |
A unidade de transcricdo do gene de cadeia leve-x anti-IGF-1R .
foi modificada conforme indicado abaixo:

A sequéncia de sinal de cadeia leve nativa é substituida por um
ligante sintético disposto com um Unico sitio de restrigdo Bglll na extremida-
de 5'- e um unico sitio de restricao Nhel na extremidade 3' unido diretamente
ao dominio variavel V.-IGF-1R (regiao) (SEQ ID NO: 03).

: l- " Vi-1R18
...agatctatatatatatatgctagcgaaattgtgttgaca...
AlaSerGlulleValLeuThr...

Bglll Nhel
O mapa de plasmideo do vetor de expressao de cadeia leve-x

anti-IGF-1R modificada 4964 é mostrado na Figura 5.

e) Plasmideo 4969 _
O plasmideo de exptressao 4969 é derivado do plasmideo 4802

o qual é um plasmideo de expressado para a cadeia leve do anticorpo anti-
IGF-1R. O plasmideo codifica um fragmento de cadeia leve de anticorpo
modificado (conjugagcéo de N-terminal sem dominio variavel; polipeptideo-
ligante-regiao constante de cadeia kappa).

Para a constru¢gao do plasmideo 4969 um unico sitio de restri-
cao Bglll foi introduzido na.extremidade 3' do CMV-promotor € um Unico sitio
de restrigéo?Bbsl foi introduzido dentro da regiao constante da cadeia leve
do anticorpo anti-IGF-1R (SEQ ID NO: 04).

|-- C-kappa Bbsl
cgaactgtggctgcaccatctgtcticatcttc...

ArgThrValAlaAlaProSerValPhellePhe...

f) Plasmideo 4963
Este plasmideo enabled the transient expressao of anti-IGF-1R

antibody cadeias Ieves in HEK 293 EBNA cells.
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- O plasmideo 4963 é uma variante do plasmideo de eXpresséo
4802. '

A unidade de transcri¢do do gene de cadeia leve-x anti-IGF-1R
foi modificada conforme indicado abaixo: '

- aregiao genética constante de cadeia leve-xhumana foi Iigei-
ramente modificada na regido de ligacdo C-kappa-ig-kappa pA (insercdo de
um dnico sitio de restriggo Hindlll e Kasl, SEQ ID NO:,558).

...C-kappa Ig-kappa-pA
...AaaagcttcaacaggggagagtgtTGAagggagaggcgceccea
...LysSerPheAsnArgGlyGIuCys

Hindil Kasl - -

| O' mapa de plasmideo do vetor de expressao de cadeia leve an-

ti-IGF-1R modificado 4963 é mostrado na Flgura 6.
: Exemglo 2 A
Fabricacédo dos plasmideos de expresséo finais

Os genes de fusdo de imuno‘globulina (cadeia pesada e leve)
compreendendo o segmento genético de imun‘oglobulina, segmento genético
ligante, e segmento-genético de polipeptideo foram reunidos com técnicas e
métodos recombinantes conhecidos por conesdo dos segmentos genetlcos

concordantes (acidos nuclelcos)

As seqliéncias de &cido nucléico codificando os ligantes de pep-
tideos e polipeptideos foram cada uma sintetizadas por sintese quimica e
em seguida ligadas em um plasmideo de E. coli. As seqléncias de &cido
nuclelco subclonadas foram verificadas por seqlienciamento de DNA.

As uadelas de polipeptideo de imunoglobulina empregadas 0,

fragmento de imunoglobulina, a localizagédo da conjugagao do polipeptideo
(N-terminal), o ligante empregado e o polipept(deo empregado sio listados
na Tabela 2 (pagina\ 45), Tabela 3, e Tabela 3a.
Tabela 3: Proteinas e polipeptideos empregados; a sequéncia de aminoaci-
dos e a numeragao das posigdes é como na cepa de referéncia BH8 (Locus '
HIVH3BHS8; HIV-1 isolado LAI/IIIB clone BH8 da Franga; Ratnér, L., et al.r,
Nature 313 (1985) 277-384). | .
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roteinas e polipeptideos SEQ ID NO:
HIV-1 gp41 : 1
(posicao 507-851 de BH8 gp 160)
T-651 (vide, por exemplo, a Patente dos Estados Unidos N 12
6.656.906)
Ectodominio variante HIV-1 gp41 mutante Unico: I1568P - - 13
Ectodominio variante HIV-1 gp4imutante quadruplo: 1568P, 14
L550E, L566E, 1580E '

Tabela 3a: Segmentos genéticos preparados quimicaménte usados para

construgao genética de conjugado de imunoglobulina.

SEQID
NO:

Inseriro

Inseriro 4964 (introducdo de Unicos sitios de restricéo) 15

Inseriro 4965 (com T-651) compreendendo seqliéncia de sinal 16
(MDTLCSTLLLLTIPSWVLS), seqiéncia curta inserida (QIWNN), |
polipeptideo heterélogo
(MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL), ligante
(GGGGSGGéGSGGGGSG) l

Inseriro 4966 (com T-651) compreendendo sequéncia de sinal ‘ 17

(MDTLCSTLLLLTIPSWVLS), seqiéncia curta inserida (QIWNN),
polipeptt’deo heterélogo
(MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL), ligante
(GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEG)

Inseriro 4967 (com T-651) compreendendo seqiéncia de sinal ; . 18
(MDTLCSTLLLLTIPSWVLS), seqiiéncia curta inserida (QIWNN),
polipeptideo heterélogo
(MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL), ligante
(GSSSSSSSSSSSSSSSEG)

Inseriro 4969 (mutante Unico gp41) compreendendo peptideo de | 19

sinal

(MEFGLSWVFLVALLRGVQC), seqliéncia curta inserida (Q), poli-
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SEQID
NO:

Inseriro

peptideo heterdlogo
(VQAROLLéGIVQQQNNLLRAIEGQQHLLOLTVWG PKQLQARIL
AVERYLKDQQLLGIWGCSGKLlCTTAVPWNASWSNKSLEQIWNN.
MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL), ligante

(GGGGSGGGGSGGGGSG) y
Os componentes usados para a construgdo dos plasmideos de

expressao finais para expressao transitéria das cadeias leves e pesadas dos
polipeptideos de imunoglobulinas rhodificadas (os cassetes de expressao)
séo listados na Tabela 4 com respeito ao plasmideo de base usado, ao sitio
de clonagem € a sequéncia de acido nucléico inserida codificando os poli- -
peptldeos de imunoglobulina conjugados. o

Tabela 4: Componentes empregados na construcao dos plasmldeos de ex-

presséo usados.

Plasmideo de | Vetor de base | Segmento genético Sitios de clonagem

expresséo de DNA inserido

conjugagéo de N-terminal: Cadeia pesada (sem dominio variavel)

4965 A 4962 Inseriro 4965 (249 Bp) Balll / Nhel
4966 4962 : Inseriro 4966 (279 Bp) Bglll / Nhel
4967 4962 Inseriro 4967 (252 Bp) Bglll / Nhel

conjugagdo de N-terminal: Cadeia leve (sem dominio variavel)

P /£

7,

£

4969 4802 Inseriro 4969 (589 Bp) Bglli / Bbsl

conjugacéo de N-terminal: Cadeia leve (incluindo o dominio variavel)

4976 4964 Inseriro 4965 (249 Bp) Hindlil / Kasl|

4977 4964 Inseriro 4967 (252 Bp) Hindlll / Kasl

Na Tabela 5 s&o listado: os polipeptideos usados com proprie-
dades inibitérias do HIV-1 (variantes do ectodominio T-651 e HIV-1 gp41), os
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ligantes usados para ligar a cadeia leve ou pesada de imunoglobulina com o
polipeptideo e o peso molecular deduzido das cadeias de anticorpos modifi- -
cadas conforme deduzido a partir das sequéncias de aminoacidos cbdifica—
das. o o |
Tabela 5: Sumério dos polipeptideos empregados e o peso molecular dedu-
zido das cadeias de polipeptideos da imunoglobulina modificada.

plasmideo de expressdo | polipeptideo peso molecular | ligante

[Da] SEQ ID NO:
Plasmideos de referéncia
4818 cadeia pesada | 49263,5 sem ligante
| anti-IGF-1R
4802 cadeia leve 23572,2 sem ligante
) | anti-IGF-1R |

Fusbes de N-terminal: Cadeia pesada (sem dominio variavel)

4965 T-651 42227.3 | 554
4966 T-651 428579 555
4967 T-651 42644.7 09

Fusoes de N-terminal: Cadeia leve (sem dominio variavel)

4969 Gp41 mutante | 27247,3 554

Unico

- N . -~ . . . ;. .. ..
Fusoes de N-terminal: Zadeia leve (incluindo o dominio variavel)

4976 T-651 29851,9 139
4977 T-651 30269,2 140
Exemplo 3

Expressao transitéria de variantes de imunoglobulina em células HEK293

EBNA

Variantes de imunoglobulina recombinante foram geradas por
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transfeccao transitoria de células HEK293-EBNA em crescimento aderentes
(linhagem de células de rim. embrionario humano 293 expréssando antigeno
nuclear do Virus Epstein-Barr; Nimero de depdsito ATCC (American type
culture co/lectidn) n? CRL-10852) cultivadas em DMEM (rrieio de Eagle modi-
ficado por Dulbecco, Gibco, Invitrogen Corp., EUA) suplementado com 10%
de ultrabaixo IgG FCS (soro de feto de vitelo, Gibco, Invitrogen Corp., EUA),
2 mM de Glutamina (Gibco, Invitrogen Corp., EUA), 1% de volume por volu-
me (v/v) de aminoacidos ndo essenciais (Gibco, Invitrogen Corp., EUA) e
250 pg/ml de G418 (Roche Molecular Biochemicals, Roche Diagnostics Gm-
bH, Alemanha). Para transfecgdo, foi usado reagente de transfecgao Fuge-
| ne® 6 Transfection Reagent (Roche Molecular Biochemicals, Roche Diag-
‘nostics GmbH, Alemanha) em uma propor¢do de reagente (ul) para DNA
(ug) variando de 3:1 a 6:1. Cadeias leve e pesada de polipeptideo de imu-
noglobulina foram expressadas a partir de dois plasmideos diferentes usan-
do uma propofgéo molar de cadeia leve para cadeia pesada codificando
‘plasmideo from 1:2 to 2:1. Variantes de imunoglobulina contendo sobrena-
~ dantes de cultura celular foram colhidos no dia 4 a 11 depois de transfecgao.
Os sobrenadantes foram armazenados a 0° C em um banho de agua gelada
até a purificagao. _
lnformagéd geral referente a expressao recombinante de imuno-
globulinas humanas em, por exemplo, células HEK293 é dada em: Meissner,
P., et al., Biotechnol. Bioeng. 75 (2001) 197-203. |

Exemplo 4
Analise da expre_sséo usando SDS PAGE, Western blotting transferéncia e

»'deteclt;;éo com conjugados de anticorpos imunoglobulina especificos
5 Os polipeptideos expressados e secretados foram processados
por dodecil sulfato sédio (SDS) eletroforese por gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), e os polipeptideos separados foram transferidos para uma membra-
na a partir do gel e subseqiientemente foram detectados por um método i-
munoldgico. |

SDS-PAGE
Tampao da amostra de LDS, concentrado quatro vezes (4x): 4 g

FO
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de glicerol, 0,682 g de Tris-Base, 0,666 g de Tris-cloridrato, 0,8 g de LDS
(dodecil sulfato de litio), 0,006 g de EDTA (etileno diamina tetra acido), 0,75
ml de uma 1% em peso (em peso / vol) de solugdo de Serva Blue 6250 em
agua, 0,75 ml de uma 1% em peso (em peso/ vol) de solugao de vermelho
fenol, adicionar dgua para preparar um volume total de 10 ml.
| O caldo de cultura contendo o polipeptideo secretado foi centri-
fugado para remover.células e debris celulares. Uma aliquota do sobrena-
dante clarificado foi misturado com 1/4 volumes (em vol/ vol) de 4xLDS tam-
pé'o de amostra e 1/10 volume (v/v) dé 0,5 M de 1,4-ditiotreitol (DTT). Em
- seguida as amostras foram incubadas por 10 min a 70°C e a proteina foi se-
parada por SDS-PAGE. O sistema de gel NuPAGE® Pre-Cast (Invitrogen
Corp., EUA) foi usado de acordo com as instrugbes do fabricante. Em parti-
cular, foi usado 10% de géis NuPAGE® Novex® Bis-Tris Pre-Cast (pH 6.4) e
~ um tampao de operagdo NuPAGE® MOPS.

Western blot
Tampéo de transferéncia: 39 mM de glicina, 48 mM de Tris-

cloridrato, 0,04% em peso (em peso/ vol) SDS, e 20% por volume de meta-
nol (v/v) . ,, _ . |
Depois do SDS-PAGE as cadeias polipeptidicas de conjugado
de imunoglobulina separadas foram transferidas eletroforeticamente para
uma membrana de filiro de nitrocelulose (medida do poro: 0,45 pm) de acor-
do com o método "Semidry-Blotting-Method” de Burnette (Burnette, W.N.,
Anal. Biochem. 112 (1981) 195-203).

