(22) Data de Deposito: 26/03/2008

(43) Data da Publicacao: 09/09/2014
(RPI 2279)

Torgstiane ! f g Frig BRI

enriososasszaz NI

(54) Titulo: CONSTRUCTOS E BIBLIOTECAS QUE (57) Resumo:

COMPREENDEM SEQUENCIAS DE CADEIA LEVE
SUBSTITUIDA DE ANTICORPOS

(30) Prioridade Unionista: 27/03/2007 US 60/920,568
(73) Titular(es): Sea Lane Biotechnologies, LLC
(72) Inventor(es): Lawrence Horowitz, Li Xu, Ramesh Bhatt

(74) Procurador(es): Dannemann ,Siemsen, Bigler &
I[panema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT US2008058283 de
26/03/2008

(87) Publicacao Internacional: wO 2008/118970de
02/10/2008

8 0 9 4 3 5 A 2 *

(51) Int.ClI.:
C12N 15/10
CO7K 16/28
GO1N 33/68
C12N 15/62



10

15

20

25

30

Relatério Descritivo da Patente de Invengado para "CONSTRUC-
TOS E BIBLIOTECAS QUE COMPREENDEM SEQUENCIAS DE CADEIA
LEVE SUBSTITUTA DE ANTICORPOS".

Campo da Invengao

A presente invencdo refere-se o constructos e bibliotecas que
compreendem sequéncias de cadeia leve substituta de anticorpos. Em parti-
cular, a invengao esta relacionada o constructos que compreendem sequén-
cias VpreB, opcionalmente utilizadas como parceiras com outro polipeptideo,
tal como, por exemplo, sequéncias de dominios variaveis de cadeias pesa-
das de anticorpos e bibliotecas que contém as mesmas.

Antecedentes da Invengao

Moléculas de anticorpo (lg) produzidas por linfécitos B sdo cons-
tituidas de cadeias pesadas (H) e leves (L). As sequéncias de aminoacidos
dos dominios amino terminais das cadeias H e L sdo variaveis (Vy e V), es-
pecialmente nas trés regides hipervariaveis (CDR1, CDR2, CDR3) que for-
mam o sitio de combinagédo de antigenos. A montagem das cadeias He L &
estabilizada por uma ligagéo bissulfeto entre a regido constante da cadeia L
(CL) e a primeira regiao constante da cadeia pesada (Cn4) € através de inte-
ragdes ndo-covalentes entre os dominios Vy e V..

Em seres humanos e muitos animais, tais como camundongos,
os genes que codificam as cadeias H e L do anticorpo sdo montados em re-
arranjos somaticos em etapas de fragmentos génicos que codificam ptécni-
cas das regides V. Varios estagios do desenvolvimento de linfocitos B sdo
caracterizados pelo status de rearranjo dos loci génicos de Ig (vide, por e-
xemplo, Melchers, F. & Rolink, A., B-Lymphocyte Development and Biology,
Paul, W.E., ed., 1999, Lippincott, Filadélfia).

Os precursores de células B (pré-células B) foram identificados

na medula 6ssea como linfécitos que produzem cadeias pesadas p, mas ao
invés das cadeias leves completamente desenvolvidas expressam um con-
junto de genes especificos a linhagem B chamado VpreB(1-3) e A5, respecti-
vamente.

A isoforma principal da VpreB1 humana (CAG30495) é um poli
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peptideo de 145 aa de comprimento (SEQ ID NO: 1). Esta possui uma estru-
tura similar ao dominio V de Ig, mas nao possui o ultima fita B (B7) de um
dominio V tipico e possui uma extremidade terminal carboxila que nao exibe
homologias de sequéncia com quaisquer outras proteinas. A VpreB2 possui
varias isoformas, incluindo um polipeptideo VpreB2 de camundongo de 142
aminoacidos (P13373; SEQ ID NO: 2) e uma variagdo de processamento de
171 aminoacidos de comprimento da sequéncia VpreB2 de camundongo
(CAA01964] SEQ ID NO: 3). As sequéncias de VpreB1 e VpreB2 foram des-
critas na EP 0 269 127 e na Patente U.S. N® 5.182.205; Collins e outros,
Genome Biol. 5(10):R84 (2004); e Hollins e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86(14):5552-5556 (1989). A isoforma principal da VpreB3 humana
(SEQ ID NO: 4) é uma proteina de 123 aminoacidos de comprimento
(CAG30496), descrita em Collins e outros, Genome Biol. 5(10):R84 (2004).

As VpreB(1-3) estdo associadas de forma nao-covalente com

outra proteina, A5. A A5 humana é um polipeptideo de 209 aminoacidos
(CAA01962; SEQ ID NO: 5), que carrega uma estrutura similar ao dominio C
de Ig com grandes homologias com as cadeias leves do anticorpo e, em di-
regao a sua extremidade amino terminal, duas regides funcionalmente distin-
tas, das quais uma exibe grande homologia com a fita 7 dos dominios VA.
Uma proteina similar a A5 humana possui 213 aminoacidos (NP_064455;
SEQ ID NO: 6) e exibe aproximadamente 84% de identidade de sequéncia
com a regido constante da cadeia leve de A do anticorpo.

Para mais detalhes, vide os artigos de revisdo a seguir: Karasu-
yama e outros, Adv. Immunol. 63:1-41 (1996); Melchers e outros, Immunol-
ogy Today 14:60-68 (1993); e Melchers, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:2571-
2573 (1999).

Os polipeptideos VpreB e A5 formam juntos uma estrutura simi-
lar a cadeia leve de Ig associada de forma ndo-covalente, que é chamada de
cadeia leve substituta ou pseudocadeia leve. Na superficie de pré-células B
iniciais, a cadeia leve substituta esta ligada por dissulfeto a cadeia pesada pn
de Ig ligada a membrana em associagdo com um heterodimero
CD79a/CD79b transdutor de sinal para formar uma estrutura similar ao re-
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ceptor de células B, o assim chamado receptor pré-células B (preBCR).

Sumario da Invencgao

Em um aspecto, a invengdo esta relacionada a polipeptideos
que compreendem uma sequéncia de VpreB ou uma sequéncia de A5 conju-
gada a uma sequéncia de aminoacidos heterogénea, em que os polipepti-
deos sdo capazes de se ligar a um alvo.

Em uma modalidade preferida, o polipeptideo compreende uma
sequéncia de VpreB, em que a VpreB pode ser qualquer VpreB nativa, in-
clundo a VpreB1 humana (SEQ ID NO: 1), a VpreB2 de camundongo (SEQ
ID NO: 2 e 3) e a VpreB3 humana (SEQ ID NO: 4) ou um analogo das mes-
mas em outra espécie de mamifero ou um fragmento ou uma variagao das
mesmas, contanto que o polipeptideo mantenha a capacidade de se ligar a
um alvo.

Em uma modalidade preferida, a sequéncia de aminoacidos he-
terogénea é uma sequéncia de A5, que pode ser qualquer sequéncia de A5
nativa ou qualquer fragmento ou variagdo da mesma, incluindo a sequéncia
de A5 humana nativa da SEQ ID NO: 5, a sequéncia similar & A5 humana da
SEQ ID NO: 6 e fragmentos e variagcbes das mesmas.

A sequéncia de VpreB e a sequéncia de aminoacidos heterogé-
nea, por exemplo, a sequéncia de A5, podem ser fundidas diretamente uma
com a outra ou podem ser associadas de forma nao-covalente. No primeiro
caso, a fusdo ocorre preferencialmente nas ou ao redor das regides analo-
gas de CDR3 de VpreB e A5, respectivamente.

Em uma outra modalidade, a sequéncia de aminoacidos hetero-
génea € ou compreende uma sequéncia de regido variavel de cadeia leve de
anticorpo. Em uma modalidade particular, a sequéncia de regiao variavel de
cadeia leve de anticorpo é fundida com a sequéncia de VpreB em um sitio
analogo a uma regido de CDR3 de cadeia leve de anticorpo. Em uma outra
modalidade, a fusdo ocorre entre a regiao de CDR3 de uma cadeia leve de
anticorpo e a regiao analoga a CDR3 de uma VpreB. Em todas as modalida-
des, a cadeia leve de anticorpo pode ser uma cadeia A ou uma cadeia K.

Em modalidades particulares, os polipeptideos apresentados
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aqui, que incluem, sem limitacdo, conjugados de VpreB-A5 (incluindo fusdes,
outra ligagao covalente e associagdes ndo-covalentes) e conjugados de V-
preB-cadeia leve de anticorpo, podem estar adicionalmente associados com
uma sequéncia que compreende uma sequéncia de regido variavel de ca-
deia pesada de anticorpo, tal como uma regiao variavel de cadeia pesada de
anticorpo ou uma cadeia pesada completa de anticorpo, incluindo uma regi-
ao variavel.

Quando o polipeptideo compreende uma sequéncia de A5, a A5
pode ser qualquer A5 nativa, incluindo a A5 humana da SEQ ID NO: 5 e a
proteina similar a A5 humana da SEQ ID NO: 6 ou um homdlogo em outra
espécie de mamifero ou qualquer fragmento ou variagdo dos mesmos, con-
tanto que o polipeptideo mantenha a capacidade de se ligar a um alvo. Em
uma modalidade particular, a sequéncia de aminoacidos heterogénea conju-
gada com a sequéncia de A5 é uma sequéncia de VpreB.

Nos constructos de polipeptideos da presente invengao, as se-
quéncias de VpreB e de A5, se estiverem ambas presentes, podem ser con-
jugadas através de quaisquer meios, incluindo a fusdo direta, a ligagao cova-
lente por uma sequéncia ligante (por exemplo, um ligante peptidico) e a as-
sociagao ndo-covalente.

Em uma modalidade particular, uma fusao de uma sequéncia de
VpreB e uma sequéncia de A5 é conjugada a uma sequéncia de cadeia pe-
sada de anticorpo através da associagdo nao-covalente, para formar um
complexo dimérico.

Em uma outra modalidade, um complexo trimérico é formado a-
través da associagdo nao-covalente de uma sequéncia de VpreB, uma se-
quéncia de A5 e uma sequéncia de cadeia pesada de anticorpo. Em certas
modalidades, nestas estruturas, que também sio referidas com estruturas
de cadeia leve substitutas variantes de "variagbes de SURROBODY®", as
caudas caracteristicas (apéndices) de uma ou de ambas as ptecnicas de V-
preB e A5 podem ser (mas nao precisam ser) mantidas. E possivel ligar fun-
cionalidades adicionais a tais apéndices. Em adi¢do, em varias modalidades,

as fusdes benéficas com apéndices podem ser planejadas e produzidas com
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a finalidade de melhorar varias propriedades dos constructos, tais como PK
e/ou poténcia.

Em todas as modalidades, quando uma cadeia pesada de anti-
corpo que compreende sequéncias da regido variavel estiver presente, o po-
lipeptideo da presente invencdo e as sequéncias de regido variavel de ca-
deia pesada de anticorpo podem ser ligar ao mesmo alvo ou a diferentes.

Em um outro aspecto, a invencgao esta relacionada a uma biblio-
teca de tais polipeptideos.

Ainda em um outro aspecto, a invengao esta relacionada a uma
biblioteca de tais polipeptideos associados com cadeias pesadas de anticor-
po ou fragmentos dos mesmos que compreendem sequéncias da regido va-
riavel.

Em um aspecto adicional, a invengédo esta relacionada a uma bi-
blioteca que compreende uma colecao de sequéncias de cadeia leve substi-
tuta opcionalmente associada com sequéncias de regido variavel de cadeia
pesada de anticorpo.

Em todos os aspectos, a biblioteca pode estar na forma de uma
exibicdo, tal como, por exemplo, uma exibicdo em fagos, uma exibicdo bac-
teriana, uma exibicdo em leveduras, uma exibigao de ribossomos, uma exi-
bicdo de mRNA, uma exibigdo de DNA, uma exibicdo em células de mamife-
ro, uma exibicdo em esporos, uma exibigao viral, uma exibicdo baseada na
ligagao de proteina-DNA ou uma exibicdo em microesferas.

A invengao esta relacionada ainda a varios usos de tais polipep-
tideos e bibliotecas que contém tais polipeptideos, por exemplo, para plane-
jar ou selecionar moléculas similares a anticorpos com especificidades de
ligagao e/ou afinidades de ligagao desejadas, que possuem aplicagdes tera-
péuticas importantes.

Breve Descricao das figuras

A figura 1 mostra o alinhamento de VpreB1 humana (SEQ ID
NO: 1) e A5 humana com regides variaveis e constantes da cadeia A do anti-
corpo. A VpreB1 compartilha alguma similaridade de sequéncia com as regi-

Oes variaveis da cadeia A do anticorpo, enquanto que A5 compartilha alguma
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similaridade com as regides constantes da cadeia A do anticorpo e a regiao
estrutural 4. As regides dentro de caixas identificam sequéncias de VpreB1 e
A5 que sdo similares as regides estruturais de CDR1, CDR2 e CDR3 da ca-
deia A do anticorpo, respectivamente.

A figura 2 é uma ilustragdo esquematica de uma cadeia leve
substituta formada pelas sequéncias de VpreB e A5, polipeptideos de fusao
ilustrativos que compreendem sequéncias de cadeia leve substituta e uma
estrutura de cadeia leve de anticorpo derivadas da unidao V-J.

A figura 3 é uma ilustragdo esquematica de varios constructos
de delecao e de cadeia isolada da cadeia leve substituta.

A figura 4 ilustra esquematicamente a incorporacdo de diversi-
dade funcional combinatdria nos constructos de cadeia leve substituta.

A figura 5 mostra as estruturas de genes e de proteinas de va-
rios constructos de cadeia leve substituta ilustrativas.

A figura 6 é o alinhamento de sequéncias de VpreB1 com se-
quéncias da regido variavel da cadeia leve de A5 do anticorpo. As regides
com o grau mais alto de similaridade de sequéncia estao dentro de caixas.
Como mostrado na figura, VpreB1 exibe apenas 56%-62% (aminoacidos 2
até 97) de identidade de sequéncia com as sequéncias da linhagem germi-
nativa da regido variavel da cadeia leve de A5.

A figura 7 é o alinhamento de sequéncias de VpreB1 com se-
quéncias da regiao constante da cadeia leve de A5 do anticorpo. Como mos-
trado na figura, as sequéncias de VpreB1 alinhadas exibem apenas 62%
(aminoacidos 97 até 209) de identidade de sequéncia com as sequénicas da
regiao constante da cadeia leve de A5 do anticorpo correspondentes.

A figura 8 é o alinhamento de sequéncias de VpreB1 com se-
quéncias da regiao constante da cadeia leve k do anticorpo. Como mostrado
na figura, as sequéncias de VpreB1 alinhadas exibem apenas 35% (aminoa-
cidos 105 até 209) de identidade de sequéncia com as sequéncias da regiao
constante da cadeia leve k do anticorpo correspondentes.

A figura 9 ilustra varias maneiras representativas de adicionar

funcionalidade aos componentes de cadeia leve substituta (SLC).
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A figura 10 mostra a sequéncia de VpreB1 humana da SEQ ID
NO: 1; as sequéncias de VpreB2 de camundongo das SEQ ID NOS: 2 e 3; a
sequéncia de VpreB3 humana da SEQ ID NO: 4, a sequéncia de A5 humana
da SEQ D NO: 5 e a sequéncia da proteina similar & A5 humana da SEQ ID
NO: 6 e sequéncias de varios constructos utilizados nos Exemplos.

A figura 11 ilustra varios constructos triméricos e diméricas de
cadeia leve substituta da invengao.

Figura 12: Detecgao de cadeias leves substitutas e cadeias pe-
sadas conjugadas. Faixa 1: Comprimento Completo; Faixa 2: Lambda 5 dT,;
Faixa 3: VpreB dt; Faixa 4: Curtas; Faixa 5: fusdo de SCL 1; Faixa 6: fusado
de SLC 2; Faixa 7: Anticorpo.

Figura 13: as proteinas de fusdo de SLC sao expressas € bem
secretadas dentro do periplasma de E. coli e sao utilizadas melhor como
parceiras com CH1 de cadeia pesada de IgG1 ao invés de IgM. Painel A:
expressao de proteinas de fusdo de SCL em E. coli. Painel B: parceiros da
cadeia gama de IgG1 e € melhor purificada que a cadeia p de IgM com uma
fusédo de SLC.

Figura 14: ELISA de captura de constructos de cadeia leve subs-
tituta em fagos através da detecgao anti fago.

Figura 15: constructos de cadeia leve substituta purificado ex-
pressas em células de mamifero que se ligam ao alvo viral.

Figura 16: constructos de cadeia leve substituta purificadas ex-
pressas em células de mamifero que contém complexos estaveis que se li-
gam ao antigeno viral.

Figura 17: Ligagdo ao antigeno com lisados periplasmaticos de
E. coli.

Figura 18: Fago com constructo de fusdo de cadeia leve substi-
tuta pareado com cadeia pesada neutralizadora que se liga facilmente ao
antigeno HA de H5.

Figura 19: Fago com constructo de cadeia leve substituta parea-
do com cadeia pesada neutralizadora que se liga ao antigeno.

Figura 20: Tabela que resume os resultados de experimentos de
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exibicdo em fagos.

Figuras 21 e 22: Resultados da analise clonal dos ciclos 1 e 2 de
fusGes de cadeia leve substituta 1 e 2.

Descri¢cao Detalhada da Invengao

A. Definicées

A nao ser que seja definido de outra maneira, os termos técnicos
e cientificos utilizados aqui possuem o mesmo significado que o comumente
entendido por um versado na técnica a qual esta invengao pertence. Single-
ton e outros, Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 22 ed., J. Wi-
ley & Sons (New York, NY 1994), fornecem a um versado na técnica um guia
geral para muitos dos termos utilizados no presente pedido de patente.

Um versado na técnica reconhecera muitos métodos e materiais
similares ou equivalentes aos descritos aqui, que poderiam ser utilizados na
pratica da presente invencdo. Na verdade, a presente invengao nao € de
forma alguma limitada pelos métodos e materiais descritos. Para as finalida-
des da presente invengao, os termos a seguir sao definidos abaixo.

O termo "cadeia leve substituta”, como utilizado aqui, refere-se a
um dimero formado pela associagao nao-covalente de uma proteina VpreB e
uma A5.

O termo "VpreB" é utilizado aqui no sentido mais amplo e refere-
se a qualquer polipeptideo de sequéncia nativa ou variante de VpreB, inclu-
indo especificamente, sem limitagdo, a VpreB1 humana da SEQ ID NO: 1, a
VpreB2 de camundongo das SEQ ID NOS: 2 e 3, a VpreB3 humana da SEQ
ID NO: 4 e isoformas, incluindo variagbes de processamento e variagdes
formadas através de modificagbes pos-tradugdo, outros homologos de ma-
mifero das mesmas, bem como variagdes de tais polipeptideos de sequéncia
nativa.

O termo "A5" é utilizado aqui no sentido mais amplo e refere-se
ao polipeptideo de sequéncia nativa ou variante de A5, incluindo especifica-
mente, sem limitagédo, a A5 humana da SEQ ID NO: 5, a proteina similar & A5
humana da SEQ ID NO: 6 e suas isoformas, incluindo variagdes de proc'es-

samento e variagdes formadas através de modificagbes pds-tradugao, outros
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homodlogos de mamifero das mesmas, bem como variacdes de tais polipep-
tideos de sequéncia nativa.

Os termos "polipeptideo VpreB variante” e "uma variante de um
polipeptideo VpreB" sao utilizados de forma intercambiavel e sdo definidos
aqui como um polipeptideo que difere de um polipeptideo VpreB de sequén-
cia nativa em uma ou mais posigdes de aminoacidos como um resultado de
uma modificagao de aminoacido. O "polipeptideo VpreB variante", como de-
finido aqui, sera diferente de uma sequéncia de cadeia leve A ou k de anti-
corpo nativa ou de um fragmento da mesma. O "polipeptideo VpreB varian-
te" ird preferencialmente manter pelo menos aproximadamente 65% ou pelo
menos aproximadamente 70% ou pelo menos aproximadamente 75% ou pe-
lo menos aproximadamente 80% ou pelo menos aproximadamente 85% ou
pelo menos aproximadamente 90% ou pelo menos aproximadamente 95%
ou pelo menos aproximadamente 98% de identidade de sequéncia com um
polipeptideo VpreB de sequéncia nativa. Em outra modalidade preferida, o
"polipeptideo VpreB variante" sera menos que 95% ou menos que 90% ou
menos que 85% ou menos que 80% ou menos que 75% ou menos que 70%
ou menos que 65% ou menos que 60% idéntico em sua sequéncia de ami-
noacidos em relagdo a uma cadeia leve A ou k de anticorpo nativa. Os poli-
peptideos VpreB variantes incluem especificamente, sem limitagcao, polipep-
tideos VpreB em que a cauda Unica ndo similar a Ig no terminal C da se-
quéncia de VpreB é parcialmente ou completamente removida.

Os termos "polipeptideo A5 variante” e "uma variante de um poli-
peptideo A5" sao utilizados de forma intercambiavel e sdo definidos aqui co-
mo um polipeptideo que difere de um polipeptideo A5 de sequéncia nativa
em uma ou mais posigdes de aminoacidos como um resultado de uma modi-
ficagdo de aminoacido. O "polipeptideo A5 variante”, como definido aqui, se-
ra diferente de uma cadeia leve A ou k de anticorpo nativa ou de um frag-
mento da mesma. O "polipeptideo A5 variante” ira preferencialmente manter
pelo menos aproximadamente 65% ou pelo menos aproximadamente 70%
ou pelo menos aproximadamente 75% ou pelo menos aproximadamente

80% ou pelo menos aproximadamente 85% ou pelo menos aproximadamen-
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te 90% ou pelo menos aproximadamente 95% ou pelo menos aproximada-
mente 98% de identidade de sequéncia com um polipeptideo A5 de sequén-
cia nativa. Em outra modalidade preferida, o "polipeptideo A5 variante" sera
menos que 95% ou menos que 90% ou menos que 85% ou menos que 80%
ou menos que 75% ou menos que 70% ou menos que 65% ou menos que
60% idéntico em sua sequéncia de aminoacidos em relagédo a uma cadeia
leve A ou k de anticorpo nativa. Os polipeptideos A5 variantes incluem espe-
cificamente, sem limitagao, polipeptideos A5 em que a cauda unica no termi-
nal N da sequéncia de A5 é parcialmente ou completamente removida.

A porcentagem de identidade das sequéncias de aminoacidos
pode ser determinada utilizando o programa de comparagao de sequéncias
NCBI-BLAST2 (Altschul e outros, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)).
O programa de comparagao de sequéncias NCBI-BLAST2 pode ser adquiri-

do a partir do http://www.ncbi.nim.nih.gov ou obtido de outra maneira no Na-
tional Institute of Health, Bethesda, MD. O NCBI-BLAST2 utiliza varios pa-
rametros de busca, em que todos estes parametros de busca sao ajustados
em valores pré-estabelecidos incluindo, por exemplo, ndo mascarado = sim,
fita = todo, ocorréncias esperadas = 10, comprimento minimo com complexi-
dade baixa = 15/5, valor e multi-pass = 0,01, constante para multi-pass = 25,
"dropoff* para o alinhamento com adi¢do de espacos final = 25 e matriz de
classificagdo = BLOSUM®62.

O termo "sequéncia VpreB" é utilizado aqui para se referir a se-
quéncia de "VpreB", como definido anteriormente aqui ou a um fragmento da
mesma.

O termo "sequéncia de A5" é utilizado aqui para se referir a se-
quéncia de "A5", como definido anteriormente aqui ou a um fragmento da
mesma.

O termo "sequéncia de cadeia leve substituta”, como definido
aqui, significa qualquer sequéncia de polipeptideo que compreende uma
"sequéncia VpreB" e/ou uma "sequéncia de A5", como definido anteriormen-
te aqui. A "sequéncia de cadeia leve substituta", como definido aqui, inclui

especificamente, sem limitagcdo, a sequéncia de VpreB1 humana da SEQ ID
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NO 1, as sequéncias de VpreB2 de camundongo das SEQ IDNOS:2e 3 ea
sequéncia de VpreB3 humana da SEQ ID NO: 4 e suas varias isoformas, in-
cluindo variagbes de processamento e variagdes formadas através de modi-
ficagbes pos-tradugao, homodlogos das mesmas em outras espécies de ma-
miferos, bem como fragmentos e variagbes das mesmas. O termo "sequén-
cia de cadeia leve substituta" inclui adicionalmente, sem limitagdo, a se-
quéncia de A5 humana da SEQ ID NO: 5, a sequéncia similar a A5 humana
da SEQ ID NO: 6 e suas isoformas, incluindo variagoes de processamento e
variagdes formadas através de modificagdes pds-tradugdo, homoélogos das
mesmas em outras espécies de mamiferos, bem como fragmentos e varia-
¢oes das mesmas. O termo "sequéncia de cadeia leve substituta” inclui adi-
cionalmente uma sequéncia que compreende ambas as sequéncias de V-
preB e A5 como definido anteriormente aqui.

Para a estrutura tridimensional do receptor pré-célula B (pre-
BCR), incluindo a estrutura da cadeia leve substituta (SCL) e seus compo-
nentes vide, por exemplo, Lanig e outros, Mol. Immunol. 40(17):1263-72
(2004).

A "sequéncia de cadeia leve substituta” pode ser opcionalmente
conjugada a uma sequéncia de aminoacidos heterogénea ou qualquer outro
componente heterogéneo, para formar uma "cadeia leve substituto construc-
to" descrita aqui. Assim, o termo "cadeia leve substituto constructo” & utiliza-
do no sentido mais amplo e inclui quaisquer e todos os componentes hete-
rogéneos adicionais, incluindo uma sequéncia de aminoacidos heterogénea,
um acido nucleico e outras moléculas conjugadas com uma sequéncia de
cadeia leve substituta, em que "conjugacao” é definida abaixo. Um "cons-
tructo de cadeia leve substituta" € também referida aqui como um "SURRO-
BODY®" e os dois termos sao utilizados de forma intercambiavel.

