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RESUMO
“BIBLIOTECAS DE PACOTES GENETICOS COMPREENDENDO DESENHOS DE
NOVAS CDR1, CDR2, E CDR3 DE HC E NOVAS CDR1l, CR2, E CDR3 DE
LC ”

Sdo proporcionadas composicdes e métodos para preparacido e
identificacdo de anticorpos tendo CDR3s gue variam em
sequéncia e em comprimento de muito curtas a muito longas
que, em certas formas de realizacdo, podem ligar-se a uma
fracdo carboidrato ou ao local ativo de uma enzima. Sé&o
também proporcionadas bibliotecas codificando anticorpos
com as CDR3s. As bibliotecas podem ser proporcionadas por
modificacdo de uma biblioteca de &cidos nucleicos pré-

existente.



DESCRICAO
“BIBLIOTECAS DE PACOTES GENETICOS COMPREENDENDO DESENHOS DE
NOVAS CDR1, CDR2, E CDR3 DE HC E NOVAS CDR1l, CR2, E CDR3 DE
LCII

Referéncia cruzada a pedidos relacionados

Este pedido reivindica prioridade em relacdo ao Pedido dos
E.U.A. No. em Série 61/047,529, depositado a 24 de abril,
2008. A divulgacdo do pedido prévio é considerada parte da

divulgacdo deste pedido.

Antecedentes

E agora pratica comum na técnica preparar bibliotecas de
pacotes genéticos que exibem individualmente, exibem e
expressam, ou compreendem um membro de uma familia diversa
de péptidos, polipéptidos ou proteinas e exibem
coletivamente, exibem e expressam, ou compreendem pelo
menos uma porcdo da diversidade de aminodcidos da familia.
Em muitas bibliotecas comuns, os péptidos, polipéptidos ou
proteinas estdo relacionados com anticorpos (p.ex., Fv de
cadeia t1wnica (scFv), Fv, Fab, anticorpos inteiros ou
minicorpos (i.e., dimeros que consistem em Vg ligada a
V) ). Frequentemente compreendem uma ou mais das CDRs e
regides de framework das cadeias pesadas e leves de

anticorpos humanos.

Bibliotecas de péptidos, polipéptidos ou proteinas tém sido
produzidas de varias maneiras. Ver, p.ex., Knappik et al.,
J. Mol. Biol., 296, pp. 57-86 (2000), que ¢ incorporado
aqui por referéncia. Um método é capturar a diversidade de
dadores nativos, ingénuos ou imunizados. Outra maneira é
gerar bibliotecas tendo diversidade sintética. Um terceiro

método é uma combinacdo dos primeiros dois. Tipicamente, a



diversidade produzida por estes métodos estd limitada a
diversidade de sequéncias, i.e., cada membro da biblioteca
tem o mesmo comprimento mas difere dos outros membros da
familia por ter diferentes aminocdcidos ou variegacdo a uma
dada posicdo na cadeia de ©péptidos, polipéptidos ou
proteinas. Péptidos, polipéptidos ou proteinas naturalmente
diversos, no entanto, ndo estdo limitados a diversidade
somente nas suas sequéncias de aminodcidos. Por exemplo, o0s
anticorpos humanos ndo estdo limitados a diversidade de
sequéncias nos seus aminoacidos, divergem também nos

comprimentos das suas cadeias de aminoécidos.

Hoet et al., Nature Biotechnology, Vol. 23 (3), 1 de marco
de 2005, paginas 344-348, descrevem a geracdo de anticorpos
humanos de elevada afinidade por combinacdo de diversidade
de regides determinadoras da complementaridade derivadas de

dadores e sintéticas.

Para anticorpos, a diversidade de cadeias pesadas em
comprimento ocorre, por exemplo, durante rearranjos das
regides varidveis. Ver, p.ex., Corbett et al., J. Mol.
Biol., 270, pp. 587-97 (1997). A unido de genes V a genes
J, por exemplo, resulta na inclusdo de um segmento D
reconhecivel Em CDR3 em cerca de metade das sequéncias de
anticorpo de cadeia pesada, criando deste modo regides
codificando comprimentos varidveis de aminoacidos. Os
segmentos D sdo mais comuns em anticorpos tendo CDR3s de HC
longas. O seguinte pode também ocorrer durante unido de
segmentos de gene de anticorpos: (i) a extremidade do gene
V pode ter zero a varias bases eliminadas ou mudadas; (ii)
a extremidade do segmento D pode ter zero a muitas bases
removidas ou mudadas; (iii) um nimero de bases

aproximadamente aleatdrias pode ser inserido entre V e D ou



entre D e J; e (iv) a extremidade 5° de J pode ser
modificada para remover ou para mudar varias bases. Estes
rearranjos resultam em anticorpos que sdo diversos na
sequéncia de aminodcidos e no comprimento. CDR3s de HC de
diferentes comprimentos podem dobrar-se em diferentes
formas, dando aos anticorpos novas formas com as guais se
ligam a antigénios. As conformacdes dependem do comprimento
e da sequéncia da CDR3. Deve ser recordado gue uma CDR3 de
HC de comprimento 8, por exemplo, e de qualquer sequéncia
ndo consegue mimetizar adequadamente o comportamento de uma

CDR3 de comprimento 22, por exemplo.

As bibliotecas que contém somente diversidade de sequéncias
de aminodcidos tém, deste modo, desvantagem na medida em
que nado refletem a diversidade natural do ©péptido,
polipéptido ou proteina gque se pretende que a biblioteca
mimetize. Adicionalmente, a diversidade em comprimento pode
ser importante para o funcionamento derradeiro da proteina,
péptido ou polipéptido. Por exemplo, no que diz respeito a
uma biblioteca compreendendo regides de anticorpos, muitos
dos péptidos, polipéptidos, proteinas exibidos, exibidos e
expressos, ou compreendidos pelos pacotes genéticos da
biblioteca podem n&do se dobrar apropriadamente ou a sua
ligacdo a um antigénio pode estar em desvantagem, se a
diversidade em sequéncia e comprimento ndo estiver

representada na biblioteca.

Uma desvantagem adicional de tais bibliotecas de pacotes
genéticos que exibem, exibem e expressam, ou compreendem
péptidos, polipéptidos e proteinas é que ndo estdo focadas
naqueles membros que sdo baseados em diversidade ocorrendo
naturalmente e assim em membros que é o0 mais provavel que

sejam funcionais e o menos provavel que sejam imunogénicos.



Ao invés, as bibliotecas, tipicamente, tentam incluir tanta
diversidade ou variegacdo como possivel em cada posicdo de
CDR. Isto torna a construcdo de bibliotecas morosa e menos
eficaz do que o necessdrio. O grande numero de membros gue
sdo produzidos por tentativa de capturar a diversidade
completa torna também o vrastreio mais pesado do que
necessita de ser. Isto é particularmente verdade dado que
muitos membros da biblioteca ndo serdo funcionais ou serdo

ndo especificamente pegajosos.

Adicionalmente ao trabalho de construcdo de Dbibliotecas
sintéticas estd a questdo da imunogenicidade. Por exemplo
existem bibliotecas nas quais todos os residuos de CDR sé&o
Tyr (Y) ou Ser (S). Embora anticorpos (Abs) selecionados
destas bibliotecas mostrem elevadas afinidade e
especificidade, a sua composicdo muito incomum pode tornd-
los imunogénicos. A presente invencdo estd dirigida na
direcdo de fabrico de Abs que poderiam bem ter wvindo do
sistema imune humano e assim é& menos provaveis que sejam
imunogénicos. As bibliotecas da presente invencdo retém
tantos residuos de fusdes V-D-J ou V-J como possivel. Para
reduzir o risco de imunogenicidade pode ser prudente mudar
cada aminoadcido ndo da linha germinativa em framework e
CDRs de volta para a linha germinativa para determinar se a
mudanca a partir da linha germinativa ¢é necessdria para
reter a afinidade de ligacdo. Assim sendo, uma biblioteca
que esteja enviesada em cada posicdo variada na direcédo da
linha germinativa reduzird a probabilidade de isolamento de
Abs que tenham aminodcidos ndo da linha germinativa

desnecessarios.

Abs sdo grandes proteinas e estdo sujeitos a varias formas

de degradacdo. Uma forma de degradacdo é a desamidacdo de



residuos Asn e Gln (especialmente em Asn-Gly ou Gln-Gly) e
a isomerizacdo de residuos Asp. Outra forma de degradacédo é
a oxidacdo de metioninas, triptofano, e cisteina. Outra
forma de degradacdo é a clivagem de dipéptidos Asp-Pro.
Outra forma de degradacdo é a formacdo de piroglutamato a
partir de Glu ou Gln N-terminal. E vantajoso proporcionar
uma biblioteca na gqual a ocorréncia de sequéncias

problemdticas seja minimizada.

Sdo proporcionadas bibliotecas de vetores ou pacotes que
codificam membros de uma familia diversa de anticorpos
humanos compreendendo CDR3s de cadeia pesada (HC) que
tenham entre cerca de 3 aminodcidos de comprimento e cerca
de 35 aminoadcidos de comprimento. As CDR3s de HC podem
também, em certas formas de realizacdo, ser ricas em Tyr
(T) e Ser (S) e/ou compreender regides D diversificadas
e/ou compreender regides JH prolongadas. Por exemplo, as
CDR3s de HC podem conter mais do que cerca de 40% (p.ex.,
entre cerca de 43% e cerca de 80%; p.ex., mais do que cerca
de 40% mas menos do que cerca de 100%) de residuos Y e/ou
3, p.ex., como proporcionado nos exemplos aqui. Sdo também
proporcionadas bibliotecas focadas compreendendo tais CDR3s
de HC. S&o0 também proporcionados desenhos para CDR1 de HC,
CDR2 de HC, e uma biblioteca de VKIII A27 com diversidade
nas CDRs. Uma biblioteca de vetores ou pacotes que codifica
membros de uma familia diversa de anticorpos humanos
compreendendo CDR3s de HC descrita aqui pode ter
adicionalmente diversidade numa ou mais (p.ex., numa, em
duas ou trés) de CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR1 de LC, CDR2
de LC, e CDR3 de LC. Por exemplo, a biblioteca pode ter
diversidade numa ou mais (p.ex., numa, em duas ou trés) de
CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC, e CDR3 de

LC como descrito aqui.



Uma regido D diversificada é uma regido D na gqual uma ou
mais mudancas de aminodcidos foram introduzidas (p.ex., em
comparacdo com a Sequéncia de uma regido D ocorrendo
naturalmente; por exemplo, um coddo de paragem pode ser

mudado para um residuo Tyr).