Deteccéo imunoldgica _

: ’ Tampao TBS: 50 mM de Tris-cloridrato, 150 nM de NaC}?l_, ajus-

tado para pH 7.5
Solugcdo de bloqueio: 1% (em peso/ vol) de Western Blocking

Reagent (Roche,Molecular'Biochemicals, Roche Diagnostics GmbH, Alema-
nha) em tampao TBS ' |
Tampéo TBST: 1x tampao TBS com 0,05% por volume (v/v) de

Tween-20
Para detecg¢do imunoldgica as membranas de Western blotting
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foram incubadas com agitagdo em temperatura ambiente duas vezes por 5
minuto e em tampao TBS e uma vez por 90 minutos em solugao de bloqueio.
Deteccao das cadeias de polipeptideo de conjugado de imunoglobulina

Cadeia pésada: Para deteccao dos polipeptideos contendo ca-
deia pesada ou fragmento de cadeia pesada foi usado um anticorpo de IgG
anti-humana de coelho purificado conjugado a uma peroxidase (Cddigo N®
P 0214, DAKO, Dinamarca). ':

Cadeia leve: Polipeptideos contendo cadeia leve ou fragmentos

de cadeia leve foram detectados com um anticorpo de cadeia leve kappa
anti-humano de coelho conjugado a peroxidase purificado (DAKO, Dinamar-
ca, Cédigo N° P 0129). | : -
| Para visualizagao das cadeias leve e pesada de anticorpo ou

fragmentos das mesmas membranas de Western blot lavadas e bloqueadas
foram primeiro incubadas em caso de uma cadeia pesada com um anticorpo
de IgG anti-humana de coelho purificado conjugado a uma peroxidase ou em
caso de uma cadeia leve com um anticorpo de cadeia leve kappa anti-
humano de coelho conjugado a peroXidase purificado em uma diluicdo a
1:10.000 em 10 ml de solugdo de bloqueio a 4°C com agitagao de um.dia
para o outro. Depois de lavar as membranas trés vezes com tampao de
‘TBTS e uma vez com tampéo de TBS por 10 min. em temperatura ambiente,
as membranas de Western blot foram dsenvolvidas com ‘uma solugéao de
Luminolv/ peréxido gerando quimiluminescéncia (Substrato de Western Blot-
ting Lumi-Light™*YS, Roche Molecular Biochemicals, Roche Diagnostics Gm-
bH, Alemanha). Portanto as membranas foram incubadas em 10 ml de solu-
¢ao de Luminol / peréxido por 10 seguridds a 5 minutos e a luz emitida“foi
detectada depois disso com um analisador Lumi-lmager F1 Analysator (Ro-
che Molecular Biochemicals, Roche Diagnostics GmbH, Alemanha) e/ou foi
registrada com um filme de raios-X.

A intensidade das manchas foi quantificada com o Software Lu-
miAnalyst (Versdo 3.1). | ' -
Multipla coloracéo de immunoblots .

O conjugado de anticorpo mavrcado com peroxidase secundaria
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usado para a detecgdo pode ser removido da mancha corada incubando a

membrana por uma hora a 70°C em tampao de Tris-cloridrato a 1 M (pH 6.7)

contendo beta-mercaptoetanol a 100 mM e 20% (em peso / vol) de SDS.

Depois deste tratamento a mancha pode ser corada com um anticorpo se-

cundario diferente uma seguhda vez. Antes da segunda detec¢do a mancha

é lavada trés vezes em temperatura ambiente com agitacdo em tampao TBS .

por 10 minutos cada. -

A disposigao das amostras ¢ listada na Tabela 6.

Tabela 6: Disposigcao de amostras de géis SDS PAGE / Western blots

plasmideos de expressao

amostra | nota
cadeia leve | cadeia pesada

marcador de peso mole-

cular .

anti-IGF-1R I(feferéncia'

Ab), 50 ng

anti-IGF-1R  (referéncia

Ab), 150 ng

anti-lIGF-1R  (referéncia ;

Ab), 500 ng

HEK293 meio de cuitura

3 4802 (peso) | 4818 (peso) anti-IGF-1R (referéncia
Ab) controle

4 4802 (peso) | 4961 (peso) anti-lGF-ﬁH (referéncia

) _ Ab) coritrole

5 4963 (peso}? 4818 (peso) anti-lIGF-1R (referéncia
Ab) controle

6 4802 (peso) | 4965 N-term; pesada; sem Vy

7 4802 (peso) | 4966 N-term; pesada; sem Vy

8 4802 (peso) | 4967 N-term; pesada; sem Vy

9 4969 4818 (peso) N-term; leve; sem V,

10 4976 4818 (peso) N-term; leve
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amostra . lasmideos de expressdo nota

cadeia leve | cadeia pesada

11 . 4977 | 4918 (peso) N-term; leve

12 4969 4966 N-term; leve; sem V_

N-term; pesada; sem Vy

13 ' 4976 | 4966 | N-term; leve; '

N-term; pesada; sem Vy

14 4977 4967 N-term; leve

N-term; pesada; sem ‘VH

Exemplo 5
' Deteccéo de polipeptideos de imunoglobulina reunidos

Purificagao e concentragdo de pohpeptldeos de |munoglobulma
por ligagdo por afinidade a Proteina A Sepharose™ CL-4B |

Células HEK 293 EBNA contendo um ou mais plasmideos foram
cultivadas sob condigbes adequadas para a expressao transitéria do um ou
mais genes de pdlipeptn’deos localizados sobre 0 um ou mais plasmideos por
6 a 10 dias. A 1 ml de sobrenadante de cultura clarificada em um cdpo Ep-
pendorf de 1,8 ml foi adicionado 0,1 'ml de uma suspensao de Proteina A
Sepharose™ CL-4B (GE Healthcare former Amersham Biosciences, Suécia)
(suspenséo a 1:1 (v/v) de Proteina A Sepharose em tampao PBS (10 mM de
NazHPO4, 1 mM de KH2PO., 137 mM de NaCl e 2,7 mM de KCI, pH 7.4)). A
suspenséo foi incubada por um tempo de entre uma e dezesseis horas em
temperatura ambiente com agitagcdo. Depois disso as contas Sepharose fo-
ram sedimentadas por centrifugagéo ('10 s, 5000 rpm) e o sobrenadante foi
descartado. O prf; :ete Sepharose foi Iavado subseqlientemente cada com 1,6
ml de tampao PBS, 1,6 ml de tampao de citrato a 0,1 M pH 5.0, e 1,6 ml de
agua destillada. A imunoglobulina ligada a proteina A foi extraida das contas
Sepharose com 0,1 ml de tampZo de amostra 1xLDS-PAGE a 70°C por 5 a.
10 min. A andlise foi feita por separacdo SDS-PAGE e coloragdo com azul
brilhante Coomassie conforme descrito no exempio 4.

Resultados:
Expressédo / Secrecao Andlise de fragmento de cadeia pesada
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e/ou leve contendo polipeptideos depois de expressao transitéria:

Figura 7a-c: Géis SDS-PAGE corados com Coomassie Blue de
polipeptideos purificados por afinidade; disposicdo de amostras de .acordo '
com a Tabela 6. o

Imunodetecgao de polipeptideos contendo imunoglobulina:

Figura 8a-c: Imunodetecgéo de polipeptideos contendo fragmen- .
to de cadeia leve em sobrenadantes de cultura celular depois de expressao
transitéria em células HEK293 EBNA.

Figura 9a-c: Imunodetecgédo do polipeptideos contendo fragmen-
to de cadeia pesada em sobrenadantes de cultura celular depois de expres-
s&o transitéria em células HEK293 EBNA.

‘A partir da Figura 7 a-c, 8 a-c e 9 a-c pode ser deduzido que os
polipeptideos sdo expressados transitoriamente e secretados no meio de
cultura. No caso em que o polipeptideo contendo imunoglobulina possui um
ou varios sitios de glicosilagdo os polipeptideos finais ndo tém péso molecu-
lar definido exatamente mas uma distribuicdo de peso molecular dependen-
do da extenséao da glicosilagdo. Isto faz com que no SDS-PAGE as espécies
todas representando um polipeptideo ndo migrem homogenveament‘e e por-

tanto as bandas sao alargadas.

Exemplo 6 .
Quantificacdo dos polipeptl’deos'contendo cadeia pesada_expressados com

ELISA de 1gG humana
A concentragdo de polipeptideo contendo fragmento de cadeia

pesada de imunoglobulina nos sobrenadantes da cultura celular foi determi-
~_ nada por um-ELISA* éénduiche o qual usou um fragmento F(ab'), de igG anti-
" humana biotinilado como o reagente de captura e para detecgao um frag-
mento de anticorpo F(ab'), de IgG anti-humana conjugado a peroxidase.
Laminas de 96 cavidades revestidas com estreptavidina (Pierce
Reacti-Bind® Streptavidin Coated Polystyrene Strip Plates, Codigo N2 15121,
Pierce Chemical Company, EUA) foram revestidas com 0,5 pyg/mi de frag-
mento de anticorpo F(ab'), de IgG anti-humana policlonal de cabra biotinila-
do ((F(ab')z<h-Fcy>Bi; Dianova, Alemanha, Cédigo N° 109-066-098) anticor-
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po de captura (0,1 ml/cavidade) em tampéo de diluente (tampdo de diluente;
tampao de PBS contendo 0,5%.em peso por volume (peso/ vol) de albumina
sérica bovina) por incubag&o por uma hora em témperatura ambiente (RT)
sob agitacdo. Depois disso, as laminas foram lavadas trés vezes com mais
de 0,3 ml de tampéao de lavagem (tampao de lavagem: PBS contendo 1%
em peso por volume (peso/ vol) de Tween 20). Conjugado de imunoglobulina
IgG contendo sobrenadantes da cultura celular (améostras) foram diluidas
serialmente (duas vezes) até uma concentracao de 0,5 a 20 ng/ml em tam-
pao de diluente, adicionado a ldminas e incubado por uma hora em tempera-
tura ambiente com agitacéo. Anticorpo padrdo anti-lGF-1R purificado (05a
20 ng/ml) em tampao de diluente foi usado Para A Geragdo de uma curva -
,padréo de prbtec’na de IgG. Depois de lavar as laminas trés vezes com
0,3 ml/cavidade de tampéo de lavagem, complexos ligados a Fcgama humana
foram detectados com um fragmento F(ab'), anti-humano policional de cabra
conjugado a peroxidase F(ab'),-specific IgG [F(ab').<h-Fcy>POD; Dianova, Co-
de N2 109-036-098). Depois de lavar as laminas trés vezes com 0,3 ml/cavi-
dade de tampao de lavagem, as laminas foram desenvolvidas com solugdo
de substrato de peroxidase ABTS" (4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-
éulfénico) (Roche Molecular Biochemicals, Code N2 1684302, Roche Diag-
nostics GmbH, Alemanha). Depois de 10 a 30 minutos a absorvéncia foi me-
dida a 405 nm e 490 nm contra um reagente em branco (tampao de incuba-
cao + solugao ABTS®) sobre uma leitora de laminas Tecan-Spectrafluorplus
(Tecan Deutschiand GmbH, Alemanha). Para corre¢do do fundo a absorvén-
cia a 490 nm foi subtraida da absorvéncia a 405 nm de acordo com a férmu-
le: Ik Todas as amostras foram avaliadas no minimo cofno d_qplicatas, e foi
feita a média dos valores de medicoes da absorvéncia dupla oa tripla. O teor

de IgG das amostras foi calculado a partir de uma curva padrao.

Formula l: AA= (A%, — A% )- (4% -42 )

amostra
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> F. Hoffmann-La Roche AG

<120> METODO PARA A EXPRESSAO RECOMBINANTE DE UM POLIPEPTIDEO

<130> 23215 FT

<150> EP 05023003
<151> 2005-10-21

<150> EP 06010665
<151> 2006-05-24

<160> 558

<170> Versdo de patente 3.2

<210> 1
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial

<220> .
<223> 1ligante sintético compreendendo um sitio de restrigdo BglII na extre-

midade 5' e um sitio de restri¢do Nhel na extremidade 3' (sitio Nhei
com terminac¢do-N com CH1) :

<400> 1

agatcttttg ccaccgctag ¢ 21

<210> 2
<211> 15
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Met Asp Phe Gly Leu Ser Leu Val Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys
1 5 10 . 15
<210> 3

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Ligante sintético arranjado com o sitio de restricdo BglII na ‘tzrmina-
G3o 5' e o sitio de restricdo Nhel na terminac¢do 3' diretamente com-

binado a regido varidvel VL-IR. 2

<400> 3

agatctatat atatatatgc tagc 24

<210> 4
<211> 27
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> sitio de restricd@o BglII na terminag¢do 3' do promotor-CMV e sitio de
restrigdo BbsI no interior da regido constante da cadeia leve do an-

ticorpo <IGF-IR.HuMab.
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<400> 4
cgaactgtgg ctgcaccatc tgtcttc

<210> 5
<211> 15
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 5

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Ile Leu Val Ala Ala Ala Thr

1 ' 5 10 15
, i

<210> 6

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> ligante 1

<400> 6

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
<210> 7

<211> 25°

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
' <223> 1ligante 2

<400> 7
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 : 10 . 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

20 25
<210> 8
<211> 15
<212>  PRT , - ;

S

<213> Artificigl.