No contexto dos polipeptideos da presente invengdo, o termo
"sequéncia de aminoacidos heterogénea", relativo a uma primeira sequéncia
de aminoacidos, é utilizado para se referir a uma sequéncia de aminoacidos
que nao esta naturalmente associada com a primeira sequéncia de aminoa-

cidos, pelo menos nao na forma que esta presente nos constructos de ca-



10

15

20

25

30

12

deia leve substituta apresentadas aqui. Assim, uma "sequéncia de aminoaci-
dos heterogénea" relativa a uma VpreB é qualquer sequéncia de aminoaci-
dos ndo associada com a VpreB nativa em seu ambiente nativo, incluindo,
sem limitagao, sequéncias de A5 que sao diferentes daquelas sequéncias de
A5 que, junto com a VpreB, formam a cadeia leve substituta em células B em
desenvolvimento, tais como variagdes de sequéncias de aminoacidos, por
exemplo, sequéncias de A5 truncadas e/ou derivatizadas. Uma "sequéncia
de aminoacidos heterogénea” relativa a uma VpreB inclui ainda sequéncias
de A5 associadas covalentemente a, por exemplo, fundidas a, VpreB, inclu-
indo a sequéncia nativa A5, uma vez que em seu ambiente nativo, as se-
quéncias de VpreB e A5 nao estdo associadas de forma covalente, por e-
xemplo, fundidas, uma com a outra. As sequéncias de aminoacidos hetero-
géneas incluem ainda, sem limitagao, sequéncias de anticorpos, incluindo
sequéncias de anticporos e de cadeia pesada e fragmentos das mesmas,
tais como, por exemplo, sequéncias da regidao variavel de cadeias leve e pe-
sada do anticorpo e sequéncias da regiao constante de cadeias leve e pesa-
da do anticorpo.

Os termos "conjugar”, "conjugado(a)" e "conjugacao" referem-se
a quaisquer e todas as formas de ligagao covalente ou nao-covalente e in-
cluem, sem limitagdo, a fusdo genética ou quimica direta, o acoplamento a-
través de um ligante ou de um agente de reticulagcdo e a associagdo nao-
covalente, por exemplo, através de forgcas de Van der Waals ou através do
uso de um ziper de leucina.

O termo "fusao" é utilizado aqui para se referir a combinagio de
sequéncias de aminoacidos de origem diferente em uma cadeia de polipep-
tideo através da combinagcdo em quadro de suas sequéncias de nucleoti-
deos codificadoras. O termo "fusdo" abrange explicitamente fusdes internas,
isto &, insercdo de sequéncias de origem diferente dentro de uma cadeia de
polipeptideo, em adigdo a fusdo com um de seus terminais.

Como utilizado aqui, o termo "alvo" € uma substéancia que intera-
ge com um polipeptideo apresentado aqui. Os alvos, como definido aqui, in-

cluem especificamente antigenos com os quais os constructos contendo V-
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preB da presente invengao interagem. Preferencialmente, a interagdo ocorre
através de ligagao direta.

Como utilizado aqui, todos os termos "peptideo”, "polipeptideo” e
"proteina” se referem a uma sequéncia de aminoacidos primaria que sao li-
gados através de "ligagbes peptidicas" covalentes. Em geral, um peptideo
consiste em alguns aminoacidos, tipicamente de aproximadamente 2 até a-
proximadamente 50 aminoacidos e é mais curto que uma proteina. O termo
"polipeptideo”, como definido aqui, abrange peptideos e proteinas.

O termo "aminoacido” ou "residuo de aminoacido" refere-se tipi-
camente a um aminoacido que possui sua definicdo reconhecida na técnica
tal como um aminoacido selecionado do grupo que consiste em: alanina (A-
la); arginina (Arg); asparagina (Asn); acido aspartico (Asp); cisteina (Cys);
glutamina (GIn); acido glutamico (Glu); glicina (Gly); histidina (His); isoleuci-
na (lle): leucina (Leu); lisina (Lys); metionina (Met); fenilalanina (Phe); prolina
(Pro); serina (Ser); treonina (Thr); triptofano (Trp); tirosina (Tyr); e valina
(Val), embora aminoacidos modificados, sintéticos ou raros também possam
ser utilizados quando desejado. Assim, os aminoacidos modificados e nao
usuais listados em 37 CFR 1.822(b)(4) estdo especificamente incluidos den-
tro desta definicdo e sdo expressamente incorporados aqui como referéncia.
Os aminoacidos podem ser subdivididos em varios subgrupos. Assim, os
aminoacidos podem ser agrupados por possuirem uma cadeia lateral ndo
polar (por exemplo, Ala, Cys, lle, Leu, Met, Phe, Pro, Val); uma cadeia lateral
carregada negativamente (por exemplo, Asp, Glu); uma cadeia lateral carre-
gada positivamente (por exemplo, Arg, His, Lys); ou uma cadeia lateral polar
nao carregada (por exemplo, Asn, Cys, GIn, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp
e Tyr). Os aminoacidos também podem ser agrupados como aminoacidos
pequenos (Gly, Ala), aminoacidos nucleofilicos (Ser, His, Thr, Cys), aminoa-
cidos hidrofébicos (Val, Leu, lle, Met, Pro), aminoacidos aromaticos (Phe,
Tyr, Trp, Asp, Glu), amidas (Asp, Glu) e aminoacidos basicos (Lys, Arg).

O termo "polinucleotideo(s)" refere-se a acidos nucleicos tais
como moléculas de DNA e moléculas de RNA e analogos das mesmas (por

exemplo, DNA ou RNA gerado utilizando analogos de nucleotideos ou utili-
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zando quimica de acidos nucleicos). Quando desejado, os polinucleotideos
podem ser produzidos de forma sintética, por exemplo, utilizando quimica de
acidos nucleicos reconhecida na técnica ou enzimaticamente utilizando, por
exemplo, uma polimerase e, se desejado, podem ser modificados. As modi-
ficagbes tipicas incluem metilacao, biotinilagdo e outras modificagbes conhe-
cidas na técnica. Em adi¢do, a molécula de acido nucleico pode ser de fita
simples ou de fita duplo e, quando desejado, pode estar ligada a um grupa-
mento que pode ser detectado.

O termo "variante" em relagcédo a um polipeptideo de referéncia
refere-se a um polipeptideo que possui pelo menos uma mutagdo ou uma
modificagdo de aminoacido (isto &, alteragdo) quando comparado com um
polipeptideo nativo. As variagdes geradas pelas "modificacdes de aminoaci-
dos" podem ser produzidas, por exemplo, através da substituicido, da dele-
¢ao, da insercéo e/ou da modificagdo quimica de pelo menos um aminoacido
na sequéncia nativa de aminoacidos.

Uma "modificacdo de aminoacido" refere-se a uma alteragcao na
sequéncia de aminoacidos de uma sequéncia de aminoacidos predetermi-
nada. Os exemplos de modificagdes incluem uma substituicdo, uma insergao
e/ou uma delegdo de aminoacido.

Uma "modificagédo de aminoacido em" uma posig¢ao especificada,
refere-se a substituicdo ou a delegdo do residuo especificado ou a insergao
de pelo menos um residuo de aminoacido adjacente ao residuo especifica-
do. Por insercao "adjacente"” a um residuo especificado entende-se a inser-
cado dentro de um até dois residuos do mesmo. A inser¢gao pode ser N-
terminal ou C-terminal ao residuo especificado.

Uma "substituicao de aminoacido” refere-se a troca de pelo me-
nos um residuo de aminoacido existente em uma sequéncia de aminoacidos
predeterminada por outro residuo de aminoacido "de troca" diferente. O re-
siduo ou os residuos de troca podem ser "residuos de aminoacidos que o-
correm naturalmente"” (isto €, codificados pelo coédigo genético) e seleciona-
dos do grupo que consiste em: alanina (Ala); arginina (Arg); asparagina

(Asn); acido aspartico (Asp); cisteina (Cys); glutamina (GIn); acido glutamico
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(Glu); glicina (Gly); histidina (His); isoleucina (lle): leucina (Leu); lisina (Lys);
metionina (Met); fenilalanina (Phe); prolina (Pro); serina (Ser); treonina (Thr);
triptofano (Trp); tirosina (Tyr); e valina (Val). A substituicdo por um ou mais
residuos de aminoacidos que ndo ocorrem naturalmente é também abrangi-
da pela definigdo de uma substituicido de aminoacido apresentada aqui.

Um "residuo de aminoacidos que nao ocorre naturalmente” refe-
re-se a um residuo, sem ser os residuos de aminoacidos que ocorrem natu-
ralmente listados acima, que é capaz de se ligar de forma covalente a resi-
duo(s) de aminoacidos adjacente(s) em uma cadeia polipeptidica. Os exem-
plos de residuos de aminoacidos que ndo ocorrem naturalmente incluem
norleucina, ornitina, norvalina, homosserina e outros analogos de residuos

de aminoacidos tais como os descritos em Ellman e outros Meth. Enzym.

202:301 336 (1991). Para gerar tais residuos de aminoacidos que nao ocor-
rem naturalmente, podem ser utilizados os procedimentos de Noren e outros
Science 244:182 (1989) e Ellman e outros, supra. Sucintamente, estes pro-
cedimentos envolvem a ativagdo quimica de um tRNA supressor com um
residuo de aminoacidos que nao ocorre naturalmente seguida pela transcri-
¢ao e pela traducgao in vitro do RNA.

Uma "insergao de aminoacido" refere-se a incorporagao de pelo
menos um aminoacido em uma sequéncia de aminoacidos predeterminada.
Embora a insergédo consista geralmente da insergdo de um ou dois residuos
de aminoacidos, o presente pedido de patente considera "insergdes peptidi-
cas" maiores, por exemplo, a insercdo de aproximadamente trés até aproxi-
madamente cinco ou mesmo até aproximadamente dez residuos de aminoa-
cidos. O(s) residuo(s) inserido(s) pode(m) ser o(s) que ocorre(m) natural-
mente ou que ndo ocorre(m) naturalmente como descrito anteriormente.

Uma "deleg¢do de aminoacido” refere-se a remogéao de pelo me-
nos um residuo de aminoacido de uma sequéncia de aminoacidos predeter-
minada.

O termo "mutagénese" refere-se, a ndo ser que seja especifica-
do de outra maneira, a qualquer técnica reconhecida na técnica para a alte-

racao de um polinucleotideo ou de uma sequéncia de polipeptideo. Os tipos
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preferidos de mutagénese incluem a mutagénese por PCR propensa a erros,
a mutagénese por saturagdo ou outra mutagénese direcionada ao sitio.

"Mutagénese direcionada ao sitio" € uma técnica padronizada na
técnica e é realizada utilizando um iniciador de oligonucleotideo sintético
complementar a um DNA de fago de fita simples que sera submetido a mu-
tagénese a nao ser o pareamento errado limitado, representando a mutagao
desejada. Sucintamente, o oligonucleotideo sintético é utilizado como um
iniciador para direcionar a sintese de uma fita complementar ao DNA de fago
de fita simples e o DNA de fita duplo resultante é transformado em uma bac-
téria hospedeira que carrega o fago. As culturas de bactérias transformadas
sao plagueadas na superficie de agar, permitindo a formagao de placas par-
tindo de células isoladas que carregam o fago. Teoricamente, 50% das no-
vas placas conterdo o fago que possui, na forma de uma fita simples, a for-
ma mutada; 50% terdo a sequéncia original. As placas de interesse sio se-
lecionadas através da hibridizagdo com iniciador sintético tratado com quina-
se a uma temperatura que permite a hibridizagdo de um pareamento exato,
mas na qual os pareamentos errados com a fita original sdo suficientes para
previnir a hibridizacao. As placas que se hibridizam com a sonda sido entao
selecionadas, Sequénciadas e cultivadas e o DNA é recuperado.

No contexto da presente invengao, o termo "anticorpo” (Ab) é uti-
lizado para se referir a um anticorpo nativo de uma cadeia pesada recombi-
nada de forma classica derivada da recombinagédo génica de V(D)J e uma
cadeia leve recombinada de forma classica também derivada da recombina-
¢ao génica de VJ ou um fragmento das mesmas.

Um "anticorpo nativo" é uma glicoproteina heterotetramérica de
aproximadamente 150.000 daltons, composta de duas cadeias leves (L) i-
dénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia leve ¢é ligada a
uma cadeia pesada através de ligagao(des) dissulfeto covalente(s), enquan-
to que o numero de ligacdes dissulfeto varia entre as cadeias pesadas de
isotipos de imunoglobulinas diferentes. Cada cadeia pesada e leve também
possui pontes dissulfeto intracadeia espagadas de forma regular. Cada ca-

deia pesada possui, em uma extremidade, um dominio variavel (V) seguido
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por um numero de dominios constantes. Cada cadeia leve possui um domi-
nio variavel em uma extremidade (V) e um dominio constante em sua outra
extremidade; o dominio constante da cadeia leve € alinhado com o primeiro
dominio constante da cadeia pesada e o dominio variavel da cadeia leve é
alinhado com o dominio variavel da cadeia pesada. Acredita-se que residuos
de aminoacidos particulares formam uma interface entre os dominios varia-
veis das cadeias leve e pesada, Chothia e outros, J. Mol. Biol. 186:651
(1985); Novotny e Haber, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:4592 (1985).

O termo "variavel” com referéncia as cadeias de anticorpo é utili-
zado para se referir a ptécnicas das cadeias de anticorpo que diferem exten-
sivamente em relagdo a sequéncia entre os anticorpos e participam da liga-
¢ao e da especificidade de cada anticorpo particular por seu antigeno parti-
cular. Tal variabilidade fica concentrada em trés segmentos chamados de
regides hipervariaveis nos dominios variaveis tanto da cadeia leve quando
da cadeia pesada. As ptécnicas mais altamente conservadas dos dominios
variaveis sao chamadas de Regidao estrutural (FR). Os dominios variaveis
das cadeias pesadas e leves nativas compreendem cada um quatro FRs
(FR1, FR2, FR3 e FR4, respectivamente), adotando amplamente uma confi-
guracao em folha B, conectados através de trés regides hipervariaveis, que
forma algas que se conectam e, em alguns casos, fazendo ptécnica da es-
trutura em folha B. As regides hipervariaveis em cada cadeia sdo mantidas
juntas em proximidade intima pelas FRs e, com as regides hipervaridveis da
outra cadeia, contribuem para a formagao do sitio de ligagdo ao antigeno de
anticorpos (vide Kabat e outros, Sequences of Proteins of Immunological In-
terest, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
Md. (1991), paginas 647-669). Os dominios constantes nao estao envolvidos
diretamente na ligagdo de um anticorpo a um antigeno, mas exibem varias
fungdes efetoras, tal como a participagdo do anticorpo na toxicidade celular
dependente de anticorpo.

O termo "regido hipervariavel”" quando utilizado aqui refere-se
aos residuos de aminoacidos de um anticorpo que sao responsaveis pela

ligagdo ao antigeno. A regido hipervariavel compreende residuos de amino-
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acidos de uma "regido de determinagcdo da complementaridade" ou "CDR"
(isto é, residuos 30-36 (L1), 46-55 (L2) e 86-96 (L3) no dominio variavel da
cadeia leve e 30-35 (H1), 47-58 (H2) e 93-101 (H3) no dominio variavel da
cadeia pesada; MacCallum e outros, J Mol Biol. 262(5):732-45 (1996).

O termo "regiao estrutural" refere-se as ptécnicas reconhecidas
na técnica de uma regido variavel do anticorpo que existe entre as regides
CDR mais divergentes. Tais regides estruturais sdo tipicamente referidas
como estruturas 1 até 4 (FR1, FR2, FR3 e FR4) e fornecem um suporte para
manter, no espaco tridimensional, as trés CDRs encontradas na regiao vari-
avel do anticorpo da cadeia pesada ou leve, de forma que as CDRs possam
formar uma superficie de ligagdo ao antigeno.

Dependendo da sequéncia de aminoacidos do dominio constan-
te de suas cadeias pesadas, os anticorpos podem ser ordenados em classes
diferentes. Ha cinco classes principais de anticorpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM
e varias destas podem ser adicionalmente divididas em subclasses (isoti-
pos), por exemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA e IgA2.

Os dominios constantes da cadeia pesada que correspondem as
classes diferentes de imunoglobulinas sdo chamados de q, 8, €, y e M, res-
pectivamente.

As "cadeias leves" dos anticorpos de qualquer espécie de verte-
brado podem ser ordenadas em uma de dois tipos claramente definidos,
chamados de kappa (k) e lambda (A), com base nas sequéncias de aminoa-
cidos de seus dominios constantes. Qualquer referéncia a uma cadeia leve
de anticorpo apresentada aqui inclui ambas as cadeias leves k e A.

"Fragmentos de anticorpo” compreendem uma ptécnica de um
anticorpo de comprimento completo, geralmente a ligagdo ao antigeno ou
um dominio variavel do mesmo. Os exemplos de fragmentos de anticorpo
incluem, mas nao estao limitados aos fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, scFv e
(scFv),.

Como utilizado aqui o termo "regidao de ligagdo ao anticorpo” re-
fere-se a uma ou mais ptécnicas de uma imunoglobulina ou regiao variavel

do anticorpo capaz de se ligar a um ou mais antigenos. Tipicamente, a regi-



10

15

20

25

30

19

ao de ligagdo ao anticorpo &, por exemplo, uma cadeia leve de anticorpo
(VL) (ou uma regido variavel da mesma), uma cadeia pesada de anticorpo
(VH) (ou uma regiao variavel da mesma), uma regiao Fd da cadeia pesada,
uma cadeia leve e pesada do anticorpo combinada (ou uma regido variavel
da mesma) tal como a Fab, F(ab’),, anticorpo de dominio Unico ou de cadeia
isolada (scFv) ou um anticorpo de comprimento completo, por exemplo, uma
IgG (por exemplo, um subtipo IgG1, 1gG2, IgG3 ou IgG4), anticorpo IgA1,
IgA2, IgD, IgEk ou IgM.

O termo "epitopo" como utilizado aqui, refere-se a uma sequén-
cia de pelo menos aproximadamente 3 até 5, preferencialmente pelo menos
aproximadamente 5 até 10 ou pelo menos aproximadamente 5 até 15 ami-
noacidos e tipicamente ndo mais que aproximadamente 500 ou aproxima-
damente 1.000 aminoacidos, que definem uma sequéncia que por si s6 ou
como ptécnica de uma sequéncia maior, se liga a um anticorpo gerado em
resposta a tal sequéncia. Um epitopo ndo esta limitado a um polipeptideo
que possui uma sequéncia idéntica a ptécnica da proteina original da qual &
derivada. Na verdade, genomas virais estdo em uma condi¢do de modifica-
cao constante e exibem graus relativamente altos de variabilidade entre os
isolados. Assim o termo "epitopo" abrange sequéncias idénticas a sequéncia
nativa, assim como modificagdes, tais como delegdes, substituicdes e/ou in-
sercoes na sequéncia nativa. Geralmente, tais modificagbes tém natureza
conservativa, mas modificagbes ndo conservativas também s&o considera-
das. O termo inclui especificamente "mimotopos", isto €, sequéncias que nao
identificam uma sequéncia nativa linear continua ou nao necessariamente
ocorrem em uma proteina nativa, mas imitam funcionalmente um epitopo em
uma proteina nativa. O termo "epitopo” inclui especificamente epitopos linea-
res e conformacionais.

O termo "vetor" é utilizado para se referir a uma molécula de rD-
NA capaz de sofrer replicacdo autbnoma em uma célula e a qual um seg-
mento de DNA, por exemplo, gene ou polinucleotideo, pode ser ligado de
forma opercional de forma a realizar a replicagdo do segmento ligado. Os

vetores capazes de direcionar a expressao de genes que codificam um ou
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mais polipeptideos sao referidos aqui como "vetores de expressao”. O termo
"sequéncias de controle" refere-se a sequéncias de DNA necessarias para a
expressao de uma sequéncia codificadora ligada de forma operacional em
um organismo hospedeiro particular. As sequéncias de controle que sao a-
dequadas para procariotos, por exemplo, incluem um promotor, opcional-
mente uma sequéncia operadora e um sitio de ligagdo a ribossomos. E sabi-
do que as células eucaridticas utilizam promotores, sinais de poliadenilagao
e intensificadores.

O acido nucleico esta "ligado de forma operacional” quando é
colocado em uma relagcao funcional com outra sequéncia de acido nucleico.
Por exemplo, o DNA para uma pré-sequéncia ou um lider secretor esta liga-
do de forma operacional ao DNA para um polipeptideo se este for expresso
na forma de uma pré-proteina que participa da secre¢ao do polipeptideo; um
promotor ou um intensificador esta ligado de forma operacional a uma se-
quéncia codificadora se este afetar a transcrigdo da sequéncia; ou um sitio
de ligagdo a ribossomos esta ligado de forma operacional a uma sequéncia
codificadora se este estiver posicionado de forma que facilite a tradugéo. Ge-
ralmente, "ligado de forma operacional” significa que as sequéncias de DNA
que estdo ligadas sdo contiguas e, no caso de um lider secretor, contiguas e
em fase para leitura. Entretanto, os intensificadores nao precisam ser conti-
guos. A ligacao € realizada através da ligagdo em sitios de restrigdo conve-
nientes. Se tais sitios ndo existirem, os adaptadores de oligonucleotideo sin-
tético ou ligantes sao utilizados de acordo com a pratica convencional.

Uma "biblioteca de exibicdo em fagos" é uma biblioteca de ex-
pressao de proteinas que expressa uma colegcdo de sequéncias de proteinas
clonadas na forma de fus6es com uma proteina de revestimento de fago.
Assim, a expressdo "biblioteca de exibigado em fagos" refere-se aqui a uma
colecdo de fago (por exemplo, fago filamentoso) em que o fago expressa
uma proteina externa (tipicamente heteréloga). A proteina externa esta livre
para interagir com (se ligar a) outros grupamentos com os quais o fago é co-
locado em contato. Cada fago que exibe uma proteina externa € um "mem-

bro" da biblioteca de exibigdo em fagos.
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O termo "fago filamentoso" refere-se a uma particula viral capaz
de exibir um polipeptideo heterogéneo em sua superficie e inclui, sem limita-
¢éo, f1, fd, Pf1 e M13. O fago filamentoso pode conter um marcador que po-
de ser selecionado tal como tetraciclina (por exemplo, "fd-tet"). Varios siste-
mas de exibicdo em fagos filamentosos sdo bem conhecidos pelos peritos
na técnica (vide, por exemplo, Zacher e outros Gene 9: 127-140 (1980), Smi-
th e outros Science 228: 1315-1317 (1985); e Parmley e Smith Gene 73:
305-318 (1988)).

O termo "panning” € utilizado para se referir aos varios ciclos de
processo de selecao na identificacao e no isolamento de fagos que carre-
gam compostos, tais como anticorpos, com altas afinidade e especificidade a
um alvo.

B. Descri¢ao Detalhada

As técnicas para a realizagdo dos métodos da presente invengao

sao bem conhecidas na técnica e sao descritas em livros texto de laboratério

padronizados, incluindo, por exemplo, Ausubel e outros, Current Protocols of

Molecular Biology, John Wiley e Sons (1997); Molecular Cloning: A Labora-

tory Manual, Terceira Edigdo, J. Sambrook e D. W. Russell, eds., Cold S-
pring Harbor, New York, USA, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001;
O’Brian e outros, Analytical Chemistry of Bacillus Thuringiensis, Hickle e Fit-

ch, eds., Am. Chem. Soc., 1990; Bacillus thuringiensis: biology, ecology and
safety, T.R. Glare e M. O'Callaghan, eds., John Wiley, 2000; Antibody Phage
Display, Methods and Protocols, Humana Press, 2001; e Antibodies, G.

Subramanian, ed., Kluwer Academic, 2004. A mutagénese pode, por exem-
plo, ser realizada utilizando a mutagénese direcionada ao sitio (Kunkel e ou-
tros, Proc. Natl. Acad. Sci USA 82:488-492 (1985)). Os métodos de amplifi-
cagdo através da PCR sdo descritos nas Patentes U.S. N% 4.683.192,
4.683.202, 4.800.159 e 4.965.188 e em varios livros texto incluindo "PCR
Technology: Principles and Applications for DNA Amplification”, H. Erlich,
ed., Stockton Press, New York (1989); e PCR Protocols: A Guide to Methods
and Applications, Innis e outros, eds., Academic Press, San Diego, Calif.
(1990).
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A presente invengao esta relacionada o constructos e bibliotecas
que compreendem sequéncias de cadeia leve substituta de anticorpos.

Constructos de cadeia leve substituta

Como discutido anteriormente, as pré-células B foram identifica-
das na medula 6ssea como linfocitos que produzem cadeias pesadas p,
mas, ao invés das cadeias leves completamente desenvolvidas, expressam
um conjunto de genes especificos a linhagem B chamados de VpreB(1-3) e
A5, respectivamente. Os polipeptideos de VpreB e A5 formam juntos uma es-
trutura similar a cadeia leve de Ig associada de forma nao-covalente, que &
chamada de cadeia leve substituta. A cadeia leve substituta, embora ndo se-
ja uma cadeia de anticorpo, se associa naturalmente com todas as cadeias
pesadas de anticorpo e foi mostrado que os complexos de cadeia leve subs-
tituta-cadeia pesada de anticorpo se ligam a antigenos proéprios.

Em um aspecto, a presente invencao fornece polipeptideos que
compreendem sequéncias de VpreB e/ou de A5 e que possuem a capacida-
de de se ligar a um alvo. O alvo pode ser qualquer peptideo ou polipeptideo
que é um parceiro de ligagdo para os polipeptideos que contém a sequéncia
de VpreB e/ou de A5 da presente invencgao. Os alvos incluem especificamen-
te todos os tipos de alvos geralmente referidos como "antigenos" no contex-
to da ligacao ao anticorpo.

Assim, os polipeptideos da presente invengao incluem, sem limi-
tacao, conjugados de sequéncias de VpreB com sequéncias de aminoacidos
heterogéneas, contanto que mantenham a capacidade de se ligar a um alvo
desejado. A ligacao da sequéncia de VpreB com a sequéncia de aminoaci-
dos heterogénea pode ser covalente ou nao-covalente e pode ocorrer dire-
tamente ou através de um ligante, incluindo ligantes peptidicos.

Os exemplos especificos dos constructos de polipeptideos apre-
sentadas aqui incluem polipeptideos em que uma sequéncia de VpreB, tal
como uma sequéncia de VpreB1, de VpreB2 ou de VpreB3, incluindo frag-
mentos e variagbes das sequéncias nativas, € conjugada a uma sequéncia
de A5, incluindo fragmentos e variagbes da sequéncia nativa. As fusdes re-

presentativas deste tipo sao ilustradas nas figuras 2 e 11 e descritas nos e-
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xemplos.