Uma regido JH prolongada é uma regido JH na qual um ou mais
residuos de aminoacidos presentes no terminal amino da
sequéncia de framework da regido JH (p.ex., terminal amino
em seqgquéncias FR4, p.ex., que comecam com WGQ...). Por
exemplo, JH1 ¢é uma regido JH prolongada. Como outros
exemplos, JHZ2, JH3, JH4, JH5, e JH6 sdo regides JH

prolongadas.

Sdo também proporcionados métodos de fabrico e rastreio das
bibliotecas acima e das CDR3s de HC e anticorpos obtidos em
tal rastreio. Composicgdes e estojos para a pratica destes

métodos sdo também descritos aqui.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca
focada de vetores ou pacotes genéticos que exibem, exibem e
expressam, ou compreendem um membro da uma familia diversa
de péptidos, polipéptidos e proteinas relacionados com
anticorpos humanos (p.ex., uma familia diversa de
anticorpos) e exibem coletivamente, exibem e expressam, ou
compreendem pelo menos uma porcdo da diversidade da
familia, em que os vetores ou pacotes genéticos compreendem
sequéncias de ADN variegadas que codificam uma CDR3 de

cadeia pesada (HC) selecionada do grupo consistindo em:

(a) uma CDR3 de HC que tem cerca de 3 ou cerca de 4 ou

cerca de 5 aminocécidos de comprimento;



(b) uma CDR3 de HC que tem cerca de 23, cerca de 24,
cerca de 25, cerca de 26, cerca de 27, cerca de 28, cerca
de 29, cerca de 30, cerca de 31, cerca de 32, cerca de
33, cerca de 34 ou cerca de 35 amincédcidos de comprimento
(p.ex., <cerca de 23 a cerca de 35 aminodcidos de
comprimento); e

c) um CDR3 de HC que tem de cerca de 6 a cerca de 20
aminodcidos de comprimento (p.ex., cerca de 6, cerca de
7, cerca de 8, cerca de 9, cerca de 10, cerca de 11,
cerca de 12, cerca de 13, cerca de 14, cerca de 15, cerca
de 16, cerca de 17, cerca de 18, cerca de 19, ou cerca de

20 aminoédcidos de comprimento);

em que a CDR3 de HC compreende aminocdcidos de uma regido D

(p.ex., uma regido D diversificada) (ou seu fragmento
(p.ex., 3 ou mais aminocécidos da regido D, p.ex., regido D
diversificada)) ou uma regido JH (p.ex., uma regido JH
prolongada) .

Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC esté
enriquecida em Tyr (Y) e Ser (S) (p.ex., mais do que 40%

dos residuos da CDR3 de HC s3o Y e/ou S).

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca (p.ex., o0s
seus vetores ou pacotes genéticos) compreende uma regido D
ou um fragmento de uma regido D (p.ex., em que a regido D é

adjacente a uma regido JH).

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca compreende

uma regido JH, p.ex., uma regido JH prolongada.



Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC compreende
aminocdcidos de uma regido D ou um fragmento de uma regido D

(p.ex., em que a regido D é& adjacente a uma regido JH).

Em algumas formas de realizacdo, a regido D é selecionada
do grupo consistindo em D2-2 (RF 2), D2-8 (RF 2), D2-15 (RF
2), D2-21 (RF 2), D3-16 (RF 2), D3-22 (RF 2), D3-3 (RF-2),
D3-9 (RF 2), D3-10 (RF 2), D1-26 (RF 3), D4-11 (RF 2), D4-4
(RF 2), D5-5 (RF 3), D5-12 (RF 3), D5-18 (RF 3), D6-6 (RF
1), D6-13 (RF 1), e D6-19 (RF 1).

Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC compreende
aminodcidos de uma regido JH. A regido JH pode ser uma
regido JH prolongada. Em algumas formas de realizacdo, a
regido JH prolongada & selecionada do grupo consistindo em
JH1, JH2, JH3, JH4, JH5, e JH6. Em algumas formas de
realizacdo, a regido JH pode estar enriquecida em residuos
Y e/ou S, por exemplo, pode conter mais do que cerca de 40%
(p.ex., entre cerca de 43% e cerca de 80%; p.ex., mais do
que cerca de 40% mas menos do que cerca de 100%) de

residuos Y e/ou S.

Em algumas formas de realizacdo, a regido D compreende um
ou mais residuos de cisteina (Cys) e, em algumas formas de
realizacdo, o um ou mais residuos de cisteina ndo mantidos

constantes (p.ex., nédo sdo variados).

Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC (p.ex., o ADN
codificando a CDR3 de HC) compreende um ou mais coddes de
enchimento entre FR3 e a regido D e <cada coddo de
enchimento ¢ individualmente NNK, TMY, TMT, ou TMC (TMY,
TMT, ou TMC codifica S ou Y).



Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC (p.ex., o ADN
codificando a CDR3 de HC) compreende um ou mais coddes de
enchimento entre a regido D e JH e cada coddo de enchimento

¢ individualmente NNK, TMY, TMT, ou TMC.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca (p.ex., os
vetores ou pacotes genéticos da biblioteca) compreende
adicionalmente uma CDR1 de HC, CDR2 de HC, e/ou uma cadeia
leve e compreende também diversidade na CDR1 de HC, CDR2 de
HC, ou cadeia leve compreende diversidade na CDR1 de HC
e/ou CDR2 de HC, e/ou uma cadeia leve (p.ex., cadeia leve
kappa ou lambda) (respetivamente) . For exemplo, a
diversidade de CDR3 de HC pode ser construida no fundo da
diversidade em CDR1 de HC, CDR2 de HC, e/ou cadeilias leves.
Por exemplo, a diversidade de cadeias leves pode ser
codificada na mesma molécula de ADN como a diversidade de
HC ou as diversidades de LC e HC podem ser codificadas em

moléculas de ADN separadas.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca
compreendendo uma CDR3 de HC que tem 3, 4, ou 5 aminoé&cidos
de comprimento, em que a CDR3 compreende aminoadcidos de uma
regido JH (p.ex., regido JH prolongada) ou de uma regido D
(p.ex., uma regido D diversificada) (ou seu fragmento
(p.ex., 3 ou mais aminodcidos da regido D, p.ex., regido D

diversificada)) unidos a porcdo FR4 de uma regido JH.

Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC ¢é de uma
regido D unida a porcdo FR4 de uma regido JH e compreende
um trimero, um tetrdmero, ou um pentadmero, em que O
trimero, tetrédmero, ou pentdmero ndo compreende um residuo

de cisteina.
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Em algumas formas de realizacdo, a CDR3 de HC ¢é de uma
regido D unida a porcdo FR4 de uma regido JH e compreende
um trimero, um tetrédmero, ou um pentédmero, em gue O
trimero, tetrédmero, ou pentdmero ndo compreende um coddo de

paragem.

Em algumas formas de realizacdo, a regido D (p.ex., o ADN
codificando a regido D) compreende um coddo TAG e o coddo
TAG estd substituido por um coddo selecionado do grupo

consistindo em TCG, TTG, TGG, CAG, AAG, TAT, e GAG.

Em algumas formas de realizacdo, a regido D (p.ex., o ADN
codificando a regido D) compreende um coddo TAA e o codéo
TAA estd substituido por um coddo selecionado do grupo

consistindo em TCA, TTA, CAA, AAA, TAT, e GAA.

Em algumas formas de realizacdo, a regido D (p.ex., o ADN
codificando a regido D) compreende um coddo TGA e o coddo
TGA estd substituido por um coddo selecionado do grupo

consistindo em TGG, TCA, TTA, AGA, e GGA.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca compreende
adicionalmente diversidade em CDR1 de HC e/ou CDR2 de HC,
e/ou uma cadeia leve (p.ex., cadeia leve kappa ou lambda).
For exemplo, a diversidade de CDR3 de HC pode ser
construida no fundo da diversidade em CDR1 de HC, CDR2 de
HC, e/ou cadeias leves. Por exemplo, a diversidade de
cadeias leves pode ser codificada na mesma molécula de ADN
como a diversidade de HC ou as diversidades de LC e HC

podem ser codificadas em moléculas de ADN separadas.
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Em alguns aspetos, a divulgacdo proporciona um método de
diversificacdo de uma biblioteca, compreendendo o método

mutagenizacdo de uma biblioteca descrita aqui.

Em algumas formas de realizacdo, a mutagenizacdo compreende

PCR propenso a erros.

Em algumas formas de realizacdo, a mutagenizacdo compreende

wobbling.

Em algumas formas de realizacdo, a mutagenizacdo compreende

dobbling.

Em algumas formas de realizacdo, a mutagenizacdo introduz
em média cerca de 1 a cerca de 10 mutacdes (p.ex., cerca de
1, cerca de 2, cerca de 3, cerca de 4, cerca de 5, cerca de
6, cerca de 7, cerca de 8, cerca de 9, cerca de 10

mutacdes; p.ex., mudancas de bases) por CDR3 de HC.

“Wobbling” é um método de fabrico de ADN variegado tal que
seja favorecida uma sequéncia original. Se a sequéncia
original tiver, por exemplo, uma Ala que poderia ser
codificada com GCT, a mistura (0,7 de G, 0,1 de A, 0,1 de
T, 0,1 de C) pode ser usada para a primeira porcdo, (0,7 de
c, 0,1 de A, 0,1 de T, 0,1 de G) na segunda posicdo, e (0,7
de T, 0,1 de A, 0,1 de G, 0,1 de C) na terceira. Outras
razdes de “dopagem” podem ser usadas. Isto permite que Ala
apareca cerca de 50% das wvezes enquanto V, D, G, T, P, e S
ocorrem cerca de 7% das vezes. Outros tipos de AA ocorrem a

frequéncia mais baixa.
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Em alguns aspetos, a presente divulgacdo destina-se, p.ex.,
a manter um repertdrio de CDR1-2 de HC (purificadas), e

construir diversidade de CDR3 de HC e LC sintética.

Em algumas formas de realizacdo, a divulgacdo proporciona
uma cassete para exibicdo de uma CDR3 de cadeia pesada (HC)
wobbled, por exemplo, em que a cassete compreende a cassete

mostrada na Tabela 400.