N
'

<220>

<223> ligante 3

<400> 8

Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln
1 5 10 15
<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> ligante 4

<400> 9

Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
1 5 10 15

Gly

<210> 10

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> ligante 5
<400> 10

Gly Ser Thr

1

<210> 11

<211> 345

<212> PRT

<213> Virus da imunodeficiéncia humana

<220>

<221> propriedade de mistura

<223> Seqiiéncia natural de aminodcidos derivados da glicoproteina HIV-1
gp4l do clone LAI/IIIB isolado HN-1 (locus HIVH3BHS).BHS8 (posigdo bp:

507-851) . .- . ’
<400> 11

Ala Val Gly Ile Gly Ala Leu. Phe Leu Gly Phe Leu Gly Ala Ala Gly
1 5 10 15

Ser Thr Met‘Gly Ala Ala Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala Arg Gln
20 25 30

Leu Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile
35 . 40 . 45

3
/

Glu Gly €¢In Gln His Leu Leu Gln Leu Thr Val Trp Gly Ile Lys Gln
50 55 60

Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln Gln
65 70 75 80

Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
85 90 95

Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile Trp
100 105 . 110



Asn

Ser

Asn
145

Trp

Ile

Ile

His

Glu

225

Ser

Tyr

Leu

Leu

Asn

305

Leu

Arg

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

Asn

Leu

130

Glu

Phe

val

vVal

Leu

Met Thr
115

Ile His
Gln Glu
Asn Ile

Gly Gly
180

Asn Arg
195

Pro Asn

210

Gly

Léu

His

Leu

Gln

290

Ala

Vval

Gln

Gly Glu
Ala Leu

Arg Leu
260

Gly Arg
275

Tyr Trp

Thr Ala

i
s

Gln aAla

Gly Leu
340

12

36

PRT
Virus da

Trp

Ser

Leu

Thr

165

Leu

Val

Pro

Arg

Ile

245

Arg

Arg

Ser

Ile

Ala

325

Glu

Met

Leu

Leu

150

Asn

Val

Arg

Arg

Asp

230

Trp

Asp

Glv

Gin

Ala

310

Tyr

Arg

Glu
Ile
135
Glu
Trp
Gly
Gln
Gly
215

Arg

Asp

Leu

Glu

295

val

Arg

Ile

Trp

120

Glu

Leu

Leu

Leu

Gly

Asp

Glu

Asp

Trp

Arg

185

Tyrxr

200

Pro

Asp

Asp

Leu

Glu

280

Leu

Ala

Ala

Leu

Asp

Arg

Leu

Leu

265

Ala

Lys

Glu

Ile

Leu
345

68

Arg
Ser
Lys
Tyr
170
Ile
Ser
Arg
Ser
Arg
250
Ile
Leu
Asn
Gly

Arg
330

imunodeficiéncia humana

Glu

Gln

Ile

Asn

. 140

Trp

155

Ile

Val

Pro

Pro

Ile

235

Ser

val

Lys

Ser

Thr

315

His

Ala

Lys

Phe

Leu

Glu

220

Arg

Leu

Thr

Tyr

Ala

300

Asp

Ile

Asn
125
Gln
Ser
Leu
Ala
Ser
205
Gly
Leu
Cys
Arg
Trp
285
val

Arg

Pro

Asn

Gin

Leu

Ppe

val

190

Phe

Ile

val

Leu

Ile

270

Trp

Asn

val

Arg

Glu

Trp

Ile

175

Leu

Gln

Glu

Asn

Phe

255

val

Asn

Leu

Ile

Arg

335

Thr
Lys
Asn
160
Met
Ser
Thr
Glu
Gly
240
Ser
Glu

Leu

Leu

g
s

Vi
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<220>
<221> propriedade de mistura
<223> Seqiiéncia de aminodcios natural derivada do ectodominio de HIV-1 gpdl

(posicdo bp: 621-656)
<400> 12
Met Thr Trp Met Glu Trp‘Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu
1 5 . 10 15

Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu
20 - 25 30 '

Gln Glu Leu Leu

35
<210> 13
<211> 123
<212> PRT

<213> Virus da imunodeficiéncia humana

<220> o
<221> propriedade de mistura ) .
<223> Ectodominio HIV-1 gp4l variante I568P (mutante simples), posig¢do pb:

534-656

<400> 13

Val Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn
1 5 10 15

Leu Leu Arg Ala Ile Glu Gly Gln Gln His Leu Leu Gln Leu Thr Val L
20 25 30

Trp Gly Pro Lys Gln Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr
35 40 45

Leu Lys Asp Gln Gln Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu
50 55 60

Ile Cys Thr Thr Ala Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser -
65 70 . . 75 . 80

Leu Glu Gln Ile Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu Trp AsﬁrArg Glu
85 90 95

Ile Asn Asn'Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln
100 . 105 110

Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu

115 120
<210> 14
<211> 135

<212> PRT

S
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<213> vVirus da imunodeficiéncia humana

<220>
<221> propriedade de mistura .
<223> Ectodominio HIV-1 gp4l variante I568p, LSS50E, L566E, IS80E (mutante

quddruplo), posigdo bp: 522-656

<400> 14

Gly Ser Thr Met Gly Ala Ala Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala Arg
1 ~ 5 10 - 15

Gln Leu Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Glu Leu Arg Ala
20 25 30

Ile Glu Gly Gln Gln His Leu Glu Gln Leu Thr val Trp Gly Pro Lys
35 40 45

Gln Leu Gln Ala Arg Glu Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln
50 55 60

Gln Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr
65 70 75 o 80

Ala Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile
85 90 " 95

- Trp Asn Asn Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr
100 _ 105 110

Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu
115 . 120 125

Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu

130 135
<210> 15
<211> 133
<212>. DNA ,

A

<213> Virus da imunodeficiéncia humana

<220>
<221> propriedade de mistura
<223> 1Inserir 4964

<400> - 15
agatctatat atatatatgc tagcgaaatt gtgttgacac agtctccagce caccctgtct 60
ttgtctccag gggaaagage caccctctcc tgcagggcca gtcagagtgt tagtagctac 120

ttagecctggt acc 133

<210> 16
<211> 249



<212> DNA .
<213> Virus da imunodeficiéncia
<220>
<221> propriedade de mistura
<223> Inserir 4965
<400> 16 o
agatcttttg ccaccatgga caccctgtgce
tgggtgctct cccaaatctg gaacaacatg
aactacacaa gcttgatcca ctctctgatc
gagcaggagc tcctgggcgg gggtggatcc
ggcgctagc
<210> 17
<211> 279
<212> DNA = .
<213> Virus da imunodeficiéncia
<220>
<221> propriedade de mistura
<223> Inserir 4966
<400> 17
agatcttttg ccaccatgga caccctgtgce
tgggtgctct cccaaatctg gaacaacatg
aactacacaa gcttgatcca ctctctgatc
gagcaggagc tcctgggegg gggtggetcece
ggcgggggcyg gatccggggg cggtggcagc
<210> 18
<211> 252
<212> DNA .
<213> vVirus da imunodeficiéncia
<220>
<221> propriedade de mistura
<223> _Inserir 4967

2
<400> 18 ) N
agatcttttg ccaccatgga“qaccctgtgc
tgggtgctct cccaaatctg gaacaacatg
aactacacaa gcttgatcca ctccctgatce
gagcaggagc tcctgggatc cagctccage

tctggegeta gc

<210>
<211>

19
589

71

humana

agcaccctge
acctggatgg
gaggaaagcc

ggcggegggg

humana

agcaccctgce

acctggatgg

gaggaaagcc
-

ggcggcgggyg

ggcgctage

humana

agcaccctgce
acctggatgg
gaggaaagcc

tccagcetcca

tcctgetgac
agtgggaccg
agaaccagca

gcagceggegg

tcctgetgac

‘agtgggaccg

agaaccagca

gcagcggcgg

tcctgetgac
agtgggaccg
agaaccagca

gctccagcag

catcccceage
cgagatcaat
ggagaagaac

gggaggctcec

catccccage
cgagatcaat

ggagaagaac

gggaggctcce

catccccage
cgagatcaat
ggagaagaac

tagctccage

60
120
180
240

249

60
120
180
240

279

60
120
180

240

252



<212> DNA
<213> Virus da imunodeficiéncia humana
<220> .
<221> propriedade de mistura
<223> 1Inserir 4969
<400> 19
agatctagct ctgggagagg agcccagcac tagaagtcgg cggtgtttee attcggtgat
cagcactgaa cacagaggac tcaccatgga -gtttgggctg agctgggtgt tcctegtgge
actgctcagg ggtgtacagt gtcaggtgca ggcccgccag ctgctcectcceg gcatcgtcca'
1
. t
gcagcaaaac aatctgctgc gggcgatcga ggggcagcag cacctcctgc agctgacggt
gtggggtccc aagcagctge aggcccgcat tctggecgtg gaacggtace tgaaggacca
gcagctgctc ggcatctggg gatgcectctgg caagcttatc tgcaccacag ccgtececctyg
gaacgctagc tggagtaaca aaagcctgga gcaaatttgg aacaacatga cctggatgga
gtéggatcgc gagatcaata attacacaag cctgatccac tccctgatcg aggaaagcca
gaaccagcag gagaagaacg agcaggagct cctgggcggg ggcecggatcecg gcggcggggyg
cagcggtggg ggcggctccg gecgaactgt ggctgcacca tctgtcectte
<210> 20
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 20
Met Asn Phe Gly Leu Ar&ﬂLeu Ile Phe Leu Val Leu Thr Leu Lys
1 5 10 15
<210> 21
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 21
Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys
1 . 5 10 15
<2¥0> 22
<211> 13
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 22
Met Gly Val Pro Thr Gln Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10
<210> 23
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

72

60

120

180

240

300

360

420

480

540

589
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<400> 23

Met Arg Val Leu Ala
1 5
<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 24

Met Arg Val Leu Pro
1 5
<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 25

Met Arg Cys Ser Leu
1 5
<210> 26

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Arg Glu Trp Ser Trp
5o .

1 - 5

<210> 27

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Met Glu Trp Ser Gly
1 5
<2105 28

<211> 19

<212> PRT

<213> Hoho sapiens
<400> 28

Met Asp Trp Thr Trp
1 - 5

Ala His Ser

<210> 29

73

Glu Leu Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Leu
10 15

Glu Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Ile Ser
’ 10 15

Gln Phe Leu Gly Val Leu Met Phe Trp Ile Ser
10 15

Asn Phe Leu‘Phe Leu Leu Ser Gly Thr Thr
10 15

Val Phe Ile Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala
10 15

Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly
10 15

Ry

S



<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 29
Met Asp Trp
1

Ala His Ser

<210> 30
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
_<400> 30

Met Asp Trp
1

Ala His Ser

<210> 31

<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 31

Met Asp Trp
1

‘Ala His Ser

<210> 32

<211l> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400>. 32

Met Asp Cys
1

Thr His Ala

<210> 33
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo

<400> 33

Met Asp Trp

74

sapiens

Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly
5 10 15

sapiens

Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Ser
5 10 15

sapiens

Thr Trp Ser Ile Leu Phe Leu Val ala Ala Pro Thr Gly
5 10 15

sapiens

. Z -
Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala /’Fa Ala Thr Gly
5 10 ’ 15

sapiens

Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Asp
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Ala Tyr Ser

" <210> 34
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo -sapiens

<400> 34

Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly
1 5 10 15

Ala His Ser

<210> 35
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Met Asp Trp Ile Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Gly Ala Ala Thr Gly
1 5 10 15

Ala His Ser

<210> 36
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Met Asp Thr Leu Cys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Thr Ile Pro Ser Trp
1 5 10 - 15

Val Leu Ser

Y

Cpa
h

¥

<210> 37
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens’

<400> 37

Met Asp Thr Leu Cys Tyr Thr Leu Leu Leu Leu Thr Thr Pro Ser Trp
1 5 10 15

Val Leu Ser
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<210> 38
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly
1 5 . 10 15
val Gln Cys
. i
. <210> 39
<211> - 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Leu Ala Ile Leu Lys Gly
1 : -5 - 10 15

Val Gln Cys

<210> 40
<211> 19
<212> PRT

. <213> Homo sapiens

<400> 40

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu val Ala Ile Ile Lys Gly
1 5 10 15"

Val Gln Cys

<210> 41

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

.

<400> 41 . z

7
Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly
1 5 10 15

val Gln Cys

<210> 42
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
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Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Ala Ala Ile Leu Lys Gly
1 5 10 . 15

val Gln Cys

<210> 43
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
1 : 5 10 15

Val Gln Cys

<210> 44
<211> 19
.<212> - PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44

Met Glu Leu Gly Leu Arg Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly
1 5 10 15

val Gln Cys

<210> 45
<211> 19
<212> PRT

<213> ..Homo sapiens

<400> 45

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Leu Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
1 5 10 15

Vval Gln .Cys

B
Ny -

<210> " 46

<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 46

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

Val Gln Cys



s

<210> 47
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 47

Met Glu Phe
1

vVal Gln Cys
<210> 48
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 48
Met Glu Phe
1

val Gln Cys

<210> 49
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 49
Met Glu Leu
1

Val Gln Cys

<210> 50
<211> 19
<212> PRT

. <213> Homo

<400> 50

Met Glu Phe
1

val Gln Cys

<210> 51
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo

<400> 51

78

sapiens

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
5 10 : 15

sapiens

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
-5 10 : 15

sapiens

Gly Leu Cys Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Glu Gly
5 , 10 15

sapiens

ey

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
5 10 15

sapiens



Met Glu Phe
1

Val Gln Cys
<210> 52
<211> 20
<212> PRT

79

Trp Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
5 . 10 15

<213> seqiiéncia germinativa humana

<400> 52

Met Thr Glu
1

Gly Vval Gln
<210> 53
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 53
Met Glu Phe

1

Val Gln Cys

<210> 54
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 54

Met Glu Phe
1

‘

val Gln Cys .

<210> 55
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 55

Met Glu Phe
1

vVal Gln Cys

Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Phe Lys
5 . 10 15

Cys
20

sapiens

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
5 10 15

sapiens

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Val Ile Leu Gln Gly
5 10 15

L

sapiens

Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly
5 10 . 15



<210> 56
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 56

Met Lys His
1

val Leu Sé? :

<210> 57

. <211> 19
<212> PRT.
{213> Homo
<400> 57

Met Lys His
1

val Leu Ser’

58

<210>

<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 58
Met Lys His
1 .