Em uma fusdo direta, tipicamente o terminal C de uma sequén-
cia de VpreB (por exemplo, uma sequéncia de VpreB1, de VpreB2 ou de V-
preB3) é fundida como terminal N de uma sequéncia de A5. Embora seja
possivel fundir o comprimento total de uma sequéncia nativa de VpreB a
uma sequéncia de A5 de comprimento completo (vide, por exemplo, o primei-
ro diagrama na figura 3), tipicamente a fusdo ocorre no ou em torno do sitio
analogo a CDR3 em cada um dos dois polipeptideos. Tais sitios analogos a
CDR3 para VpreB1 e A5 s3o ilustrados na figura 1 e um constructo de fusao
representativo ¢é ilustrado na figura 2. Nesta modalidade, a fusdo pode ocor-
rer dentro ou em uma localizagdo dentro de aproximadamente 10 residuos
de aminoacidos em cada lado da regido analoga a CDR3. Em uma modali-
dade preferida, a fusdo ocorre aproximadamente entre os residuos de ami-
noacidos 116-126 da sequéncia da VpreB1 humana nativa (SEQ ID NO: 1) e
aproximadamente entre os residuos de aminoacidos 82 e 93 da sequéncia
da A5 humana nativa (SEQ ID NO: 5).

E também possivel fundir a sequéncia de VpreB com a regido de
CDR3 de uma cadeia leve A do anticorpo, como mostrado na figura 2. Cons-
tructos adicionais, em que apenas uma de VpreB e A5 esta truncada sao
mostradas na figura 3. Constructos similares podem ser preparados utilizan-
do anticorpo k cadeia leve sequéncias.

Estruturas de fusdo direta adicionais sao ilustradas do lado direi-
to da figura 11. A estrutura denominada de "fusdo de SLC 1" é um tetramero,
composto de dois dimeros, em que a fusdo de uma sequéncia V-preB1 trun-
cada (que nao possui a "cauda" caracteristica no terminal C da VpreB1 nati-
va) com uma sequéncia de A5 truncada similarmente esta associada de for-
ma nao-covalente a uma cadeia pesada de anticorpo. A estrutura denomina-
da de "fusao de SLC 2" é um tetramero, composto de dois dimeros, em que
a fusdo de uma sequéncia de VpreB1 truncada (que ndo possui a "cauda"
caracteristica no terminal C da VpreB1 nativa) com uma regido constante de
cadeia leve do anticorpo esta associada de forma nao-covalente a uma ca-

deia pesada de anticorpo. A estrutura denominada de "fusdo de SLC 3" é um
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tetramero, composto de dois dimeros, em que a fusdo de uma cadeia leve
de regiao variavel do anticorpo com uma sequéncia de A5 truncada (que nao
possui a "cauda" caracteristica no terminal N da A5 nativa) esta associada de
forma ndo-covalente a uma cadeia pesada de anticorpo.

Como citado anteriormente, em adicdo as fusdes diretas, os
constructos de polipeptideos da presente invengao incluem associagoes
nao-covalentes de uma sequéncia de VpreB (incluindo fragmentos e varia-
¢oes de uma sequéncia nativa) a uma sequéncia heterogénea, tal como uma
sequéncia de A5 (incluindo fragmentos e variagdes da sequéncia nativa) e/ou
uma sequéncia de anticorpo. Assim, por exemplo, uma sequéncia de VpreB
de comprimento completo pode estar associada de forma nao-covalente a
uma sequéncia de A5 truncada. Alternativamente, uma sequéncia de VpreB
truncada pode estar associada de forma ndo-covalente a uma sequéncia de
A5 de comprimento completo.

Os constructos de cadeia leve substituta que compreendem se-
quéncias de VpreB1 e de A5 associadas de forma ndo-covalente, em associ-
agdo nao-covalente com uma cadeia pesada de anticorpo, sdo mostradas do
lado esquerdo da figura 11. Como as varias ilustragdes mostram, as estrutu-
ras podem incluir, por exemplo, sequéncias de VpreB1 e de A5 de compri-
mento completo, uma sequéncia de VpreB1 de comprimento completo asso-
ciada a uma sequéncia de A5 truncada ("Lambda 5dT"), uma sequéncia V-
reB1 truncada associada a uma sequéncia de A5 de comprimento completo
("VpreB dT") e uma sequéncia de VpreB1 truncada associada a uma se-
quéncia de A5 truncada ("Curta").

Embora a figura 11 ilustre certos constructos especificas, um
versado comum na técnica considerara que uma variedade de outros cons-
tructos pode ser produzida e utilizada de uma maneira similar. Por exemplo,
as estruturas podem ser assimétricas, compreendendo sequéncias de ca-
deia leve substituta diferentes em cada ramo e/ou possuindo estruturas tri-
méricas ou pentameéricas, ao contrario das estruturas ilustradas na figura 11.
E também possivel incluir funcionalidades diferentes em varias ptécnicas

dos constructos de cadeia leve substituta da presente invengéao, produzindo
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assim constructos multiespecificos e/ou multivalentes.

Se desejado, os constructos da presente invengao podem ser
engenheiradas, por exemplo, através da incorporagao ou da ligagao de se-
quéncias ou motivos de sequéncias conhecidos das regides de CDR1, C-
DR2 e/ou CDR3 de anticorpos, incluindo anticorpos terapéuticos conhecidos
nas regides analogas a CDR1, CDR2 e/ou CDR3 das sequéncias de cadeia
leve substituta. Isto permite a criagdo de moléculas que ndo sio anticorpos,
mas exibirdo especificidades e afinidades de ligagdo muito similares aquelas
de um anticorpo terapéutico conhecido.

Todos os constructos de cadeia ieve substituta apresentada aqui
podem estar associados a sequéncias de anticorpos. Por exemplo, como
mostrado na figura 5, uma fusdo de VpreB-A5 pode estar ligada a uma se-
quéncia de regido variavel de cadeia pesada de anticorpo através de um li-
gante peptidico. Em uma outra modalidade, uma fusdo de VpreB-A5 esta as-
sociada de forma nao-covalente a uma cadeia pesada de anticorpo ou um
fragmento da mesma incluindo uma sequéncia da regido variavel para for-
mar um complexo dimérico. Ainda em uma outra modalidade, as sequéncias
de VpreB e A5 estdo associadas de forma ndo-covalente a cada outra e uma
cadeia pesada de anticorpo ou um fragmento da mesma incluindo uma se-
quéncia da regido variavel, formando assim um complexo trimérico. Os e-
xemplos de constructos que compreendem uma cadeia pesada de anticorpo
sao ilustrados na figura 11.

Embora os constructos da presente invengao sejam ilustrados
como referéncia a certas modalidades, um versado comum entendera que
varias modalidades adicionais obtidas através de varias permutacdes de ca-
deia leve substituta e sequéncias de anticorpos sdo possiveis e estido dentro
do ambito da presente invengdo. A presente invencgao inclui todas os cons-
tructos que compreendem sequéncias de cadeia leve substituta e que pos-
suem a capacidade de se ligar a um alvo desejado. Em certa modalidade, os
constructos também possuem a capacidade de se associar a sequéncias de
regiao variavel de cadeia pesada de anticorpo.

Os constructos da presente invengdo podem ser utilizados para
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construir bibliotecas de sequéncias de cadeia leve substituta, que podem ser
utilizadas para varias finalidades, similarmente a bibliotecas de anticorpos,
incluindo a selegdo de constructos com as especificidades e as afinidades
de ligagéo desejadas.

Quando as sequéncias de cadeia leve substituta de VpreB e A5
estdo associadas de forma ndo-covalente uma com as outras, as extremida-
des livres de um ou de ambos os componentes (isto €, a extremidade C-
terminal da sequéncia de VpreB e/ou a extremidade N-terminal da sequéncia
de A5) estao disponieis para a incorporacido de uma diversidade adicional na
biblioteca de tais sequéncias. Por exemplo, uma biblioteca de peptideos ale-
atérios pode ser anexada ou substituida em uma destas extremidades livres
e "peneiradas" em relagado a ligagcdo especifica a um alvo particular. Através
da combinagao da cadeia leve substituta identificada como possuindo a es-
pecificidade de ligacdo desejada com uma cadeia pesada ou um fragmento
de cadeia pesada de um anticorpo para o mesmo alvo, pode ser criada uma
molécula que possui a capacidade de se ligar ao alvo cognato em dois locais
distintos. Esta ligagdo em tandem ou efeito "quelante”, reforga intensamente
a ligagao a um alvo isolado, similar aos efeitos de avidez observados em i-
munoglobulinas diméricas. E também possivel utilizar componentes que se
ligam a alvos diferentes. Assim, por exemplo, 0 componente de cadeia leve
substituta com a especificidade de ligacdo desejada pode ser combinado.
com uma cadeia pesada de anticorpo ou um fragmento pesado que se liga a
um alvo diferente. Por exemplo, o componente de cadeia leve substituta po-
de se ligar a um antigeno de tumor enquanto que a cadeia pesada de anti-
corpo ou o fragmento de cadeia pesada pode se ligar a células efetoras.
Desta maneira, uma entidade unica com direcionamento e atividade antitu-
mor pode ser criada. Em uma modalidade particular, o apéndice ou o poli-
peptideo que conecta as sequéncias de VpreB e A5 pode ser um anticorpo
ou fragmentos de anticorpo, tal como um Fab ou um fragmento de scFv. A
incorporagcdo de uma sequéncia de anticorpo nao criara apenas um efeito
"quelante”, mas também pode gerar biespecificidade em uma uUnica molécu-

la, sem a necessidade de um segundo ramo independente, tal como o en-
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contrado em anticorpos biespecificos. As duas especificidades podem ser
para ptécnicas diferentes do mesmo alvo, para alvos muito diferentes ou pa-
ra um complexo de alvo anticorpo. Similarmente, constructos multiespecifi-
cos podem ser produzidas com qualquer tipo de molécula, sem ser anticor-
pos ou fragmentos de anticorpos, incluindo peptideos, proteinas, enzimas e
similares. Por exemplo, o componente de cadeia leve substituta com a espe-
cificidade desejada pode ser combinado com qualquer peptideo ou proteina
terapéutica.

Preparacdo de constructos de cadeia leve substituta

Os constructos de cadeia leve substituta da presente invengao
podem ser preparados através de métodos conhecidos na técnica, incluindo
técnicas bem conhecidas da tecnologia de DNA recombinante.

O acido nucleico que codifica cadeia leve substituta, por exem-
plo, polipeptideos VpreB e A5, pode ser isolado partindo de fontes naturais,
por exemplo, células B em desenvolvimento e/ou obtido através de métodos
sintéticos ou semissintéticos. Uma vez que o DNA foi identificado e isolado
ou produzido de outra maneira, este pode ser ligado em um vetor que pode
ser replicado para clonagem adicional ou para expressao.

Os vetores de clonagem e de expressao que podem ser utiliza-
dos para a expressao das sequéncias codificadoras dos polipeptideos apre-
sentados aqui sdo bem conhecidos na técnica e estdo disponiveis comerci-
almente. Os componentes do vetor geralmente incluem, mas nao estao limi-
tados a um ou mais dos seguintes: uma sequéncia de sinal, uma origem de
replicagdo, um ou mais genes marcadores, um elemento intensificador, um
promotor e uma sequéncia de término da transcricdo. As células hospedei-
ras adequadas para a clonagem ou para a expressido do DNA que codifica
os constructos de cadeia leve substituta nos vetores apresentados aqui sdo
células de procariotos, de levedura ou de eucariotos superiores (mamifero),
as células de mamifero sendo preferidas.

Os exemplos de linhagens de células hospedeiras de mamiferos
adequadas incluem, sem limitacdo, a linhagem renal CV1 de macaco trans-
formada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); a linhagem renal embrionario
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humano 293 (células 293) subclonadas para crescimento em cultura em
suspensido, Graham e outros, J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células renais de
hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de ovario de hamster chinés/-
DHFR (CHO, Urlaub e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980));
células de Sertoli de camundongo (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
(1980)); células renais de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células renais de
macaco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma
cervical humano (HELA, ATCC CCL 2); células renais caninas (MDCK,
ATCC CCL 34); células de figado de "buffalo rat" (BRL 3A, ATCC CRL
1442); células pulmonares humanas (W138, ATCC CCL 75); células de figa-
do humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de camundongo (MMT
060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather e outros, Annals N.Y. Acad. Sci.
383:44-68 (1982)); células MRC 5; células FS4; e uma linhagem de hepato-

ma humano (Hep G2).

Para uso em células de mamifero, as fungcdes de controle sobre
os vetores de expressao sao frequentemente fornecidas por material viral.
Assim, promotores comumente utilizados podem ser derivados dos genomas
de polioma, Adenovirus2, retrovirus, citomegalovirus e Virus de Simio 40
(SV40). Outros promotores, tal como o promotor da B-actina, sao originados
de fontes heterdlogas. Os exemplos de promotores adequados incluem, sem
limitagcdo, os promotores iniciais e tardios do virus SV40 (Fiers e outros, Na-
ture, 273: 113 (1978)), o promotor inicial imediato do citomegalovirus huma-
no (Greenaway e outros, Gene, 18: 355-360 (1982)) e promotor e/ou se-
quéncias de controle normalmente associadas a sequéncia génica desejada,
contanto que tais sequéncias de controle sejam compativeis com o sistema
de célula hospedeira.

A transcricao de um DNA que codifica um polipeptideo heterdlo-
go desejado por eucariotos superiores € aumentada através da insergao de
uma sequéncia intensificadora no vetor. O intensificador € um elemento do
DNA que atua em cis, geralmenta de aproximadamente 10 até 300 pb, que
atua sobre o promotor para aumentar sua atividade de inicio da transcrigao.

Os intensificadores sao relativamente independentes da orientagdo e da po-
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sicdo, mas preferencialmente ficam localizados a montante da sequéncia
promotora presente no vetor de expressao. O intensificador poderia ser ori-
ginado da mesma fonte que o promotor, tal como, por exemplo, de um virus
de célula eucariotica, por exemplo, o intensificador do SV40 do lado tardio
da origem de replicagao (pb 100-270), o intensificador do promotor inical de
citomegalovirus, o intensificador de polioma do lado tardio da origem de re-
plicagdo e intensificadores de adenovirus.

Os vetores de expressao utilizados em células hospedeiras de
mamiferos também contém sitios de poliadenilagao, tais como os derivados
de virus tal como, por exemplo, o SV40 (inicial e tardio) ou o HBV.

Uma origem de replicagdo pode ser fornecida através do cons-
tructo do vetor para incluir uma origem exdégena, de forma que pode ser de-
rivada do SV40 ou outra fonte viral (por exemplo, Polioma, Adeno, VSV,
BPV) ou pode ser fornecida pela célula hospedeira.

Os vetores de expressao contém geralmente um marcador que
pode ser selecionado que codifica uma proteina necessaria para a sobrevi-
véncia ou para o crescimento de uma célula hospedeira transformada com o
vetor. Os exemplos de marcadores que podem ser selecionados adequados
para células de mamifero incluem dihidrofolato redutase (DHFR), timidina
quinase (TK) e neomicina.

Os vetores de expressdao de mamiferos adequados sdo bem co-
nhecidos na técnica e estdo disponiveis comercialmente. Assim, por exem-
plo, os constructos de cadeia leve substituta da presente invencdo podem
ser produzidos em células hospedeiras de mamiferos utilizando um vetor de
expressao pCl (Promega), que carrega a regiao intensificadora/promotora
imediata inicial do citomegalovirus (CMV) humano para promover a expres-
sdo constitutiva de um inserto de DNA. O vetor pode conter um gene da ne-
omicina fosfotransferase como um marcador que pode ser selecionado.

Os constructos de cadeia leve substituta da presente invengao
também podem ser produzidos em células hospedeiras bacterianas. Os e-
lementos de controle para uso em sistemas bacterianos incluem promotores,

contendo opcionalmente sequéncias operadoras e sitios de ligagdo a ribos-
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somos. Os promotores adequados incluem, sem limitagdo, os promotores de
galactose (gal), lactose (lac), maltose, triptofano (trp), B-lactamase, promoto-
res de bacteriéfagos A e T7. Em adigdo, podem ser utilizados promotores
sintéticos, tal como o promotor Tac. Os promotores para uso em sistemas
bacterianos também contém geralmente uma sequéncia de Shine-Dalgarno
(SD) ligada de forma operacional ao DNA que codifica a molécula de Fab. A
origem de replicagdo do plasmideo pBR322 é adequada para a maioria das
bactérias Gram-negativas.

As sequéncias codificadoras das cadeias individuais dentro de
um constructo multicadeias que compreende sequéncias de anticorpos de
cadeia leve substitutas podem estar presentes no mesmo vetor de expres-
sdo, sob o controle de sequéncias reguladoras separadas ou em vetores de
expressao separados, utilizados para co-transfectar células hospedeiras de-
sejadas, incluindo hospedeiros eucariéticos e procarioticos. Assim, varios
genes podem ser coexpressos utilizando os vetores Duet® disponiveis co-
mercialmente na Novagen.

As células hospedeiras transformadas podem ser cultivadas em
uma variedade de meios. Os meios disponiveis comercialmente para a cultu-
ra de células hospedeiras de mamiferos incluem Ham’s F10 (Sigma), Meio
Essencial Minimo (Minimal Essential Medium (MEM)), (Sigma), RPMI-1640
(Sigma) e Meio de Eagle Modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma). Em a-
dicao, qualquer um dos meios descritos em Ham e outros, Meth. Enz. 58:44
(1979) e Barnes e outros, Anal. Biochem. 102:255 (1980) pode ser utilizado

como meio de cultura para as células hospedeiras. As condi¢gdes de cultura,

tais como temperatura, pH e similares, sdo as utilizadas anteriormente com a
célula hospedeira selecionada para expressao e sao incluidas nas instru-
¢oes do fabricante ou serdo de outra maneira evidentes para o versado co-
mum na técnica.

Ainda, os meios adequados para a cultura de células hospedei-
ras de mamiferos, bacterianas (por exemplo, E. coli) ou outras também séao
descritos em livros textos padronizados, tal como, por exemplo, Sambrook e

outros, supra ou Ausubel e outros, supra.
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A purificacdo pode ser realizada através de métodos conhecidos
na técnica. Em uma modalidade preferida, as moléculas de anticorpo substi-
tutas sao purificadas em uma forma marcada com 6xHis, utilizando o siste-
ma de purificagdo Ni-NTA (Invitrogen).

As bibliotecas compreendem sequéncias de cadeia leve substi-

tuta

A presente invengao esta adicionalmente relacionada a varias
bibliotecas de sequéncias de cadeia leve substituta e constructos que com-
preendem tais sequéncias. Assim, tais bibliotecas podem compreender, con-
sistir essencialmente de ou consistir de display de sequéncias de cadéia leve
substituta, tais como os constructos que contém VpreB e/ou A5 da presente
invencgao, incluindo, sem limitagdo, aquelas descritas especificamente acima,
ilustradas nas figuras e/ou descritas nos Exemplos.

As bibliotecas da presente invengdo estdo preferencialmente na
forma de um display. Os sistemas para exibicido de proteinas heterélogas,
incluindo anticorpos e outros polipeptideos, sdo bem conhecidos na técnica.
Foram exibidos na superficie de fago filamentoso os fragmentos de anticor-
pos que codificam os genes de anticorpos (Hoogenboom e Winter J. Mol.
Biol., 222:381 388 (1992); McCafferty e outros, Nature 348(6301):552 554
(1990); Griffiths e outros EMBO J., 13(14):3245-3260 (1994)). Para uma re-
visdo das técnicas para a selegao e para a verificagao de bibliotecas de anti-
corpos vide, por exemplo, Hoogenboom, Nature Biotechnol. 23(9):1105-1116
(2005). Em adicdo, ha sistemas conhecidos na técnica para a exibicdo de
proteinas heterdlogas e fragmentos das mesmas na superficie de Escheri-
chia coli (Agterberg e outros, Gene 88:37-45 (1990); Charbit e outros, Gene
70:181-189 (1988); Francisco e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2713-
2717 (1992)) e levedura, tal como Saccharomyces cerevisiae (Boder e Wit-
trup, Nat. Biotechnol. 15:553-557 (1997); Kieke e outros, Protein Eng.
10:1303-1310 (1997)). Outras técnicas de exibigdo conhecidas incluem exi-
bicdo de ribossomos ou de mMRNA (Mattheakis e outros, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 91:9022-9026 (1994); Hanes e Pluckthun, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94:4937-4942 (1997)), exibicado de DNA (Yonezawa e outros, Nucl. Acid
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Res. 31(19):e118 (2003)); exibicdo em células microbianas, tal como exibi-
cao bacteriana (Georgiou e outros, Nature Biotech. 15:29-34 (1997)), exibi-
¢ado em células de mamifero, exibicdo em esporos (lIsticato e outros, J. Bac-
teriol. 183:6294-6301 (2001); Cheng e outros, Appl. Environ. Microbiol.
71:3337-3341 (2005) e pedido de patente provisério copendente N° de Série
60/865.574, depositado em 13 de novembro de 2006), exibicdo viral, tal co-
mo exibicdo em retrovirus (Urban e outros, Nucleic Acids Res. 33:e35
(2005), exibicdo baseada na ligagdo de proteina-DNA (Odegrip e outros,
Proc. Acad. Natl. Sci. USA 101:2806-2810 (2004); Reiersen e outros, Nucleic
Acids Res. 33:e10 (2005)) e exibigdo em microesferas (Sepp e outros, FEBS
Lett. 532:455-458 (2002)).

Para a finalidade da presente invencdo, as bibliotecas que con-
tém cadeias leves substitutas podem ser vantajosamente exibidas utilizando
qualqguer técnica de exibicao, incluindo exibicdo em fagos e exibicdo em es-
poros.

Na exibicdo em fagos, a proteina heterdloga, tal como um poli-
peptideo de cadeia leve substituta, é ligada a uma proteina do revestimento
de uma particula de fago, enquanto a sequéncia de DNA da qual esta foi ex-
pressa € empacotada dentro do revestimento do fago. Detalhes dos métodos
de exibicao em fagos podem ser encontrados, por exemplo, em McCafferty e
outros, Nature 348, 552-553 (1990)), que descrevem a produgdo de anticor-
pos e fragmentos de anticorpos humanos in vitro, partindo de repertérios de
genes do dominio variavel (V) de imunoglobulinas de doadores nao-
imunizados. De acordo com esta técnica, os genes do dominio V do anticor-
po sdo clonados em quadro dentro do gene de proteina de revestimento
maior ou menor de um bacteriéfago filamentoso, tal como M13 ou fd e exibi-
dos na forma de fragmentos de anticorpo funcionais na superficie da particu-
la de fago. Devido ao fato de que a particula filamentosa contém uma cépia
de DNA de fita simples do genoma do fago, sele¢des baseadas nas proprie-
dades funcionais do anticorpo também resultam na selegado do gene que co-
difica o anticorpo que exibe tais propriedades. Assim, o fago imita algumas

das propriedades da célula B.
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A exibicdo em fagos pode ser realizada em uma variedade de
formatos; para a revisdo dos mesmos vide, por exemplo, Johnson, Kevin S.
e Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3, 564-571 (1993).
Varias fontes de segmentos de gene V de cadeia pesada podem ser desco-
bertas através da exibicdo em fagos. Clarkson e outros, Nafure 352, 624-628
(1991) isolaram um arranjo diverso de cadeias pesadas e cadeias leves an-
tioxazolona partindo de uma biblioteca combinatéria aleatoria pequena de
genes V derivados dos bagos de camundongos imunizados. Um repertério
de genes V de cadeias pesada e leve provenientes de doadores humanos
nao imunizados pode ser construido e recuperado de forma especifica a um
arranjo diverso de antigenos (incluindo antigenos préprios) seguindo essen-
cialmente as técnicas descritas por Marks e outros, J. Mol. Biol. 222, 581-
597 (1991) ou Giriffith e outros, EMBO J. 12, 725-734 (1993). Estas e outras
técnicas conhecidas na técnica, podem ser adaptadas para a exibigdo de
qualquer polipeptideo, incluindo polipeptideos e outros constructos que
compreendem sequéncias de cadeia leve substituta. Assim, por exemplo, a
cadeia leve substituta pode ser suplementada com uma cole¢cao de cadeias
pesadas provenientes de uma fonte naturalmente diversa, tal como linfécitos
ou uma colegdo gerada de forma sintética criada inteiramente através de
técnicas de biologia molecular. Estas cole¢des podem ser clonadas, expres-
sas e selecionadas através de métodos conhecidos na técnica. O SURRO-
BODY® resultante selecionado pode ser utilizado diretamente, expresso na
forma de uma molécula multimérica ou pode ser adicionalmente otimizado
através da otimizagdo da cadeia pesada ou da otimizagcdo da cadeia leve
substituta, por exemplo, utilizando mutagénese aleatéria ou especifica ao
sitio ndo-aleatéria ou regional.

Os sistemas de exibigdo em esporos se baseiam na ligagdo das
sequéncias que serao exibidas com uma proteina de revestimento, tal como
uma proteina de revestimento de esporos de Bacillus subtilis. O protoplasto
do esporo (nucleo) é circundado pela parede celular, o cortex e o revesti-
mento do esporo. Dependendo da espécie, também pode estar presente um

exosporo. A parede do nucleo € composta do mesmo tipo de peptidoglicana



10

15

20

25

30

34

que a parede celular vegetativa. A exibigdo em esporos, incluindo um siste-
ma de exibicdo na superficie utilizando um componente do revestimento do
esporo de Bacillus subtilis (CorB) e exibigdo em esporos de Bacillus thuringi-
ensis (Bt), sao descritos em Isticato e outros, J. Bacteriol. 183:6294-6301
(2001); Cheng e outros, Appl. Environ. Microbiol. 71:3337-3341 (2005), cujas
descrigcbes inteiras sdo expressamente incorporadas aqui como referéncia.
Varias técnicas de exibicao em esporos também s&o descritas nas Publica-
¢bes de Pedidos de Patentes U.S. N® 20020150594; 20030165538;
20040180348; 20040171065; e 20040254364, as divulgacdes inteiras sao
expressamente incorporadas aqui como referéncia.