Em alguns aspetos, a presente divulgacdo apresenta uma
biblioteca na qual os niveis de Tyr sdo controlados na CDR3
de HC. Em algumas formas de realizacdo, as regides CDR3 de
HC contém cerca de 15% ou mais (p.ex., cerca de 16%, cerca
de 18%, cerca de 20%, ou mais) de residuos de Tyr. Em
algumas formas de realizacdo, elevados niveis (p.ex., mais
do que cerca de 20%) de Tyr sdo inseridos na CDR3 de HC de
membros da biblioteca, p.ex., em regides D e J stumps (ou
sequéncias sintéticas correspondendo a eles) que contém
Tyr. Em algumas formas de realizacdo, em posicdes leadin ou
de enchimento de DJ (ou sequéncias sintéticas
correspondendo a elas), Tyr é permitida, mas a ndo mais do
que 20%. Em algumas formas de realizacdo, as regides CDR3
de HC contém menos do que cerca de 15% (p.ex., cerca de
14%, cerca de 12%, cerca de 10%, cerca de 8%, cerca de 6%
ou menos) de residuos de Tyr. Em algumas formas de
realizacdo, as posicdes leadin de HC ou de enchimento de DJ
(ou sequéncias sintéticas correspondendo a eles) contém
menos do que cerca de 15% (p.ex., cerca de 14%, cerca de
12%, cerca de 10%, cerca de 8%, cerca de 6% ou menos) de

residuos de Tyr.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de

pacotes genéticos que codificam uma cadeia pesada de
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anticorpo humano na qual uma sequéncia de aminoécidos
parente compreende uma sequéncia de VH seguida por zero a
dez aminoédcidos selecionados do grupo consistindo em (Y, S,
D, L, R), seguidos por uma regido D ou fragmento de uma
regido D de humano, seguido por zero a dez aminoacidos
selecionados do grupo consistindo em (Y, S, R, D, L),
seguidos por um segmento JH que compreende pelo menos W103
para a frente em que o ADN varidvel codificando esta
sequéncia ¢é sintetizado de um modo gque a sequéncia de
aminodcidos ©parente seja a mais provavel (p.ex., por

wobbling) .

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
cadeias leves tendo regides de framework da linha
germinativa e em que as CDRs sdo variadas tal que os
residuos 1longe do local de combinacdo ou tendo grupos
laterais enterrados sejam mantidos constantes. Em algumas
formas de realizacdo é usado um método de sintese de ADN
variavel tal gque a sequéncia da linha germinativa seja a

mais provavel (p.ex., por wobbling).

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
diversos membros codificando regides varidveis de ligacéo

ao antigénio como divulgado aqui.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
diversos membros codificando regides CDR3 de HC como
divulgado agqui. Em algumas formas de <realizacdo, a

biblioteca ¢ uma biblioteca da Tabela 1097.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
diversos membros, codificando compreendendo cada membro uma

CDR3 de HC, em que
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pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 posicdes na CDR3 de
HC, respetivamente, estdo ocupadas por G, S, R, D, L, e Y
na biblioteca nas seguintes proporcées [1,0 de G, 0,57 de
s, 0,46 de R, 0,42 de D, 0,36 de L, 0,35 de Y] e,
opcionalmente,

as Ultimas 4 posicgdes de CDR3 de HC sdo representadas como

se segue:

0 aminodcido parente estd presente 3, 4, 5, o6, 7, 8, 10
vezes mais provavelmente como outros tipos de
aminoacidos, em que o0s outros tipos de aminoé&cidos

compreendem Y, S, D, R, G.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
diversos membros, codificando compreendendo cada membro uma
CDR3 de HC, em que

pelo menos uma das e preferencialmente todas as primeiras
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 posicdes na CDR3 de HC estéo
ocupadas por G, S, R, D, L, e Y na biblioteca nas seguintes
proporcdes [1,0 de G, 0,57 de S, 0,46 de R, 0,42 de D, 0,36
de L, 0,35 de Y] e opcionalmente

as Ultimas 4 posicgdes de CDR3 de HC sdo representadas como

se segue:

0 aminodcido parente estd presente 3, 4, 5, o, 7, 8, 10
vezes mais provavelmente como outros tipos de
aminodcidos, em gque oS outros tipos de aminoacidos

compreendem Y, S, D, R, G.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta uma biblioteca de
diversos membros, codificando cada membro uma CDR3 de HC,
em que

o comprimento de CDR3 de HC tem 10, 11, ou 12 posicdes;
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cada um das primeiras 6, 7, ou 8 posic¢cdes na CDR3 de HC,
respetivamente, estd ocupada por G, S, R, D, L, e Y na
biblioteca nas seguintes proporcgdes [1,0 de G, 0,57 de 3,
0,46 de R, 0,42 de D, 0,36 de L, 0,35 de Y];

as Ultimas 4 posicdes de CDR3 de HC s&do representadas como

se segue:

0 aminoédcido parente estd presente e 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10
vezes mais provavelmente como outros tipos de
aminodcidos, em que o0s outros tipos de aminodcidos

compreendem Y, S, D, R, G.

Em algumas formas de realizacdo, cada uma das ultimas 4
posicdes de CDR3 de HC estéd representada na biblioteca como

7/12 do parente, mais 1/12 cada um de Y, S, D, R, e G.

Em algumas formas de realizacdo, cada uma das uUltimas 4
posicdes de CDR3 de HC estéd representada na biblioteca como
A6 = 7/12 de A, mais 1/12 cada um de Y, S, D, R, e G; F7 =
7/12 de F mais 1/12 cada um de Y, S, D, R, e G; D8 = 7/11
de D mais 1/11 de Y, S, R, e G; I9 = 7/12 de I mais 1/12 de
Y, S, R, D, G.

Em algumas formas de realizacdo, os membros codificam

adicionalmente CDR1 de HC, CDR2 de HC.

Em algumas formas de realizacdo, os membros codificam

adicionalmente regides de framework (FR) 1-4.

Em algumas formas de realizacdo, os membros codificam CDRI1

de HC, CDR2 de HC e regides FR 1-4.
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Em algumas formas de realizacdo, os membros compreendem uma

framework de HC 3-23.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca compreende

adicionalmente uma regido varidvel de LC.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca compreende

membros codificando diversas regides varidveis de LC.

Em algumas formas de realizacdo, o0s membros compreendendo
uma regido variavel de LC compreendem uma framework de LC

A27.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca ¢ uma
biblioteca de exibicdo, p.ex., uma biblioteca de exibicéo

de fagos.

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca tem pelo
menos 104, 10°, 10° 10’, 10% 10°, 10'°, 10" membros

diversos.

Em alguns aspetos, a divulgacdo apresenta um método de
selecdo de um membro da biblioteca, compreendendo contacto
de uma biblioteca descrita aqui com um alvo, permitindo que
um membro se ligue ao referido alvo, e recuperacdo do

membro gque se liga ao alvo.

Estas formas de realizacdo da presente invencdo, outras
formas de realizacéo, e as suas funcionalidades e
caracteristicas serdo aparentes a partir da descricéo,

desenhos, e reivindicacdes que se seguem.



17

Descrigdo detalhada

Os anticorpos (“Ab”) concentram a sua diversidade naquelas
regides que estdo envolvidas na determinacdo da afinidade e
especificidade do Ab para alvos particulares. Estas regides
podem ser diversas em sequéncia ou em comprimento.
Geralmente s&o diversas de ambos o0s modos. No entanto,
dentro de familias de anticorpos humanos, as diversidades,
tanto em sequéncia como em comprimento, nao sédo
verdadeiramente aleatdrias. Ao invés, alguns residuos de
aminodcidos s&o preferenciais em certas posicdes das CDRs e
alguns comprimentos de CDR sdo preferenciais. Estas
diversidades preferenciais séo responséaveis pela

diversidade natural da familia dos anticorpos.

De acordo com esta invencdo, e como mais completamente
descrito em baixo, bibliotecas de vetores e pacotes
genéticos que codificam membros de uma familia diversa de
anticorpos humanos compreendendo CDR3s de cadeia pesada
(HC) que tém entre cerca de 3 e cerca de 35 aminoacidos de
comprimento podem ser preparadas e usadas. As CDR3s de HC
podem também, em certas formas de realizacdo, ser ricas em
Y e S e/ou compreender regides D diversificadas. Sdo também
proporcionadas bibliotecas focadas compreendendo tais CDR3s

de HC.

Quando uma célula imune constrdéi uma cadeia pesada de
anticorpo conecta um segmento V com um segmento D e esse a
um segmento J. O segmento D é opcional e cerca de 50% dos
Abs humanos tém Ds reconheciveis. A célula pode realizar
modificacdo considerdvel nos locais de juncdo (V a D, D a
J, ou V a J) quer removendo quer adicionando bases, mas né&o
exatamente aleatoriamente. 0 anticorpo inicialmente

rearranjado ¢ apresentado a superficie da célula e, se se
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ligar a um antigénio (Ag), a célula ¢é estimulada para
realizar mutacbdes somdticas para melhorar a afinidade.
Existem pontos fulcrais codificados nos genes da linha
germinativa de imunoglobulinas tal que seja muito provavel
que certos locais no gene de Ab sofram um conjunto
particular de mutacdes na procura de um melhor ligante a um
Ag persistente. Na natureza, algumas das mutacdes sdo em
posicdes de framework mas a maioria estd nas regides
determinadoras da complementaridade (CDRs). A CDR3 da
cadeia pesada (HC) é de particular interesse porque mostra
ndo s6 um elevado grau de diversidade de sequéncias mas
também diversidade de comprimentos. Foram construidas
bibliotecas de anticorpos (Ab) nas quais as CDRs sé&o
substituidas por ADN aleatdrio, e foram obtidos Abs uteis.
No entanto, alguns Abs terapéuticos mostram um grau de
antigenicidade significativo. E ©possivel que Abs que
estejam mais préximos da linha germinativa humana sejam

menos antigénicos.

Definigdes

Por conveniéncia, antes de descricdo adicional da presente
invencéo, certos termos empregues na especificacéo,
exemplos e reivindicacdes anexas sdo definidos aqui.

AN

As formas singulares “uma”, e “o/a” incluem

”
14

um
referéncias ©plurais a ndo ser qgue o contexto dite

claramente de outro modo.

O termo “afinidade” ou “afinidade de ligacdo” refere-se a
constante de associacdo aparente ou K.. A K, & o reciproco
da constante de dissociacdo (Kg). Uma proteina de ligacéo
pode, por exemplo, ter uma afinidade de ligacdo de pelo

menos 10°, 10° 10', 10°, 10°, 10'" e 10" M' para uma
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molécula alvo particular. A ligacdo por afinidade mais
elevada de uma proteina a um primeiro alvo em relacdo a um
segundo alvo pode ser indicada por uma Kp mais elevada (ou
um valor numérico mais pequeno Kp) gquanto a ligacdo do
primeiro alvo do que a K, (ou valor numéricos Kp) para
ligacdo do segundo alvo. Em tais casos, a proteina de
ligacdo tem especificidade quanto ao primeiro alvo (p.ex.,
uma proteina numa primeira conformacdo ou seu mimico) em
relacdo ao segundo alvo (p.ex., a mesma proteina numa
segunda conformacdo ou seu mimico; ou uma segunda
proteina). As diferencas na afinidade de ligacdo (p.ex.,
para especificidade ou outras comparacdes) podem ser pelo
menos 1,5, 2, 3, 4, 5, 10, 15, =20, 37,5, 50, 70, 80, 91,
100, 500, 1000, ou 10° vezes.