Val Leu Pro

<210>

59
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 59

Met Lys His
1

Vg

80

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 - 15 .

sdpiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 15 '

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 15

.
)

i
bic

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 15

Val Leu Ser -

60
19

<210>
<211>



<212> PRT
<213> Homo

<400> 60
Met Lys His

1

val Leu Ser

<210> 61
<211> 19
<212> PRT

<213> Homé
<400> 61
Met Lys His

1

, Val Leu Ser

<210> 62
<211> 19.
<212> PRT

<213> Homo
<400> 62

Met Lys His
1

val Leu Ser

<210> 63
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 63
Met Lys His

1

vVal Leu Ser

<210> 64
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 64

Met Gly Ser
1

81

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 ' 10 15 :

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 15

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Tfp
5 10 : 15

sapiens

Leu Trp Phe Phe Leu Leu Leu Val Ala Ala Pro Arg Trp
5 10 15

sapiens

Thr Ala Ile Leu Ala Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly
5 10 15



Val Cys Ser

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

<400>

65
19
PRT

82

seqiiéncia germinativa humana

65

" Met Gly Ser Thr Ala Ile Leu Gly Leu Leu Leu Ala Val Leu Gln Gly

1

Val Cys Ala

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

<400>

66
20
PRT
Homo

66

Met Ser Val

1

Gly Val Leu

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

<400>

67
19
PRT
Homo

67

Met Asp Trp

1

Ala His Ser

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

<400>

68
22
PRT
Homo

68

Met Asp Met

1

Leu Arg Gly

<210>

69

5 10 15

sapiens

Ser Phe Leu Ile Phe Leu Pro Val Leu Gly Leu Pro Trp
5 10 15

Ser
20

sapiens

Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly
5 10 15

sapiens

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5 . - 10 15

Ala Arg Cys
20



<211> 22
<212> PRT

<213> seqiiéncia germinativa humana

<400> 69

Met Asp Met
1

Leu Arg Gly

<210> 70
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo
<400> 70
Met Asp Met

1

Leu Ser Gly

<210> 71
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo
<400> 71
Met Asp Met

1

Leu Ser Gly

<210> 72
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo.
<400> 72
Met Asp Met

1

Leu Pro Asp

<210> 73
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo
<400> 73

Met Asp Met

83

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

Ala Arg Cys
20

sapiens

10 15

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Gln Leu Trp

5

Ala Arg Cys
20

sapiens

10 15

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

Ala Arg Cys
20

sapiens

10 15

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

Thr Arg Cys
20

sapiens

10 15

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp



84

Phe Pro Gly Ala Arg Cys

20
<210> 74
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 74

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys

20
<210> 75
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 75

Met Asp Met Arg Val Leu Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys

20
<210> 76
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 76

Met Asp Met Arg Val Leu Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys

20
<210> 77
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 77

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Pro Gly Ala Arg Cys
20



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

<400>

78
22
PRT
Homo

78

Met Asp Met

1

Leu Pro Gly

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

<400>

79
22
PRT
Homo

79

Met Asp Met

1

Phe Pro Gly

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

<400>

80
22
PRT
Homo

80

Met Asp Met

1

Phe Pro Gly

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

<400>

81
22
PRT
Homo

81

Met Asp Met

1

Leu Pro Gly

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

<400>

82
22
PRT
Homo

82

sapiens
Arg Val

5

Ala Arg
20

sapiens

Arg Val

Ser Arg
20

sapiens

Arg Val

Ser Arg

sapiens

Arg Val

Ala Arg
20

sapiens

85

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
10 15 :

Cys

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
10 15

Cys

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
10 15

Cys

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
10 15

Cys



_ Met Asp Met
1

Phe Pro Gly

<210> 83
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo
<400> 83
Met Arg Val
1

Gly Ala Arg

<210> 84
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo

<400> 84

Met Asp Met
1

Leu Pro Gly

<210> 85
<211> 22
<212> PRT

86

Arg Val Pro Ala Gln Arg Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5 ' 10 15

Ala Arg Cyé
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
5 10 15

Cys
20

sapiens

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5 10 15

Ala Arg Cys
20

<213> seqgiiéncia germinativa humana

<400> 85

Met Asp Met
1

Leu Pro Gly

<210> 86
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo
<400> 86
Met Asp Met

1

Leu Pro Gly

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5 10 15

Ala Arg Cys
20

sapiens

Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
5 10 15

Ala Lys Cys
20



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

<400>

87
20
PRT
Homo

87

Met Arg Leu

1

Gly Ser Ser

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

<400>

88
20
PRT
Homo

88

Met Arg Leu

1

Gly Ser Ser

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

<400>

89
20
PRT
Homo

89

Met Arg Leu

1

Gly Ser Ser

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

<400>

90
20
PRT
Homo

90

Met Arg Leu

1

Gly Ser Ser

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

91
20
PRT
Homo

87

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Pro
5 10 ' 15

Glu
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Pro
5 10 15

Glu
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Pro
5 10 15

Gly
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Pro
5 10 15

Gly
20

sapiens



<400> 91

Met Arg Leu
1

Gly Ser Ser

<210> 92
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 92

Met Arg Leu
1

Gly Ser Ser
<210> 93
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 93

Met Arg Leu
1

Gly Ser Ser
<210> 94
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
'<400> 94

Met Arg Leu
1

Gly Ser Ser
<210> 95
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 95

Met Arg Leu
1

Gly Ser Ser

88

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Ile Pro
5 . 10 15

Ala
20

sapiens

Ile Pro

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp
’ A 15

5 10

Ala

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Ser
5 - 10 15

Gly

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Ser
5 10 15

Gly

sapiens

Leu Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Met Leu Trp Val Pro
5 10 15

Gly



<210> 96
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 96

Met Glu Thr
1

Asp Thr Thr
<210> 97
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 97

Met Glu Thr
1

Asp Thr Thr
<210> 98
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 98

Met Glu Ala
1

Asp Thr Thr

<210> 99
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 99

Met Glu Ala
1

Asp Thr Thr
<210> 100
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo

89

20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
5 10 15

Gly
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
.5 10 ' 15

Gly
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
5 10 15

Gly
20

sapiens

Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro
5 10 15

Gly
20

sapiens



<400>

100

90

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1

5 10 15

Asp Thr Thr Gly

<210>
<211>
<212>

<213>-

<400>

101
20
PRT
Homo

101

20

sapiens

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1

Asp Thr Thr

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

<400>

102
23
PRT
Homo

102

Met Glu Pro

1

Trp Leu Pro

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

<400>

103
20
PRT
Homo

103

Met Val Leu

1.
Gly Ala Tyr
<210> 104
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 104

Met Gly Ser

1

5 10 15

Gly
20

sapiens

Trp Lys Pro Gln His Ser Phe Phe Phe Leu Leu Leu Leu
5 10 15

Asp Thr Thr Gly
20

sapiens

Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser
5 10 15

Gly
20

sapiens

Gln Val His Leu Leu Ser Phe Leu Leu Leu Trp Ile Ser
5 10 15



91

Asp Thr Arg Ala

20
<210> 105
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105

Met Leu Pro Ser Gln Leu Ile Gly Phe Leu Leu Leu Trp Val Pro Ala
1 5 10 15

Ser Arg Gly

<210> 106
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106

Met Leu Pro Ser Gln Leu Ile Gly Phe Leu Leu Leu Trp Val Pro Ala
1 5 10 15

Ser Arg Gly

<210> 107
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 107

Met Val Ser Pro Leu Gln Phe Leu Arg Leu Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Ala Ser Arg Gly

20
<210> 108
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 108

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

Ser Trp Ala

<210> 109
<211> 19
<212> PRT



. <213> Homo
<400> 109

Met Ala Trp
1

Ser Trp Ala
<210> 110
<211> 19
<212>- PRT

<213> Homo
<400> 110
Met Ala Ser
1

Ser Trp Ala

<210> 111
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 111

Met Ala Gly
1

Ser Trp Ala

<21i0> 112

<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 112
Met Thr Cys
1

Ser Trp Ala

<210> 113
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 113

Met Ala Trp
1

92

sapiens

Ser Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Ala His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Phe Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr His Cys Ala Gly
5 10 15

sapiens

Phe Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr His Cys Ala Gly
5 10 15

sapiens

Ser Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Ile His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Gly Thr Gly
5 10 15



Ser Trp Ala

<210> 114
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 114

Met Ala Trp
1

Ser Trp Ala

<210> 115
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 115
Met Ala Trp

1

Ser Trp Ala

<210> 116
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 116

Met Ala Trp
1

Ser Trp Ala

<210> 117
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 117

Met Ala Trp
1

Ser Trp Ala

<210> 118

93

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu Thr Gln Gly Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Gly Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Gly Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr Gln Asp Thr Gly
5 10 15



. <211> 19
<212> PRT

<213> Homo

<400> 118

Met Ala Trp
1

Ser Val Ala

<210>- 119
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 119

Met Ala Trp
1

Ser val ala

<210> 120
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 120
Met Ala Trp
1 .

Ser Glu Ala

<210> 121
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400>. 121

Met Ala Trp
1

Ser Glu Ala

<210> 122
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 122

Met Ala Trp

94

sapiens

Ile Pro Leu Phe Leu Gly Val Leu Ala Tyr Cys Thr Gly
S 10 15

sapiens

Thr Ala Leu Leu Leu Ser Leu Leu Ala His Phe Thr Gly
5 10 15

sapiens-

Thr Pro Leu Leu Leu Pro Leu Leu Thr Phe Cys Thr val
S 10 15

sapiens

Ile Pro Leu Leu Leu Pro Leu Leu Thr Leu Cys Thr Gly
5. 10 15

sapiens

Thr Pro Leu Trp Leu Thr Leu Leu Thr Leu Cys Ile Gly



Ser val val

<210> 123
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 123

Met Ala Trp
1

Ser vVal Thr

<210> 124
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 124

Met Ala Trp
1

Ser Ile Ala

<210>. 125
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 125
Met Ala Trp
1

Ser Glu Ala

<210> 126
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 126
Met Ala Trp

1

Ser Val Ala

95

sapiens

Thr Val Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ser His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Thr Leu Leu Leu Pro Leu Leu Asn Leu Tyr Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ile Pro Leu Leu Leu Pro Leu Leu Thr Leu Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ile Pro Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ile Leu Cys Thr Vval
5 10 15



<210> 127
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo
<400> 127

Met Ala Trp
1

Leu Cys Ala

<210> 128

<211> 21
<212> PRT
<213> Homo
<400> 128

Met Ala Trp
1

Thr Gly Ser
<210> 129
<211> 20
<212> PRT
<213> Homo
<400> 129

Met Ala Trp
1

Gly Ser Leu
<210> 130
<211> 19
<212>. PRT
<213> Homo
<400> 130

Met Ala Trp
1

Ser Leu Ser

<210> 131
<211> 19
<212> PRT
<213> Homo

96

sapiens

Val Ser Phe Tyr Leu Leu Pro Phe Ile Phe Ser Thr Gly
5 10 15

sapiens

Thr Gln Leu Leu Leu Leu Phe Pro Leu Leu Leu His Trp
5 10 15

Leu Ser

sapiens

Thr Pro Leu Leu Phe Leu Thr Leu Leu Leu His Cys Thr
5 10 15

Ser
20

sapiens

Thr Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens



<400> 131

Met Ala Trp
1

Ser Leu Ser

<210> 132
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 132

Met Ala Trp
1

Ser Leu Ser

<210> 133
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 133
Met Ala Trp

1

Ser Trp Ala

<210> 134
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 134
Met Ala Trp
1

Ser Asn Ser

<210> 135
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 135
Met Ala Trp
1

Ser Asn Ser

97

Thr Pro Leu Leu Leu Leu Phe Leu Ser His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Thr Leu Leu Leu Leu Val Leu Leu -Ser His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Ala His Cys Thr Gly
5 10 15

sapiens

Thr Pro Leu Phe Leu Phe Leu Leu Thr CYs Cys Pro Gly
5 10 15

sapiens

Thr Pro Leu Phe Leu Phe Leu Leu Thr Cys Cys Pro Gly
5 10 15



<210> 136
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 136

Met Ala Trp
1

Val Asp Ser

<210> 137
<211> 19
<212> PRT

.<213> Homo

<400> 137

Met Ala Trp
1

Ser Leu Ser

<210> 138
<211> 19
<212> PRT

<213> Homo
<400> 138
Met Pro Trp

1

Ser Val Vval

<210> 139
<211>. 18
<212> PRT

98

sapiens

Met Met Leu Leu Leu Gly Leu Leu Ala Tyr Gly Ser Gly
5 10 15

sapiens

Ala Pro Leu Leu Leu Thr Leu Leu Ser Leu Leu Thr Gly
5 10 15

sapiens

Ala Leu Leu Leu Leu Thr Leu Leu Thr His Ser Ala Val
5 10 1

<213> Artificial

<220>

<223> 1ligante 6

<400> 139
Gly Gly Gly
1

Ala Ser

<210> 140

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
5 10 15



99

<211> 19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> ligante 7

<400> 140
Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser

1 5 10 ) 15

Gly Ala Ser

<210> 141
<211> 14
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 141

Met Asp Phe Gly Leu Ile Phe Phe Ile Val Ala Leu Leu Lys
1 5 10

<210> 142

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 142

Glu Leu Trp Val Leu Met Val Trp Val Pro
1 5 ] 10
<210> 143

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 143

Glu Leu Trp Val Leu Met Val Trp Val Pro Ser Thr Ser
1 5 10

<210> 144

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 144

His Asp His Ala Leu Thr Ser Ser Ser Pro Gln Pro Ser Ser Pro Leu
1 5 10 15

Cys Leu

<210> 145

<211> 16



100

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 145

Leu Ala Val Ile Thr Ser Asn Ile Trp Phe Pro Met Val Cys Met Ser
1 5 10 15
<210> 146