Uma vantagem dos sistemas de exibi¢cao em esporos € a super-
ficie de particula e 0 tamanho de particula homogéneos de natureza nao-
eucaribtica, que é esperado que fornecem uma base nao reativa. Em adic¢ao,
o tamanho de particula dos esporos € suficiente para possibilitar a selegao
por citometria de fluxo que permite o isolamento clonal que pode ser sele-
cionado, com base nas interagoes.

Aumentando a estabilidade de esporos, é possivel realizar varios
tratamentos e modificagbes quimicas, enzimaticas e/ou ambientais pos-
esporulagdo. Assim, & possivel estabilizar estruturas helicoidais estruturais
com tratamento quimico utilizando trifluoroetanol (TFE), quando tais estrutu-
ras sao exibidas. Em adigado, sdo possiveis tratamentos com estresse oxida-
tivo, tais como tratamentos com Espécies de Oxigénio Reativas (por exem-
plo, perdxido) ou Espécies de Nitrogénio Reativas (por exemplo, acido nitro-
so). E também possivel expor populacdes definidas ou em estado natural de
polipeptideos exibidos em esporos a tratamentos enzimaticos, tal como ex-
posicao proteolitica, outros processos enzimaticos, fosforilagcao etc. Outros
tratamentos possiveis incluem, sem limitagdo, nitrosilagdo através de trata-
mento com peroxinitrita, protedlise através de tratamento com protease re-
combinante, purificada ou do soro, irradiagdo, coincubagdo com chaperonas
conhecidas, tais como proteinas de choque térmico (tanto bacterianas quan-
to de mamiferos), tratamento com proteinas de dobramento, tais como prote-

ina dissulfeto isomerase, prolil isomerase etc., liofilizagdo e tratamentos simi-
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lares a preservagéo, tal como tratamento com timerosol. Estes tratamentos
podem ser realizados através de métodos bem conhecidos na técnica.

Técnicas similares podem ser utilizadas em todos os sistemas
de exibicdo em esporos, incluindo exibicdes em que a ligagao é feita a uma
proteina de revestimento de esporo, incluindo, por exemplo, os sistemas de
exibicdo em esporos divulgados em

Usos de sequéncias de cadeia leve substituta, constructos e bi-

bliotecas contendo as mesmas

As bibliotecas da presente invengdo podem ser utilizados para
identificar sequéncias de cadeia leve substituta e constructos de cadeia leve
substituta, tais como fusdes que compreendem sequéncias de cadeia leve
substituta, com propriedades desejadas. Por exemplo, a verificagdo in vitro
ou in vivo das bibliotecas apresentadas aqui pode fornecer polipeptideos que
compreendem sequéncias de cadeia leve substituta que se ligam a alvos
desejados com altas especificidade e afinidade de ligagdo. Assim, as biblio-
tecas apresentadas aqui podem ser utilizadas para identificar moléculas com
finalidades terapéuticas e de diagndstico, tais como polipeptideos que com-
preendem sequéncias de cadeia leve substituta que se ligam a marcadores
de tumores ou outros alvos moleculares de intervengao terapéutica. Em adi-
Gao, através das técnicas descritas anteriormente, bibliotecas altamente di-
versas de polipeptideos de cadeias leves substitutas podem ser engenheira-
das, incluindo bibliotecas que compreendem uma colegado de polipeptideos
que se ligam ao mesmo alvo, bibliotecas de polipeptideos que se ligam a al-
vos diferentes, bibliotecas de polipeptideos com varias especificidades e si-
milares.

Como um resultado de sua capacidade de se ligarem a qualquer
alvo desejado, os constructos de cadeia leve substituta de anticorpo da pre-
sente invengdo podem ser utilizadas em ensaios analiticos e diagnésticos,
para detectar a presenca de uma molécula alvo desejada, tal como um anti-
geno de tumor ou qualquer polipeptideo associado a um estado de doenga
ou estado de saude. Em adi¢ao, as constructos de cadeia leve substituta da

presente invencao podem ser utilizados como agentes terapéuticos, tal co-
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mo, por exemplo, na terapia para cancer, para direcionamento a antigenos
de tumor que foram determinados como estando associados com o desen-
volvimento e/ou o espalhamento de cancer.

Detalhes adicionais da invencdo sao fornecidos nos Exemplos
nao limitantes a seguir.

Exemplo 1
VpreB como uma proteina de dominio de ligacdo e fusbes que

contém a mesma

Para produzir um dominio de ligagdo de VpreB, uma proteina i-
solada mostrada na figura 5 é criada de forma recombinante. O constructo
de proteina do dominio de ligagdo a SLC é compreendido dos aminoacidos
20 até 121 de VpreB1 e dos aminoacidos 87 até 105 de A5. Se desejado, pa-
ra criar capacidades novas e de ligagdo especifica, a molécula € reengenhei-
rada de acordo com evidéncias estruturais ou da sequéncia. Adicionalmente
ou alternativamente, uma colegéo de variagdes é criada aleatoriamente, por
exemplo, através de PCR propensa a erros ou diretamente através de muta-
génese especifica a um Unico ou a varios sitios com uma colegdo de amino-
acidos. Os clones ou as colegdes resulantes sdo entdo clonadas em quadro
com plll para uso na exibicdo em fagos ou fagemideos. Este constructo de
fagemideo é transformado em células TG1. A seguir, uma coldnia isolada é
propagada em Luria Broth (LB) suplementado com 50 ng/mL de Ampicilina e
2% de glicose até atingir DO600 de ~0,3 e infectada com o fago auxiliador
MK307 a 37 °C durante 30 minutos sem agitagcao. As células sao entao pele-
tizadas e entdo ressuspensas em LB contendo 50 ng/mL de ampicilina e 75
pg/mL de canamicina e foi permitido que crescessem durante a noite com
aeracgao vigorosa a 30 °C. No dia seguinte o sobrenadante contendo a prote-
ina de fusdo SLC-HC expressa em fagemideo € utilizado em Fogo-ELISAs
para determinar a ligagao ao alvo. Sucintamente, o ELISA envolve o reves-
timento e o bloqueio de uma placa de ELISA com TNF-a humano, seguidos
pela incubacao do fago com SLC-HC durante 2 horas a 4 °C, lavagem com
PBS-Tween-20 (0,05%) e deteccado direta com o anticorpo anti-m13-HRP.

Alternativamente, a ligacdo é avaliada através da amplificacdo direta ou da
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eluigcdo do fago ligado e os titulos dos fagos sdo determinados utilizando ceé-
lulas XL-1Blue. Este exemplo descreve uma fusdo do dominio de ligagdo de
SLC na forma de um clone isolado, mas esta SLC pode ser recombinada de
forma recombinante com outras sequéncias heterélogas que reconhecem
um alvo comum e verificada na forma de uma biblioteca. Aléem disso, esta
proteina de ligagdo a SLC pode ser combinada com uma colegao previa-
mente selecionada de cadeias pesadas e verificada diretamente no mesmo
alvo de interesse ou um segundo alvo de interesse para criar uma molécula
biespecifica. Alternativamente, isto reforgou que a ligagao ou a ligacado bies-
pecifica pode ser descoberta através da verificagdo em associagido com co-
legbes ndo selecionadas de cadeias pesadas. Em adigdo, embora este e-
xemplo se refira as cadeias pesadas de anticorpo, deve ser entendido que
uma cadeia pesada completa ndo € necessaria. Fusdes de cadeia isolada
que compreendem sequéncias da regido variavel da cadeia pesada, na au-
séncia de uma regiao constante de cadeia pesada ou uma regido constante
de cadeia pesada completa, podem ser produzidas de uma maneira analoga

e estdo dentro do ambito deste exemplo.

Exemplo 2
Fusdes de VpreB como um parceiro de cadeia pesada variavel

(VH)

Uma proteina de fusdo VpreB-A5 funcional mostrada no segundo
diagrama da figura 5 (denominada de "Proteina de fusdo de VpreB — com-
plexo dimérico") é criada de forma recombinante. A proteina de fusao VpreB-
A5 é compreendida de uma sequéncia de sinal do gene Ill de m13, os ami-
noacidos 20 até 115 de VpreB1 e os aminoacidos 83 até 209 de A5. Este
constructo € coexpressa com uma fusao de cadeia pesada variavel-CH1 em
quadro com plll para uso na exibigdo em fagos ou em fagemideos. Como
uma sequéncia codificadora de VH, a sequéncia codificadora de VH do anti-
corpo anti-TNFa, D2E7, € utilizado e CH1 é a regiao CH1 da IgG1 humana.
Este constructo de fagemideo € transformadas em células TG1. A seguir,

uma coldnia isolada é propagada em Luria Broth (LB) suplementado com 50
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pg/mL de ampicilina e 2% de glicose até atingir DO600 de ~0,3 e infectada
com o fago auxiliador MK307 a 37 graus durante 30 minutos, sem agitacio.
As células sido entao peletizadas e entdo ressuspensas em LB contendo 50
pg/mL de ampicilina e 75 pg/mL de canamicina é é permitido que cresgam
durante a noite com aeracgao vigorosa a 30 graus. No dia seguinte, o sobre-
nadante contendo a proteina de fusdo SLC-HC expressa em fagemideo é
utilizado em Fogo-ELISAs para determinar a ligagao ao alvo. Sucintamente o
ELISA envolve o revestimento € o bloqueio de uma placa de ELISA com
TNF-a humano, seguidos pela incubagdo do fago com SLC-HC durante 2
horas a 4 graus, lavagem com PBS-Tween-20 (0,05%) e deteccao direta
com o anticorpo anti-m13-HRP. Alternativamente a ligagcdo pode ser avaliada
através da amplificagdo direta ou da eluigdo do fago ligado e os titulos dos
fagos sao determinados utilizando células XL-1Blue. Este exemplo descreve
uma fusdo de SLC utilizada como parceiro de ligagdo com uma fusao de ca-
deia pesada variavel-CH1 na forma de um clone isolado, mas esta SLC tam-
bém pode ser combinada com uma colegédo concentrada de regides varia-
veis de cadeia pesada que reconhecem um alvo comum e verificada na for-
ma de uma biblioteca. Além disso, esta fusdo de SLC pode ser combinada
com uma colegao ndo-selecionada de cadeias pesadas e verificada direta-
mente em um alvo de interesse. Como uma fusdo de SLC razoavel alternati-
va, a associagdo de VH pode ser reforgcada através da fusdo da regido
lambda constante de uma cadeia leve de anticorpo tradicional ao invés do
fragmento da proteina A5.

Exemplo 3
VpreB e lambda5 na forma de um parceiro de cadeia pesada va-

riavel (VH) associado

A proteina coexpressa VpreB-A5 mostrada no terceiro diagrama
da figura 5 (denominada de "VpreB e lambda 5 — complexo trimérico") é
constituida de uma sequéncia de sinal do gene lll de m13 e os aminoacidos
correspondentes da VpreB1 processada madura prevista (aminoacidos 20
até 146) e lambda 5 (aminoacidos 31 até 209). Estas sdo coexpressas com

uma fusdo de cadeia pesada variavel-CH1 em quadro com plll para uso na
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exibigdo em fagos ou em fagemideos. Como uma sequéncia codificadora de
VH, a sequéncia codificadora de VH do anticorpo anti-TNFa, D2E7, é utiliza-
da e CH1 é a regiao CH1 da IgG1 humana. Este constructo de fagemideo €&
transforrnada em células TG1. A seguir, uma colbnia isolada & propagada
em Luria Broth (LB) suplementado com 50 pg/mL de ampicilina e 2% de gli-
cose até atingir DO600 de ~0,3 e € entdo infectada com o fago auxiliador
MK307 a 37 graus durante 30 minutos, sem agitacdo. As células sdo entdo
peletizadas e entdo ressuspensas em LB contendo 50 ng/mL de ampicilina e
75 p/mL de canamicina é € permitido que cresgam durante a noite com ae-
ragao vigorosa a 30 graus. No dia seguinte o sobrenadante contendo os
complexos proteicos triméricos de SLC HC expressos em fagemideos é utili-
zado em Fogo-ELISAs para determinar a ligagdo ao alvo. Sucintamente o
ELISA envolve o revestimento e o bloqueio de uma placa de ELISA com
TNF-a humano, seguidos pela incubagcao do fago com SLC-HC durante 2
horas a 4 graus, lavagem com PBS-Tween-20 (0,05%) e detecgdo direta
com o anticorpo anti-m13-HRP. Alternativamente a ligagéo pode ser avaliada
através da amplificagéo direta ou da eluigdo do fago ligado e os titulos dos
fagos s&o determinados utilizando células XL-1Blue. Este exemplo descreve
a SLC utilizada como parceiro de ligagdo com uma fuséo de cadeia pesada
variavel-CH1 na forma de um clone isolado, mas esta SLC pode ser combi-
nada com uma colegao concentrada de regides variaveis de cadeia pesada
que reconhecem um alvo comum e verificada na forma de uma biblioteca.
Além disso, esta fusdo de SLC pode ser combinada com uma cole¢do nao-

selecionada de cadeias pesadas e verificada diretamente em um alvo de in-

teresse.

Exemplo 4

Engenharia de diversidade nas reqgides analogas a CDRS3 de V-
preB1

Uma vez que as regides analogas a CDR da cadeia leve substi-
tuta (SLC) terdo fungdes similares as das CDRs de uma cadeia leve de anti-
corpo, € importante determinar os pontos de fusdo entre a VpreB e a A5. De

acordo com uma abordagem, o ponto de fusdo mais adequado para uma fi-
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nalidade particular € determinado partindo do sitio analogo a CDR3 que con-
tém todos os aminoacidos de VpreB e substituindo de forma crescente os
aminoacidos de posigdo em posigdo da A5 codificada em oligonucleotideos
que podem ser clonados. Esta substituicdo crescente continua até que o si-
tio analogo a CDR esteja totalmente composto de uma sequéncia de origem
de A5. Em algum ponto durante este processo, poderia ser desejavel adicio-
nar uma cadeia pesada complementar e permitir/facilitar sua ligagdo e seu
reconhecimento de antigenos. Para aumentar adicionalmente ou possibilitar
esta complementacao, a diversidade aleatéria pode ser utilizada em qual-
quer um dos sitios analogos a CDR, assim como a diversidade baseada na
analise do comprimento de CDRs combinadas. Alternativamente ou em adi-
¢ao, as sequéncias VA5 do anticorpo podem ser utilizadas para adicionar di-
versidade, uma vez que seus comprimentos de CDRs se combinam bem
com os comprimentos de sitios analogos a CDR de VpreB.

Exemplo 5
Adicdo de funcionalidades aos componentes de SLC

Uma vez que a SLC é compreendida de dois polipeptideos inde-
pendentes isto cria oportunidades naturais para anexar ou embutir funciona-
lidades secundarias. No presente Exemplo, no primeiro caso um scFv anti-
VEGF ¢ inserido para criar uma proteina de fusdo que liga VpreB e A5 (figura
9A). Este scFv que restringe a SLC engenheirado resultante € pareado com
a cadeia pesada de um anticorpo anti-TNF-a. O constructo resultante € co-
expressa com a cadeia pesada clonada em quadro com plll para uso na exi-
bicado em fagos ou em fagemideos. Este constructo de fagemideo € trans-
formada em células TG1 e uma coldnia isolada é propagada em Luria Broth
(LB) suplementado com 50 ug/mL de ampicilina e 2% de glicose até atingir
DO600 de ~0,3 e infectada com o fago auxiliador MK307 a 37 °C durante 30
minutos sem agitagdo. As células sao entao peletizadas e entao ressuspen-
sas em LB contendo 50 pg/mL de ampicilina e 75 pg/mL de canamicina é é
permitido que cresgam durante a noite com aeragao vigorosa a 30 °C. No dia
seguinte o sobrenadante contendo proteina de fusdo SLC-HC expressa em

fagemideo é utilizado em Fogo-ELISAs para determinar a ligagcdao ao alvo.



10

15

20

25

30

41

Sucintamente o ELISA envolve o revestimento e o bloqueio de uma placa de
ELISA com TNF-a humano ou VEGF humano, seguidos pela incubag¢do do
fago com SLC-HC durante 2 horas a 4 °C, lavagem com PBS-Tween-20
(0,05%) e detecgao direta com o anticorpo anti-m13-HRP.

A seguir, € criada uma fusdo do scFv anti-VEGF como terminal
C de VpreB e o constructo de complexo proteico tripartido resultante & avali-
ada similarmente ao ELISA com fagemideos descrito anteriormente.

Alternativamente, o scFv antiovalbumina é fundido ao terminal
amino de A5 e o complexo proteico tripartido € testado em relagido a ligagao
tanto ao TNF-a quanto a ovalbumina.

Finalmente, estes dois constructos de fusado (a VpreB-scFv anti-
VEGF e a A5-anti-ovalbumina) sédo combinadas com a cadeia pesada do an-
ticorpo anti-TNF-a. para criar uma molécula triespecifica, que é entdo confir-
mada no ELISA com fagemideo como descrito anteriormente.

Na descrigdo, o scFv contra alvos distintos é incorporado, porém
podem ser combinados ligantes funcionais ao mesmo alvo para criar "super-
ligantes"” em tandem. Estes ligantes em tandem pode fornecer ligagao refor-
¢ada ou até mesmo, em alguns casos, a fungdo de ligacao cruzada. A liga-
¢ao cruzada de Fab sera benéfica em casos em que anticorpos inteiros for-
necem ligagao cruzada indesejavel e prolongada. Por exemplo, pode nao ser
desejavel que anticorpos do receptor de insulina de imunoglobulina inteira
que atuam como substitutos de insulina requeram 3-4 semanas para a elimi-
nacgao do soro. Uma vez que a insulina possui geralmente uma meia-vida de
minutos, um Fab estaria mais de acordo com esta escala de meia-vida e en-
tao a funcionalidade em tandem poderia ser dirigida apropriadamente por
este pedido de patente.

As descricbes anteriores descrevem apenas anticorpos como
grupos funcionais secundarios, mas também podem incorporar similarmente
peptideos relevantes (por exemplo, imitadores de eritropoietina (EPO)), re-
ceptores (por exemplo, TNF-RI), proteinas de ligagao (por exemplo, IL-1ra) e
qualquer proteina terapéutica, tal como interferons, as constructos anexadas

e limitadas para criar moléculas de funcdes similares.
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Ainda poderiam ser utilizados os dois sitios para incorporar pro-
teinas heterodiméricas, de forma que as cadeias pesada e leve criem uma
molécula similar a Fab secundaria.

Finalmente, foram descritos somente casos singulares, mas a
incorporagao de bibliotecas de anticorpos em fagos distintas de forma com-
binatéria e bibliotecas de diversidade de peptideos também ¢ incluida aqui,
para verificar anticorpos candidatos de SLC contra seus alvos direcionados e
desejados.

Exemplo 6
Expressio de constructos de cadeia leve substituta (SURRO-

BODY®) em células de mamifero

As sequéncias codificadoras dos componentes de cadeia leve
substituta das estruturas mostradas na figura 11 na forma de "trimeros"
(também referidas como "variagbes de SURROBODY®") foram cotransfec-
tadas com uma cadeia pesada de anticorpo IgG1 de comprimento completo
em células CHO-K1 (ATCC CCL-61) para produzir de forma transitério cons-
tructos de cadeia leve substituta para analise bioquimica. Especificamente, a
VpreB1 e a A5 humanas de comprimento completo foram clonadas no vetor
de expressao de mamifero pCl (Promega, Madison WI). Estes constructos
continham seus sinais de secregao previstos nativos. No caso da VpreB1, o
peptideo sinal previsto € constituido pelos aminoacidos 1-20 da SEQ ID NO:
1, para a A5 a sequéncia de sinal prevista é constituida dos aminoacidos 1-
30 da SEQ ID NO: 5. Para ambas destas proteinas, foram deletadas ptécni-
cas de suas caudas nao estruturais previstas. Para a VpreB1 esta incluia os
aminoacidos 122-146 C-terminais da SEQ ID NO: 1 e para a lambda 5 esta
incluia os aminoacidos 30-86 N-terminais da SEQ ID NO: 5.

A sequéncia da sequéncia de A5 truncada no "trimero" apresen-
tado na figura 11 como "Lambda 5 dT" € mostrada como a SEQ ID NO: 7. A
sequéncia da sequéncia de VpreB1 truncada no "trimero" apresentado na
figura 11 como "VpreB dT" é mostrada como a SEQ ID NO: 8.

Cada uma das quatro possibilidades de cadeias leves substitu-

tas combinatérias foi co-transfectada com uma cadeia pesada anti-influenza
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humana conhecida, contendo uma marcagdo (tag) de hexa-histidina (His6)
C-terminal (SEQ ID NO: 9) e expressa de acordo com as sugestoes do fabri-
cante (Invitrogen, Carilsbad CA) em meio com baixo conteldo de soro. Apds
3 dias, os sobrenadantes foram coletados, filtrados e purificados por croma-
tografia com quelato de niquel (Qiagen, Alemanha). As proteinas purificadas
foram entéo verificadas através da analise de western blot com soro de coe-
lho antipeptideo (VpreB e A5) ou anticorpos anti-histidina (Serotec, Raleigh
NC). A detecgédo de proteinas foi visualizada apés anti-HRP de coelho (V-
preB e A5) ou anti-HRP de camundongo (cadeia pesada) e do desenvolvi-
mento colorimétrico com o substrato TMB. (figura 12, faixas 1-4)

Adicionalmente, fusdes de cadeias leves substitutas (vide a figu-
ra 11) foram criadas através da engenharia de uma proteina quimérica com-
posta do gene VpreB1 e o gene A5 ou o dominio lambda constante da ca-
deia leve. Especificamente, foi produzida uma proteina fundida de forma re-
combinante que continha os aminoacidos 1-87 da VpreB (SEQ ID NO: 1)
com os aminoacidos 121-209 da proteina A5 (SEQ ID NO: 5) (SEQ ID NO:
10). Adicionalmente, foi feita uma segunda fusdo que continha os aminoaci-
dos 1-87 da VpreB (SEQ ID NO: 1) com o aminoacido 121 C-terminal da re-
gido constante da cadeia leve A do anticorpo (SEQ ID NO: 11). Cada fuséo
de cadeia leve substituta foi expressa de forma transitéria, coletada, purifica-
da e verificada através da analise de western blot, essencialmente como
descrito anteriormente. De forma notavel, como ambas as fusdes continham
o epitopo para o soro anti-peptideo anti-VpreB1, este foi utilizado para a ana-
lise de western blot. (figura 12, faixas 5-6)

Exemplo 7

Expressdo de constructos de cadeia leve substituta (SURRO-
BODY®) em E. coli

Uma vez que as proteinas recombinantes sdo frequentemente

expressas de forma benéfica em bactérias, foi testada a capacidade de pro-
duzir constructos de cadeia leve substituta solUveis em sistemas procari6ti-
cos. Para se dedicar a isto, as fusdGes de cadeia leve substituta denominadas

de "dimeros" na figura 11 foram clonadas em sistemas de expres-



10

15

20

25

30

44

sao/secrecao de E. coli. Foi utilizado um sistema de expressido que pode ser
reprimido por plac, em que as proteinas de mamiferos maduras foram ex-
pressas e secretadas no periplasma através da fusao recombinante com se-
quéncias lideres procaritdticas. Especificamente, as fusdes de cadeia leve
substituta foram direcionadas para o periplasma através da fusdo da se-
quéncia codificadora da proteina madura com o terminal C da sequéncia co-
dificadora lider glll de m13 (SEQ ID NOs: 12 e 13). A cadeia pesada foi ex-
pressa através da fusdo da regido variavel da cadeia pesada de IgG1 e do
dominio da regidao constante de cadeia pesada de um anticorpo anti-
influenza ao terminal C da sequéncia lider pelB (SEQ ID NO: 14). Os plas-
mideos que expressam ambas as proteinas foram transformados em células
de E. coli HB2151 (Stratagene) e expressos durante a noite em meio LB
contendo 100 pyg/mL de ampicilina e 200 micromolares de IPTG a 30 graus.
As células foram coletadas e os lisados periplasmaticos foram preparados,
seguindo métodos conhecidos na técnica. Os lisados periplasmaticos foram
testados diretamente através da analise de western blot ou purificados como
descrito anteriormente (figura 13, painel A).

Uma vez que a cadeia leve substituta & tradicionalmente um
componente do receptor de pré-células B ligado a membrana, esta é nor-
malmente encontrada pareada com uma cadeia pesada de classe IgM. Para
as finalidades utilitarias proprias, desejava-se comparar a capacidade de pa-
rear uma fusdo de cadeia leve substituta com uma regido do dominio 1 pe-
sado constante com base em IgM versus IgG. Para verificar isto, um dominio
1 pesado constante u foi substituido (SEQ ID NO: 15) pela regiao do dominio
pesado constante gamma do anticorpo anti-influenza descrito anteriormente.
Foi observado, partindo da analise de western blot dos lisados periplasmati-
cos que o dominio pesado constante com base em IgG (y) era mais expres-
so e purificado em niveis maiores que o sistema a base do dominio pesado
constante baseado em p (figura 13, painel B).

Exemplo 8

Expressdao de constructos de cadeia leve substituta (SURRO-
BODY®) em fagemideo m13
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Uma vez que as proteinas recombinantes ndo sao apenas ex-
pressas de forma proveitosa em bactérias, mas também individualmente e
em colegdes de bibliotecas diversas na superficie de particulas de virus bac-
terianos era desejado produzir constructos de cadeia leve substituta soluveis
na superficie de fagemideos m13. Para se dedicar a isto, fusbes de cadeia
leve substituta ("dimeros" na figura 11) foram clonadas em sistemas de ex-
pressao/secregao de E. coli. Para todos os sistemas, foi utilizado um sistema
de expressao que pode ser reprimida por pLac descrito anteriormente. Entre-
tanto, neste caso um epitopo E-tag (GAPVPYPDPLEPR) (SEQ ID NO: 16)
foi anexado as fusdes de cadeia leve substituta, assim como a uma proteina
de controle de cadeia leve. As sequéncias da fusdo genelll VpreB1-
lambda5b-E tag (Fusao 1) e da fusdo genelll VpreB1-CI-E tag (Fusao 2) sao
mostradas como as SEQ ID NOs: 12 e 13, respectivamente. Para ancorar os
constructos de cadeia pesada ao fagemideo m13, os constructos de cadeia
pesada foram clonadas de forma recombinante, as cadeias pesadas varia-
veis e as regides do dominio 1 pesado constante gamma em quadro com o
produto do gene |ll de m13. Especificamente, as proteinas recombinantes
continham um peptideo de hexa-histidina intermediario, o epitopo do pepti-
deo para o anticorpo anti-c-myc (GEQKLISLEEDL) (SEQ ID NO: 17) e um
codon de término ambar.