A afinidade de ligacdo pode ser determinada por uma
variedade de métodos incluindo diédlise de equilibrio,
ligacdo de equilibrio, filtracdo em gel, ELISA, ressondncia
de plasmédo de superficie, ou espetroscopia (p.ex., usando
um ensaio de fluorescéncia). Condicbdes exemplares para
avaliacdo de afinidade de ligacdo sdo em tampdo TRIS (TRIS
a 50 mM, NaCl a 150 mM, CaCl, a 5 mM a pH 7,5). Estas
técnicas podem ser usadas para medir a concentracdo de
proteina de ligacdo 1ligada e livre como uma funcdo da
concentracéao da proteina de ligacéo (ou alvo) . A
concentracdo de proteina de ligacdo ligada ([Ligada]) estéa
relacionada com a concentracdo de proteina de ligacdo livre
([Livre]) e a concentracdo de locais de 1ligacdo para a
proteina de ligacdo no alvo onde (N) é o numero de locais

de ligacdo por molécula alvo pela seguinte equacédo:

N - trivee H{{1/Kp) + tLivral).

F,,
s
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Ndo é sempre necessdrio fazer uma medicdo exata da Ka, no
entanto, uma vez que por vezes ¢é suficiente obter-se uma
medicdo quantitativa da afinidade, p.ex., determinada
usando um método tal como analise ELISA ou FACS, &
proporcional a K, e pode ser assim usada para comparacgdes,
tal como determinacdo de se uma afinidade mais elevada ¢&,
p.ex., 2 vezes mais elevada, para se obter uma medicdo
qualitativa da afinidade, ou para se obter uma inferéncia
da afinidade, p.ex., por atividade num ensaio funcional,

p.ex., um ensaio in vitro ou in vivo.

O termo “anticorpo” refere-se a uma proteina que inclui
pelo menos um dominio variadvel de imunoglobulina ou
sequéncia de dominio variadvel de imunoglobulina. Por
exemplo, um anticorpo pode incluir uma regido variadvel de
cadeia pesada (H) (abreviada aqui como VH), e uma regiédo
varidvel de cadeia leves (L) (abreviada aqui como VL).
Noutro exemplo, um anticorpo inclui duas regides varidveis
de cadeia pesada (H) e duas regibdes variaveis de cadeia
leve (L). A cadeia pesada e a cadeia leve podem ser também
abreviadas Ccomo HC e LC, respetivamente. 0 termo
“anticorpo” engloba fragmentos de ligacdo do antigénio de
anticorpos (p.ex., anticorpos de cadeia unica, fragmentos
Fab e sFab, F(ab’),, fragmentos Fd, fragmentos Fv, scFv, e
fragmentos de dominio de anticorpos (dAb) (de Wildt et al.,
Fur J Immunol. 1996; 26(3):629-39)) bem como anticorpos
completos. Um anticorpo pode ter as caracteristicas
estruturais de IgA, IgG, IgE, 1IgD, IgM (bem como seus
subtipos). 0Os anticorpos podem ser de qualquer fonte, mas
primata (humano e primata ndo humano) e primatizados sé&o

preferenciais.
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As regides VH e VL podem ser adicionalmente subdivididas em
regides de hipervariabilidade, denominadas “regides
determinadoras da complementaridade” (“CDR”), intercaladas
com regides que estdo mais conservadas, denominadas
“regides de framework” (“FR”). A extensdo da regido de
framework e das CDRs foi precisamente definida (ver, Kabat,
E.A., et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicdo, U.S. Department of Health and
Human Services, Publicacdo NIH No. 91-3242, e Chothia, C.
et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917, wver também
www.hgmp.mrc.ac.uk). As definicdes de Kabat sdo usadas
aqui. Cada VH e VL é tipicamente composta por trés CDRs e
quatro FRs, dispostas a partir do terminal amino para o
terminal carboxi na seguinte ordem FR1, CDR1l, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FRA4.

A cadeia de VH e VL do anticorpo pode adicionalmente
incluir toda a ou parte de uma regido constante de cadeia
pesada ou leve, para formar desse modo uma cadeia de
imunoglobulina pesada ou leve, respetivamente. Numa forma
de realizacdo, o anticorpo é um tetrdmero de duas cadeias
de imunoglobulina pesadas e duas cadeias de imunoglobulinas
leves, em que as cadeias de imunoglobulinas pesadas e leves
estdo interconectadas por, p.ex., ligacdes de dissulfeto.
Em IgGs, a regido constante de cadeia pesada inclui trés
dominios de imunoglobulina, CH1, CH2 e CH3. A regido
constante de cadeia leve inclui um dominio CL. A regiédo
variavel das cadeias pesadas e leves contém um dominio de
ligagcdo que interage com um antigénio. As regides
constantes dos anticorpos medeiam tipicamente a ligacdo do
anticorpo a tecidos hospedeiros ou fatores, incluindo
vadrias células do sistema imune (p.ex., células efetoras) e

0 primeiro componente (CIg) do sistema do complemento
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clédssico. As cadeias leves da imunoglobulina podem ser dos
tipos kappa ou lambda. Numa forma de realizacdo, a
anticorpo estéd glicosilado. Um anticorpo pode ser funcional
quanto a citotoxicidade dependente de anticorpo e/ou

citotoxicidade dependente de complemento.

Uma ou mais regides de um anticorpo podem ser humanas ou
efetivamente humanas. Por exemplo, uma ou mais das regides
variaveis podem ser humanas ou efetivamente humanas. Por
exemplo, uma ou mais das CDRs podem ser humanas, p.ex.,
CDR1 de HC, CDR2 de HC, CDR3 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC,
e CDR3 de LC. Cada uma das CDRs de cadeia leve pode ser
humana. A CDR3 de HC pode ser humana. Uma ou mais das
regides de framework podem ser humanas, p.ex., FR1, FR2,
FR3, e FR4 da HC ou LC. Por exemplo, a regido de Fc pode
ser humana. Numa forma de realizacdo, todas as regides de
framework s&o humanas, p.ex., derivadas de uma célula
somdtica humana, p.ex., uma célula hematopoiética que
produz imunoglobulinas ou uma célula ndo hematopoiética.
Numa forma de realizacdo, as sequéncias humanas Ssé&o
sequéncias da linha germinativa, p.ex., codificadas por um
dcido nucleico da 1linha germinativa. Numa forma de
realizacdo, os residuos de framework (FR) de um Fab
selecionado podem ser convertidos no tipo de aminoédcido do
residuo correspondente no gene da linha germinativa de
primata mais similar, especialmente o gene da linha
germinativa humana. Uma ou mais das regides constantes
podem ser humanas ou efetivamente humanas. Por exemplo,
pelo menos 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95, 98, ou 100% de um
dominio wvaridvel de imunoglobulina, da regido constante,
dos dominios constantes (CH1, CHZ2, CH3, CL), ou do
anticorpo inteiro podem ser humanos ou efetivamente

humanos.
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Todo o ou parte de um anticorpo pode ser codificado por um
gene de imunoglobulina ou um seu segmento. Genes de
imunoglobulina de humano exemplares incluem oS genes da
regido constante kappa, lambda, alfa (IgAl e IgA2), gama
(IgGl, IgG2, IgG3, IgG4), delta, épsilon e mu, bem como o0s
muitos genes da regido variédvel de imunoglobulina. “Cadeias
leves” de imunoglobulina de comprimento total (cerca de 25
kDa ou cerca de 214 aminoécidos) sdo codificadas por um
gene de regido varidvel no terminal de NH; (cerca de 110
aminodcidos) e um gene de regido constante kappa ou lambda
no terminal de COOH. “Cadeias pesadas” de imunoglobulina de
comprimento total (cerca de 50 KDa ou cerca de 446
aminodcidos) sdo similarmente codificadas por um gene de
regido variavel (cerca de 116 aminodcidos) e um dos outros
genes de regido constante acima mencionados, p.ex., gama
(codificando cerca de 330 aminoé&cidos). O comprimento de HC
de humano varia consideravelmente porque CDR3 de HC varia
de cerca de 3 residuos de aminoédcidos a mais do que 35

residuos de aminoéacidos.

Agqui, os termos “segmento D” e “regido D” s&do wusados
indistintamente e s&o idénticos. E para ser entendido que
estes itens tém representacdes de ADN e aminodcidos e que

qual se pretende é claro a partir do contexto.

Uma “biblioteca” ou “biblioteca de exibicdo” refere-se a
uma colecdo de sequéncias de nucledtidos, p.ex., ADN,
dentro de clones; ou um colecdo geneticamente diversa de
polipéptidos exibidos em pacotes de exibicdo replicéaveis
capazes de selecdo ou rastreio para proporcionar um
polipéptido individual ou uma populacéao mista de

polipéptidos.
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O termo “pacote” como usado aqui refere-se a um pacote de
exibicdo genético replicdvel no qual a particula estd a
exibir um polipéptido a sua superficie. O pacote pode ser
um bacteridédfago que exibe um dominio de ligacdo do
antigénio a sua superficie. Este tipo de pacote tem sido

chamado um anticorpo de fago (pAb).

Um “alvo pré-determinado” refere-se a uma molécula alvo
cuja identidade é conhecida antes do seu uso em qualquer um

dos métodos divulgados.

0O termo “pacote de exibicdo replicédvel” como usado aqui
refere-se a uma particula bioldégica gque tem informacédo
genética proporcionando a particula com a capacidade de se
replicar. A particula pode exibir a sua superficie pelo
menos parte de um polipéptido. O polipéptido pode ser
codificado por informacdo genética nativa da particula e/ou
artificialmente colocada na particula ou num seu
antepassado. O polipéptido exibido pode ser qualquer membro
de um par de ligacédo especifico, p.ex., dominios de cadeia
pesada ou leve Dbaseados numa molécula de imunoglobulina,
uma enzima ou um recetor, etc. A particula pode ser, por
exemplo, um virus, p.ex., um bacteridédfago tal como fd ou

M13.

0O termo “wetor” refere-se a uma molécula de ADN, capaz de
replicacdo num organismo hospedeiro, no qual um gene &
inserido para construir uma molécula de ADN recombinante.
Um “vetor de fago” é um vetor derivado por modificacdo de
um genoma de fago, contendo uma origem de replicacdo para
um bacteridéfago, mas ndo uma para um plasmideo. Um “vetor

de fagemideo” é um vetor derivado por modificacdo de um
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genoma de plasmideo, contendo uma origem de replicacédo para
um bacteridéfago bem como uma origem de replicacdo de

plasmideo.
Na discussdo de oligonucledétidos, a notacdo “[RC]” indica
que o Complemento Reverso do oligonucledtido mostrado é o

que estd a ser usado.