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>- 146

Met Asp Met Trp Thr Ser Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Leu Ala Arg Cys

20
<210> 147
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 147

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ser Phe Leu Leu Leu Ile vVal Pro Ala Val
1 ' 5 - 10 15

Leu Ser

<210> 148

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 148

Met Leu Arg Ala Ile Lys Ala Ala Pro Phe Ser Arg Phe Gly Cys Ser
1 5 10 : 15
<210> 149

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 149

Met Arg Ala Pro Ala Pro Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Leu
1 5 10 15

Ala Arg Cys

<210> 150
<211> 16



101

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 150

Met Arg Cys Ser Pro His Phe Leu Glu Leu Leu Val Phe Trp Ile Leu
1 5 10 15
<210> 151

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 151

Met Arg Pro Thr Leu Ser Phe Leu Gly Ser Cys Cys Ser Ser Leu Ile
1 5 10 . 15

Leu Arg Cys

<210> 152
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 152

Met Arg Thr Pro Ala His Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Leu
1 5 ' ‘10 15

Gly Arg Cys

<210> 153

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 153

Met Arg Thr Pro Ala Pro Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Ser
1 5 10 15

Ala Arg Cys

<210> 154
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 154

Met Ser Leu Leu Thr Gln Leu Gln Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Asp Arg Cys



102

<210> 155
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 155

Met Ser Leu Pro Thr Gln Leu Gln Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

" Ala Arg Cys

<210> 156
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 156

Met Thr Met Leu Ser Leu Ala Pro Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15

val Ser

<210> 157

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 157

Met Thr Ser Leu Ser Gln Leu Leu Gly Met Leu Met Leu Gln Ser Leu
1 5 10 15
<210> 158

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 158

Met Val Phe Ala Pro Gln Ile Leu Gly Phe Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 : S 10 15
<210> 159

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 159

Met Val Phe Thr Pro His Ile Leu Gly Leu Leu Leu Phe Trp Ile Ser
1 5 10 15
<210> 160

<211> 19



103

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 160

Gln His Gly His Glu Gly Leu Cys Ser Val Ser Trp Val Pro Val Ala
1 5 10 15

Thr Asn Ser

<210> 161
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 161

Arg Glu Trp Ser Trp Asn Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Thr Vél
1 5 10 15

Ser Ser

<210> 162

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 162

Thr Asp Phe His Met Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Phe Thr
1 5 10 : 15

Ala Arg Cys

<210> 163
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 163

Met Glu Phe Gln Thr Gln Val Leu Met Ser Leu Leu Leu Cys Met Ser
1 5 10 15
<210> 164

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 164

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15
<210> 165

<211> 16



Met Val Ser Thr Pro Gln Phe Leu Val

Met Val Ser Thr Pro Gln Phe Leu Val

Leu Leu Gly

Gln Val Phe Ile

Met Lys Ser Gln Thr Gln Val Phe Val

Met Ala Trp Ile Ser Leu Ile Leu Ser

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 165

1 5
<210> 166

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>. 166

1 5
<210> 167

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 167

Met Ser Val Pro Thr Gln
1 5
<210> 168

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
. <400> 168

Met Lys Sef Gln Thr
1 ' 5
<210> 169

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 169

1 5
<210> 170

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 170

1 5
<210> 171

<211> 15

104

Phe Leu Leu Phe Trp Ile Pro
10 15

Phe Leu Leu Phe Trp Ile Pro’
10 _ 15

Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
10 15

Phe Leu Leu Leu Cys Val Ser
10 15

Phe Leu Leu Leu Cys Val Ser
10 15

Leu Leu Ala Leu Ser Ser
10 15



105

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 171

Met Ala Trp Thr Ser Leu Ile Leu Ser Leu Leu Ala Leu Cys Ser
1 5 10 15
<210> 172

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 172

Met Arg Cys Leu Ala Glu Phe Leu Gly Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15
<210> 173

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 173

Met Gly Trp Asn Trp Ile Phe Ile Leu Ile Leu Ser Val Thr Thr
1 5 10 15
<210> 174

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 174

Met Arg Phe Gln Val Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Ile Ser
1 5 10 15
<210> 175

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 175

Met Arg Pro Ser Ile Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Trp Leu His
1 5 - 10 15
<210> 176

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 176

Met Asp Ile Arg Ala Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro



106

<210> 177
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 177

Met Asp Met Met Val Leu Ala Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 178

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 178

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 179

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 179

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 o 5 . 10 15

Phe Pro

<210> 180

<211>. 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 180

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Val Phe Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 S 10 15

Phe Pro

<210> 181

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus



107

<400> 181

Met Asp Met Arg Ala Ser Ala Gln Phe His Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5. 10 15

Phe Pro

<210> 182

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 182

Met Asp Met Arg Ala Ser Ala Gln Phe His Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 . . 15

Phe Pro

<210> 183

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 183

Met Asp Met Trp Thr Ser Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu.Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Leu

<210> 184

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 184

Met Asn Thr Arg Ala Pro Ala Glu Phe Leu Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Leu

<210> 185

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 185

Met Arg Ala Pro Ala Pro Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Leu
1 5 10 15
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Met Arg Thr Pro Ala Pro Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Ser

10 15

Met Ser Ile Ser Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

10 15

Met Ser Leu. Pro Thr Gln Leu Gln Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

: 10 15

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

10 15

Met Ser Val Pro Thr Gln Leu Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

<210> 186
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 186
1 5
<210> 187
<211> 16
<212> PRT
<213>° Mus musculus
<400> 187
1 5
<210> 188
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 188
1 5
<210> 189
<211> 16
<212> PRT

© <213> Mus musculus
<400> 189
1 5
<210> 190
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400>. 190
1 5
<210> 191
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 191

10 15

Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1

<210>

5

192

10 15



<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 192

Thr Asp Phe His Met
1 5
<210> 193

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
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Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Phe Thr
10 15

Met Ala Trp Thr Ser Leu Ile Leu Ser Leu Leu Ala Leu Cys Ser

<400> 193

1 5
<210> 194

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 194

Met Arg Cys Leu.Ala
1 5
<210> 195

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 195

Met Lys Leu Pro Val
1 5
Ser Ser

<210> 196

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 196

10 15

Glu Phe Leu Arg Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro
10 15 '

Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ser
“10 15

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

1 5

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210> 197
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15
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. <400> 197

Met Asp Met Met Val Leu Ala Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210> 198
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 198

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 ’ 10 ' 15

Phe Pro Ile Arg Cys

20
<210> 199
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 199

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210> 200
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 200

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Ile Phe Gly Phe Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15

Phe Gln Thr Arg Cys

20
<210> 201
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 201

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Val Phe Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ala Arg Cys
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20

<210> 202
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 202

Met Asp Met Arg Ala Ser Ala Gln Phe Leu Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 203

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 203

Met Asp Met Arg Asp Pro Pro Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 ' 15

Ile Pro

<210> 204

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 204

Met Asp Met Arg Thr Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ile Lys Cys

20
<210> 205
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 205

Met Asp Met Arg Val Pro Ala His Val Phe Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Thr Arg Cys

20
<210> 206
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 206

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Ile Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 : 10 15

Thr Cys Gly

<210> 207
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musgulus

<400> 207

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Ser Val Ser
1 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 208
<211> 19 -
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 208

Met Asp Ser Gln Ala Gin Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15

' Thr Cys Gly

<210> 209
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 209

Met Asp Ser Gln Ala Arg Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 . 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 210
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 210

Met Glu Phe Gln Thr Gln Val Phe Val Phe Val Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15
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Val Asp Gly

<210> 211
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 211

Met Glu Phe Gln Thr Gln Val Leu Met Sef Leu Leu Leu Cys Met Ser
1 5 10 15

Ala Cys Ala

<210> 212
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 212

Met Glu Lys Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 : 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 213
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 213

Met Glu Ser Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 214
<211> -19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 214

Met Glu Ser Gln Ile Gln Ala Phe Val Phe VvVal Phe Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

Val Asp Gly

<210> 215
<211> 19
<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 215

Met Glu Ser Gln Ile Gln Val Phe Val Phe Val Phe Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

val Asp Gly

<210> 216
<211> 16
<212>- PRT

<213> Mus musculus

<400> 216

Met Ser Leu Leu Thr Gln Leu Gln Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15
<210> 217

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 217

Leu Ile Leu Lys Val Gln Cys
1 5

<210> 218

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 218 y
Leu Val Leu.Lys Val Leu Cys

1 5

<210> 219

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 219

Met Asp Met Arg Ala Ser Ala Gln Phe His Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210> 220
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 220
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Met Lys Leu Pro Val Leu Leu Val Val Leu Leu Leu Phe Thr Ser Pro
1 5 10 15

Ser Ser Ser

<210> 221
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 221

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro Ser
1 v 5 10 15

Ser Ser

<210> 222

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 222

Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Gln
1 ) 10 15

Thr Asn Gly

<210> 223
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 223

Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
1 5 10 15

Thr Asn Gly

<210> 224
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 224

Met Met Ser Pro Val His Ser Ile Phe Ile Leu Leu Leu Trp Ile Val
1 5 10 15

Ile Ser Gly
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<210> 225
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 225

Met Met Ser Pro Val Gln Phe Leu Phe Leu Leu Met Leu Trp Ile Gln
1 5 10 15

Thr Asn Gly

<210> 226
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 226

Met Asn Phe Gly Leu Arg Leu Ile Phe Leu Val Leu Thr Leu Lys Val
1 5 10 15

Gln Cys

<210> 227

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 227

Met Asn Leu Pro Val His Leu Leu Val Leu Leu Leu Phe Trp Ile Pro
1 5 10 15

Ser Arg Gly

<210> 228
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 228

Met Asn Thr Arg Ala Pro Ala Glu Phe Leu Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Leu Ala Arg Cys

20
<210> 229
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 229
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Met Arg Phe Gln Val Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1 5

Ala Gln Cys

<210> 230
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 230
Met Arg Val Leu Ser
1 5
Leu Ser

| <210> 231
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 231
Met Asp Phe His Val

1 5

Ile Leu Ser Ser Gly

20
<210> 232
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 232

Met Asp Phe Gln Met
1 5

Ile Val Ser Asn Gly

20
<210> 233
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 233

Met Asp Phe Gln Vval
1 5

Ile Leu Thr Asn Gly
20

10 15

Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Ile Pro Gly Ile
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Val Thr
10 15

Gln Ile Ile Ser Leu Leu Leu Ile Ser Val Thr
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Val Thr
10 15
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<210> 234
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 234

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210> 235
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 235

Met Asn Phe His Val Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Val Thr
1 5 10 15

Ile Gly Ser Ser Gly

20
<210> 236
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 236

Met Thr Met Leu Ser Leu Val Leu Leu Leu Ser Phe Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15

Ser Arg Ala

<210> 237
<211> 19
<212>. PRT

<213> Mus musculus

<400> 237

Met Val Ser Thr Pro Gln Phe Leu Val Phe Leu Leu Phe Trp Ile Pro
1 5 10 15

Ala Cys Gly

<210> 238
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 238

Thr Glu Leu Ile Cys Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Ile
1 5 10 15

Leu Ser Ser Gly

20
<210> 239
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 239

Met Asp Cys Gly Ile Ser Leu Val Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys Val
1 5 10 15

Cys

<210> 240

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 240

Met Asp Met Trp Val Gln Ile Phe Ser Leu Leu Leu Ile Cys Val Thr
1 5 - 10 15

Ser Lys Gly

<210> 241
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 241

Leu Leu Ile Ser Val Thr Ile Met Ser Arg Gly
1 5 10
<210> 242

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 242

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15

Ile Met Ser Arg Gly
20

<210> 243



<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 243

Met Asp Phe Gln Vval
1 5

Val Met Ser Arg Gly

20
<210>- 244
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 244

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Ile Met Ser Arg Gly

20
<210> 245
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 245
Met Asp Leu Gln Val

1 . 5

Ile Met Ser Arg Gly

20
<210> 246
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>. 246

Met Gly Glu Gln Arg
1 5

Ser Ala Arg

<210> 247
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 247

Met -Gly Ser Gln Vval
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Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ile Ser
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Val Ser
10 15

Gln Ile Ile Ser Phe Leu Leu Ile Ile Val Thr
10 15

Ile Arg Ser Cys His Ala Thr Ser Gly Ala Glu
10 15

His Leu Leu Ser Phe Leu Leu Leu Trp Ile Ser
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Asp Thr Arg Ala

20
<210> 248
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 248

Met Thr Met Phe Ser Leu Ala Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Cys
1 5 ) 10 15

Val Ser Ser Arg Ala

20
<210> 249
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 249

Met Thr Met Leu Ser Leu Ala Pro Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Ser
1 5 10 - 15

Arg Ala

<210> 250

<211> 22

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220> -
<221> propriedade de mistura

<222> (2)..(2) . :
<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido que ocorra naturalmente

<400> 250

Met Xaa Thr Met Asp Glu His Glu Ser Gly Ala Val Thr Pro His Gln
1 5 10 15

Val Leu Lys Ser Arg Ala

20
<210> 251
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 251

Ile Lys Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Vval
1 5 10 15
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His Ser
<210> 252
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 252

Ile Lys Trp Ser Trp Ile Ser Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Val
1 : 5 10 15

His Ser

<210> 253

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 253

Leu Ile Leu Lys Val Gln Cys
1 5

<210> 254

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 254

Leu Val Leu Lys Val Gln Cys
1 5

<210> 255

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>. 255

Met Ala val Val Thr Gly Lys Gly Leu Pro Ser Pro Lys Leu Glu Val
1 5 10 15

Asn Ser

<210> 256

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 256

Met Asp Phe Gly Leu Ile Phe Phe Ile Val Ala Leu Leu Lys Val Gln
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1 5 10 15
Cys