Foi verificada a fidelidade da expressao de proteina e da forma-
c¢ao de complexos, respectivamente, através de ELISA de captura anti-
histidina e anti-E.

A expressao de anticorpos e de "surrobodies"” em fagemideos foi
realizada através de métodos padronizados bem conhecidos na técnica. Es-
sencialmente, as células TG-1 transformadas com plasmideos de expressao
foram crescidas até mid log (DO 600 de ~0,3) em meio 2-YT suplementado
com 100 pg/mL de ampicilina e repressao com 2% de glicose e entao infec-
tadas com o fago auxiliador m13K07 e entdo crescidas durante a noite em
meio 2-YT suplementado com 100 ug de ampicilina, 70 pg/mL de canamici-
na e 200 micromolares de IPTG. Os sobrenadantes ou os precipitados con-

tendo fagos e o fago ressuspenso em PBS foram utilizados para o ELISA de
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captura em fagos. O ELISA de captura em fagos foi realizado através do re-
vestimento de placas para microtitulagdo com anticorpos anti-histidina (Sero-
tec) ou anti-E (Abcam) e entdo da detecgéo da ligagdo com anticorpos anti-
peroxidase de m13 (Pharmacia), seguida pela visualizagao colorimétrica
com o substrato TMB. Nestes casos, foi observada a captura especifica do
fago através de ambos os métodos, sustentando a fusdo de expressdo de
proteinas com alta fidelidade ao fago através da associagdo de cadeias pe-
sadas e de cadeias leves substitutas estaveis. Os resultados sdo mostrados
na figura 14.

Exemplo 9
Ligacido ao antigeno de constructos de cadeia leve substituta

expressas em células de mamifero

Como parecia que as variagdes de cadeias leves substitutas
formavam complexos facilmente detectaveis apds a cromatografia com que-
lato de niquel, sua capacidade de se ligar ao antigeno original do parceiro de
ligacdo da cadeia pesada cognata foi testada. A expressédo transitoria e a
purificagao foram realizadas como descrito anteriormente. A ligagdo ao anti-
geno foi testada por ELISA. Sucintamente, pogcos de microtitulagdo foram
revestidos com preparagdes do virus H5N1 Vietnam 12-3/04 inativado
(USFDA — CBER, padrdo de antigeno), bloqueados e entao incubados com
proteinas purificadas diluidas em série quantificadas. Apoés a lavagem, os
complexos foram detectados com anticorpos conjutados com peroxidase an-
ti-Fc humano. Finalmente, a ligagado foi visualizada de forma colorimétrica e
quantificada com o desenvolvimento do substrato TMB (vide a figura 15).

Adicionalmente, os sobrenadantes de transfecgbes transitorias
foram similarmente testados nao-diluidos em relagao a ligagao ao antigeno e
mostrados na figura 16. Apds a lavagem, os complexos de cadeias leves
substitutas foram detectados tanto com soro anti-peptideo anti-VpreB1 quan-
to com anticorpos secudarios conjugados com peroxidase anti-coelho ou an-
ticorpos conjugados com peroxidase anti-Fc humano e entdo visualizados de
forma colorimétrica e quantificados com o desenvolvimento do substrato
TMB.
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Exemplo 10
Ligacdo ao antigeno de constructos de cadeia leve substituta

expressas em E. coli

Devido ao fato de que as fusbes de cadeia leve substituta pare-
ciam formar complexos estaveis, era desejado estabelecer se tais fusées pa-
readas com uma cadeia pesada e anticorpo anti-influenza se ligariam ao vi-
rus cognato do anticorpo. Para testar a ligagdo, os lisados periplasmaticos
foram preparados como descrito anteriormente. Os lisados foram entao
submetidos a ligagdo ao antigeno em ELISA, essencialmente como descrito
anteriormente, exceto que a ligagao foi detectada com um anticorpo mono-
clonal para um epitopo de hexa-histidina anexado no terminal C da cadeia
pesada ou para uma E-tag anexada no terminal C da fusdo de cadeia leve
substituta por anticorpos purificados por afinidade policlonais. A detecgio do
epitopo foi realizada por anticorpos conjugados com peroxidase anti camun-
dongo ou anti-coelho. Finalmente, a ligacao foi visualizada de forma colori-
métrica e quantificada com o desenvolvimento do substrato TMB. Os resul-
tados sdo mostrados na figura 17.

Exemplo 11
Ligacdo ao antigeno de constructos exibidos em fagos de cadei-

as leves substitutas

Devido ao fato de que era possivel produzir variagdes de cadei-
as leves substitutas em sistemas heterdlogos e uma vez que as colegdes
exibidas em fagos sdo desejaveis para a descoberta e a engenharia de pro-
teinas futuras, era desejado determinar se as variagdes e/ou as fusbGes de
cadeias leves substitutas eram facilmente exibidas na superficie do fago
m13 na forma de complexos associados com o gene lil. As variagdoes (SEQ
ID NOs: 18-22) e as fusdes descritas anteriormente (SEQ ID NOs: 12 e 13)
foram coexpressas com qualquer uma de duas cadeias pesadas de anticor-
po anti-influenza (SEQ ID NOs: 19 e 14) como descrito anteriormente e a li-
gagao seguiu essencialmente as condigdes também descritas anteriormente.
Sucintamente, pogos para microtitulagao foram revestidos com o virus H5N1

Vietnam 1203/04 e foi permitido que os fagemideos se ligassem e entao fo-
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ram lavados e detectados diretamente através de anticorpos conjugados
com peroxidase anti-m13. A ligagdo foi determinada de forma quantitativa
apoés a formagao do produto do substrato colorimétrico com TMB. Os resul-
tados sdo mostrados nas figuras 18 e 19.

Exemplo 12
Constructos, selecido e ELISA clonal de bibliotecas de construc-

tos de cadeia leve substituta em fagos

Uma abordagem iterativa utilizando bibliotecas combinatérias de
anticorpos foi empregada para gerar e testar constructos de cadeia leve
substituta que se ligam ao antigeno. Sucintamente, foram criadas bibliotecas
combinatérias de anticorpos preparadas partindo da medula éssea de so-
breviventes ao influenza aviario HS5N1. Estas bibliotecas foram verificadas
contra a proteina hemaglutinina do virus H5N1 para dois ciclos de selegdo. A
seguir, o plasmideo de fagemideo foi amplificado e purificado. As regioes
variaveis de cadeia pesada foram isoladas pela digestao de restricdo desta
preparacdo de plasmideo e clonadas em quadro com o dominio 1 pesado
constante para formar uma fusdo recombinante com a proteina de revesti-
mento do gene Ill de m13 para a exibicdo em fagemideo. De maneira impor-
tante, foram utilizados dois plasmideos receptores que coexpressavam uma
fusdo de cadeia leve substituta compreendida de VpreB1 e lambda § (Fusao
de SLC 1) (SEQ ID NO: 10) ou VpreB1 e um dominio de lambda constante
(SEQ ID NO: 11) proveniente da cadeia leve lambda classica (Fusao de SLC
2). A biblioteca de fusdo 1 produziu 3,84x10’ transformantes independentes,
enquanto que a biblioteca de fusdo 2 produziu 7,8x10’ transformantes. Am-
bas as bibliotecas foram verificadas independentemente ao longo de dois
ciclos e ambas exibiam enriquecimento significativo em relagdo ao basico
(Fus@o 1 = 5x, Fusao 2 = 20x) que aumentava em um segundo ciclo de
"panning” (Fusao 1 = 97x, Fusao 2 = 48x).

Para testar através de ELISA a ligagao ao antigeno clonal, os
fagos de ambos os ciclos e de ambas as bibliotecas foram transferidos para
a cepa de E. coli HB2151 para produzir proteinas de fusdo com surrobody

soliveis. Sucintamente, os clones de HB2151 foram crescidos e induzidos a
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produzir surrobodias sollveis. Especificamente, as colénias foram cultivadas
durante a noite em meio 2-YT suplementado com 100 ug/mL de ampicilina e
200 micromolares de IPTG durante a noite a 30 graus, os lisados periplas-
maticos, como descrito anteriormente. Os lisados periplasmaticos resultan-
tes foram testados por ELISA, essencialmente como apresentado anterior-
mente.

O numero de transformantes e a porcentagem de clones positi-
vos para as duas fusdes, nos ciclos 1 e 2 de "panning” sdo mostrados na fi-
gura 20 e os dados da analise clonal para os Ciclos 1 e 2 dos clones das bi-
bliotecas de Fusdo 1 e de Fusao 2 sdo mostrados nas figuras 21 e 22.

Exemplo 13
Fusdes de cadeia leve substituta para aumentar a meia-vida no

soro

A meia-vida de um fragmento de anticorpo in vivo € considera-
velmente estendida quando este faz ptécnica de uma fusdo com uma cadeia
pesada intacta e completa que inclui todos os dominios constantes de ca-
deia pesada, ndo apenas os necessarios para formar uma ligagao estavel ao
fragmento do antigeno. No caso de IgG isto significa a inclusdo de dominios
CH1, CH2 e CH3. Em particular esta bem estabelecido que CH2 e CH3 con-
ferem a maior ptécnica deste efeito in vivo. Na verdade, a fusdo destes do-
minios CH2 e CH3 com proteinas heterdlogas é tipicamente suficiente para
aumentar as poténcias e PK/PD destas moléculas quiméricas comparadas
com as moléculas originais. Similarmente fusdes funcionais com qualquer
uma ou com ambas VpreB e A5 se beneficiam através desta associagdo com
os dominios constantes da cadeia pesada.

Para o tratamento de diabetes do tipo Il, a administragdo do pep-
tideo 1 similar ao glucagon (ou GLP-1) beneficia os individuos através da
indugao da secregao de insulina dependente de glicose no pancreas, melho-
rando assim o controle de glicose em tais pacientes. Entretanto, um peptideo
GLP-1 de vida longa € uma meta desejavel. Uma vez que as caudas das ca-
deias leves substitutas sdo distintas e acessiveis, esta meta poderia ser rea-

lizada através da fusao de forma recombinante da porgao de GLP-1 ativo
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com o terminal C da cauda de VpreB1 (SEQ ID NOs: 23 e 24) ou com a
cauda N-terminal de A5 (SEQ ID NOs: 25 e 26). No caso de uma fusdo com
A5, esta pode ser expressa na presenga ou na auséncia de VpreB1 e até
mesmo na presenga ou ha auséncia do dominio pesado variavel, como a-
presentado na figura 11. As fusdes com VpreB1 podem ser similarmente
produzidas na presenga ou na auséncia de A5 e possivelmente com ou sem
o dominio da cadeia pesada de CH1. Similarmente, outras fusdes benéficas
com fator de crescimento, citocina, receptor e enzima podem ser criadas.
Em todos estes casos a ligagcdo ndo € uma necessidade da cadeia leve
substituta ou de componentes de SURROBODY®, mas ao invés disso, pode
ser conferida inteiramente ou em grande ptécnica pelo elemento fundido
com a cadeia leve substituta heterdloga..

Embora, na descrigdo precedente, a invengdo seja ilustrada com
referéncia a certas modalidades esta n&o é tao limitada. De fato, varias mo-
dificagbes da invengdo em adigao aqueles mostrados descritos aqui se tor-
nardo aparente aqueles versados na técnica a partir da descrigdo preceden-
te e estdo dentro do escopo das reivindicagbes em anexo.

Exemplo 14
Determinacao da afinidade de Constructos de cadeia leve substi-

tuta que se ligam a Hemaglutinina

Para determinar as afinidades de constructos de fusdo de cadei-
as leves substitutas (SURROBODIES®, vide a figura 11) varios surrobodies
foram superexpressos e purificados em E. coli e comparados com os Fabs
originais dos quais as cadeias pesadas foram primeiramente identificadas.
As afinidades foram determinadas por Bio-Layer Interferometry em um Bio-
Forte Octet essencialmente como a seguir. Em primeiro lugar, 100 pg de
proteina hemaglutinina purificada foram biotinilados em um excesso molar
de 20:1 utilizando biotina Pierce No-Weigh PEO4 (cat# 21329) de acordo
com as instrugdes do fabricante, incubados a temperatura ambiente durante
1-3 horas com mistura intermitente e entdo incubados durante a noite a 4C.
O excesso de biotina foi removido através da coluna de centrifugagdo por

exclusdo de tamanho e trocado para PBS. A seguir, os constructos de ca-
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deia leve substituta e os Fabs de ligagcdo a HA foram purificados por FPLC
utilizando cromatografia por afinidade com Ni?*, dessalinizados para remover
o0 excesso de imidazol, concentrados e quantificados por ELISAs quantitati-
vos de cadeias leves (Bethel Labs, cat# E80-115-k e E80-116-A) que s&o re-
alizados de acordo com as instrugdes do fabricante. Finalimente, as afinida-
des foram determinadas através da analise de uma faixa de concentragtes
de amostras que sdo tipicamente 15 nM-500 nM em diluigdes em série de 2
vezes. As amostras foram incubadas com biossensores revestidos com a
proteina HA durante até 15 minutos, entdo incubadas no diluente de amostra
durante até 1 hora. Todas estas etapas foram realizadas com rotagdo de
placas das amostras a 1500 RPM. A associagao foi medida durante a incu-
bacdo de Fab com os biossensores revestidos com HA e a dissociagao €
medida na incubag¢ao no diluente de amostra apds a ligacao. As afinidades

sdo mostradas na Tabela a seguir

Fusao 1 Fusao 1
Clone VpreB1-Lambda5 | VpreB1-lambda constante Fab
F5 250-400 pM 150-270 pM 1pM
B11 31-180 pM Nao determinado 13 pM

Todas as referéncias citadas ao longo de todo o relatério descri-
tivo e as referéncias citadas aqui, sdo expressamente incorporadas aqui co-

mo referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo que compreende uma sequéncia de VpreB e/ou
uma sequéncia de A5 conjugada com uma sequéncia de aminoacidos hete-
rogénea,, em que o dito polipeptideo é capaz de se ligar a um alvo.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 1, que compreen-
de uma sequéncia de VpreB.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 2, em que a dita
sequéncia de VpreB € selecionada do grupo que consiste em uma sequén-
cia nativa de VpreB1, uma sequéncia nativa de VpreB2, uma sequéncia nati-
va de VpreB3 e fragmentos e variagbes das mesmas.

4. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 3, em que a dita
sequéncia nativa de VpreB é selecionada do grupo que consiste em VpreB1
humana da SEQ ID NO: 1, VpreB2 de camundongo das SEQ ID NOS: 2 e 3,
VpreB3 humana da SEQ ID NO: 4 e fragmentos e variagbes das mesmas.

5. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 2, em que a dita
sequéncia de aminoacidos heterogénea compreende uma sequéncia de A5.

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 5, em que a dita
sequéncia de aminoacidos heterogénea compreende toda ou ptécnica de
uma A5 humana da SEQ ID NO: 5 ou de um polipeptideo similar a A5 huma-
na da SEQ ID NO: 6.

7. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 5, em que a dita
sequéncia de A5 é fundida com a dita sequéncia de VpreB.

8. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 2 que compreen-
de uma fusdo de uma sequéncia de VpreB com uma sequéncia de aminoa-
cidos heterogénea.

9. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 8, em que a dita
sequéncia de aminoacidos heterogénea é uma sequéncia de A5.

10. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 9, em que a dita
sequéncia de VpreB é selecionada do grupo que consiste em VpreB1 huma-
na da SEQ ID NO: 1, VpreB2 de camundongo das SEQ ID NOS:2 e 3 e V-
preB3 humana da SEQ ID NO: 4 e fragmentos e variagdes das mesmas.

11. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 10, em que a di
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ta sequéncia de A5 é uma sequéncia de uma A5 humana da SEQ ID NO: 5,
um polipeptideo similar a A5 da SEQ D NO:6 ou um fragmento ou uma varia-
¢ao dos mesmos.

12. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 9, em que a dita
fusdo ocorre na ou ao redor das regides analogas a CDR3 da dita sequéncia
de VpreB e A5, respectivamente.

13. Polipeptideo de acordo com a reivindicagédo 8, em que a dita
sequéncia de aminoacidos heterogénea compreende uma sequéncia de re-
giao variavel de cadeia leve de anticorpo.

14. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 13, em que a di-
ta sequéncia de regiao variavel de cadeia leve de anticorpo € fundida com a
dita sequéncia de VpreB em um sitio analogo a uma regido de CDR3 de ca-
deia leve de anticorpo.

15. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 13, em que a re-
giao de CDR3 da dita sequéncia de regidao variavel de cadeia leve de anti-
corpo é fundida com a dita sequéncia de VpreB em um sitio analogo a dita
regiao de CDR3.

16. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 15,, em que a di-
ta cadeia leve de anticorpo € uma cadeia A.

17. Polipeptideo de acordo com a reivindicagado 15, em que a di-
ta cadeia leve de anticorpo € uma cadeia K.

18. Polipeptideo de acordo com a reivindicagédo 13, em que a di-
ta sequéncia de aminoacidos heteréloga compreende ainda uma sequéncia
da regiao constante de cadeia leve do anticorpo.

19. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 18, em que a di-
ta regiao constante sequéncia é a regido constante inteira de uma cadeia
leve de antico'rpo.

20. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1 que compre-
ende uma sequéncia de AS5.

21. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 20, em que a di-
ta sequéncia de A5 é uma sequéncia de uma A5 humana da SEQ ID NO: 5

ou polipeltideo similar a A5 humana da SEQ ID NO: 6 ou um fragmento ou
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uma variagao dos mesmos.

22. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 21, em que a di-
ta sequéncia de aminoacidos heterogénea ¢ uma sequéncia de VpreB con-
jugada com a dita sequéncia de A5.

23. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 22, em que a di-
ta conjugacgao é uma fusao das ditas sequéncias de A5 e VpreB.

24, Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 22, em que a di-
ta conjugacao é uma ligagdo covalente entre as ditas sequéncias de A5 e
VpreB.

25. Polipeptideo de acordo com a reivindicagéo 24, em que a di-
ta ligagdo covalente é formada através da conexdo de um peptideo ou uma
sequéncia de polipeptideo.

26. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 1 que compre-
ende uma sequéncia de VpreB e uma sequéncia de A5, em que a dita conju-
gacao € uma associagdo nao-covalente e, em que pelo menos uma das di-
tas sequéncias de VpreB e A5 € outra sem ser uma sequéncia de VpreB e A5
nativa de comprimento completo, respectivamente.

27. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 26, em que pelo
menos uma das ditas sequéncias de VpreB e A5 € um fragmento ou uma va-
riagado de uma sequéncia de VpreB e A5 nativa, respectivamente.

28. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 1, em que o dito
polipeptideo € adicionalmente conjugado com uma segunda sequéncia de
aminoacidos heterogénea.

29. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 28 que compre-
ende uma fusdo de uma sequéncia de VpreB com uma sequéncia de A5, as-
sociada de forma covalente a dita segunda sequéncia de aminoacidos hete-
rogénea.

30. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 29, em que a di-
ta segunda sequéncia heterogénea de polipeptideo € uma sequéncia de ca-
deia pesada de anticorpo que compreende uma regiao variavel.

31. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 30, em que a di-

ta sequéncia de cadeia pesada de anticorpo é conjugada a uma fusado da



10

15

20

25

30

dita sequéncia de VpreB e a dita sequéncia de A5 através de um ligante pep-
tidico.

32. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 30, em que a di-
ta sequéncia de cadeia pesada de anticorpo é conjugada a uma fusédo da
dita sequéncia de VpreB e a dita sequéncia de A5 através da associagdo
ndo-covalente, para formar um complexo dimérico.

33. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 32, em que a
sequéncia de regiao variavel de cadeia pesada de anticorpo se liga ao mes-
mo alvo que o dito polipeptideo.

34. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 32, em que a di-
ta sequéncia de regido variavel de cadeia pesada de anticorpo se liga a um
alvo diferente do alvo ao qual o dito polipeptideo se liga.

35. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 34, em que o di-
to polipeptideo se liga a um antigeno de tumor e a sequéncia de anticorpo
da regido variavel se liga as células efetoras.

36. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 26 que compre-
ende ainda uma sequéncia de cadeia pesada de anticorpo que compreende
uma regido variavel, associada de forma nao-covalente a sequéncia de V-
preB e sequéncias de A5 associadas de forma ndo-covalente, para formar
um complexo trimérico.

37. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 36, em que a di-
ta cadeia pesada de anticorpo compreende sequéncias da regiao variavel
que se ligam ao mesmo alvo que o dito polipeptideo.

38. Polipeptideo de acordo com a reivindicagédo 36, em que a di-
ta cadeia pesada de anticorpo compreende sequéncias da regido variavel
que se ligam a um alvo diferente do alvo ao qual o dito polipeptideo se liga.

39. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 38, em que o di-
to polipeptideo se liga a um antigeno de tumor e a dita sequéncia da regiao
variavel se liga as células efetoras.

40. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, em que as re-
gides analogas a CDR da dita sequéncia de VpreB e/ou da dita sequéncia

de A5 s&o engenheiradas através do enxerto de sequéncias de CDR corres-
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pondentes de um anticorpo terapéutico.

41. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, em que o alvo
€ um antigeno.

42. Polipeptideo de acordo com a reivindicagado 1, em que o alvo
€ um antigeno viral.

43. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 42, em que o al-
vo € um virus influenza A.

44. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 43, em que o di-
to polipeptideo neutraliza o dito virus influenza A.

45. Biblioteca que compreende um polipeptideo como definido
em qualquer uma das reivindicagoes 1 até 44.

46. Biblioteca que compreende um conjugado de uma sequéncia
de VpreB e uma sequéncia de A5 associado a uma cadeia pesada de anti-
corpo.

47. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que o dito
conjugado € uma fusdo das ditas sequéncias de VpreB e A5.

48. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que o dito
conjugado é uma associagdo ndo-covalente das ditas sequéncias de VpreB
e A5.

49. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que o dito
conjugado € uma ligagdo covalente das ditas sequéncias de VpreB e A5 a-
través de um ligante peptidico.

50. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que a dita
sequéncia de regido variavel de cadeia pesada de anticorpo esta associada
de forma nao-covalente ao dito conjugado.

51. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que a dita
sequéncia de regido variavel de cadeia pesada de anticorpo esta associada
de forma covalente ao dito conjugado.

52. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que a ca-
deia pesada de anticorpo compreende sequéncias da regido variavel que se
ligam ao mesmo alvo que o dito conjugado.

53. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46, em que a dita
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cadeia pesada de anticorpo compreende sequéncias da regiao variavel que
se ligam a um alvo diferente do alvo ao qual o dito conjugado se liga.

54. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 53, em que o dito
conjugado se liga a um antigeno de tumor e a dita sequéncia da regiao vari-
avel se liga as células efetoras.

55. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 45 na forma de um
mostruario.

56. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 55, em que o dito
mostruario é selecionado do grupo que consiste em exibicdo em fagos, exi-
bigdo bacteriana, exibicdo em leveduras, exibicao de ribossomos, exibigdo
de mRNA, exibicdo de DNA, exibicado em células de mamifero, exibicdo em
esporos, exibigao viral, exibicdo baseada na ligagédo de proteina-DNA e exi-
bigdo em microesferas.

57. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 46 na forma de um
display.

58. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 57, em que o dito
display é selecionado do grupo que consiste em exibicdo em fagos, exibigcdo
bacteriana, exibigdo em leveduras, exibicdo de ribossomos, exibicdo de
MRNA, exibicado de DNA, exibicao em células de mamifero, exibicdo em es-
poros, exibigdo viral, exibicdo baseada na ligacao de proteina-DNA e exibi-
¢&o em microesferas.

59. Biblioteca que compreende sequéncias de cadeia leve subs-
tituta.

60. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 59 na forma de um
display.

61. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 59, em que o dito
display é selecionado do grupo que consiste em exibicdo em fagos, exibicao
bacteriana, exibicdo em leveduras, exibicdo de ribossomos, exibicdo de
MRNA, exibigdo de DNA, exibicdo em células de mamifero, exibigado em es-
poros, exibigao viral, exibicdo baseada na ligagao de proteina-DNA e exibi-
¢ao em microesferas.

62. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 45, 46 ou 59 que
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compreende ainda pelo menos uma funcionalidade adicional anexada ou
embutida nos membros da dita biblioteca.

63. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 62, em que a dita
funcionalidade adicional é fornecida por sequéncias de anticorpos, peptideos
ou polipeptideos.

64. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 63, em que as se-
quéncias de polipeptideos sdo sequéncias receptoras ou ligantes.

65. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 63, em que as ditas
sequéncias de anticorpos, peptideos ou polipeptideos sdo membros de uma
biblioteca de anticorpos, peptideos ou polipeptideos.

66. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 65, em que a dita
biblioteca de peptideos € uma biblioteca de sequéncias peptidicas aleato-
rias.

67. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 66, em que pelo
menos ptécnica das ditas sequéncias peptidicas possui especificidade de
ligagdo a um antigeno-alvo.

68. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 62, na forma de um
display.

69. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 68, em que o dito
display € selecionado do grupo que consiste em exibigcdo em fagos, exibicdo
bacteriana, exibicdo em leveduras, exibicdo de ribossomos, exibigdo de
mMRNA, exibigdo de DNA, exibigao em células de mamifero, exibicado em es-
poros, exibi¢do viral, exibicado baseada na ligagao de proteina-DNA e exibi-
¢ao em microesferas.

70. Biblioteca que compreende uma cole¢do de sequéncias de
cadeia leve substituta associada a sequéncias de regido variavel de cadeia
pesada de anticorpo.

71. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 70, em que as ditas
sequéncias de cadeia leve substituta possuem especificidade de ligagédo a
um ou mais alvos.

72. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 71, em que as ditas

sequéncias de cadeia leve substituta possuem especificidade de ligagao ao
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mesmo alvo.

73. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 71, em que as ditas
sequéncias de cadeia leve substituta possuem especificidade de ligagdo a
pelo menos dois alvos diferentes.

74. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 71, em que as ditas
sequéncias de cadeia leve substituta possuem especificidade de ligagdo a
um grande numero de alvos.

75. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 70, em que as ditas
sequéncias de cadeia leve substituta compreendem sequéncias de VpreB
e/ou sequéncia de A5.

76. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 75, em que as ditas
sequéncias de VpreB sdo selecionadas do grupo que consiste em VpreB1
humana (SEQ ID NO: 1), VpreB2 de camundongo (SEQ ID NOS: 2 e 3) e
VpreB3 humana (SEQ ID NO: 4) sequéncias e fragmentos e variagdes das
mesmas.

77. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 75, em que as ditas
sequéncias de A5 sao selecionadas do grupo que consiste em A5 humana da
SEQ ID NO: 5, polipeptideo similar a A5 humana da SEQ ID NO: 6 e frag-
mentos e variagdes dos mesmos.

78. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 75, em que as ditas
sequéncias de VpreB e A5 estdo associadas de forma nio-covalente uma
com a outra.

79. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 75, em que as ditas
sequéncias de VpreB e A5 estdo conectadas de forma covalente uma com a
outra.

80. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 79, em que as ditas
sequéncias de VpreB e A5 estdo fundidas diretamente uma com a outra.

81. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 75 que compreen-
de ainda pelo menos uma funcionalidade adicional anexada a ou embutida
nos membros da dita biblioteca.

82. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 81, em que a dita

funcionalidade adicional é fornecida por sequéncias de anticorpos, peptideos
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83. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 82, em que as se-
quéncias de polipeptideos sdo sequéncias receptoras ou ligantes.

84. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 82, em que as ditas
sequéncias de anticorpos, peptideos ou polipeptideos sdo membros de uma
biblioteca de anticorpos, peptideos ou polipeptideos.

85. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 84, em que a dita
biblioteca de peptideos € uma biblioteca de sequéncias peptidicas aleato-
rias.

86. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 85, em que pelo
menos ptécnica das ditas sequéncias peptidicas possuem especificidade de
ligagdo a um antigeno-alvo.

87. Biblioteca de acordo com a reivindicagao 70 na forma de um
display.

88. Biblioteca de acordo com a reivindicagdo 87, em que o dito
display € selecionado do grupo que consiste em exibicdo em fagos, exibicdo
bacteriana, exibicdo em leveduras, exibicdo de ribossomos, exibicido de
mRNA, exibicdo de DNA, exibicdo em células de mamifero, exibicdo em es-
poros, exibigao viral, exibicdo baseada na ligacado de proteina-DNA e exibi-

¢ao em microesferas.



1/25

¥Qao ap saoiba se sebojeue oes anb sagifial inssod ejnsgns aAs| elvpesy ¢
¥ |einynas3 oelbal B wod o A Bpquie| Ssjueisuod sagibal wod apepuejwis eyjedwos g epquie] ©
SEOISSE|O BPQUIe] 83| BISPED 9P SIAABLEA S016a1 se Wod eugnbas ap apepue|iwis ewnbie eyppedwod L g38dA ©

SOAYASASHIAINOTHIAYDS XUSHANMDAS ITITXSSARKANNIONS (€9T) Gepquert zZgeTOWYd
SOALIVALYFALSOHHIADDSASHHEMMOAILTSTASSYYXNNNSDNS (L9)  JURISUOD epcuetA
(424 961

ALLLAAOVAAISOADINVALAYOAX JAS TTIATIVENYDTITE S A ATIASIVINADYTALTHIO (2) JUR3ISUOD epquRTA
ADLLAADDLAGADAANMAAATIOAXATSATOAAHIN LAV INNTSATITIATIASHIDOTILTIOIO (86) gepaqureT Z96T0VVD
B D i el L DL e dAMLMVVLdINIIEMT (0€T) THIYdA 8ZTLOO WN
561 . €T

................................................................ (1) JURISUOD epqueTh
IARKMADINS A TIHESOUdOYOUA T IO TTHOATYMISAY - = = = === mmmemmm = (9p)  SepqweT Z96TOVYD

{(Ly) dTT11A

(S9)  TETUAA BZILOO WN

(n Sepque] Z96T10YYD
(1) qr 1A
(1 TEAYIA 8ZTLOO WN:

dHOAUDY
S9

SAADI ~QHANYTLOL T ILLOTYSSHVYAAOHTAZDAODDLIANITHTIAd YMSH

A0 i

S8)UBISUOD @ SIBABLIEA BPGLUE| SOAS)
SE|9pEed WOD SEN}ISGNS SOA8| SeIaped ap Ojusweyuljy

I 3y



2/25

9JUB)SUOD AT [OABLIEA BAST

f-A OBIUN EP EPEALISP BPR|OS] BUIBJOI] ®
BOISSE|D EPEUIGUWIOD8] BAB) Blape)

Bpqe| 9A3| el1aped
ep €409 & wod gaidp sjuswieuoiodo Jipund e
£4a0 e obojeue ojs ou oesNy o

N =

pyrryi

m 12l

143

o€

soapjydadijod sioq *
BJNYISQNS 9A3| BlOpED

et

+B

N B

PN NN AR
5 .M.fﬁ. RNy .up.; SN UVRARY

T
60z TN 48

G epquieT geidp

OBSNhj} 9p $90SNJISUOD 8 BJN}ISqNS A3 BlBpE)

7 3y



3/25

7777

Ty B iR ovno geudA
AN g HHH euno G epquie

S epquen

V1
RN

epe|oS! Blape) olswiq

B 0)0dwoo ojuswdwon

epesad ejapeo ewn owod (e} euisjoid
2JJN0 WOD NO 8JUBWIBNPIAIPUI SEPEZIIIN J8S WPOd

BPE|0S| BIOPED 9p S803NIJSU0D 8 BINJIISANS 9A8| Blaped Bp 0edaja(]



4/25

eund gaidp

%r [NNNNNNAN\N\N) S— EJND G BPqUIET

- e v o - - o ow A o e e e em e M e e R W e - e EE WS e - A @R s ms e em S S e e En . SR s e e T MR e em e e —

p . ) :
NNNNANNNNN | I I NNNNNNN\N\N B NN\ I NN\ —_] oi9|dwod ojuawiidwo)
epejwi| edjy G epqweT sp oesusixy gaJda ap omwc_muxm |enp oesuax3

sed|e ap seosjolqiq (X3
epejiwl| apepisiang

soappdad ap seos301jqiq (X3
SpepISISAIP 3p SaJjeaul] SaQsusIXg

BIN}JIISQNS 9AST Bl9pRY) 9p S90NIISU0D WD
BLIOJBUIGWIOD [BUOIOUN) BpepISIaAIp ap oedelodiodu)

p 3



5/25

_ ) _ A _ Hoy L7 N — " (22 U Q_I.L galdp

] -
_ GY aid A _ _ £ oujwig] ouuIg |
_ 093w} 0xa)dwod — g epque| 8 gasda
|
Lo [ A ] |
170 A I
H H I I
_ LHo N T s §¢ | gadA
* m& _ QIAA _ _ : .m oulIg |
— oouswip oxa|dwos — gaidA eujsioid ap oesn4
l
l
I HA “uagAi9) L— g | geudp
_ .m ayuebry
_ epe|os! elapeo ap eujsjold ap oesn4
|
310 _ GY | galdA
GY-9JdA I
£
BUIB]0Id ep einjniis3 971S 9p OlujWOp Op Buld)0I4

3Uab op eJnniisy

BIN)ISQNS 8A3| BIaPED ap $803N.)suod ap sodi|

s 3



6/25

-g mvn_Em_ IA P wm>_.~mc__.:._mm mcmmmr_c__ SEe wod Q.m-N mOU_UNO:_Emv %¢9 - %96 seuade mc__t,mQEOU 1 g81dA

........... (G0T) 3§
........... (50T) 99
—=--=e==--= (90T) Cq§ _
-dANI¥YYLIdA (9€T) -T93¥dA Y 8ZTLOO RN
9%l 9ttt .
........... -mmﬁmeHz THINTS (zL)  ®G
......... SYSSHMIN IO[NY'S (zL) 92§
——= = e e ———IBNS HMID IONYSYAN (2L) 9 _
WATAMIYTI TS AT X9 (16)  T93¥dA nY 8ZTLOO0 WN
Sel . 16 : .
SOHSAUSHEAD SPORLASASIAIAA (LZ) @8
S9SAYSHEAD SPOCHISIASHIAN (LZ) 9§
S9SIYSE AL SPUOMNSIISHAA (LZ) 4s : -
59544 apgs mOWMWM (9F) . 193¥dA NY 8ZTLO0 WN
T _ _ ,
Slafmp 1w SRl sysss ap At Ado)- - - --~-- —memmmmme= (1) 96
SYMIN LTSS YO SYST SMA O T A0 — - - - ——~——==----~-~ (1) o]
SO LT mmuwmmmmmmmoeg>mo--r ................ (1) as | -
ﬂw ID LYMTIIDINSISRY dd ORI A0 90D LOXAITRTTIAIYMSH (1) 1934dA Y 8ZTL00 RN
Sp T .

G/\ S8Ua9 W02 DS 8p chsmcc_Z

9 3y



7/25

ajue)suod epque| oeibal Bwn Wo2 (§0Z-/6 SOPIOBOUIWE) %79 Seuade eyjiedwiod gepque

ERENEERT

SO IdISIASH

4 10¢

IAIOTHIND S ASHS MTEd JTSTAS Y vRINNSDAS JII L IADYHA]

[9p

AAINDTHIAND S KM SHaWMO)S I[TITA S SAMEMNNION S 0L LEADO A

00¢ 16T

sbavbiMuN D d ZJas oAz vhiNv0 T Ss ddd LA afeRd Oy A

nodabiManNTzod 2 Jasif 1o AR a0t s dhla Toadalskid ol

061 10T
[MoLgo0IAAMIDANSI TIHASOUAIVOIA T IOITTHOd TYMTSAUNSOAS
00T 18
Y9dOAVISYAYSSASTIHHADAATOTTTTITIAZOOE I IO TIOOAE TN
09 T
0§ T

(S0T)
(1T02)

(55)

(IST)

(S)
(101T)

(1)
(19)
(1)
(1)

8JUBISUOD epqeT

gepqueT 296T10YYD

8juBISUOD BpqUET

GepqueT Z96T0YYD

2)UB)SUOD BpqIET

GepqueT ¢96T0VYYD

8)UBJSU0D BpPqWET
gepqueT ¢9610YVYD

8JUBJSUOD BpGWIET

SepqueT Z96TOYYD

8JUBISUOD BPQWET WOD DS 8p ojusweyuily

L 81y



8/25

sjuejsuoo eddey oeifial ewn Wod (§0Z-G0L SOPIOEOUIWE) %GE Seuade eyjiuedod gepque

DD zmm%m (L6)

DAYASASHINL (86T)
S1¢ 102
SSYMOOHLARPMANHC IRa v STL IS SAISHISaMSadI LASEHOSNAS0T (L¥)
-~ NOHH LANOSAd SHAWMOa s 117AS S NNLO¥SA0IIEA-90IAd (TST)
002 16T

- UNa MO YA NN ANS Y 1o s DS dd TN d A T d - - -~ (1)

ASAAIMaNAT I A HISHTOANHG ¥ IO TS a i iiAdaisa0oTIL (101)

0ST 101
.................................................. (1)
TOLO99IAAMADANSATUHASIYIOVIIJ I IOITTUOITYMTISIUNSIAS (16)
001 1S

¥OdOATISYAYSSdSTIHHADAATOTTTTTTIAIDOEd ILOTIOOAYTIN (1)
0§ . 1

ajuesuo) eddey} wWoo DS dp ousweyuly

g I

ajuejsuod eddey
gepqueT z96TOYYD

ajuejsuoo eddey|

gepqueT Z96T0VYD

ajuesuoo eddey

gepqueT Z96TOVYD

ajuesuod eddey

SepqueT ¢96T10YYD

a)juejsuoo eddey

SepqueT Z9610VVYD



9/25

| Ho | A |
LSt fl oh ] . 0718 @p [enp ogsny - @
G epguie| 8p A40S 8p oesn) - O

Tk LT
e"A _ _ 2'A gaJdA ap A40s ap oesnj — g
| a A40S 8P EPEJWI] OESN) —V/
TEUOBURIT
[Toidn | NN ERES
il KN
9 L en g | 2 ]

[euounjig

97S op Sejusuodwod soe apepljeuoioun) ap oedipy

6 38U




10/25

FIG 10

MSWAPVLLMLFVYCTGCGPQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIG
MSWAPVLLML FVYCTGCGPQ PVLHQPPAMS SALGTTIRLT CTLRNDHDIG
VYSVYWYQQR PGHPPRFLLR YFSQSDKSQG PQVPPRFSGS KDVARNRGYL
SISELQPEDE AMYYCAMGAR SSEKEERERE WEEEMEPTAA RTRVP (VpreB1 humana ;
CAG30495; 145 aminoacidos ; SEQ ID NO: 1)

MAWTSVLLML LAHLTGCGPQ PMVHQPPSAS SSLGATIRLS CTLSNDHNIG
TYSIYWYQQR PGHPPRFLLR YFSHSDKHQG PDIPPRFSGS KDTARNLGYL
SISELQPEDE AVYYCAVGLR SHEKKRMERE WEGEKSYTDL GS ( VpreB2 de camundongo;
P13373; 142 aminoacidos ; SEQ ID NO: 2)

MAWTSVLLML LAHLTGKGTL GVQGFLAPPV ALLCPSDGHA SIFSGCGPQP
MVHQPPSASS SLGATIRLSC TLSNDHNIGI YSIYWYQQRP GHPPRFLLRY
FSHSDKHQGP DIPPRFSGSK DTARNLGYLS ISELQPEDEA VYYCAVGLRS
HEKKRMEREW EGEKSYTDI.G S (Variagio de processamento da VpreB2 de camundongo ; CA A01964; 171 aminoacidos

; SEQ ID NQO: 3)

MACRCLSFLL MGTFLSVSQT VLAQLDALLV FPGQVAQLSC TLSPQHVTIR
DYGVSWYQQR AGSAPRYLLY YRSEEDHHRP ADIPDRFSAA KDEAHNACVL
TISPVQPEDD ADYYCSVGYG FSP (VpreB3 humana ; CAG30496; 123 aminoacidos ;; SEQ ID

NO: 4)

MKLRVGQTLGTIPRQCEVLLLLLLLGLVDGVHHILSPSSAERSRAVGPGASVGSNRPSL

WALPGRLLFQIIPRGAGPRCSPHRLPSKPQFWYVFGGGTQLTILGQPKSDPLVTLFLPSLK

NLQPTRPHVVCLVSEFYPGTLVVDWKVDGVPVTQGVETTQPSKQTNNKYMVSSYLTLI

SDQWMPHSRYSCRVTHEGNTVEKSVSPAECS (Lambda 5 humana:; CAAQ1962; 209 aminoacidos
; SEQ ID NO: 5)

MRPGTGQGGL EAPGEPGPNL ROQRWPLLLLG LAVVTHGLLR PTAASQSRAL
GPGAPGGSSR SSLRSRWGRF LLQRGSWTGP RCWPRGFQSK HNSVTHVFGS
GTQLTVLSQP KATPSVTLFP PSSEELQANK ATLVCLMNDF YPGILTVTWK
ADGTPITQGV EMTTPSKQSN NKYAASSYLS LTPEQWRSRR SYSCQVMHEG
STVEKTVAPA ECS (Proteina similar a tambda 5 humana; NP_064455; 213 aminoacidos ; SEQ ID NO

6)
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FI1G 10 (Cont)

Lambda3dT
MRPGTGQGGLEAPGEPGPNLRQRWPLLLLGLAVVTHGSVTHVFGSGTQLTVLSQPKAT
PSVTLFPPSSEELQANKATLVCLMNDFYPGILTVTWKA DGTPITQGVEMTTPSKQSNNK
YAASSYLSLTPEQWRSRRSYSCQVMHEGSTVEKTVAPAECS (SEQID NO: 7)

VpreB1d
MSWAPVLLMLFVYCTGCGPQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAM YYCAM

GA (SEQ ID NO: 8)

B11 HC-His+ (cadeia pesada antiinfluenza neutralizadora)
METDTLLLWVLLLWVPGSTGDAQMQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGYSFDSGYYWG
WLRQPPGKGLEWIGSIYHSRNTYYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLQLSSVTAADTAVYY
CARGTWYSSNLRYWFDPWGKGTLVRVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGHHHHHH (SEQ ID NO: 9)

VpreB1-Lambdas (Fuséo 1)
MSWAPVLLMLEVYCTGCGPQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GARSSVTHVFGSGTQLTVLSQPKATPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLMNDFYPGILTVT
WKADGTPITQGVEMTFPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWRSRRSYSCQVMHEGSTVEKT
VAPAECS (SEQ ID NO: 10)

VpreB1- CL (Fuséo 2)
MSWAPVLLMLFVYCTGCGPQPVLHQPPAMSSALGTT]RLTCTLRNDHDIGV YSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GARSSVTHVFGSGTQLTV LGQPKAAPSVTLFPPSSXELQANKATLVCLISDFYPGAVTVA
WKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKS}IRSYSCQVTHEGSTVEKT
VAPAECS (SEQ ID NO: 11)

Fusao de gene Ill VpreB1-Lambda5-E tag (Fusdo 1) )
VKKLLLFAIPLVVPFYSHSAQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ

QRPGHPPRFLLRY'FSQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GARSSVTHVFGSGT QLTVLSQPKATPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLIVINDFYPGILTVT
WKADGTPITQGVEMTT PSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWRSRRSYSCQVMHEGSTVEKT
VAPAECSGAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 12) '

Fusao de gene Ill VpreB1-CI-E tag (Fusao 2)
VKKLLLFAIPLVVPFYSHSAQPVL]-IQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSD’KSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
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FIG .10 (Cont)

GARSSVTHVFGSGT QLTVLRQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVA
WKADGSPVKAGVETTT PSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHKSYSCQV'I'HEGSTVEKT

VAPTECSGAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 13)

(cadeia pesada antiinfluenza ndo neutralizadora)
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSSYVMIW
VRQVPGKGLEWVSAIGGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMN SLRADDTAVY
YCVLSPKSYYDNSGIYFDFWGKGTLVRVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY'SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKRVEPKSCAAAHHHHHHGEQKLISEEDL (SEQ ID NO: 14)

(cadeia pesada de IgM antiinfluenza nao neutralizadora)
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMAQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSSYVMIW
VRQVPGKGLEWVSAIGGSGGSTYYADSVKGR.FTISRDNSKNTLYLQMNSLRADDTAVY
YCVLSPKSYYDNSG]YF'DFWGKGTLVRVSSGSASAPTLFPLVSCENSPSDTSSVAVGCLA
QDFLPDSITFSWKYKNNSDISSTRGFPSVLRGGKYAATSQVLLPSKDVMQGTDEHVVCK
VQHPNGNKEKNVPLPVAAAHHHHHHGEQKLISEEDL (SEQID NO: 15)

GAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 16)

GEQKLISLEEDL (SEQ IDNO: 17)

gene lll lider VpreB1-E tag de comprimento completo
VEKKLLLFAIPLVVPFYSHSAQPVLHQPPAMSSALGTTI RLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYF SQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GARSSEKEEREREWEEEMEPTAARTRVPGAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 18)

gene lll lider VpreB1dT
VKKLLLFAI’PLVVPFYSHSAQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GA (SEQIDNO: 19)

gene 11l lider VprB1dT-E tag
VKKLLLFAlPLVVPFYSHSAQPVLHQPPAMSSALGTTIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQS DKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAM YYCAM
GAGAPVPYPDPLEPR (SEQ ID NO: 20)

OmpaA lider-Lambda5

MKKTAI AIAVALAGFATVAQAALLRPTAASQSRALGPGAPGGSSRSSLRSRWGRFLLQR
GSWTGPRCWPRGFQSKHNSVTHVFGSGTQLTVLSQPKATPSVTLF PPSSEELQANKATL
VCLMNDF YPGILTVTWKADGTPITQGVEMTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWRSRRSY
SCQVMHEGSTVEKTVAPAECS (SEQ ID NO: 21)
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FIG 10 (Cont)

OmpA lider-Lambda5dT

MKKTAIAIAVALAGFATVAQAASVTHV FGSGTQLTVLSQPKATPSVTLF PPSSEELQAN
KATLVCLMNDFYPGILTVTWKADGTPITQGVEMTTPSKQSNNKYAASS YLSLTPEQWR
SRRSYSCQVMHEGSTVEKTVAPAECS (SEQ ID NO: 22)

GLP-1 VpreB1 de comprimento completo

MSWAPVLLMLF VYCTGCGPQPVLHQPPAMSSALG’I’TIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYFSQSDKSQGPQVPPRF SGSKDVARNRGYLSISELQPEDEAMYYCAM
GARSSEKEEREREWEEEMEPTAARTRVPHAEGTFTSDVSSYLEGQAA KEFIAWLVKGR

(SEQ ID NO: 23)

GLP-1 VpreB1dT

MSWAPVLLMLFV YCTGCGPQPVLHQPPAMSSALG'I'TIRLTCTLRNDHDIGVYSVYWYQ
QRPGHPPRFLLRYF SQSDKSQGPQVPPRFSGSKDVARNRGYLSlSELQPEDEAMYYCAM
GAHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGR (SEQ ID NO: 24)

GLP-1 Lambda5 de comprimento completo

MRI’GTGQGGLEAPGEPGPNLRQRWPLLLLHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKG
RGLAVVTHGLLRPTAASQSRALGPGAPGGSSRSSLRSRWGRFLLQRGSWTGPRCWPRG
FQSKHN SVTHVFGSGTQLTVLSQPKATPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLMNDFYPGILT
VTWKADGTPITQGVEMTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWRSRRSYSCQVMHEG STVE

KTVAPAECS (SEQ ID NO: 25)

GLP-1 Lambda5dT

M RPG’[’GQGGLEAPGEPGPNLRQRWPLLLLGHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFlAWLVK
GRLAVVTHGSVTHVFGSGTQLTVLSQPKATPSVTLF PPSSEELQANKATLVCLMNDFYP
GILTVTWKADGT PITQGVEM"ITPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWRSRRSYSCQVMHEGS

TVEKTVAPAECS (SEQ ID NO: 26)
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Fusdes de Surrobody — “Dimeros”
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Anticorpo

Variacoes de Surrobody — “Trimeros”

Fusdo 1 de SLC

Lambda 5dT

Comprimento Completo

Fusdo 3 de SLC

Fusdo 2 de SLC
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RESUMO
Patente de Invengdo: "CONSTRUCTOS E BIBLIOTECAS QUE COMPRE-
ENDEM SEQUENCIAS DE CADEIA LEVE SUBSTITUTA DE ANTICOR-
POS".

A presente invencao refere-se a constructos e bibliotecas que
compreendem sequéncias de cadeia leve substituta de anticorpos. Em parti-
cular, a invengao esta refere-se o constructos que compreendem sequéncias
de VpreB, opcionalmente como parceiras de ligagdo com outro polipeptideo,
tal como, por exemplo, sequéncias de dominios variaveis de cadeias pesa-

das de anticorpos e bibliotecas que contém as mesmas.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> SEA LANE BIOTECHNOLOGIES,

<120> CONSTRUCTOS E BIBLIOTECAS QUE COMPREENDEM SEQUENCIAS DE CA-

LLC

DEIA LEVE SUBSTITUTA DE ANTICORPOS

<130> SLN-0009 PCT

<140> PCT/US2008/058283

<141> 2008-04-17
<150> 60/920,568
<151> 2007-03-27

<160> 35

<170> PatentIn Vvide.

<210> 1
<211> 14

5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ser Trp Ala Pro

1
Cys Gly

Leu Gly

Ile Gly

50

Pro Arg

65

Pro G1n

Arg Gly

Tyr Tyr

Pro

Thr

35

val

Phe

val

Tyr

cys

Gln

20

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

100

Ala

5

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

85

Ser

Met

3.

val

val

Arg

val

Arg

70

Arg

Ile

Gly

3

Leu

Leu

Leu

Tyr

55

Tyr

Phe

Ser

Ala

Leu

His

Thr

40

Trp

Phe

Ser

Glu

Arg

Met

Gln

25

Cys

Tyr

Ser

Gly

Leu

105

Ser

Leu

10

Pro

Thr

Gln

G1ln

ser

90

GIn

Ser

Phe

Pro

Leu

Gln

Ser

75

Lys

Pro

Glu

val

Ala

Arg

Arg

60

Asp

Asp

Glu

Lys

Tyr

Met

AsSn

45

Pro

Lys

val

Asp

Glu

Cys

Ser

30

Asp

Gly

Ser

Ala

Glu

110

Glu

Thr

15

Ser

His

His

Gln

Arg

95

Ala

Arg

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

80

Asn

Met

Glu
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120

53

125

Arg Glu Trp Glu Gilu Glu Met Glu Pro Thr Ala Ala Arg Thr Arg val

Pro

145

130

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

142

PRT

Mus sp.

Met Ala Trp Thr

1

cys

Leu

Ile

Pro

65

Pro

Leu

TYyr

Arg

Gly

Gly

Gly

50

Arg

Asp

Gly

Tyr

Glu
130

<210> 3

Pro

Ala

35

ITle

Phe

Ile

Tyr

cys

115

Trp

<211> 171

<212> PRT

Gln

20

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

100

Ala

Glu

<213> Mus sp.