CDR3s de Cadeia Pesada de Anticorpo de Humano

O Gene da Linha Germinativa (GLCG) de cadeia pesada (“HC”)
(também conhecido como VP-47) é responséavel por cerca de
12% de todos os Abs de humano e ¢é preferencial como a
framework na forma de realizacdo preferencial da invencéo.
Deve, no entanto, ser entendido que outras frameworks bem
conhecidas, tais como 4-34, 3-30, 3-30.3 e 4-30.1, podem
ser também usadas sem sair dos principios das diversidades

focadas desta invencédo.

Adicionalmente, JH4 (YEDYW103GQGTLVTVSS (SEQ ID NO:1))

ocorre mais frequentemente do gque JH3 em anticorpos

nativos. Consequentemente é preferencial para as
bibliotecas focadas desta invencdo. No entanto, JH3
(AFDIW103GQGTMVTVSS (SEQ D NO:2)), JH6

(YYYYYGMDVW1o3GQGTTVTVSS (SEQ ID NO:3)), JH1, JH2, ou JHS
poderiam ser usados também. JH2 tem a vantagem de ter RG a
105-106 em vez de QG em todos os outros JHs de humano. JH3
tem a desvantagem de M108. Numa colecdo de 1419 Abs que
eram positivos quanto a ELISA para pelo menos um alvo vimos
17 JHls, 31 JH2s, 452 JH3s, 636 JH4s, 32 JH5s, e 251 JH6s.
Se presentes, as porcgdes duplamente sublinhadas dos JHs séo
consideradas como sendo parte da CDR3. Na Tabela 3, as

partes de FR4 dos JHs estdo sublinhadas.
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A frequéncia a qual cada aminodcido apareceu nas CDR3s de
HC destes 1419 Abs foi tabulada e registada na Tabela 75.
Note-se que o aminodcido mais comum ¢ Tyr com Gly, Asp,
Ser, e Arg seguindo-se por essa ordem. Rel. para Cima é a
abundancia relativa de cada tipo em comparacdo com Cys, a
Rel. para Baixo mais comum é a abundéncia relativa de cada
tipo em comparacdo com Tyr, o0 mais comum. Consequentemente,
0os tipos de aminoédcidos preferenciais para substituir em

CDR3s de HC s&o Y, G, D, S, e R.

Naturalmente, as CDR3s de HC variam em comprimento. Cerda
de metade de HCs de humano consiste nos componentes:
V::nz::D::ny::JHn onde V &€ um V gene, nz é uma Ssérie de
bases que sdo essencialmente aleatdrias, D é um segmento D,
frequentemente com muita modificacédo em ambas as
extremidades, ny é uma série de bases que sdo
essencialmente aleatdrias, e JHn é um dos seis segmentos
JH, frequentemente com muita modificacdo na extremidade 5°.
Os segmentos D parecem proporcionar segmentos espacadores
que permitem dobragem da IgG. A maior diversidade é nas

juncdes de V com D e de D com JH.

Corbett et al. (Corbett SJ, Tomlinson IM, Sonnhammer EIL,
Buck D, Winter G. J Mol Biol. 1997 V270:587-97) mostraram
que o0 sistema imune humano ndo insere maltiplos segmentos D
e segmentos D recombinantes. N&o obstante, os segmentos D
foram selecionados como sendo bons componentes de CDR3s de
HC e a presente invencdo compreende CDR3 de HC gque contém

mais do que um segmento D.

Os segmentos D de humano tém alguns enviesamentos muito
fortes. O invetdrio dos 522 aminodcidos em segmentos D de

humano ¢ Y 70 (13,4%), L 63 (12,1%), V 52 (10%), G 49
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(9,4%), I 41 (7,9%), T 40 (7,7%), S 33 (6,3%), W 27 (5,2%),
D 21 (4%), A 19 (3,6%), R 16 (3,1%), TAG 15 (2,9%), N 14
(2,7%), © 11 (2,1%), C 9 (1,7%), B 9 (1,7%), F 8 (1,5%), M
8 (1,5%), TGA 8 (1,5%), TAA 7 (1,3%), P 1 (0,2%), H 1
(0,2%), € K 0 (0%). Existe um D (2-8 RF 1) gue tem uma Cys
ndo emparelhada mas também um coddo de paragem TGA, logo é
pouco usado. Assim sendo, o0s segmentos D sdo principalmente
hidrofébicos. As frequéncias de aminodcidos em CDR3s de HC
de humano s&o mostradas na Tabela 75. Existem similaridades
e diferencas nas frequéncias. Em CDR3s de HC globalmente,
Tyr € o0 mais comum e somente Gly chega perto (96% tdo comum
como Tyr). Asp (75% tdo comum como Tyr), Ser (53% tdo comum
como Tyr), Leu, Val, e Ile s&do relativamente comuns se
todos o0s segmentos D forem contados como iguais. O sistema
imune n&o usa os segmentos D com igual frequéncia. A Tabela
77 mostra a frequéncia de utilizacdo de segmentos D. Os
segmentos D que sdo frequentemente usados sdo muito ricos
em Tyr, Gly, Ser, e Asp. Arg ndo é encontrada nos segmentos
D mais frequentemente usados nem ¢é Arg codificada em
qualguer uma das porcdes de CDR de segmentos JH. Arg torna-
se proeminente por mutacdo de V, D, e J ou nas regides de
enchimento entre V e D, D e J, ou V e J. Nesta amostra, 50%
de todos o0s aminoadcidos sdo Tyr, Gly, Asp, Ser, ou Arg.
Numa forma de realizacédo da presente invencéo, a
substituicdo de sequéncias de CDR3 de HC parente esté
limitada ao conjunto de aminocdcidos consistindo em Tyr,
Gly, Ser, Asp, e Arg. Numa forma de realizacdo da presente
invencdo, Arg ¢ tornada comum nas regides de enchimento

entre V e D, entre D e J, ou entre V e J.

Nas bibliotecas preferenciais desta invencdo s&do usados
ambos o0s tipos de CDR3s de HC. Em CDR3s de HC que ndo tém

nenhum segmento D identificéavel, a estrutura é V::nz::JHn
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(n = 1,6) onde JH estd geralmente modificado na extremidade
5. Em CDR3s de HC que tém um segmento D identificével, a

estrutura é V::nz::D::ny::JHn.

S&do proporcionadas aqui CDR3s de HC que tenham entre cerca
de 3 e uma cerca de 35 aminodcidos de comprimento. As CDR3s
de HC podem também, em certas formas de realizacdo, ser
ricas em Y e S e/ou compreender regides D diversificadas,
onde uma regido D estd presente. Por exemplo, as CDR3s de
HC podem conter entre cerca de 43% e cerca de 80% de
residuos de Y e/ou S, p.ex., cerca de 43%, cerca de 48%,
cerca de 69%, cerca de 63%, cerca de 71%, cerca de 62%,
cerca de 58%, cerca de 68%, cerca de 80%, cerca de 77%, ou
mais do que cerca de 40%, ou cerca de 40% a menos do que
cerca de 100%, dos residuos sd3o Y e/ou S. Por exemplo, nem
todos os residuos na CDR3 sdo Y e/ou S. As CDR3s de HC
podem, em certas formas de realizacdo, compreender uma
regido JH prolongada. Desenhos de componentes de CDR3 de HC
exemplares das bibliotecas preferenciais desta invencédo séo

mostrados e descritos nos Exemplos 1, 2, e 3.

Em algumas formas de realizacdo, a diversidade (p.ex., numa
CDR, p.ex., CDR3 de HC, ou regido de framework (p.ex.,
regido de framework prdéxima de ou adjacente a uma CDR,
p.ex., CDR3, p.ex., CDR3 de HC)) ¢é gerada para criar em
média cerca de 1, cerca de 2, cerca de 3, cerca de 4, cerca
de 5, cerca de 6, cerca de 7, cerca de 8, cerca de 9, cerca
de 10, ou cerca de 1 a cerca de 10 mutacdes (p.ex., mudanca
de bases), p.ex., por CDR (p.ex., CDR3 de HC) ou regido de
framework (p.ex., regido de framework prdéxima de ou
adjacente a uma CDR, p.ex., CDR3, p.ex., CDR3 de HC). Em
algumas implementacdes, a mutagénese é dirigida a regides

que se sabe que estdo ou que ¢é provavel que estejam na
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interface de ligacdo. Adicionalmente, a mutagénese pode ser
dirigida a regides de framework prdximas das ou adjacentes
as CDRs. No caso de anticorpos, a mutagénese pode estar
também limitada a uma ou algumas das CDRs, p.ex., para
fazer melhorias passo a passo precisas. Do mesmo modo, se
0os ligandos identificados forem enzimas, a mutagénese pode
proporcionar anticorpos que sejam capazes de se ligarem ao
local ativo e vizinhanca. A CDR ou regido de framework
(p.ex., uma CDR3 de HC descrita aqui) pode ser, em certas
formas de realizacdo, sujeita a PCR propensa a erros para
gerar a diversidade. Esta abordagem usada uma versdo
“atabalhoada” de PCR, na qual a polimerase tem uma taxa de
erros relativamente elevada (até 2%), para amplificar a
sequéncia de tipo selvagem, e é geralmente descrita em
Pritchard, et al. (2005) J. Theor. Biol. 234: 497-509 e
Leung et al. (1989) Technique 1:11-15. Outras técnicas de
mutagénese exemplares incluem baralhamento de ADN usando
clivagem aleatdria (Stemmer (1994) Nature 389-391;
denominado “baralhamento de &cidos nucleicos), RACHITT™
(Coco et al. (2001) Nature Biotech. 19:354), mutagénese
sitio-dirigida (Zoller et al. (1987) Nucl Acids Res
10:6487-6504), mutagénese de cassete (Reidhaar-Olson (1991)
Methods Enzymol. 208:564-586) e incorporacéo de
oligonucledtidos degenerados (Griffiths et al. (1994) EMBO
J. 13:3245).

Em algumas formas de realizacdo da invencdo sdo escolhidos
segmentos D nos gquais a maioria dos residuos é Ser ou Tyr.
Em algumas formas de realizacdo, quando o ADN codificando a
regido D ¢é sintetizado, cada residuo de Ser ou Tyr &
codificado por TMT, TMC, ou TMY tal que o aminoéacido

codificado seja Ser ou Tyr.
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Em algumas formas de realizacdo, as sequéncias de CDR3 de
HC descritas aqui podem ser sujeitas a selecdo guanto a
grelhas de leitura aberta por fuséo da sequéncia
codificando a CDR3 de HC de interesse em grelha com um gene
de resisténcia a antibidticos, tal como gene Kan®™ e selecdo
quanto a resisténcia a canamicina. Células nas quais a CDR3
potencial tem um coddo de paragem ou uma troca de grelhas
ndo terdo a resisténcia a antibidticos e essa sequéncia

serd eliminada.