<210> 257

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 257

Met Asp Phe Gly Leu Ser Leu Val Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys Val
1 5 10 15
Gln Cys

<210> 258

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 258

Met Asp Met Arg Ala Ser Ala Gln Phe His Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 . 15

Phe Pro Ala Arg Cys

20
<210>. 259
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 259

Met Glu Trp Glu Leu Ser Leu Ile Phe Ile Phe Ala Leu Leu Lys Asp
1 5 10 15

Val Gln Cys

<210> 260
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 260

Met Glu Trp Ser Cys Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Val
1 5 10 15

His Ser
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<210> 261
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 261

Met Glu Trp Ser Cys Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Ile
1 5 10 ;5

His Ser

<210> 262

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 262

Met Glu Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Vval
1 S 10 15

Leu Ser

<210> 263

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 263

Met Gly Trp Asn Trp Ile Phe Ile Leu Ile Leu Ser Val Thr Thr Ala
1 5 10 15

Leu Ser

<210> 264

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 264

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

His Ser

<210> 265

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 265
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Met Gly Trp Asn Trp Ile Phe Ile Leu Ile Leu Ser Val Thr Thr Val

1 5 10 15
His Ser

<210> 266

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 266

Met Gly Trp Ser Cys Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Thr Ala Thr Val
1 5 ‘10 - 15
His Ser

<210> 267

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 267

" Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Phe Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Val
1 5 10 15
Leu Ser
<210> 268
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 268

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Phe Leu Ser Gly Thr Ala Val
1 5 10 i . 15

Leu Ser

<210> 269

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 269

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Ser Ala Val
1 5 10 15

Leu Ser
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<210> 270
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 270

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Ser Ala Val
1 5 10 15

His Ser

<210> 271

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 271

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

His Ser

<210> 272

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 272

Met Gly Trb Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
1 5 10 15
<210> 273

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 273

Ile Asp Ile Asn Val Gln Ile Phe Arg Phe Leu Leu Ile Ser Val Thr
1 5 10 15

Ser Ser Gly

<210> 274
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 274

Met Asn Met Leu Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Phe Ala
1 5 10 15



<210> 275
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus
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Met Arg Thr Pro Ala His Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Leu

<400> 275

1 5
<210> 276

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 276

Met Arg Trp Ser Cys
1 5
His Ser

<210> 277

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 277

Met Asn Phe His Val
1 5
<210> 278

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 278

Met Glu Trp Ser Cys
1 5
<210> 279

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 279

Met Asp Phe Gln Val
1 5
<210> 280

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 280

10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Val
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Val Thr
10 15

Ile Phe Leu Phe Leu Leu.Ser Val Thr Ala
10 ‘ 15

Gln Ile Phe Gln Ile Pro Val Lys Gln Cys Leu
10 15
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Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

1 5 10 15
<210> 281

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 281

Met Lys Phe Pro Ser Gln Leu Leu Leu Phe Leu Leu Phe Arg Ile Thr
1 5 : 10 15
<210> 282

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 282

Met Asp Met Arg Thr Pro Ala Gln Phe Leu Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 - 15

Phe Pro

<210> 283

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 283

Met Ala Val Leu Ala Leu Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser
1 5 10 15
<210> 284

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 284

Met Asp Phe His Val Gln Ile Phe Ser Phe Met Leu Ile Ser Val Thr
1 5 10 15
<210> 285

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 285

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15
<210> 286

<211> 15

<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 286

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Arg
1 5 10 15
<210> 287

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 287

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Val Thr
1 5 10 15
<210> 288

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 288

Thr Glu Leu Ile Cys Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala
1 5 10 15
<210> 289

<211> 6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 289

Leu Leu Ile Ser val Thr
1 5

<210> 290

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 290

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15
<210> 291

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 291

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Val Ser
1 5 10 15
<210> 292

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus



Gln Ile Phe Ser

Gln Ile Phe Ser

Gln Ile Ile Ser

Gln Ile Phe Ser
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Phe Leu Leu Ile Ser Val Ser
10 15

Phe Leu Leu Met Ser Ala Ser
10 15

Phe Leu Leu Ile Ile Val Thr
10 15

Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala val val Ile

<400> 292

Met Asp Phe Gln Val
1 5
<210> 293

<211> 16

<212> PRT

<213>  Mus musculus
<400> 293

Met Asp Phe Gln Val
1 5
<210> 294

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 294

Met Asp Leu Gln Vval
1 » 5
<210> 295

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 295

Met His Phe Gln Val
1 o 5
<210> 296

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 296

1 5
<210> 297

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 297

Met Lys Leu Trp Leu
1 5
<210> 298

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

Asn Trp Ile Leu

10 15

Leu Val Ala Leu Leu Asn
10 15
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<400> 298

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Phe Phe Gly Ile Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Phe Pro

<210> 299

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 299

Met Ile Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15
<210> 300

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 300

Met Met Ser Pro Val His Ser Ile Phe Ile Leu Leu Leu Trp Ile Val
1 5 10 15
<210> 301

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 301 .

Met Ser Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15
<210> 302

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 302

Met Ser Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 - 10 15
<210> 303

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 303

Met Asp Phe Gln Met Gln Ile Ile Ser Leu Leu Leu Ile Ser Val Thr
1 5 10 15
<210> 304

<211> 21



. <212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 304
Met Asp Phe Gln Val
1 5

Ile Ile Ser Arg Gly

20
<210> 305
<211> - 16
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 305
Met Asp Phe Gln Val
1 5
<210> 306
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 306

Met Arg Pro Thr Leu
1 ) 5
<210> 307

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 307

Met Lys Phe Pro Ser
1 5
<210> 308

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 308

Met Glu Ser Asp Thr
1 5

Ser Thr Ser

<210> 309
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 309
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Gln Ile Phe Gln Ile Pro Val Lys Gln Cys Leu
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Ser Phe Leu Gly Ser Cys Cys Ser Ser Leu Ile
: 10 : 15

Gln Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe Gly Ile Pro
10 15

Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
10 15
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Met Glu Ser Gln Thr Leu Val Phe Ile Ser Ile Leu Leu Trp Leu Tyr
1 5 10 15 -

Ala Asp Gly

<210> 310
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 310

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Phe Leu Ser Leu Leu Leu Trp Val.Ser
1 5 10 . 15

Thr Cys Gly

<210> 311
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 311

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 312
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 312

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

His Ser

<210> 313

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 313

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

Val His Ser
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<210> 314
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 314

Met Ala Trp Ile Ser Leu Ile Leu Ser Leu Leu Ala Leu Ser Ser Ala
1 5 10 15

Ile Ser

<210> 315

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 315

Ile Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Leu Leu Val Ala Thr Ala Thr Val
1 5 10 15

His Ser

<210> 316

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 316

Met Ala Trp Thr Ser Leu Ile Leu Ser Leu Leu Ala Leu Cys Ser Ala
1 ‘ 5 10 15

Ser Ser

<210> 317

<211> 18

<212>. PRT

<213> Mus musculus

<400> 317

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

Ile Ser

<210> 318

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus



<400> 318

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
Leu Cys

<210> 319

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 319

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Ile Ile Ser Arg Gly

20
<210> 320
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 320
Met Asp Phe Gln Val

1 5

Ile Leu Phe Arg Gly

20
<210> 321
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 321

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Ile Leu Ser Arg Gly

20
<210> 322
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 322

Met Asp Phe Gln Vval
1 5

Ile Met Ser Arg Gly
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val Leu Leu Phe Leu Val Ser Gly Thr Ala Val
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15



20
<210> 323
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 323

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Leu Met Ser Arg Gly

20
<210> 324
<211> 20
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 324

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Leu Ser Arg Gly

20
<210> 325
<211> 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 325

Met Asp Phe Gln Val
1 5

Ile Met Ser Arg Gly

20
<210> 326
<211>. 21
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 326

Met Asp Phe Gln -Vval
1 )

Ile Met Ser Arg Gly

20
<210> 327
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
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Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Arg Ile
10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Val Ser
S 10 15

Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Met Ser Ala Ser
10 15
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<400> 327

Met Asp Thr Leu Cys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Thr Ile Pro Ser Trp
1 5. 10 15

vVal Leu Ser

<210> 328
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 328

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Val
1 5 10 . 15

His Cys

<210> 329

<211> 21

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 329

Met His Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15

Ile Met Ser Arg Gly

20
<210> 330
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 330

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser Ser
1 5 10 15

Phe Ser

<210> 331

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 331

Met Arg Val Leu Gly Phe Leu Cys Leu Val Thr Val Leu Pro Gly Ser
1 5 10 15
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~ Leu Ser
<210> 332
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 332

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Leu Leu His Cys Ser Ser
1 5 . 10 : 15

Phe Ser

<210> 333

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 333

Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Ile Thr Ala Val His Cys
1 ) 5 10

<210> 334

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 334

Lys Gly Gly Ser Cys Val Ser Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Asn Val
1 5 10 15

His Phe

<210> 335

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 335

Met Ala Val Leu Ala Leu Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser Ile
1 5 - 10 15
Leu Ser

<210> 336
- <211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 336
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Met Ala Val Leu Gly Leu Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser Val

1 5 10 15
Leu Ser

<210> 337

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 337

Met Ala Val Leu Gly Leu Leu Leu Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser Val
1 5 10 15

Leu Ser

<210> 338

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 338

Met Ala Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr Vval
1 5 10 15

His Ser

<210> 339

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 339

Met Asp Trp Ile Trp Ile Met Leu His Leu Leu Ala Ala Thr Gly Ile
1 5 10 15

Gln Ser

<210> 340

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 340

Met Glu Cys Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Ala Val
1 5 10 15

His Cys
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<210> 341
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 341

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Leu Leu Arg Gly
1 5 10 15

val Gln Cys

<210> 342
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> propriedade de mistura

<222> (5)..(6)

<223> Xaa pode ser qualquer aminodcido que ocorra naturalmente

<400> 342

Met Glu Trp.Leu Xaa Xaa Phe Leu Leu Phe Leu Ser Leu Thr Ala Val
1 5 10 15

His Cys

<210> 343.

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 343

Met Glu Trp Ser Gly Val Phe Ile Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Vval
1 ' 5 10 15 ’
His Ser

<210> 344

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 344

Met Glu Thr Pro Ala Ser Phe Leu Cys Leu Leu Leu Leu Trp Thr Thr

1 5 10 15
<210> 345
<211> 15

<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 345

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Leu Leu His Cys Ser
1 S 10 15
<210> 346

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 346

Met Ala Trp Thr Pro Leu Phe Phe Phe Phe Val Leu His Cys Ser
1 5 10 15
<210> 347

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 347

Met Lys Sef Gln Thr Gln Val Phe Ile Phe Leu Leu Leu Cys Val Ser
1 5 10 15

Ala His Gly

<210> 348
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 348
Met Lys Ser Gln Thr Gln Val Phe Val Phe Leu Leu Leu Cys Val. Ser

1 : 5 10 . 15

Ala His Gly

<210> 349
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 349

Met Asp Met Trp Val Gln Ile Phe Ser Leu Leu Leu Ile Cys Val Thr
1 5 10 15
<210> 350

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<220>

<221> propriedade de mistura-

<222> (2)..(2) _

<223> Xaa pode ser qualguer aminodcido que ocorra naturalmente

<400> 350

Met Xaa Thr Met Asp Glu His Glu Ser Gly Ala Val Thr Pro His Gln
1 ) 10 15

Val Leu Lys

<210> 351

<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 351

Met Gly Glu Gln Arg Ile Arg Ser Cys His Ala Thr Ser Gly Ala Glu
1 5 10 15
<210> 352

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 352

Met Asn Leu Pro Val His Leu Leu Val Leu Leu Leu Phe Trp Ile Pro
1 5 . 10 15
<210> 353

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 353

Met Thr Met Phe Ser Leu Ala Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Cys
1 5 10 15

Val Ser

<210> 354

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 354

Met Thr Met Leu Ser Leu Ala Pro Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu
1 5 10 15
<210> 355

<211> 16

<212> PRT



<213> Mus musculus
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Met Thr Met Leu Ser Leu Val Leu Leu Leu Ser Phe Leu Leu Leu Cys

<400> 355

1 5
<210> 356

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15°

Met Vval Phe Thr Pro Gln Ile Leu Gly Leu Met Leu Phe Trp Ile Ser

<400> 356

1 5
<210> 357

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 357

Met Val Leu Gly Leu
1 . 5
<210> 358

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15

Lys Trp Val Phe Phe Val Val Phe Tyr Gln
10 15

Met Val Ser Thr Ser Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Phe Trp Thr Ser

<400> 358

1 5
<210> 359

<211> 13

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 359

Pro Ala Gln Phe Leu
1 5
<210> 360

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 360

Ile Asp Ile Asn Val
1 5
<210> 361

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15

Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Gln
10

Gln Ile Phe Arg Phe Leu Leu Ile Ser Val Thr
10 15
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Met Lys Leu Pro Val Leu Leu Val Val Leu Leu Leu Phe Thr Ser Pro

10 . 15

Met Lys Leu Pro Val Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro

10 . 15

Arg Leu Leu Val Leu Met Phe Trp Ile Pro

10 15

Met Glu Lys Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

10 15

Met Glu Ser Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

10 15

Met Glu Ser Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

<400> 361

1 5
<210> 362

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 362

1 5
<210> 363

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 363

Met Lys Leu Pro Val
1 5
<210> 364

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 364

1 5
<210> 365

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 365

1 5
<210> 366

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 366

1 5
<210> 367

<211> 16

<212> PRT

<213>

Mus musculus

10 15
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<400> 367

Met Glu Thr Asp Pro Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 S - 10 15
<210> 368