Ser

Leu

Pro

85

ser

val

Gly

val

Met

Arg

Ile

Arg

70

Arg

Ile

Gly

Glu

135

Leu

val

Leu

Tyr

55

Tyr

Phe

Ser

Leu

Lys

135

Leu

His

ser

40

Trp

Phe

ser

Glu

Arg

120

Ser

Met

Gln

25

Cys

Tyr

sSer

Gly

Leu

105

Ser

Tyr

Leu

10

Pro

Thr

Gln

His

Ser

90

Gln

His

Thr

Leu

Pro

Leu

Gln

Ser

75

Lys

Pro

Glu

Asp

140

Ala

Ser

sSer

Arg

60

AsSp

ASp

Glu

Lys

Leu

140

His

Ala

Asn

45

Pro

Lys

Thr

Asp

Lys

125
Gly

Leu

Ser

30

Asp

Gly

His

Ala

Glu

110

Arg

ser

Thr

15

Ser

His

His

Gln

Arg

95

Ala

Met

Gly

sSer

ASn

Pro

Gly

80

Asn

val

Glu
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<400>

3

Met Ala Trp

Lys Gly Thr

Leu Cys Pro

Gln P

35
ro Met

50

Thr Ile Arg

65

Tyr Ser Ile

Leu Leu Arg

Pro P

ro Arg

115

Leu Ser Ile

130

Ala val Gly

145

Glu Gly Glu

<210>
<211>
<212>

4
123

PRT

Thr

Leu

20

Ser

val

Leu

Tyr

TYyr

100

Phe

ser

Leu

Lys

Ser

Gly

Asp

His

Ser

Trp

85

Phe

Ser

Arg

Ser

165

<213> Homo sapiens

<400>

4

val

val

Gly

Gln

Cys

70

Tyr

Ser

Gly

Leu

Ser

150

Tyr

Leu

Gln

His

Pro

55

Thr

Gln

His

sSer

Gln

135

His

Thr

Leu

Gly

Ala

40

Pro

Leu

Gln

Ser

Lys

120

Pro

Glu

Asp

54

Met

Phe

25

ser

Ser

Ser

Arg

Asp

105

Asp

Glu

Lys

Leu

Leu

10

Leu

Ile

Ala

Asn

Pro

90

Lys

Thr

Asp

Lys

Gly
170

Leu

Ala

Phe

Ser

Asp

75

Gly

His

Ala

Glu

Arg

155

ser

Ala

Pro

Ser

Ser

60

His

His

Gln

Arg

Ala

140

Met

His

Pro

Gly

45

Ser

Asn

Pro

Gly

Asn

125

val

Glu

Leu

val

30

cys

Leu

Ile

Pro

Pro

110

Leu

Tyr

Arg

Thr

15

Ala

Gly

Gly

Gly

Arg

95

Asp

Gly

Tyr

Glu

Gly

Leu

Pro

Ala

Ile

80

Phe

Ile

Tyr

Cys

Trp
160

Met Ala Cys Arg Cys Leu Ser Phe Leu Leu Met Gly Thr Phe Leu Ser

1

5

10

15

val ser GIn Thr val Leu Ala GIn Leu Asp Ala Leu Leu Vval Phe Pro

20

25

30



10

15

20

25

30

Gly Gln val Ala Gln
35
Ile Arg Asp Tyr Gly
50
Pro Arg Tyr Leu Leu
65
Ala Asp Ile Pro Asp
85
Ala Cys val Leu Thr
100
Tyr Tyr Cys Ser val
115
<210> 5
<211> 209
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Met Lys Leu Arg val
1 5
Glu val Leu Leu Leu
20
His Ile Leu Ser Pro
35
Gly Ala Sser val Gly
50
Arg Leu Leu Phe Gln
65
Pro His Arg Leu Pro
85
Gly Thr GIn Leu Thr
100

Thr Leu Phe Leu Pro

Leu

val

Tyr

70

Arg

Ile

Gly

Gly

Leu

Ser

ser

Ile

70

Ser

Ile

ser

Ser

Ser

55

TYyr

Phe

Ser

TYyr

Gln

Leu

Ser

Asn

55

Ile

Lys

Leu

Leu

Cys

40

Trp

Arg

ser

Pro

Gly
120

Thr

Leu

Ala

40

Arg

Pro

Pro

Gly

Lys

55

Thr

Tyr

ser

Ala

val

105

Phe

Leu

Leu

25

Glu

Pro

Arg

Gln

Gln

105

Asn

Leu

Gln

Glu

Ala

90

Gln

ser

Gly

10

Gly

Arg

ser

Gly

Phe

90

Pro

Leu

Ser

Gln

Glu

75

Lys

Pro

Pro

Thr

Leu

Ser

Leu

Ala

75

Trp

Lys

Gln

Pro

Arg

60

Asp

Asp

Glu

Ile

val

Arg

Trp

60

Gly

Tyr

Ser

Pro

Gln

45

Ala

His

Glu

Asp

Pro

Asp

Ala

45

Ala

Pro

val

Asp

Thr

His

Gly

His

Ala

Asp

110

Arg

Gly

30

val

Leu

Arg

Phe

Pro

110

Arg

val

Ser

Arg

His

95

Ala

Gln

15

val

Gly

Pro

Cys

Gly

95

Leu

Pro

Thr

Ala

Pro

80

Asn

Asp

Cys

His

Pro

Gly

ser

80

Gly

val

His
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val val

130

Trp Lys

145

Pro Ser

Leu Ile

Thr His

Ser

<210> 6

115

Cys

val

Lys

Ser

Glu
195

<211> 213

<212> PRT

Leu

Asp

G1n

Asp

180
Gly

val

Gly

Thr

165

Gln

Asn

<213> Homo sapiens

<400> 6
Met Arg
1

Gly Pro

val val

Ala Leu

50

Ser Arg
65

Arg Cys

val phe

Pro

Asn

Thr

35

Gly

Trp

Trp

Gly

Gly

Leu

20

Pro

Gly

Pro

Ser

100

Thr

5

Arg

Gly

Gly

Arg

Arg

85
Gly

Ser

val

150

Asn

Trp

Thr

Gly

Gln

Leu

Ala

Phe

70

Gly

Thr

Glu

135

Pro

Asn

Met

val

G1n

Arg

Leu

Pro

55

Leu

Phe

Gln

120

Phe

val

Lys

Pro

Glu

200

Gly

Trp

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Leu

56

TYr

Thr

TYyr

His

185

Lys

Gly

Pro

25

Pro

Gly

Gln

sSer

Thr

105

Pro

Gln

Met

170

Ser

Ser

Leu

10

Leu

Thr

Ser

Arg

Lys

90

val

Gly

Gly

155

val

Arg

val

Glu

Leu

Ala

ser

Gly

75

His

Leu

Thr

140

val

Ser

TYr

Ser

Ala

Leu

Ala

Arg

60

Ser

AsSn

Ser

125

Leu

Glu

ser

Ser

Pro

205

Pro

Leu

ser

45

Ser

Trp

ser

GIn

val

Thr

Tyr

Ccys

190

Ala

Gly

Gly

30

G1n

Ser

Thr

val

Pro

110

val

Thr

Leu

175

Arg

Glu

Glu

15

Leu

Ser

Leu

Gly

Thr

95

Lys

Asp

Gln

160

Thr

val

cys

Pro

Ala

Arg

Arg

Pro

80

His

Ala
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Thr

Asn

Leu

145

Glu

ser

Ser

Pro

Pro

LysS

130

Thr

Met

Tyr

cys

Ala

210

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

tético"

<400> 7

Met

1

Gly

val

Leu

Pro

Arg

Pro

val

Thr

50

Pro

Ser

115

Ala

val

Thr

Leu

G1n

195

Glu

158

PRT

Fonte

Pro

Asn

Thr

35

val

Ser

val

Thr

Thr

Thr

ser

180

val

Ccys

Sequéncia

Gly

Leu

20

His

Leu

sSer

Thr Leu

Leu val

Trp LysS

150

Pro Ser

165

Leu Thr

Met His

Ser

Phe

Cys

135

Ala

Lys

Pro

Glu

artificial

Thr Gly

Arg Gln

Gly Ser

Ser Gln

Glu Glu

observacdo=""Descricao

Gln

Arg

val

Pro

55

Leu

Pro

120

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
200

de sequencia artificial:

Gly

Trp

Thr

40

Lys

Gln

57

Pro

Met

Gly

Ser

Gln

185

Ser

Gly

Pro

25

Ala

Ala

ser

Asn

Thr

Asn

170

Trp

Thr

Leu

10

Leu

val

Thr

Asn

ser

Asp

Pro

155

Asn

Arg

val

Glu

Leu

Phe

Pro

Lys

Glu

Phe

140

Ile

Lys

ser

Glu

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Ala

Glu

125

Tyr

Thr

Tyr

Arg

Lys
205

Pro

Leu

ser

45

val

Thr

Leu

Pro

Ala

Arg
190

Thr

constructo

Gly

Gly

30

Gly

Thr

Leu

Gln

Gly

Gly

Ala

175

ser

val

Glu

15

Leu

Thr

Leu

val

Ala

Ile

val

160

Ser

Tyr

Ala

Pro

Ala

Gln

Phe

Cys

sin-
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65

Leu Met

Asp Gly

Gln Ser

Glu G1n
130
Gly Sser
145
<210> 8

Asn

Thr

Asn

115

Trp

Thr

<211> 119

<212> PRT

Asp

Pro

100

Asn

Arg

val

<213> Sequéncia

<220>

<221> Fonte

Phe

85

Lys

Ser

Glu

70

TYyr

Thr

TYyr

Arg

Lys
150

Pro

Gln

Ala

Arg

135

Thr

artificial

<223> observacao="Descrigao

tético

<400> 8

Met Ser
1

Cys Gly

Leu Gly

Ile Gly

50

Pro Arg
65

Pro Gln

Trp

Pro

Thr

35

val

Phe

val

Ala

Gln

20

Thr

Tyr

Leu

Pro

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

85

val

val

Arg

val

Arg

70

Arg

Leu

Leu

Leu

Tyr

55

Tyr

Phe

Gly

Gly

Ala

120

Ser

val

de sequencia artificial:

Leu

His

Thr

40

Trp

Phe

ser

58

Ile

val

105

Ser

Tyr

Ala

Met

Gln

25

Cys

Tyr

Ser

Gly

Leu

90

Glu

ser

ser

Pro

Leu

10

Pro

Thr

Gln

Gln

Ser

90

75

Thr

Met

Tyr

Ccys

Ala

155

Phe

Pro

Leu

Gln

Ser

75

Lys

val

Thr

Leu

Gln

140

Glu

val

Ala

Arg

Arg

60

Asp

Asp

Thr

Thr

Ser

125

val

cys

Tyr

Met

Asn

45

Pro

Lys

val

Trp Lys

95
Pro ser
110

Leu Thr

Met His

Ser

constructo

Cys Thr

15

Ser ser
30

ASp His

Gly His

ser Gln

Ala Arg
95

80

Ala

Lys

Pro

Glu

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

80

Asn

sin-
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59

Arg Gly Tyr Leu Ser Ile Ser Glu Leu Gln Pro Glu Asp Glu Ala Met

100 105

Tyr Tyr Cys Ala Met Gly Ala

115
<210> 9
<211> 480
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>

<221> Fonte

<223> /observacdo="Descricao de Sequéncia artificial:

sintético”
<400> 9
Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp
1 5
Gly ser Thr Gly Asp Ala Gln Met GIn
20 25
Leu val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser
35 40
Tyr Ser Phe Asp Ser Gly Tyr Tyr Trp
50 55
Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ser
65 70
Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg
85
Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu Gln Leu
100 105
Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly
115 120
Arg Tyr Trp Phe Asp Pro Trp Gly Lys
130 135

ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val

val

10

Leu

Leu

Gly

Ile

val

90

ser

Thr

Gly

Phe

Leu

GlIn

Thr

Trp

Tyr

75

Thr

Ser

Trp

Thr

Pro

Leu

Glu

Cys

Leu

60

His

Ile

val

Tyr

Leu

140

Leu

Leu

Ser

Thr

45

Arg

ser

Ser

Thr

Ser

125

val

Ala

110

Trp
Gly

30
val
Gln
Arg
val
Ala
110
ser

Arg

Pro

val

15

Pro

ser

Pro

AsSn

ASp

95

Ala

Asn

val

Ser

constructo

Pro

Gly

Gly

Pro

Thr

80

Thr

Asp

Leu

Ser

Ser
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145

Lys

Tyr

ser

Ser

Thr

225

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

305

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

385

TY"r

Ser

Phe

Gly

Leu

210

Tyr

Arg

Pro

Lys

val

290

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

370

Met

Pro

Thr

Pro

val

195

Ser

Ile

val

Ala

Pro

275

val

val

G1ln

Gln

Ala

355

Pro

Thr

Ser

Ser

Glu

180

His

Ser

Cys

Glu

Pro

260

Lys

val

AsSp

TYr

Asp

340

Leu

Arg

Lys

Asp

Gly

165

Pro

Thr

val

Asn

Pro

245

Glu

Asp

Asp

Gly

ASn

325

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

150
Gly

val

Phe

val

val

230

Lys

Leu

Thr

val

val

310

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

390

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

215

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

295

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

375

val

val

Ala

val

Ala

200

val

His

Cys

Gly

Met

280

His

val

Tyr

Gly

Ile

360

val

ser

Glu

60

Ala

Ser

185

val

Pro

Lys

Asp

Gly

265

Ile

Glu

His

Arg

Lys

345

Glu

Tyr

Leu

Trp

Leu

170

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

250

Pro

ser

Asp

Asn

val

330

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

155
Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

235

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

315

val

Tyr

Thr

Leu

Ccys

395

Ser

Ccys

Ser

Ser

ser

220

Asn

His

val

Thr

Glu

300

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

380

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

205

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

285

val

Thr

val

Cys

ser

365

Pro

val

Gly

val

Ala

190

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

270

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

350

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

175

Leu

Leu

Thr

val

Pro

255

Phe

val

Phe

Pro

Thr

335

val

Ala

Arg

Gly

Pro

160

Asp

Thr

TYr

Gln

Asp

240

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

320

val

Ser

Lys

Glu

Phe

400

Glu
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Asn

Phe

AsSn

Thr
465

Asn

Leu

val

450
Gln

<210> 10

<211> 24

<212> PR

<213>

<220>

<221> Fo

<223>

Tyr

Tyr

435

Phe

Lys

2

T

nte

sintético"

<400> 10

Met

1

cys

Leu

Ile

Pro

65

Pro

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

50

Arg

Gln

Gly

Trp

Pro

Thr

35

val

Phe

val

TYr

Lys

420

Ser

ser

Ser

Ala

GlIn

20

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

405

Thr

Lys

cys

Leu

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

85

Ser

Thr

Leu

Ser

Ser

470

val

val

Arg

val

Arg

70

Arg

Ile

Pro

Thr

val

455

Leu

Sequéncia artificial

Leu

Leu

Leu

Tyr

55

Tyr

Phe

Ser

Pro

val

440

Met

Ser

/observacao="Descricao de

Leu

His

Thr

40

Trp

Phe

Ser

Glu

61

val
425
Asp

His

Pro

Met

Gln

25

cys

Tyr

Ser

Gly

Leu

410

Leu

Lys

Glu

Gly

Leu

10

Pro

Thr

Gln

Gln

Ser

90
Gln

Asp

Ser

Ala

His

475

Phe

Pro

Leu

Gln

Ser

75

Lys

Pro

ser

Arg

Leu

460

His

val

Ala

Arg

Arg

60

Asp

ASp

Glu

Asp

Trp

445

His

His

Tyr

Met

Asn

45

Pro

Lys

val

Asp

Gly
430
Gln

Asn

His

Sequéncia artificial:

cys

Ser

30

Asp

Gly

Ser

Ala

Glu

415

ser

G1n

His

His

Thr

15

Ser

His

His

Gln

Arg

95

Ala

Phe

Gly

Tyr

His

480

constructo

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

80

Asn

Met
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Tyr

Ser

val

145

Thr

Thr

Thr

Ser

val

225

Cys

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

Tyr

Gly

130

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

210

Met

Ser

<220>

<221>
<223>

Cys

115

Thr

Leu

val

LysS

Ser

195

Thr

His

11
242

PRT

Fonte

sintético"

<220>

<221>
<222>
<223>
<400>

11

100

Ala

Gln

Phe

Cys

Ala

180

Lys

Pro

Glu

MOD_RES

(153)..(153

Met

Leu

Pro

Leu

165

Asp

Gln

Glu

Gly

Gly

Thr

Pro

150

Met

Gly

Ser

Gln

Ser

230

Ala

val

135

ser

AsSn

Thr

Asn

Trp

215

Thr

Sequéncia artificial

Qualquer aminoacido

Arg

120

Leu

Ser

Asp

Pro

Asn

200

Arg

val

/observacao="Descricao de

62

105

Ser Ser val

ser Gln Pro

Glu Glu Leu
155
Phe Tyr Pro
170
ITe Thr Gln
185

Lys Tyr Ala

Ser Arg Arg

Glu Lys Thr
235

Sequéncia

110
Thr His val
125
Lys Ala Thr
140

Gln Ala Asn

Gly Ile Leu

Gly val Glu
190
Ala ser ser
205
Ser Tyr Ser
220

val Ala Pro

artificial:

Phe

Pro

LysS

Thr

175

Met

Tyr

Cys

Ala

Gly

Ser

Ala

160

val

Thr

Leu

Gln

Glu
240

constructo
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Met

Cys

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Tyr

Ser

val

145

Thr

Ala

Thr

Ser

val

225

Ccys

Ser

Gly

Gly

Gly

50

Arg

Gln

Gly

Tyr

Gly

130

Thr

Leu

Trp

Pro

Leu

210

Thr

Ser

Trp

Pro

Thr

35

val

Phe

val

Tyr

Ccys

115

Thr

Leu

val

Lys

Ser

195

Thr

Ala

Gln

20

Thr

Tyr

Leu

Pro

Leu

100

Ala

Gln

Phe

cys

Ala

180

Lys

Pro

Glu

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu

Pro

85

Ser

Met

Leu

Pro

Leu

165

Asp

G1n

Glu

Gly

val

val

Arg

val

Arg

70

Arg

Ile

Gly

Thr

Pro

150

Ile

Ser

Ser

Gln

Ser

230

Leu

Leu

Leu

Tyr

55

Tyr

Phe

Ser

Ala

val

135

Ser

Ser

Ser

Asn

Trp

215

Thr

Leu

His

Thr

40

Trp

Phe

Ser

Glu

Arg

120

Leu

ser

Asp

Pro

ASn

200

Lys

val

63

Met

Gln

25

cys

Tyr

Ser

Gly

Leu

105

Ser

Gly

Xaa

Phe

val

185

Lys

Ser

Glu

Leu

10

Pro

Thr

Gln

G1n

Ser

90

Gln

Ser

G1ln

Glu

TYr

170

Lys

Tyr

Lys

Phe

Pro

Leu

Gln

sSer

75

Lys

Pro

val

Pro

Leu

155

Pro

Ala

Ala

Arg

Thr

235

val

Ala

Arg

Arg

60

Asp

Asp

Glu

Thr

Lys

140

Gln

Gly

Gly

Ala

ser

220

val

Tyr

Met

Asn

45

Pro

Lys

val

Asp

His

125

Ala

Ala

Ala

val

Ser

205

TYyr

Ala

Ccys

ser

30

ASp

Gly

ser

Ala

Glu

110

val

Ala

AsSn

val

Glu

190

ser

ser

Pro

Thr

15

Ser

His

His

Gln

Arg

95

Ala

Phe

Pro

LysS

Thr

175

Thr

Tyr

Cys

Ala

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly

80

AsSn

Met

Gly

Ser

Ala

160

val

Thr

Leu

Gln

Glu
240
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<210>

<211> 2

<212>
<213>

<220>

<221>

<223>

12

56

PRT

Fonte

/observacao="Descricao de

sintético"

<400> 12

val

1

Ser

Ala

Asp

Pro

65

Gly

Asn

Met

Gly

Ser

145

val

Lys

Leu

Ile

50

Pro

Pro

Arg

Tyr

Ser

130

val

Thr

Thr

Lys

Ser

Gly

35

Gly

Arg

Gln

Gly

Tyr

115

Gly

Thr

Leu

Trp

Leu

Ala

20

Thr

val

Phe

val

TYyr

100

Cys

Thr

Leu

val

Lys

Leu

Gln

Thr

Tyr

Leu

Pro

85

Leu

Ala

Gln

Phe

Cys

165

Ala

Leu

Pro

Ile

Ser

Leu

70

Pro

Ser

Met

Leu

Pro

150

Leu

Asp

Sequéncia artificial

Phe

val

Arg

val

55

Arg

Arg

Ile

Gly

Thr

135

Pro

Met

Gly

Leu

Leu

40

Tyr

Tyr

Phe

Ser

Ala

120

val

ser

Asn

Thr

64

Ile

His

25

Thr

Trp

Phe

ser

Glu

105

Arg

Leu

ser

ASp

Pro

Pro

10

Gln

Cys

Tyr

ser

Gly

920

Leu

Ser

ser

Glu

Phe

170

Ile

Leu

Pro

Thr

Gln

Gln

75

Ser

Gln

ser

Gln

Glu

155

Tyr

Thr

val

Pro

Leu

Gln

60

ser

Lys

Pro

val

Pro

140

Leu

Pro

Gln

val

Ala

Arg

45

Arg

Asp

Asp

Glu

Thr

125

Lys

Gln

Gly

Gly

Sequéncia artificial:

Pro

Met

30

Asn

Pro

Lys

val

Asp

110

His

Ala

Ala

Ile

val

Phe

15

Ser

Asp

Gly

Ser

Ala

95

Glu

val

Thr

Asn

Leu

175

Glu

constructo

Tyr

Ser

His

G1ln

80

Arg

Ala

Phe

Pro

Lys

160

Thr

Met
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Thr Thr Pro
195
Leu Ser Leu
210
GIn val Met
225

Glu Cys ser

<210> 13
<211> 256

<212> PRT

180

Ser

Thr

His

Gly

Lys

Pro

Glu

Ala

245

Gln

Glu

Gly

230

Pro

Ser

Gln

215

Ser

val

<213> Sequéncia artificial

<220>

<221> Fonte

<223>

sintético”

<400> 13

val Lys Lys
1

Ser His Ser

Ala Leu Gly
35
Asp Ile Gly
50
Pro Pro Arg
65

Gly Pro Gln

Asn Arg Gly

Leu

Ala

20

Thr

val

Phe

val

Tyr

Leu

Gln

Thr

TYyr

Leu

Pro

85

Leu

Leu

Pro

Ile

Ser

Leu

70

Pro

Ser

Phe

val

Arg

val

55

Arg

Arg

Ile

ASn

200

Trp

Thr

Pro

/observacao="Descricdo de

Ala

Leu

Leu

40

Tyr

Tyr

Phe

Ser

65

185

Asn

Arg

val

Tyr

Ile

His

25

Thr

Trp

Phe

Ser

Glu

Lys

Ser

Glu

Pro

250

Pro

10

Gln

cys

Tyr

Ser

Gly

90

Leu

Tyr

Arg

Lys

235

Asp

Sequéncia

Leu

Pro

Thr

GIn

75

Ser

Gln

Ala

Arg

220

Thr

Pro

artificial:

val

Pro

Leu

Gln

60

Ser

Lys

Pro

Ala

205

Ser

val

Leu

val

Ala

Arg

45

Arg

ASp

Asp

Glu

190

Ser

Tyr

Ala

Glu

Pro

Met

30

Asn

Pro

Lys

val

Asp

Ser

Ser

Pro

Pro

255

constructo

Phe

15

Ser

Asp

Gly

Ser

Ala

95

Glu

Tyr

Cys

Ala

240

Arg

TYr

ser

His

His

G1ln

80

Arg

Ala
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Met

Gly

Ser

145

Ala

val

Thr

Leu

Gln

225
Glu

Tyr Tyr

115
ser Gly
130

val Thr
Thr Leu
Ala Trp
Thr Pro

195
Ser Leu
210

val Thr

Cys Ser

<210> 14

<211> 269

<212> PRT

<213>

<220>

<221> Fonte

<223>

sintético”

<400> 14

100

Ccys

Thr

Leu

val

Lys

180

ser

Thr

His

Gly

Ala

Gln

Phe

cys

165

Ala

Lys

Pro

Glu

Ala

245

Met

Leu

Pro

150

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly

230

Pro

Gly

Thr

135

Pro

Ile

Gly

Ser

Gln

215

ser

val

Sequéncia artificial

Ala

120

val

Ser

Ser

ser

Asn

200

Trp

Thr

Pro

/observacao="Descricao de

66

105

Arg

Leu

Ser

Asp

Pro

185

Asn

Lys

val

Tyr

Ser

Arg

Glu

Phe

170

val

Lys

Ser

Glu

Pro

250

Ser

Gln

Glu

155

TYyr

Lys

Tyr

His

Lys

235

Asp

val

Pro

140

Leu

Pro

Ala

Ala

Lys

220

Thr

Pro

Thr

125

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

205

Ser

val

Leu

110

His

Ala

Ala

Ala

val

190

Ser

TYr

Ala

Glu

Sequéncia artificial:

val

Ala

Asn

val

175

Glu

Ser

sSer

Pro

Pro

255

Phe

Pro

Lys

160

Thr

Thr

TYr

Ccys

Thr

240

Arg

Constructo

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala

1

5

10

15

Ala Gln Pro Ala Met Ala Gln val Gln Leu GIn Glu Ser Gly Gly Gly
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Leu

Phe

Lys

65

TYr

Ser

Thr

ser

Ser

145

ser

AsSp

Thr

Tyr

Gln

225

ASp

His

val Gln

35

Pro Phe
50

Gly Leu
Tyr Ala
LYysS Asn
Ala val
115
Gly Ile
130
ser Ala
Lys Ser
Tyr Phe
ser Gly
195
Ser Leu
210
Thr Tyr

Lys Arg

His Gly

<210> 15

20

Pro

sSer

Glu

Asp

Thr

100

Tyr

TYr

Ser

Thr

Pro

180

val

ser

Ile

val

Glu
260

Gly

ser

Trp

Ser

85

Leu

Tyr

Phe

Thr

Ser

165

Glu

His

ser

cys

Glu

245

Gln

Gly

Tyr

val

70

val

Tyr

cys

Asp

Lys

150

Gly

Pro

Thr

val

Asn

230

Pro

Lys

Ser

val

55

ser

Lys

Leu

val

Phe

135

Gly

Gly

val

Phe

val

215

val

Lys

Leu

Leu

40

Met

Ala

Gly

Gln

Leu

120

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

200

Thr

Asn

ser

Ile

67

25

Arg

Ile

Ile

Arg

Met

105

Ser

Gly

Ser

Ala

val

185

Ala

val

His

Cys

Ser

265

Leu

Trp

Gly

Phe

90

Asn

Pro

Lys

val

Ala

170

Ser

val

Pro

Lys

Ala

250

Glu

Ser

val

Gly

75

Thr

Ser

Lys

Gly

Phe

155

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

235

Ala

Glu

cys

Arg

60

Ser

Ile

Leu

Ser

Thr

140

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

220

Ser

Ala

Asp

Ala

45

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

125

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

205

Ser

Asn

His

Leu

30

Ala

val

Gly

Arg

Ala

110

Tyr

val

Ala

Leu

Gly

190

Ser

Leu

Thr

His

Ser

Pro

ser

Asp

95

Asp

Asp

Arg

Pro

val

175

Ala

Gly

Gly

Lys

His

255

Gly

Gly

Thr

80

Asn

Asp

Asn

val

ser

160

Lys

Leu

Leu

Thr

val

240

His
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<211> 2

<212>
<213>

<220>

<221>

<223>

71

PRT

Fonte

/observacao="Descricdao de

sintético"