Métodos de Construcgdo de Bibliotecas compreendendo CDR3s de

Cadeia Pesada de Anticorpo de Humano e Bibliotecas

compreendendo CDR3s de Cadeia Pesada de Anticorpo de Humano

Uma biblioteca de anticorpos é uma colecdo de proteinas que
incluem proteinas que tém pelo menos uma sequéncia de
dominio wvaridvel de imunoglobulina. Por exemplo podem ser
usados dominios variadveis camelizados (p.ex., dominios VH)
como um molde para uma biblioteca de proteinas que incluem
somente uma sequéncia de dominio variavel de
imunoglobulina. Noutro exemplo, as proteinas incluem duas
sequéncias de dominios variaveis, p.ex., um dominio VH e
VL, que sdo capazes de se emparelharem. Uma biblioteca de
anticorpos pode ser preparada a partir de uma biblioteca de
dcidos nucleicos (uma biblioteca codificando anticorpos)
que inclua sequéncias codificando anticorpos, p.ex.,
compreendendo as sequéncias codificando as CDR3s de HC

proporcionadas aqui.

Nos casos onde ¢ usada uma biblioteca de exibicdo, cada
membro da Dbiblioteca codificando anticorpos pode ser
associado ao anticorpo que codifica. No caso de exibicdo de
fagos, a proteina de anticorpo ¢ fisicamente associada

(diretamente ou indiretamente) a uma proteina de
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revestimento do fago. Um membro tipico da Dbiblioteca de
exibicdo de anticorpos exibe um polipéptido que inclui um
dominio VH e um dominio VL. O membro da biblioteca de
exibicdo pode exibir o anticorpo como um fragmento Fab
(p.ex., usando duas cadeias de polipéptidos) ou um Fv de
cadeila unica (p.ex., usando uma unica cadeia de

polipéptidos). Podem ser também usados outros formatos.

Como no caso do Fab e outros formatos, o anticorpo exibido
pode incluir uma ou mais regides constantes como parte de
uma cadeia leve e/ou pesada. Numa forma de realizacdo, cada
cadeia inclui uma regido constante, p.ex., como no caso de
um Fab. Noutras formas de realizacdo sdo incluidas regides
constantes adicionais. E também possivel adicionar uma ou
mais regides constantes a uma molécula apobs ser
identificada como tendo local de ligacdo do antigénio ttil.

Ver, p.ex., US 2003-0224408.

Bibliotecas de anticorpos podem ser construidas por um
numero de processos (ver, p.ex., de Haard et al. (1999) J.
Biol. Chem 274:18218-30; Hoogenboom et al. (1998)
Immunotechnology 4:1-20, Hoogenboom et al. (2000) Immunol
Today 21:371-8, e Hoet et al. (2005) Nat Biotechnol.
23(3):344-8).

Em certas formas de realizacdo para construcdo de
bibliotecas, as cadeias pesadas compreendendo as CDR3s
descritas aqui e as cadeias leves kappa e lambda sdo melhor
construidas em vetores separados. Em primeiro lugar ¢é
desenhado um gene sintético para incluir cada um dos
dominios varidveis sintéticos. As cadeias leves podem ser
delimitadas por locais de restricdo para ApalLl (posicionada

na extremidade final da sequéncia de sinal) e AscI
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(posicionada apbdés o coddo de paragem). A cadeia pesada pode
ser delimitada por Sfil (posicionada dentro da sequéncia de
sinal PelB) e Notl (posicionada no ligante entre CH1 e a
proteina Aancora). Podem ser também usadas sequéncias de
sinal sem serem PelB, p.ex., uma sequéncia de sinal MI13

pIII.

Os genes iniciais podem ser feitos com sequéncias “stuffer”
em lugar das CDRs desejadas. Uma “stuffer” é uma sequéncia
que é para ser cortada e substituida por ADN diverso, mas
que ndo permite expressdo de um gene de anticorpo
funcional. Por exemplo, a stuffer pode conter varios coddes
de paragem e locais de restricdo que ndo ocorrerdo no vetor
da biblioteca acabada correta. S&o usadas stuffers para
evitar ter qualgquer uma das sequéncias de CDR altamente

representada.

A cadeia pesada e as cadeias leves kappa ou lambda podem
ser construidas num Unico vetor ou pacotes genéticos
(p.ex., para exibicdo ou exibicdo e expressédo) tendo locais
de restricdo apropriados gque permitem clonagem destas
cadeias. 0Os processos para construir tais vetores sdo bem
conhecidos e amplamente usados na técnica.
Preferencialmente, uma biblioteca de cadeias pesadas e
cadeias leves kappa e uma biblioteca de cadeias pesadas e

cadeias leves lambda seriam preparadas separadamente.

O mais preferencialmente, a exibicdo é a superficie de um
derivado do fago M13. O vetor mais preferencial contém
todos o0s genes de M13, um gene de resisténcia a
antibidéticos, e a cassete de exibicdo. O vetor preferencial
¢ proporcionado com locais de restricdo que permitem

introducdo e excisdo de membros da familia diversa de



33

genes, como cassetes. 0 vetor preferencial é estédvel contra
rearranjo sob as condi¢des de crescimento wusadas para

amplificar o fago.

A diversidade capturada pela presente invencdo pode ser
exibida e/ou expressa num vetor de fagemideo (p.ex., pMID21
(sequéncia de ADN mostrada na Tabela 35)) que exibe e/ou
expressa o péptido, polipéptido ou proteina. Tais vetores
podem ser também usados para armazenar a diversidade para
exibicdo e/ou expressdo subsequentes usando outros vetores

ou fago.

Ainda noutras formas de realizacdo, um método denominado
Otimizacdo Répida de Cadeias Leves ou “ROLIC”, descrito em
U.S.S.N 61/028,265 depositado a 13 de fevereiro, 2008,
U.S.S.N. 61/043,938 depositado a 10 de abril, 2008, e
U.S.S.N. 12/371,000 depositado a 13 de fevereiro, 2009, uma
grande populacdo de LCs é colocada num vetor de fago que
fazem com que sejam exibidos no fago. Uma pequena populacéo
(p.ex., 3, 10, ou 25) de HCs é clonada em E. coli tal gue
as HCs sejam secretadas no periplasma, p.ex., aquelas HCs
tendo as CDR3s descritas aqui. As E. coli sdo depois
infetadas com os vetores de fago codificando a grande
populacdo de LCs para produzir os emparelhamentos de
proteina HC/LC no fago. As particulas de fago transportam

somente um gene de LC.

Noutro aspeto, num método denominado a Selecdo Econdmica de
Cadeias Pesadas ou “ESCH”, também descrito em U.S.S.N
61/028,265 depositado a 13 de fevereiro, 2008, U.S.S.N.
61/043,938 depositado a 10 de abril, 2008, e U.S.S.N.
12/371,000 depositado a 13 de fevereiro, 2009, uma pequena

populacdo de LCs pode ser colocada num vetor que faz com
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que elas sejam secretadas. Uma nova biblioteca de HCs no
fago ¢é construida, tal como aquelas proporcionadas aqui
compreendendo as CDR3s. As LCs e HCs podem ser depois
combinadas pelo método de infecdo muito mais eficaz. Logo
que um pequeno conjunto de HC eficazes seja selecionado,
estas podem ser usadas como tal, alimentadas a ROLIC para
se obter um emparelhamento de HC/LC étimo, ou clonadas numa

biblioteca de Fab de LCs para selecédo cléassica.

A diversidade capturada pela presente invencdo pode ser
exibida e/ou expressa usando um vetor adequado ©para
expressdo numa célula eucaridtica, p.ex., um vetor de

levedura, p.ex., para expressdo numa célula de levedura.

Outros tipos de exibicdo de proteinas incluem exibicéo
baseada em células (ver, p.ex., WO 03/029,456); exibicdo de
ribossomas (ver, p.ex., Mattheakis et al. (1994) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91:9022 e Hanes et al. (2000) Nat
Biotechnol. 18:1287-92); fusdes proteina-adcido nucleico
(ver, p.ex., Pat. dos E.U.A. No. 6,207,4406); e imobilizacé&o
num marcador ndo bioldégico (ver, p.ex., Pat. dos E.U.A. No.

5,874,214).

Os anticorpos isolados das Dbibliotecas da ©presente
divulgacdo podem ser analisados para se determinar o tipo
da LC e o gene de linha germinativa mais préximo. Numa
forma de realizacdo preferencial, residuos de framework néo
da linha germinativa sdo mudados de volta para o aminoacido
da linha germinativa desde que a afinidade e especificidade
de ligacdo ndo sejam adversamente afetadas num grau
inaceitédvel. As substituicdes podem ser feitas como um
grupo ou unicamente. Sequéncias de 1linha germinativa de

humano sdo divulgadas em Tomlinson, I.A. et al., 1992, J.
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Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G. P. et al., 1995, Immunol.
Today 16 (5): 237-242; Chothia, D. et al., 1992, J. Mol.
Bio. 227:799-817. O diretdério V BASE proporciona um
diretdério extensivo de sequéncias de regido varidvel de
imunoglobulina de humano (compilado por Tomlinson, I.A. et
al. MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, RU). Os
anticorpos sdo “devolvidos a linha germinativa” ©por
reversdo de um ou mais aminodcidos ndo da linha germinativa
em regides de framework nos correspondentes aminoacidos da
linha germinativa do anticorpo, desde que as propriedades
de ligacéao sejam substancialmente retidas. Métodos
similares podem ser também usados na regido constante,

p.ex., em dominios de imunoglobulina constantes.

Por exemplo, um anticorpo pode incluir uma, duas, trés, ou
mais substituicdes de aminoédcidos, p.ex., numa regido de
framework, CDR, ou constante, para a tornar mais similar a
uma sequéncia da linha germinativa de referéncia. Um método
de devolucdo a linha germinativa exemplar pode incluir
identificacdo de uma ou mais sequéncias da linha
germinativa que sejam similares (p.ex., 0 mais similar numa
base de dados particular) a sequéncia do anticorpo isolado.
Mutacdes (ao nivel dos aminodcidos) s&do depois feitas no
anticorpo isolado, incrementalmente ou em combinacdo com
outras mutacdes. Por exemplo ¢é feita uma biblioteca de
dcidos nucleicos que inclui sequéncias codificando algumas
das ou todas as mutac¢des da linha germinativa possiveis. Os
anticorpos mutados sdo depois avaliados, p.ex., ©para
identificar um anticorpo que tenha um ou mais residuos da
linha germinativa adicionais em relagdo ao anticorpo
isolado e que seja ainda Util (p.ex., tenha uma atividade

funcional). Numa forma de realizacdo sdo introduzidos
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tantos residuos da linha germinativa num anticorpo isolado

quanto possivel.