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 368

Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 S 10 15
<210> 369

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 369

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu. Leu Trp val Pro
1 5 10 15
<210> 370

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 370

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 . 5
<210> 371

<211> 16

<212> PRT -

<213> Mus musculus

<400> 371

Met -Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 v 10 15
<210> 372

<21l1l> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 372

Met Arg Phe Ser Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15
<210> 373

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 373
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Met Val Phe Thr Pro Gln Ile Leu Gly Leu Met Leu Phe Trp Ile Ser

1 5
<210> 374

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 374

Met Asp Ser Gln Ala Gln
1 5

<210> 375

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15

Val Leu Ile Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser
: 10 15

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Ser Val Ser

<400> 375

1 5
<210> 376

'<21l1l> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 - 15

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser

<400> 376

1 5
<210> 377

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15

Met Asp Ser Gln Ala Arg Val Leu Met Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser

10 15

Met Glu Ser Gln Asn His Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser

<400> 377

1 5
<210> 378

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 378

1 5
<210> 379

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 379

10 15



Met Glu Ser Gln Thr

1 5
<210> 380

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 380

Met Glu Ser Gln Thr
1 5
<210> 381

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 381

Met Glu Ser Gln Thr
1 5
<210> 382

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 382

Met Glu Ser Gln Thr
1 5
<210> 383

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 383

Met Glu Thr Pro Ala
1 5

Ser Ala Val

<210> 384
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

His Val Leu Met

Gln Val Phe Leu

Gln Vval Leu Ile

Gln Val Leu Met

Ser Phe Leu Cys
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Phe Leu Leu Leu Trp Val. Ser
10 15 -

Ser Leu Leu Leu Trp Val Ser
10 15

Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser
10 . 15

Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser
10 15

Leu Leu Leu Leu Trp Thr Thr
10 . 15

Gln His Gly His Glu Gly Leu Cys Ser Val Ser Trp Val Pro Val Ala

<400> 384
1 5
<210> 385
<211> 16

<212> PRT

10 15



<213> Mus musculus
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Met Met Ser Pro Ala Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Gln

<400> 385

1 5
<210> 386

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 386

Met Met Ser Pro Ala
1 5
<210> 387

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 387

Met Met Ser Pro Val
1 ) 5
<210> 388

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 388

Met Ile Ala Ser Ala
1 5
<210> 389

<211l> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 389

Met Met Ser Ser Ala
1 . 5
<210> 390

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 390

Met Met Ser Ser Ala
1 )
<210> 391

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

10 15

Gln Phe Leu Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Arg
10 15

Gln Phe Leu Phe Leu Leu Met Leu Trp Ile Gln
10 15 )

Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
10 15

Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
10 15

Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
10 15
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<400> 391

Met Asp Met Arg Ala Pro Ala Gln Ile Phe Gly Phe Leu Leu Leu Leu
1 S ' ’ 10 15

Phe Gln

<210> 392

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 392

Met Asp Met Arg Val Pro Ala His Val Phe Gly Phe Leu Leu Leu Trp
1 5 10 . 15

Phe Pro

<210> 393

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 393

Met Asp Cys Gly Ile Ser Leu Val Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys
1 5 10 15
<210> 394

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 394

Met Glu Phe Gln Thr Gln Val Phe Val Phe Val Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 . 15
<210> 395

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 395

Met Glu Ser Gln Ile Gln Ala Phe Val Phe Val Phe Leu Trp Leu Ser
1 5] 10 15
<210> 396

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 396

Met Glu Ser Gln Ile Gln Val Phe Val Phe Val Phe Leu Trp Leu Ser
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1 5 10 15
<210> 397

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 397

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Phe Val Tyr Met Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15
<210>- 398

<211> 20

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 398

Met Gly Phe Lys Met Glu Ser His Thr Gln Ala Phe Val Phe Ala Phe
1 5 10 15

Leu Trp Leu Ser

20
<210> 399
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 399

Met Glu Thr His Ser Gln Val Phe Val Tyr Met Leu Leu Trp Leu Ser
1 : 5 10 15
<210> 400

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> propriedade de mistura

<222> (5)..(6)

<223>. Xaa pode ser qualguer aminodcido que ocorra naturalmente

<400> 400

Met Glu Trp Leu Xaa Xaa Phe Leu Leu Phe Leu Ser Leu Thr Ala
1 5 » 10 ’ 15
<210> 401

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 401

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

10 15

Met Glu Trp Ser Arg Val Phe Ile Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala

10 15

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr

: ‘10 15

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Ser

10 15

Met Gly Trp Asn Trp Ile Phe Ile Leu Ile Leu Ser Val Thr Thr

<210> 402

<211> 15

<212> PRT -
<213> Mus musculus
<400> 402

1 5
<210> 403

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 403

1 5
<210> 404

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 404

1 5
<210> 405

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 405

1 5
<210> 406

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 406

1 5
<210> 407

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 407

10 15

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

1

5

10 15



<210> 408
<211> 15
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 408

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 409

<211> 15

<212>. PRT

<213> Mus musculus
<400> 409

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 410

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 410

Met Gly Trp.Ser Cys
1 5
<210> 411

<211> 15

<212> PRT.

<213> Mus musculus

<400> 411

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<2105 412

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 412

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 413

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 413

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
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Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Asn
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr
10 15 .

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thv. Ala Thr
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ser Thr Ala Thr
' 10 15



<210> 414

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 414

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 415

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 415

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 416

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 416

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 417

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 417

Met Gly Trp Ser Cys
1 i 5
<210> 418

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>. 418

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 419

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 419

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

Ile Ile Leu Ile Leu Val Ala Ala Ala Thr
10 15

Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Arg Ala Thr
10 15°

Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Thr Ala Thr
-. 10 15

Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Thr Ala Thr
10 15

Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Thr Ala Thr
’ 10 15



<210> 420

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 420

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 421

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 421

Met Gly Trp Ser Cys
1 5
<210> 422

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 422

Met Gly Trp Ser Cys
1 )
<210> 423

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 423

Met Gly Trp Ser Cys
1 o _5
<210> 424

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 424

Met Gly Trp Ser Arg

1 5
<210> 425

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 425

Met Gly Trp Ser Ser
1 5

<210> 426

Ile Met Leu Phe

Ile Met Leu Phe

Ile Met Leu Phe

Ile Met Leu Phe

Ile Phe Leu Phe

Ile Ile Leu Phe
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Leu Ala Ala Thr Ala Thr
10 15

Leu Ala Ala Thr Ala Thr
10 15

Leu Ala Ala Thr Ala Thr
10 15

Leu Ala Ala Thr Ala Thr
10 15

Leu Leu Ser Ile Thr Ala
10 15

Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15



Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Pro Phe

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Pro Phe

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 426

1 5
<210> 427

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 427

1 )
<210> 428

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 428

1 S
<210> 429

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 429

1 5
<210> 430

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 430

1 5
<210> 431

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 431

1 5
<210> 432

<211> 15
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Leu Leu Ser Gly Ser Ala
10 15

Leu Leu Ser Gly Thr ala
10 15

Leu Leu Ser Gly Thr aAla
10 15

Phe Leu Ser Gly Thr Ala
10 15

Leu Leu Ser Gly Thr Ala
10 15

Leu Leu Ser Gly Thr Ala
10 15



<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 432

Met Gly Trp Ser Tyr
1 5
<210> 433

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>- 433

Met Gly Trp Ser Tyr
1 5
<210> 434

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 434

Met Gly Trp Ser Tyr
1 5
<210> 435

<211> 15

<212> PRT
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Ile Ile Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

<213> Mus musculus

<400> 435.

Met Gly Trp Ser Tyr
1 5
<210> 436

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 436

Met Leu Leu Gly Leu
1 5
<210> 437

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 437

Met Arg Trp Ser Cys
1 5
<210> 438

<211> 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15

Lys Trp Val Phe Phe Val val Phe Tyr Gln
10 15

Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr
10 15
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 438

Met Arg Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thi Ala Thr
1 5 ' 10 15
<210> 439

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 439

Met Val Ser Glu Thr His Val Leu Ile Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 _ 15
<210> 440

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 440

Ile Phe'Leu Phe Leu Leu Ser Ile Thr Ala

1 5 10

<210> 441

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 441

Ile Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Leu Leu Val Ala Thr Ala Thr
1 5 10 - 15
<210> 442

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculﬁs

<400> 442

Ile Lys Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 443

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 443

Ile Lys Trp Ser Trp Ile Ser Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 444

<211> 15

<212> PRT
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<213> Mus musculus

<400> 444

Lys Gly Gly Ser Cys Val Ser Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Asn
1 5 10 15
<210> 445

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 445

Met Ala Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr Thr
1 5 10 15
<210> 446

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 446

Met Glu Cys Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Ala
1 ) 10 15
<210> 447

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 447

Met Ile Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15

Ile Ser Lys V ..

<210> 448
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 448

Met Ser Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15

Ile Ser'Lys

<210> 449
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 449
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Met Ser Tyr Ser Leu Gln Leu Leu Arg Met Leu Val Leu Trp Ile Pro

1 5 10 15
Ile Thr Lys

<210> 450

<211> 4

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 450

Leu Val Leu Lys

1
<210> 451
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus
| <400> 451
Met Ala Val Leu Gly Leﬁ Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser
1 S 10 . 15
<210> 452
<211> 15
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 452

Met Ala Val Leu Gly Leu Leu Leu Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser
1 5 10 15

<210> 453

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 453

Met Asp Arg Leu Thr Ser Ser Phe Leu Leu Leu Ile Val Pro Ala
1 . 5 10 15

<210> 454

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 454

Met Glu Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 455

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 455

Met Gly Arg Leu Thr Phe Ser Phe Leu Leu Leu Leu Pro Val Pro Ala
1 5 10 15
<210> 456

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 456

Met Gly Trp Ser Cys Val Leu Leu Phe Leu Val Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 457

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 457

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Phe Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 .15
<210> 458

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus.

<400> 458

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Phe Leu Ser Gly Thr Ala
1 . S 10 15
<210> 459

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 459

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Ser Ala
1 5 10 15
<210> 460

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 460

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 461

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 461

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 462

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 462

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

1 ) 10 15
<210> 463

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 463

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Phe Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 ) 15
<210> 464

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 464

Met Gly Trp Ser Trp Val Phe Leu Ser Phe Leu Ser Gly Thr Ala
1 5 10 15
<210> 465

<211> 16

<212> PRT .

<213> Mus musculus
<400> 465

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ile Ser

1 5 - 10 15
<210> 466

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 466

Met Ala Val val Thr Gly Lys Gly Leu Pro Ser Pro Lys Leu Glu

1 5 : 10 15
<210> 467

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 467
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Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr

1 5 10 15
<210> 468

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 468

Met Gln Leu Gly His Leu Leu Pro Asp Gly Ser

1 5 10
<210> 469

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 469

Arg Ser val Pro Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15
<210> 470

<211> 4

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 470

Leu Ile Leu Lys
1

<210> 471
<211> 4.

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 471

Leu Val Leu Lys

1

<210> 472
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> peptideo de jungdo

<400> 472

Gln Ile Trp Asn Asn
1 5
<210> 473

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 473

Met Glu Ser Gln Asn His Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 474
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 474
Met Glu Ser Gln Thr His Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser

1 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 475
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 475

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Phe Val Tyr Met Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

Val Asp Gly

<210> 476 -
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 476
Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Ile Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser

1 . 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 477
<211> 19
<212>  PRT

<213> Mus musculus
<400> 477

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 5 10 15
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Ala Cys Ala
<210> 478
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 478

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Leu Met Ser Leu Leu Phe Trp Val Ser
1 5 10 15

Thr Cys Gly

<210> 479
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 479

Met Glu Thr Asp Pro Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 480
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus rusculus
<400> 480
Met Glu Thr Asp Thr Ile Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

1 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 481
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 481

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 15

Ser Thr Gly

<210> 482
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<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 482

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro
1 5 10 - 15

Ser Thr Gly

<210> 483
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 483

Met Glu Thr His Ser Gln Val Phe Val Tyr Met Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

val Glu Gly

<210> 484
<211> 23
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 484
Met Gly Phe Lys Met Glu Ser His Thr Gln Ala Phe Val Phe Ala Phe

1 5 10 15

Leu Trp Leu Ser Val Asp Gly

20
<210> 485
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>. 485

Met Gly Val Pro Thr Gln Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr Vval Arg Cys

1 5 10 15
<210> 486

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 486

Met Ile Ala Ser Ala -Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln
1 5 10 : 15

Thr Arg Cys
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<210> 487
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 487
Met Lys Phe Pro Ser Gln Leu Leu Leu Phe Leu Leu Phe Arg Ile Thr

1 5 10 15

Ile Ile Cys

<210> 488
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 488

Met Lys Phe Pro Ser Gln Leu Leu Leu Leu Leu Leu Phe Gly Ile Pro
1 5 10 15 .