<400> 15

Met

1

Ala

Leu

Phe

Lys

65

Tyr

Ser

Thr

Ser

Ser

145

Glu

Gln

LYysS

Gln

val

Pro

50

Gly

Tyr

Lys

Ala

Gly

130

ser

Asn

ASp

Tyr

Pro

G1n

35

Phe

Leu

Ala

AsSn

val

115

Gly

sSer

Phe

Leu

Ala

20

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

100

TYyr

Tyr

Ser

Pro

Leu

180

Leu

Met

Gly

Ser

Trp

Ser

85

Leu

TYr

Phe

Ala

Ser

165

Pro

Pro

Ala

Gly

Tyr

val

70

val

Tyr

Cys

Asp

ser

150

Asp

Asp

Sequéncia artificial

Thr

Gln

Ser

val

55

Ser

Lys

Leu

val

Phe

135

Ala

Thr

Ser

Ala

val

Leu

40

Met

Ala

Gly

Gln

Leu

120

Trp

Pro

Ser

Ile

68

Ala

Gln

25

Arg

Ile

Arg

Met

105

Ser

Gly

Thr

Ser

Thr

185

Ala

10

Leu

Leu

Trp

Gly

Phe

20

Asn

Pro

Lys

Leu

val

170

Phe

Gly

Gln

Ser

val

Gly

75

Thr

Ser

Lys

Gly

Phe

155

Ala

Ser

Leu

Glu

cys

Arg

60

Ser

Ile

Leu

Ser

Thr

140

Pro

val

Trp

Leu

Ser

Ala

45

Gln

Gly

ser

Arg

Tyr

125

Leu

Leu

Gly

Lys

Sequéncia artificial:

Leu

Gly

30

Ala

val

Gly

Arg

Ala

110

TYr

val

val

Cys

Tyr
190

Leu

15

Gly

ser

Pro

Ser

Asp

95

Asp

Asp

Arg

Ser

Leu

175

Lys

constructo

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

80

AsSn

Asp

Asn

val

cys

160

Ala

Asn
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Asn Ser Asp Ile Ser
195
Gly Lys Tyr Ala Ala
210
Met Gln Gly Thr Asp
225
Gly Asn Lys Glu Lys
245
His His His His Gly
260
<210> 16
<211> 13

<212> PRT

Ser

Thr

Glu

230

Asn

Glu

Thr

Ser

215

His

val

GIn

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> Fonte

Arg

200

Gln

val

Pro

Lys

69

Gly

val

val

Leu

Leu

265

Phe

Leu

Cys

Pro

250

Ile

Pro

Leu

Lys

235

val

Ser

Ser

Pro

220

val

Ala

Glu

val

205

ser

Gln

Ala

Glu

Leu

Lys

His

Ala

Asp
270

<223> /observacdo="Descricdo de Sequéncia artificial:

tético"

<400> 16

Gly Ala Pro val Pro Tyr Pro Asp Pro Leu Glu Pro Arg

1 5
<210> 17
<211> 12

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> Fonte

10

<223> /observacdo="Descricido de Sequéncia artificial:

tético"

<400> 17

Gly Glu GlIn Lys Leu Ile Ser Leu Glu Glu Asp Leu

1 5

10

Arg

Asp

Pro

His

255

Leu

peptideo sin-

peptideo sin-

Gly

val

Asn

240

His
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

18
159

PRT

Sequéncia artificial

Fonte

/observacio="Descricdo de

sintético”

<400>

18

val Lys Lys Leu Leu

1

Ser His Ser Ala Gln

20

Ala Leu Gly Thr Thr

35

Asp Ile Gly val Tyr

Pro P
65

Gly P

Asn A

50

ro Arg Phe Leu

ro GIn val Pro

85

rg Gly Tyr Leu
100

Met Tyr Tyr Cys Ala

Glu A

115

rg Glu Trp Glu

130

val P
145

<210>
<211>
<212>

ro Gly Ala Pro

19
120

PRT

Leu

Pro

Ile

ser

Leu

70

Pro

ser

Met

Glu

val

150

Phe

val

Arg

val

55

Arg

Arg

Ile

Gly

Glu

135

Pro

Ala

Leu

Leu

40

Tyr

Tyr

Phe

ser

Ala

120

Met

Tyr

70

Ile

His

25

Thr

Trp

Phe

ser

Glu

105

Arg

Glu

Pro

Pro

10

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

90

Leu

sSer

Pro

Asp

Leu

Pro

Thr

Gln

Gln

75

ser

Gln

ser

Thr

Pro

155

val

Pro

Leu

Gln

60

ser

Lys

Pro

Glu

Ala

140

Leu

val

Ala

Arg

45

Arg

Asp

Asp

Glu

Lys

125

Ala

Glu

Sequéncia artificial:

Pro

Met

30

Asn

Pro

Lys

val

Asp

110

Glu

Arg

Pro

constructo

Phe

15

Ser

Asp

Gly

ser

Ala

95

Glu

Glu

Thr

Arg

TYyr

Ser

His

His

Gln

80

Arg

Ala

Arg

Arg
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<213> sequéncia artificial

<220>

<221> Fonte

<223> /observacdo="Descrigdo de

sintético"
<400> 19
val Lys Lys Leu Leu
1 5
Ser His Ser Ala Gln
20
Ala Leu Gly Thr Thr
35
Asp Ile Gly val Tyr
50
Pro Pro Arg Phe Leu
65
Gly Pro GIn val Pro
85
Asn Arg Gly Tyr Leu
100
Met Tyr Tyr Cys Ala
115
<210> 20
<211> 133

<212> PRT

Leu

Pro

Ile

sSer

Leu

70

Pro

Ser

Met

Phe

val

Arg

val

55

Arg

Arg

Ile

Gly

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> Fonte

<223> /observacdao="Descricido de

sintético"”

<400> 20

Ala

Leu

Leu

40

Tyr

Tyr

Phe

Ser

Ala

120

71

Ile

His

25

Thr

Trp

Phe

Ser

Glu
105

Pro

10

Gln

Ccys

Tyr

Ser

Gly

20

Leu

Leu

Pro

Thr

Gln

Gln

75

Ser

G1ln

val

Pro

Leu

Gln

60

Ser

Lys

Pro

val

Ala

Arg

45

Arg

Asp

AsSp

Glu

Sequéncia artificial:

Pro

Met

30

Asn

Pro

Lys

val

Asp
110

Sequéncia artificial:

constructo

Phe

15

Ser

Asp

Gly

Ser

Ala

95

Glu

TYr

Ser

His

His

Gln

80

Arg

Ala

constructo

val Lys Lys Leu Leu Leu Phe Ala Ile Pro Leu val val Pro Phe Tyr
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Ser

Ala

Asp

Pro

65

Gly

Asn

Met

Pro

His Ser Ala
20
Leu Gly Thr
35
Ile Gly val
50

Pro Arg Phe

Pro Gln val

Arg Gly Tyr

100

Tyr Tyr Cys
115

Leu Glu Pro

130

<210> 21
<211> 198

<212> PRT

<213> sequéncia

<220>

<221> Fonte

<223>

sintético"

<400> 21

Gln Pro

Thr Ile

Tyr Ser

Leu Leu

70

Pro Pro

85

Leu Ser

Ala Met

Arg

val

Arg

val

55

Arg

Arg

Ile

Gly

artificial

Leu

Leu

40

Tyr

Tyr

Phe

Ser

Ala

120

72

His

25

Thr

Trp

Phe

Ser

Glu

105
Gly

10

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

90

Leu

Ala

Pro

Thr

GIn

Gln

75

ser

Gln

Pro

Pro

Leu

Gln

60

Ser

Lys

Pro

val

Ala

Arg

45

Arg

Asp

Asp

Glu

Pro

125

Met

30

Asn

Pro

Lys

val

Asp

110

Tyr

/observacao="Descricdao de Sequéncia artificial:

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala ITe Ala val Ala Leu Ala Gly

1

5

10

Thr val Ala GIn Ala Ala Leu Leu Arg Pro Thr Ala Ala Ser

20

25

30

15

Ser

Asp

Gly

Ser

Ala

95

Glu

Pro

Phe
15

G1n

ser

His

His

Gln

80

Arg

Ala

Asp

Constructo

Ala

Ser

Arg Ala Leu Gly Pro Gly Ala Pro Gly Gly Ser Ser Arg Ser Ser Leu

35

40

45
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30

Arg

Pro

65

His

Ala

Ala

Ile

val

145

Ser

Tyr

Ala

Ser

50

Arg

val

Thr

Asn

Leu

130

Glu

ser

ser

Pro

<210> 22

<211> 14

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

Arg

cys

Phe

Pro

Lys

115

Thr

Met

Tyr

cys

Ala

195

3

PRT

Fonte

sintético”

<400> 22

Trp

Trp

Gly

Ser

100

Ala

val

Thr

Leu

GIn

180

Glu

Sequéncia

Gly Arg

Pro Arg

70
ser Gly
85

val Thr
Thr Leu
Thr Trp
Thr Pro

150
Ser Leu
165

val Met

Cys Ser

Phe

55

Gly

Thr

Leu

val

Lys

135

Ser

Thr

His

artificial

Leu

Phe

Phe

cys

120

Ala

Lys

Pro

Glu

/observacao="Descricao de

73

Leu

Gln

Leu

Pro

105

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
185

GlIn

Ser

Thr

90

Pro

Met

Gly

Ser

Gln

170

Ser

Arg

Lys

75

val

ser

Asn

Thr

Asn

155

Trp

Thr

Gly

60

His

Leu

Ser

Asp

Pro

140

Asn

Arg

val

Ser

Asn

ser

Glu

Phe

125

Ile

Lys

Ser

Glu

Trp

ser

Gln

Glu

110

TYr

Thr

Tyr

Arg

Lys

190

Sequéncia artificial:

Thr

val

Pro

95

Leu

Pro

Gln

Ala

Arg

175

Thr

Gly

Thr

80

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

160

Ser

val

Constructo

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala ITle Ala val Ala Leu Ala Gly Phe Ala

1

5

10

15

Thr val Ala Gln Ala Ala Ser val Thr His val pPhe Gly ser Gly Thr



74

20 25 30
GIn Leu Thr val Leu Ser GIn Pro Lys Ala Thr Pro Ser val Thr Leu
35 40 45
Phe Pro Pro Ser Ser Glu Glu Leu GIn Ala Asn Lys Ala Thr Leu val
50 55 60
Cys Leu Met Asn Asp Phe Tyr Pro Gly Ile Leu Thr val Thr Trp Lys
65 70 75 80
Ala Asp Gly Thr pPro Ile Thr Gln Gly val Glu Met Thr Thr Pro Ser
85 90 95
Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr
100 105 110
Pro Glu Gln Trp Arg Ser Arg Arg Ser Tyr Ser Cys Gln val Met His
115 120 125
Glu Gly ser Thr val Glu Lys Thr val Ala Pro Ala Glu Cys Ser
130 135 140
<210> 23
<211> 175
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<221> Fonte
<223> /observacao="Descricdo de Sequéncia artificial: Constructo
sintético"
<400> 23
Met Ser Trp Ala Pro val Leu Leu Met Leu Phe val Tyr Cys Thr Gly
1 5 10 15
Cys Gly Pro GIn Pro val Leu His Gln Pro Pro Ala Met Ser Ser Ala
20 25 30
Leu Gly Thr Thr Ile Arg Leu Thr Cys Thr Leu Arg Asn Asp His Asp
35 40 45
ITe Gly val Tyr Ser val Tyr Trp Tyr Gln GIn Arg Pro Gly His Pro

50 55 60
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Pro Arg Phe
65

Pro Gln val

Arg Gly Tyr

Tyr Tyr Cys
115
Arg Glu Trp
130
Pro His Ala
145

Gly GIn Ala

<210> 24
<211> 149

<212> PRT

Leu

Pro

Leu

100

Ala

Glu

Glu

Ala

<213> sequéncia

<220>

<221> Fonte

<223>

sintético”

<400> 24

Met Ser Trp
1

Cys Gly Pro

Leu Gly Thr

35

IlTe Gly val
50

Pro Arg Phe

Ala

G1n

20

Thr

Tyr

Leu

Leu

Pro

85

Ser

Met

Glu

Gly

Lys
165

Arg
70

Arg

Gly

Glu

Thr

150

Glu

Tyr

Phe

ser

Ala

Met

135

Phe

Phe

artificial

Pro

Pro

Ile

Ser

Leu

val

val

Arg

val

Arg

Leu

Leu

Leu

TYr

55

Tyr

Phe

Ser

Glu

Arg

120

Glu

Thr

Ile

/observacao="Descricao de

Leu

His

Thr

40

Trp

Phe

75

Ser

Gly

Leu

105

Ser

Pro

ser

Ala

Met

Gln

25

Ccys

Tyr

Ser

Gln

ser

90

Gln

Ser

Thr

Asp

Trp

170

Leu

10

Pro

Thr

Gln

Gln

Ser

75

Lys

Pro

Glu

Ala

val

155

Leu

Phe

Pro

Leu

Gln

ser

Asp

AsSp

Glu

Lys

Ala

140

Ser

val

val

Ala

Arg

Arg

60

Asp

Lys

val

Asp

Glu

125

Arg

ser

Lys

Tyr

Met

Asn

45

Pro

Lys

Ser

Ala

Glu

110

Glu

Thr

Tyr

Gly

Sequéncia artificial:

Ccys

Ser

30

Asp

Gly

Ser

Gln

Arg

95

Ala

Arg

Arg

Leu

Arg
175

Thr

15

Ser

His

His

Gln

Gly

80

Asn

Met

Glu

val

Glu
160

constructo

Gly

Ala

Asp

Pro

Gly
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65

Pro Gln

Arg Gly

Tyr Tyr

val ser
130
Leu val
145
<210> 25
<211> 24

val

Tyr

Cys

115

Ser

Lys

3

<212> PRT

Pro

Leu

100

Ala

Tyr

Gly

<213> Sequéncia

<220>

<221> Fo

<223>

sintétic

<400> 25

Met Arg
1

Gly Pro

Gly Thr

Lys Glu

50

Thr His
65

Gly Pro

nte

on

Pro

AsSn

Phe

35

Phe

Gly

Gly

Gly

Leu

20

Thr

Ile

Leu

Ala

Pro

85

Ser

Met

Leu

Arg

70

Arg

Ile

Gly

Glu

Phe

Ser

Ala

Gly
135

artificial

Thr

Arg

Ser

Ala

Leu

Pro

85

Gly

GIn

Asp

Trp

Arg

70
Gly

Gln

Arg

val

Leu

55

Pro

Gly

ser

Glu

His

120

Gln

/observacao="bescricao de

Gly

Trp

Ser

40

val

Thr

Ser

76

75

Gly Ser Lys

90

Leu GIn Pro

105

Ala Glu Gly

Ala Ala Lys

Gly

Pro

25

ser

Lys

Ala

Ser

Leu

10

Leu

Tyr

Gly

Ala

Arg
90

Glu

Leu

Leu

Arg

Ser

75

ser

Asp

Glu

Thr

Glu
140

Ala

Leu

Glu

Gly

60

Gln

ser

val

Asp

Phe

125

Phe

Sequéncia artificial:

Pro

Leu

Gly

45

Leu

ser

Leu

80
Ala Arg Asn
95
Glu Ala Met
110

Thr Sser Asp

Ile Ala Trp

Gly Glu Pro
15
His Ala Glu
30

Gln Ala Ala

Ala val val

Arg Ala Leu

80

Arg Ser Arg
95

constructo
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Trp Gly

Trp Pro

Gly Ser

130
ser val
145

Ala Thr

val Thr

Thr Thr

Leu Ser

210
Gln val
225

Glu Cys

<210> 26
<211> 18

Arg

Arg

115

Gly

Thr

Leu

Trp

Pro

195

Leu

Met

ser

8

<212> PRT

Phe

100

Gly

Thr

Leu

val

Lys

180

Ser

Thr

Leu

Phe

Gln

Phe

Cys

165

Ala

Lys

Pro

Glu

Leu

Leu

Pro

150

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
230

Gln

Ser

Thr

135

Pro

Met

Gly

Ser

Gln

215

Ser

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> Fo
<223>
sintétic

<400> 26

nte

oll

Arg

Lys

120

val

Ser

Asn

Thr

Asn

200

Trp

Thr

77

Gly

105

His

Leu

ser

Asp

Pro

185

Asn

Arg

val

ser

Asn

ser

Glu

Phe

170

Ile

Lys

Ser

Glu

Trp

ser

Gln

Glu

155

TYr

Thr

TYyr

Arg

Lys
235

Thr

val

Pro

140

Leu

Pro

Gln

Ala

Arg

220

Thr

Gly

Thr

125

LysS

Gln

Gly

Gly

Ala

205

Ser

val

Pro

110

His

Ala

Ala

Ile

val

190

Ser

TYyr

Ala

/observacao="Descricdo de Sequéncia artificial:

Arg

val

Thr

AsSn

Leu

175

Glu

ser

Ser

Pro

Cys

Phe

Pro

LyS

160

Thr

Met

Tyr

Cys

Ala
240

constructo

Met Arg Pro Gly Thr Gly Gln Gly Gly Leu Glu Ala Pro Gly Glu Pro

1

5

10

15

Gly Pro Asn Leu Arg GIn Arg Trp Pro Leu Leu Leu Leu Gly His Ala
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20

Glu Gly Thr pPhe Thr

35

Ala Lys Glu Phe 1Ile

50

Thr His Gly Sser val

65

val Leu Ser Gln Pro

85

Ser Ser Glu Glu Leu

100

Asn Asp Phe Tyr Pro

115

Thr Pro Ile Thr G1n

130

Asn Asn Lys Tyr Ala

145

Trp Arg Ser Arg Arg

165

Thr val Glu Lys Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

180
27
105
PRT
Homo sapiens

27

Gly Ser G1n ser val

1

5

Gly Gln Lys val Thr

20

Asn Asn Tyr val Ser

35

Ser

Ala

Thr

70

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

150

Ser

val

Asp

Trp

55

His

Ala

Ala

Ile

val

135

ser

Tyr

Ala

val

40

Leu

val

Thr

Asn

Leu

120

Glu

Ser

Ser

Pro

Leu Thr Gln

Ile Ser Cys

Trp Tyr Gln

40

78

25
Ser Ser Tyr Leu Glu
45
val Lys Gly Arg Leu
60
Phe Gly Ser Gly Thr
75
Pro Ser val Thr Leu
90
Lys Ala Thr Leu val
105
Thr val Thr Trp Lys
125
Met Thr Thr Pro sSer
140
Tyr Leu Ser Leu Thr
155
Cys GIn val Met His
170
Ala Glu CyS Ser

185

Pro Pro Ser val Ser
10
Ser Gly Ser Ser Ser
25
Gln Leu Pro Gly Thr

45

30
Gly

Ala

Gln

Phe

cys

110

Ala

Lys

Pro

Glu

Ala

Asn
30

Ala

Gln

val

Leu

Pro

95

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly
175

Ala
15

Ile

Pro

Ala

val

Thr

80

Pro

Met

Gly

Ser

Gln

160

Ser

Pro

Gly

Lys
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Leu L

Phe s
65

Leu G

Ser L

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

eu ITe Tyr Asp
50

er Gly Ser Lys

In Thr Gly Asp
85
eu Ser Ala val
100

28

114

PRT

Homo sapiens

28

Gly Gly Thr Lys Leu

1

5

val Thr Leu Phe Pro

20

Thr Leu val Cys Leu

Ala T

Thr P

65

35
rp Lys Ala Asp
50

ro ser Lys Gln

Ser Leu Thr Pro Glu

85
val Thr His Glu Gly
100
Cys Ser
<210> 29
<211> 105

<212>

PRT

Asn
ser
70

Glu

val

Thr

Pro

Gly
ser
70

Gln

Ser

AsSn
55
Gly

Ala

Phe

val

Ser

Ser

ser

55

Asn

Trp

Thr

Lys

Thr

Asp

Gly

Leu

Ser

Asp

40

Pro

AsSn

Lys

val

79

Arg

Ser

Tyr

Gly
105

Arg

Glu

25

Phe

val

Lys

Ser

Glu

105

Pro Ser Gly Ile Pro Asp

60

Ala Thr Leu

75

Tyr Cys Gly

90

Gln

10

Glu

Tyr

Lys

Tyr

His

90

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala

Ala

75

Lys

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

60

Ala

Ser

val

Gly Ile Thr

Thr Trp Asp

Ala

Ala

Ala

45

val

Ser

TYr

Ala

Ala

Asn

30

val

Glu

ser

Ser

Pro

110

95

Pro

15

Lys

Thr

Thr

TYr

Cys

95

Thr

Arg

Gly

80

ser

Ser

Ala

val

Thr

Leu

80

Gln

Glu
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<213> Homo sapiens

<400> 29

Gln Pro val Leu Thr

1

Ser

Phe

Leu

Pro

65

Leu

Gly

val

Trp

Leu

50

Ser

Arg

Thr

<210> 30

<211> 10

<212> PR

<213>

<400> 30

Arg

Ile

35

TYyr

Arg

Ile

Trp

4

T

Leu

20

Arg

Tyr

Phe

Ser

His

100

5

Thr

Trp

His

Ser

Gly

85

ser

Homo sapiens

Gln Ala val Leu Thr

1

Ser

Tyr

Leu

Pro

65

Leu

Ala

Arg

Leu

50

Ser

Leu

ser

Ile

35

Arg

Arg

Ile

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

5

Thr

Trp

Lys

Ser

Gly

Gln

Ccys

Tyr

Ser

Gly

70

Leu

Asn

G1ln

Ccys

Tyr

ser

Gly

70

Leu

Pro

Met

Gln

Asp

55

ser

Gln

Ser

Pro

Thr

Gln

Asp

55

Ser

Gln

ser

Leu

Gln

40

Ser

Asn

Pro

Lys

Leu

Gln

40

Ser

Lys

Ser

80

ser

Ser

25

Lys

Asn

Asp

Glu

Thr

105

ser

Arg

25

Lys

Asp

Asp

Glu

His

10

ser

Pro

Lys

Ala

Asp
90

Leu

10

Ser

Pro

Lys

Ala

Asp

Ser

Gly

Gly

Gly

ser

75

Glu

ser

Gly

Gly

Gln

ser

75

Glu

Ala

Phe

Asn

Gln

60

Ala

Ala

Ala

Ile

Ser

Gln

60

Ala

Ala

Ser

Ser

Pro

45

Gly

Asn

Asp

Ser

Asn

Pro

45

Gly

Asn

AsSp

Ser

val

30

Pro

Ser

Ala

Tyr

Pro

val

30

Pro

Ser

Ala

TYyr

Gly

15

Gly

Arg

Gly

Gly

Tyr
95

Gly

15

Gly

Gln

Gly

Gly

Tyr

Ala

Asp

TYr

val

Ile

80
Cys

Ala

Thr

Tyr

val

Ile

80

Cys
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85

Met Ile Trp His Ser Ser Ala Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

31
104

PRT

100

Homo sapiens

31

Gln Pro val Leu Thr Gln

1

ser

Tyr

Leu

Pro

65

Leu

Met

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gly Thr Lys Leu Thr

1

Thr Leu Phe Pro Pro

Leu val Cys Leu Ile

Asn

Leu

50

Ser

Leu

Ile

32

Arg

Ile

35

Tyr

Arg

Ile

Trp

113

PRT

Leu

20

Tyr

Tyr

Phe

Ser

Pro

100

20

5

Thr Cys

Trp Tyr

Tyr Ser

ser Gly

70

Gly Leu
85

Ser Asn

Homo sapiens

32

5

Pro

Thr

G1n

Asp

55

ser

Gln

Ala

Pro

Leu

Gln

40

ser

Lys

Ser

Ser

81

ser

Pro

25

Lys

ASp

ASp

Glu

val Leu Arg Gln

ser Ser Glu Glu

25

Ser Asp Phe Tyr

90

Ser Ser Ala Ser Pro
10

Ser Asp Ile Asn val

30

Pro Gly Ser Pro Pro

45
Lys Gly Gln Gly Ser
60
Ala Ser Ala Asn Thr
75

Asp Glu Ala Asp Tyr

90

Pro Lys Ala Ala Pro

10
Leu GIn Ala Asn Lys
30

Pro Gly Ala val Thr

95

Gly

15

Gly

Arg

Gly

Gly

Tyr
95

Ser

15

Glu

ser

Tyr

val

Ile

80
Cys

val

Ala Thr

val

Ala
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Trp Lys Ala

50

Pro Ser

65

Leu Thr

Thr His

Ser

<210> 33

35

Lys

Pro

Glu

<211> 107

<212> PR

T

Asp

Gln

Glu

Gly
100

Gly

Ser

Gln

85

sSer

<213> Homo sapiens

<400> 33

Arg Thr val Ala Ala

1

Gln Leu

Tyr Pro

ser Gly

50

Thr Tyr
65

LYS His

Pro val

<210> 34
<211> 6

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

ser

20

Glu

Ser

Leu

val

Lys
100

5
Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Ser

Asn

70

Trp

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

55

Asn

Lys

val

Ser

Ala

val

Ser

55

Thr

cys

Asn

40

val

Lys

ser

Glu

val

ser

Gln

40

val

Leu

Glu

Arg

82

Lys

TYyr

His

Lys
105

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

val

Gly
105

Ala

Ala

Lys

90

Thr

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Gly val

60

Ala ser
75

ser Tyr

val Ala

Phe Pro

Cys Leu

val Asp

Gln Asp

60

ser Lys
75

His Gln

Cys

45
Glu

ser

sSer

Pro

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Thr

Tyr

cys

Thr

110

ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

Leu

Gln

95

Glu

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

ser

95

Thr

Ser

80

val

cys

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

ser
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<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
6xHis

<400>

PRT

Sequéncia artificial

Fonte

/observacdo="Descricao de

tag
34

His His His His His His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

5

35
15
PRT

Sequéncia artificial

Fonte

/observacao="Descricdo de Sequéncia artificial:

tético"

<400>

Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser

1

35

5

83

Sequéncia

10

artificial:

sintético

peptideo sin-
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