Numa forma de realizacdo é usada mutagénese para substituir
ou inserir um ou mais residuos da linha germinativa numa
regido de framework e/ou constante. Por exemplo, um residuo
da regido de framework e/ou constante da linha germinativa
pode ser de uma sequéncia da linha germinativa gque seja
similar (p.ex., 0 mais similar) & regido ndo variavel sendo
modificada. Apds mutagénese, a atividade (p.ex., ligacdo ou
outra atividade funcional) do anticorpo pode ser avaliada
para determinar se o residuo ou residuos da linha
germinativa s&do tolerados (i.e., ndo abrogam a atividade).
Pode ser realizada mutagénese similar nas regides de

framework.

A selecdo de uma sequéncia da linha germinativa pode ser
realizada em diferentes modos. Por exemplo, uma segquéncia
da 1linha germinativa pode ser selecionada se cumprir um
critério pré-determinado quanto a seletividade ou
similaridade, p.ex., pelo menos uma certa percentagem de
identidade, p.ex., pelo menos 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99, ou 99,5% de identidade. A selecédo
pode ser realizada usando pelo menos 2, 3, 5, ou 10
sequéncias da linha germinativa. No caso de CDR1 e CDR2, a
identificacdo de uma sequéncia da linha germinativa similar
pode incluir selecdo de uma tal sequéncia. No caso de CDR3,
a 1dentificacdo de uma sequéncia da linha germinativa
similar pode incluir selecdo de uma tal sequéncia, mas pode
incluir usado de duas sequéncias da linha germinativa que
contribuem separadamente para a porcdo amino-terminal e a

porcdo carboxi-terminal. Noutras implementacdes podem ser
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usadas mais do gque uma ou duas sequéncias da linha

germinativa, p.ex., para formar uma sequéncia de consenso.

Diversidade de CDR1l, CDR2, e cadeias leves

E para ser entendido que as bibliotecas de CDR3 de HC sio
construidas no fundo da diversidade em CDR1 de HC, CDR2 de
HC, e cadeias leves. A diversidade de cadeias leves pode
ser codificada na mesma molécula de ADN como a diversidade
de HC ou as diversidades de LC e HC podem ser codificadas
em moléculas de ADN separadas. Na Tabela 22, a fusdo de uma
sequéncia de sinal::VH::CHl::His6::Myc::IIIstump. CDR1
compreende os residuos 31-35; existe diversidade nos
residuos 31, 33, 35. Numa forma de realizacdo, os residuos
31, 33, e 35 podem ser qualquer tipo de aminodcido exceto
cisteina. CDR2 compreende os residuos 50 até 65. Existe
diversidade nas posicgdes 50, 52, 52a, 56, e 58. Numa forma
de realizacdo, os residuos 50, e 52 podem ser qualgquer um
dos tipos Ser, Gly, Val, Trp, Arg, Tyr; o residuo 52a pode
ser Pro ou Ser e os residuos 56 e 58 podem ser qualquer
tipo de aminoacido exceto Cys. A diversidade de CDR3 de HC
é clonada na diversidade de CDR1 e 2 de HC que é pelo menos

1,0 4, 1,0E 5, 1,0 E 6, 1,0E 7, 5,0 E 7, ou 1,0 E 8.

Numa forma de realizacdo, os residuos 31, 33, 35, 50, 52,
56, e 58 podem ser qualquer tipo de aminodcido exceto Cys
ou Met e o residuo 52a pode ser Gly, Ser, Pro, ou Tyr. A
diversidade de CDR3 de HC é clonada na diversidade de CDRI1
e 2 de HC que é pelo menos 1,0 E 4, 1,0 E 5, 1,0 E 6, 1,0 E
7, 5,0 E 7, oul,0 E 8.

Numa forma de realizacdo, a diversidade da HC é clonada num
vetor (fago ou fagemideo) que contém uma diversidade de

cadeias leves. Esta diversidade ¢é pelo menos 25, 50, 100,
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500, 1,0 E 3, 1,0 E 4, 1,0 E 5, 1,0 E 6, ou 1,0 E 7. A
diversidade de CDR3 de HC é pelo menos 221, 272, 500, 1000,
1,0 4, 1,0E 5, 1,0 E 6, 1,0 E7, 1,0 E 8, ou 1,0 E 9.

Numa forma de realizacdo, a diversidade da HC é clonada num
vetor de fago que exibe a HC numa proteina de fago tal como
I1r, vIir, viIiIi, VI, ou IX ou um fragmento de uma destas
suficiente para causar exibicdo e as cadeias leves sé&o
combinadas com a HC por infecdo de uma colecdo de células
em que cada célula secreta uma cadeia leves. A diversidade
das cadeias leves nas células é pelo menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 75, ou 100. A diversidade de CDR3 de HC
é pelo menos 221, 272, 500, 1000, 1,0 E 4, 1,0 E 5, 1,0 E
6, 1,0 E7, 1,0 E 8, ou 1,0 E 9.

A Tabela 30 mostra a sequéncia do vetor de fago DY3FHC87
(SEQ ID NO:894) que transporta um gene bla, uma cassete de
exibicdo para cadeias pesadas sob controlo de um promotor
Pi.c.. DY3FHC87 contém todos os genes de M13 também. A
infecdo de células E. coli F' que abrigam uma diversidade
de cadeias leves num vetor tal como pLCSK23 (Sequéncia na
Tabela 40) (SEQ ID NO:896). O vetor pLCSK23 transporta um
gene Kan®. Sob o controlo do promotor Pi,. existe um gene
comecando na base 2215 tendo uma sequéncia de sinal (bases
2215-2277), uma VL (nesta sequéncia, a VL codifica a
sequéncia mostrada em (SEQ ID NO0O:897) da base 2278 a base
2598, Ckappa da base 2599 a 2922, um ligante que permite um
local Notl de 2923 a 2931, e um marcador V5 (bases 2932-
2973). Existem um local Sfil a 2259-2271 e um local KpnI a
2602-2605 para permitir substituicdo facil de Vkappas. (SEQ
ID NO:897) é um exemplo das proteinas que sido secretadas. E
para ser entendido que CKappa e o marcador V5 sé&o

constantes. Todas as proteinas mostradas na Tabela 19
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(VK102gl-JK3, VK1l02varl, VKlO2var2, VK102var3, VK102var4,
VK102var5, VK3L6gl-JK4, VK3Lovarl, VK3Lovar?2, VK3Lovar3,
VK3Lovar4, VK3Lovarb, VK3Lovaro, VK3Lovar7, VK3Lovars§,
VK3A27g1-JK3, VK3A27varl, VK3A27var2, VK3A27var3,
VK3A27var4d, VK3A27varb, VK3A27var6, VK3A27var’l, VK3L2gl-
JK3, e VKI1gIL8-JK5) terdo estas sequéncias anexadas a

extremidade de carboxi.

Diversidade de Cadeias Leves

A Tabela 800 mostra uma LC (cadeia leve) kappa que se sabe
que emparelha bem com 3-23 e com cinco mutacdes de CDR com
uma HC baseada em 3-23, LC K1(012)::JK1 faz um Ab de
elevada afinidade para um alvo de proteina. 012 é um VKI
frequentemente usado. O gene foi desenhado para ter locais
de restricdo distintos, Uteis na sequéncia de sinal
(Apall), FRI1 (XholI, SgfI), FR2 (Kpnl), FR3 (Xbal), e
Fr4d::Ckappa (BsiWI) tal que cada CDR e seja substituida por

uma populacgdo variada.

Em LCs de humano, CDR3 é a mais importante e CDR1 ¢é a
segunda mais importante. CDR2 raramente faz contacto com o
Ag. A diversidade é introduzida nas CDRs como mostrado nas
Tabela 900 e Tabela 1000 (CDR1l), Tabela 1100 e Tabela 1200
(CDR2), Tabelas 1300, 1400, e 1500 (CDR3). Para Selecéao
Econdémica de Cadeias Pesadas (ESHC), um pequeno numero, por
exemplo, 50 LCs com diversidade em CDR3 como na Tabela 1200
é escolhido para expressdo em pLCSK24 para secrecdo no
periplasma. Podem ser usadas mais LCs se forem mantidas
varias linhas celulares tal que cada linha celular

contenha, por exemplo, 50 ou menos LC.

A Tabela 900 mostra diversidade para CDR1 de LC. A

biblioteca pode conter o residuo 012 com a diversidade
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adicionada de tipos de AA mostrados como “permitidos”;
lendo-se “permitidos” como “tipos permitidos adicionais”
nas Tabelas 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400. 012 tem
R,4ASQSISSYLNs,. Outros loci de VK1 tém Q em 24. Outros loci
tém M em 25. S26 e Q27 s&do invariantes em VKI. Outros loci
de VKI tém D ou G em 28. I29 e L33 sdo invariantes em VKI e
0s grupos laterais estdo orientados para a frente. Outros
loci de VKI permitem a diversidade mostrada na Tabela 900
nas posicdes 30, 31, 32, e 34. Na Tabela 900, somente sete

das onze posicdes sdo variadas e a diversidade total é 576.

A Tabela 1000 mostra um nivel mais elevado de diversidade
para CDR1 de LC. Aqui, 8 de 11 posicgdes foram variadas.
Aquelas que sdo constantes estdo longe do local de

combinacdo ou tém grupos laterais enterrados.

A Tabela 1100 mostra um baixo nivel de variegacdo para
CDR2. CDR2 estd longe do local de combinacdo com o©O
antigénio e a diversidade aqui pode ndo ser muito util. De
facto, a diversidade de GL é muito limitada. A Tabela 1100
inclui a diversidade de GL. A Tabela 1200 contém um nivel

mais elevado de diversidade, 1920 sequéncias permitidas.

A Tabela 1300 mostra um baixo nivel de diversidade para
CDR3 de LC, 2160 sequéncias. A Tabela 1400 mostra um nivel

mais elevado que permite 105.840 sequéncias.

Para ROLIC s&o produzidas cerca de 3 x 10’ LC tendo a

diversidade mostrada nas Tabelas 900, 1100, e 1300.

Diversidade de Cadeias Pesadas
As HC (cadeia pesada) de Ab tém diversidade em CDR1, CDRZ,

e CDR3. A diversidade em CDR3 ¢é egpecialmente complexa
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porque existe diversidade de sequéncias e comprimentos. A
diversidade de sequéncias ndo ¢é aleatdéria. As células
fabricando genes de Ab unem um segmento V a um segmento D a
um segmento JH. O segmento D é opcional; cerca de metade
dos Abs de humano naturais tém um D reconhecivel. Pode
existir modificacdo extensa das fronteiras V-D, D-J, ou V-J
com nenhumas a muitas bases adicionadas ou removidas. Um Ab
que tenha uma linha germinativa de V::D::JH poderia ser

visto como um Ab da linha germinativa.