Met Ile Cys

<210> 489
<211> 19
<212> PRT

'<213> Mus musculus
<400> 489
Met Met Ser Ser Ala Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln

1 5 10 : 15

Thr Arg Cys

<210> 490
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 490
Met Met Ser Ser Ala Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Cys Phe Gln

1 5 10 15

Thr Arg Tyr

<210> 491
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 491

Met Asn Met Leu Thr Gln Leu Leu Gly -Leu Leu Leu Leu Trp Phe Ala
1 5 10 . 15

Gly Lys Cys

<210> 492
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 492
Met Arg Cys Leu Ala Glu Phe Leu Gly Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro

1 5 10 15

Ala Ile Gly

<210> 493
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 493

Met Arg Cys Leu Ala Glu Phe Leu Arg Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro

1 5 10 15
Ala Thr Gly

<210> 494

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 494

Met Arg Cys Ser Leu Gln Phe Leu Gly Val Leu Met Phe Trp Ile Ser
1 . 5 10 15

Val Ser Gly

<210> 495
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 495

Met Arg Phe Ser Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Trp Ile Pro
1 5 10 15
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Ser Thr Ala

<210> 496
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 496
Met Arg Pro Ser Ile Gln Phe Leu Gly Leu Leu Leu Phe Trp Leu His

1 5 10 15

Ala Gln Cys

<210> 497
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 497
Met Arg Val Leu Ala Glu Leu Leu Gly Leu Leu Leu Phe Cys Phe Leu

1 5 10 15

Val Arg Cys

<210> 498
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 4°¢8
Met Arg Val Leu Pro Glu Phe Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Ile Ser

1 5 10 15

val Arg Cys

<210> 499
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 499

Met Ser Ile Ser Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Ala Arg Cys

<210> 500
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<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 500

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 " 15

Ala Arg Cys

<210> 501
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 501

Met Ser Val Pro Thr Gln Leu Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 - 15

Ala Arg Cys

<210> 502
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 502
Met Ser Val Pro Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15

Ala Gly Cys

<210> 503
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400>. 503

Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Ala Arg Cys

<210> 504
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 504

Met Val Phe Thr Pro Gln Ile Leu Gly Leu Met Leu Phe Trp Ile Ser
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Ser Thr Gly

<210> 505
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 505

Met Val Phe Thr Pro Gln Ile Leu Gly Leu Met Leu Phe Trp Ile Ser
1 5 10 15

Ser Arg Gly

<210> 506
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 506

Met Val Leu Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val Val Phe Tyr Gln Ser

1 5 10 15
Arg Gly

<210> 507

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 507
Met Val Ser Thr Ser Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Phe Trp Thr Ser

1 5 10 15

Ser Arg Gly

<210> 508
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 508

Pro Ala Gln Phe Leu.Phe Leu Leu Val Leu Trp Ile Gln Ser Arg Cys
1 5 10 15
<210> 509

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 509

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Val

1 5 10 15
Leu Ser.

<210> 510

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 510

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

Leu Ser

<210> 511

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 511

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Phe Leu Ser Gly Thr Ala Val

1 5 10 . 15
Leu Ser

<210> 512

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 512

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Phe Leu Ser Gly Thr Ala Val

1 5 10 15
His Ser

<210> 513

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 513

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Leu Leu Phe Leu Ser Gly Thr Ala Val
1 5 10 15
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Leu Ser
<210> 514
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 514

Met Gly Trp Ser Trp Val Phe Leu Ser Phe Leu Ser Gly Thr Ala Val

1 5 10 15
Leu Ser

<210> 515

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 515

Met Lys Cys Ser Trp Val Ile Phe Phe Leu Met Ala Val Val Ile Ile
1 5 10 15

Asn Ser

<210> 516

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 516 .

Met Lys Leu Trp Leu Asn Trp Ile Leu Leu Val Ala Leu Leu Asn Ile
1 5 10 15

Gln Cys

<210> 517

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 517

Met Leu Leu Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val Val Phe Tyr Gln Val
1 5 10 : 15

His Cys

<210> 518
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<211> 19
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 518

Met Leu Leu Gly Leu Lys Trp Val Phe Phe Val val Phe Tyr Gln Gly
1 5 10 " 15

Val His Cys

<210> 519
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 519

Met Met Val Leu Ser Leu Leu Tyr Leu Leu Thr Ala Leu Pro Gly Ile

1 5 10 ) 15
Leu Ser

<210> 520

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 520

Met Asn Phe Gly Leu Ser Leu Ile Phe Leu Val Leu Ile Leu Lys Val
1 5 10 15

Cln Cys

<210> 521

<211> 14

<212> PRT

<213>. Mus musculus

<400> 521

Met Gln Leu Gly His Leu Leu Pro Asp Gly Ser Val Asn Ser
1 5 10

<210> 522

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 522

Met Val Ser Glu Thr His Val Leu Ile Phe Leu Leu Leu Trp Val Ser
1 ) : 10 15
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Val His Cys

<210> 523
<211> 19
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 523
Arg Ser Val Pro Thr Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1 5 10 15

Val Asn Ser

<210> 524
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 524

Met Glu Trp Ser Gly Val Phe Ile Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Val
1 5 10 15

Tyr Ser

<210> 525

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 525
Met Glu Trp Ser Arg Val Phe Ile Phe Leu Leu Ser Val Thr Ala Val
1 . 5 10 15
~ His Ser
<210> 526
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 526
Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser vVal Thr Thr val

1 5 10 15

His Ser

<210> 527
<211> 18



175

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 527

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Leu Leu Ser Leu Thr Ser Val
1 5 10 15

His Ser

<210> 528

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 528
Met Gly Arg Leu Thr Phe Ser Phe Leu Leu Leu Leu Pro Val Pro Ala

1 5 10 15

Val Leu Ser

<210> 529
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 529

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

1 .5 10 ' 15
His Phe
- <210> 530
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400>. 530

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Asn Val
1 S 10 15

His Ser

<210> 531

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 531
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Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Val

1 5 10 15
His Ser

<210> 532

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 532

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

1 5 10 .15
His Ser
<210> 533
<211> 18
" <212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 533

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

1 5 10 : 15
His Ser

<210> 534

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 534

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ser Thr Ala Thr Vval

1 5 10 15
His Ser

<210> 535

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 535

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

His Ser
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<210> 536
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 536

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Ile Leu Val Ala Ala Ala Thr Vval
1 5 10 15

His Ser

<210> 537

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 537

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Ile Leu Val Ala Ala Ala Thr Vval

1 5 10 15
Gln Phe

<210> 538

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 538

Met Gly Trp Ser Cys Ile Met Leu Phe Leu Ala Ala Arg Ala Thr Val

1 : 5 10 15
His Ser

<210> 539

<211> 18

<212>. PRT

<213> Mus musculus

<400> 539

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

His Phe

<210> 540

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 540

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

His Phe

<210> 541

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 541

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

His Ser

<210> 542

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus.
<400> 542

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

1 ) 5 10 15
His Ser

<210> 543

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 543

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

His Ser

<210> 544

<211> 19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 544

Met Gly Trp Ser Phe Leu Pro Leu Phe Leu Ala Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 . 15
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Val His Ser

<210> 545
<211> 18
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 545

Met Gly Trp Ser Arg Ile Phe Leu Phe Leu Leu Ser Ile Thr Ala Val

1 5 : 10 15
His Cys

<210> 546

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 546

Met Gly Trp Ser Ser Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Val

1 5 10 15
His Ser

<210> 547

<211> 18

<212> 'PRT

<213> Mus musculus
<400> 547

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe Pro Phe Leu Leu Ser Gly Thr Ala Val

1 5 10 15
His Cys

<210> 548

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 548

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Val
1 5 10 15

His Phe

<210> 549
<211> 18
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 549

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Phe Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Val

1 ) 10 15
His Ser

<210> 550

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 550

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1 5 10 15
His Ser

<210> 551

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 551

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Vval
1 5 ) 10 15

His Ser

<210> 552

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 552

Met Gly Trp Ser Tyr Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Val
1 5 10 15

Asn Ser

<210> 553

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 553

Met Arg Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr val
1 ) 5 10 15
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His Ser
<210> 554
<211> 16
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> ligante 8

<400> 554
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

<210> 555

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> 1ligante 9

<400> 555

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
20 . 25

<210> 556
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> ligante 10

<400> 6556

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 : 5 10 15
Gly

<210> 557

<211> 27

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> 1ligante 11

<400>- 557
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Gly Gly'Giy Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

5 10° 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly

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

<220>
<223>

<400>

20 25
558
38
DNA
Artificial

Insercdo de um uUnico sitio de restri¢do HindIII e.KasI.

558

aagcttcaac aggggagagt gttgaaggga gaggcgcc

38
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REIVINDICACOES

1. Método para a produg¢do recombinante de um polipeptideo
heterélogo em uma célula hospedeira eucaridtica compreendendo um plas-
mideo de expressao, caracterizado pelo fato de que

a) o plasmideo de expressdo compreende em uma diregdo 5'
para 3'

aa) um promotor,

ab) um acido nucléico codificando um primeiro polipeptideo, cuja
seqﬁéncia de aminoécidos é selecionada da Tabela 1 dependendo dos dois
primeiros aminoacidos do segundo polipeptideo, '

ac) um acido nucléico codificando um segundo polipeptideo
compreendendo . _

i) um &cido nucléico codificando o referido polipeptideo hete-
rélogo, | _ |

ii) um &cido nucléico codificando um ligante,

iii) um acido nucléico codificando um fragmento de imuno-
globulina,

‘ad) uma regiao 3' néo traduzida compreendendo um sinal de
poliadenilagao, _

~ b) o plasmideo de expresséo € introduzido em uma célula hos-
pedeira eucaridtica,

c) a célula hospedeira é cultivada sob condi¢gbes adequadas pa-
ra a expressao do segundo polipeptideo,

d)o segundb polipeptideo é recuperado do meio de cultura.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o referido segundo polipeptideo compreende depois do polipep-
tideo heterélogo um ligante e depois do ligante segue um fragmento de imu-
noglobulina como a parte carboxi-terminal do segundo polipeptideo.

3. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 ou
2, caracterizado pelo fato de que o segundo polipeptideo contém na posi¢ao
5' para o &cido nucléico codificando o referido polipeptideo heterélogo um

acido nucléico adicional codificando ou um Gnico aminoécido ou um dipeptideo
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ou o peptideo QIWNN (SEQ ID NO: 472) ou um fragmento do mesmo.

4, Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes. 1 a
3, caracterizado pelo fato de que o fragmento de imunoglobulina é obtido ou
de uma IgG ou de uma IgE.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que a célula eucariética € uma célula mamifera.

6. Método de acordo com a reivindicagédo 5, caracterizado pelo
fato de que é célula mamifera é uma célula CHO, célulé NSO, célula Sp2/0,
célula COS, célula K562, célula BHK, célula PER.C6 .ou célula HEK.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que o ligante € um peptideo-ou polipeptideo
selecionado entre o grupo consistindo em SEQ ID NO: 06, 07, 08, 09, 10,
139, 140, 554, 555, 556, e 557.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que o fragmento de imunoglobulina compreende

| a) ou o dominio Cnx1, Cx2, Cu3 e a regido de articulagao de 'uma
cadeia pesada de imunoglobulina ou o dominio C. de uma cadeia leve de
imunoglobulina, e _ |

b) um fragmento de um dominio variavel de imunoglobulina de
cadeia pesada ou leve.

9. Método de acordo com qualquer. uma das reivindicagdes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que o fragmento de imunoglobulina compreen-
de somente dominios constantes.

10. Plasmideo compreendendo em uma diregéao 5' para 3'

a) um promotor,

b) um acido nucléico codificando um primeiro polipeptideo, cuja
seqliéncia de aminoacidos é selecionada da Tabela 1 dependendo'dos dois
primeiros aminodcidos do segundo polipeptideo;

¢) um acido nucléico codificando um segundo polipeptideo com-
preendendo

i) um &cido nucléico codificando.um polipeptideo heterologo,

ii) um acido nucléico codificando um ligante,
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iii) um Aacido nucléico codificando um fragmento de imuno-
globulina;

d) uma regido 3' ndo traduzida compreendendo um sinal de po-
liadenilagao.

11. Kit para a preparag¢éo de um plasmideo para a expressao de
um polipeptideo heterélogo em uma célula eucariética compreendendo um
plasmideo o qual compreende em uma dire¢do 5' para 3'

a) um promotor,

b) um &cido nucléico codificando um primeiro polipeptideo, cuja
sequéncia de aminoacidos é se'lecionada entre o grupo consistindo em SEQ
ID NO: 36, 37, 319, 320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328, e 329

c¢) um acido nucléico codificando um segundo polipeptideo com-
preendendo

i) um acido nucléico codificando um peptideo QIWNN (SEQ
ID NO: 472) ou uma fragdo N-terminal do mesmo,

ii) um sitio de clonagem compreendendo no minimo um sitio
de clivagem de restrigéo, |

~iii) um &cido nucléico codificando um ligante selecionado en-

tre o grupo consistindo em SEQ ID NO: 06, 07, 08, 09, 10, 139, 140, 554,
5586, 556, e 557, '

iv) um ééido nucléico codificando um fragmento de imuno-
globulina;

d) uma regido 3' ndo traduzida compreendendo um sinal de po-

liadenilagéo.
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RESUMO
Patente de Invengé&o: "METODO PARA A EXPRESSAO RECOMBINANTE

DE UM POLIPEPTIDEO".
A presente invencao refere-se a um descrito um método para a

‘produgdo recombinante de um polipeptideo heterdlogo em uma célula hos- .

pedeira eucariética. A célula hospedeira compreende um plasmideo de ex- .
pressao, em que o plasmideo de expressao compreende em uma diregéao 5'
para 3' a) um promotor, b) um &acido nucléico codificando‘um primeiro poli-
peptideo, cuja sequéncia de aminoacidos é selecionada da Tabela 1 depen-
dendo dos dois primeiros aminoacidos do segundo polipeptideo, ¢) um 4cido
nucléico codificando um segundo polipeptideo compreendendo um &cido
nucléic_d codificando um polipeptideo heterélogo, um acido nucléico codifi-
cando um Iiganté, e um Aacido nucléico codificando um fragmento de imuno-
globulina, e d) uma fegiéo 3 néao traduzida compreendendo um sinal de po-
liadenilagdo. Sao descritos adicionalmente um plasmideo e um kit.
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