Segmentos D de humano sdo mostrados na Tabela 21. Cada
segmento D da linha germinativa (GL) pode aparecer num gene
de Ab em qualgquer uma das trés grelhas de leitura aberta.
Em algumas grelhas de leitura, alguns dos segmentos D
codificam coddes de paragem. Estes segmentos D ocorrem
raramente com o coddo de paragem modificado. A Tabela 600
mostra a frequéncia de cada segmento D como uma percentagem
de todos os segmentos D observados. A maioria dos exemplos
aqui que contém segmentos D usa Ds que sdo relativamente

comuns (> 2% de todos os Ds observados).

Num aspeto, a presente divulgacdo envolve composicdo de
genes de HC de Ab por fusdo de 3-23 (ou outra VH, tal como
4-34) a um de a) um numero de aminodcidos escolhidos do
conjunto compreendendo (S, Y, D, R, N), b) uma regido D, c)
uma regido JH, e d) a porcdo FR4 de uma regido JH. Estas
fusdes podem ser uma GL 3-23 ou uma 3-23 que tem
diversidade sintética em CDR1 e/ou CDR2. Os comprimentos da
CDR3 de HC podem ser qualquer numero de cerca de 3 a cerca
de 24. Preferencialmente, a biblioteca conteria membros com
CDR3 de HC de comprimentos 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, e 20.
Alternativamente, os comprimentos poderiam ser 5, 8, 11,

14, 17, e 20 ou gqualquer outra combinacédo.
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A Tabela 21 mostra um numero de exemplos de desenhos de
CDR3s adequadas com comprimentos de 6 a 20. Os coddes que
especificam as letras maiusculas na coluna 2 s&o para ser
sintetizados com wobbling. A coluna 3 mostra o nivel de
doping. A Tabela 100 mostra razdes nas quals o0s Vvarios
comprimentos de CDR3 de HC poderiam ser combinados para
formar uma biblioteca gque se espera gque contenha Abs gue se

ligam a quase todos os alvos de proteina.

Tabela 100

Comprimento|6 8 10 12 14 16 20
1,0 x 2,0 x 4,0 x 8,0 x 8,0 x 8,0 x 4,0 x

Diversidade 5 5 5
10° 105 10° 10° 10 10 10

Para o comprimento 6, Tabela 21 sdo dados quatro exemplos.
Por exemplo, 6a tem VH(3-23) unida diretamente a JH1 com os
primeiros seis AAs wobbled, 6b tem Tyr unida a D4-17 na
segunda grelha de leitura unida aos AAs de FR4 de JH1l, e 6¢C
tem D5-5(3) unida aos residuos de FR de JH1. Uma vez dque
estes d&do diferentes tipos de diversidade, a inclusédo de
todos é preferencial, mas uma biblioteca contendo somente

um destes deve dar Abs uteis.

Para comprimento 8, a Tabela 21 mostra trés exemplos. 8a
tem YY fundida com a totalidade de JHl1 engquanto 8b tem uma
Y fundida com D6-13(1l) fundida com a regido FR de JH1l. Os
comprimentos 10, 12, 14, 16, e 20 sdo também mostrados na
Tabela 21. A diversidade de CDR3 de HC poderia ser
construida numa linha germinativa 3-23 ou 3-23 contendo
diversidade sintética. Alternativamente poderia ser usada

uma VH diferente, tal como 4-34.
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ROLIC é um método no qual uma pequena populacdo de HCs é
expressa em E. coli F' como proteinas soluveis. A populacio
¢ infetada com fagos que transportam fusdes LC::IIIgtymp. Os
fagos produzidos obtém uma HC do periplasma da célula que
as produz. Estes fagos podem ser ligados a alvo imobilizado
e os ligantes sdo separados dos ndo ligantes. O tamanho da
populacdo é importante porque, quando os fagos recuperados
sdo propagados, os fagos recuperados tém de encontrar o
mesmo tipo de célula de onde veio para continuar a
associacdo entre LC e HC. Assim sendo é desejavel que o
nimero de HC seja pequeno em cada linha de células. Assim
sendo pode ser desejavel manter um numero de linhas de
células com até 10, 20, 30, ou 40 HCs diferentes em cada
linha de células. Assim sendo podemos ter 1, 2, 4, 6, 8,
10, 24, 48, ou 96 linhas de células e realizamos 0 mesmo
numero de producdes, selecdes, e amplificacdes de fagos
paralelas. Apds uma ou duas rondas testamos coldnias quanto
a producdo de fagos gue se ligam ao alvo por um ensaio
ELISA. Cada colénia ELISA" contém uma LC util e uma HC
util, mas ndo estdo no mesmo pedaco de ADN. N&do obstante
sabemos o inicio e final de cada LC e cada HC e podemos
portanto usar PCR na coldnia para produzir uma cassete de
exibicdo de Fab ou secrecdo de Fab que pode ser colocada
num fago ou fagemideo de exibicdo ou num plasmideo de

producdo de Fab.

Na Selecdo Eficaz de HCs (ESHC) revertemos os papéis de LC
e HC em ROLIC e temos LCs num plasmideo tal gue sejam
produzidas como proteinas sollveis no periplasma de E. coli
F'. Produzimos a diversidade de HC num vetor de fago que
ndo tem nenhum gene de LC. Infetamos a E. coli F'
produzindo LC com fagos transportando HC. Obtemos fagos que

transportam um gene de HC e ambas as proteinas HC e LC.
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Selecionamos estes fagos para ligacdo ao alvo. Em muitos
Abs, a LC é permissiva e nédo contribui grandemente para a
afinidade de ligacdo. A escolha da melhor LC pode aumentar
grandemente a afinidade, mas ¢ usualmente possivel
selecionar um Fab com um repertdrio muito limitado de LCs.
Assim sendo colocamos um pequeno conjunto de LCs,
preferencialmente linha germinativa nas regides de
framework na E. coli F' produzindo LC. Se existirem, por
exemplo, 25 LC na linha celular de LC, entdo obtemos uma
reducdo de 25 vezes no numero de transformantes de células

que necessitam de ser feitos.

As bibliotecas descritas tém uma gama de comprimentos de
CDR3 de HC. Para favorecer a dobragem apropriada, as CDR3
de HC tém um segmento D ou nenhum segmento D unido a
maioria do, todo o, ou a porcdo de framework de um
segmento. As sequéncias sdo diversificadas por uso de
sintese de ADN wobble. Embora isto permita teoricamente
qualguer tipo de aminodcido em qualquer ©posicdo, na
pratica, as sequéncias reais estdo fortemente enviesadas na
direcdo das sequéncias parente e tipos de AA que estédo

préximos na tabela do cdédigo genético.

Por uso de ESHC podemos amostrar novos desenhos de
diversidade de CDR3 de HC sintéticos. Nos exemplos dados
usamos um agrupamento de, por exemplo, 50 ILCs. Uma
biblioteca de 5 x 10° HC deve desempenhar-se tdo bem como
uma biblioteca de estilo antigo de 2,5 x 10'° mas requer

muito menos esforco.

Quando wobbling uma sequéncia, a escolha dos coddes
iniciais afeta a mistura real de AAs vista na biblioteca. A

Tabela 300 mostra quais as substituic¢des de aminoacidos que
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requerem 1, 2, ou 3 mudancas de bases de cada coddo parente

de inicio. Por exemplo, se comecarmos com gct ou gcc para

Ala, todos os trés coddes de paragem requerem trés mudancas

de bases e logo sdo raros. Se se usar misturas 76:8:8:8,

Ala aparecerd em 57% dos casos (0,76*0,76). V, G, T, P, S

aparecerdo cada um em cerca de 6% e D cerca de 3%. E, I, L,

F, Y, H, N, C, e R estardo para baixo cerca de 10 vezes. M,

W, ©, K, Am, Oc, e Op serdo ainda mais raros. Se

comecassemos com gca, entdo E substituiria D na necessidade

de somente uma mudanca de bases, mas as paragens opal e

ochre requerem somente duas mudancas de bases, o que ¢é

indesejavel. 0Os coddes preferenciais estdo marcados com um

asterisco (*). A escolha para serina é complicou 0O nosso
desejo de ter Y como substituicdo de S com elevada
frequéncia. Isto traz Op e Oc ao grupo que diferem do

parente por somente duas bases. Este problema pode ser

ultrapassado por clonagem do repertdrio de CDR3 de HC antes
de um gene de resisténcia a antibiéticos tais como Kan® ou
Amp® e selecdo quanto a resisténcia, eliminando deste modo
0s membros que contém coddes de paragem. Adicionalmente, a
biblioteca pode ser produzida em E. coli supE gque inserem Q

em vez de paragem.

Tabela 300
Codéo 1 mudanca de 3 mudancas de
Aminoacido 2 mudancas de bases
parente bases bases
VI DI GI TI 7 II I FI YI HI MI WI QI KI
A * gct, gcc
P, S N, C, R Am, Oc, Op
v, E, G, T, b, I, L, Oc, Q, K, M, W, H, N, C,
A gca
P, S Op, R Am, F, Y
v, E, G, T, D, M, L, Am, Q, K, I, ¥, Y, Oc,
A gcg
P, S R, W Op, H, N, C
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Codéo 1 mudanca de 3 mudancas de
Aminoacido 2 mudancas de bases
parente bases bases
Y, s, F, W, L, H, N, D, P, T, Am, Oc, Q, K,
C tgt, tgc
Op, R, G A, Vv, E, M
EI GI AI VI 14 7 CI LI PI QI
D gat, gac M, W, Op
N, H, K, R, Oc, Am, I, T
’ r AV, Am, L, I, S, P, T,
E gaa M, F, C, W
K, Q, Oc R, Op, Y, H, N
7 I’ AI VI MI I’ SI PI TI Yl
E * gag F, C, I, Op
KI ’ Am ’ N, OC, R, W
M, Am, Op, Oc, W,
L, I, v, S,
F ttt, ttc 7 T, A/ HI NI D/ QI KI E
Y, C
R, G
’ AI VI SI EI WI FI LI II TI Aml OC, Opl MI
G * ggt, ggc
' P, ¥, H, N Q, K
E, A, V, R, D, W, L, I, S, P, Am, Oc, M, F,
G gga
Oc T, Op/ Q/ K YI Hl N
D, Oc, L, M, S, P, Oc, I, F, Y,
G g9g E, A, V, R, W
T' Aml Opl QI K H, N
Ql YI NI DI FI 7 CI II TI VI
H cat, cac Op, W, M, E
L, P,R A, D, G, Am, Oc
M, , F, V, Y, ¢, P, H, R, A, Am, Op, Oc, W,
I * att, atc
, N, S r G Q, K, E
7 14 v/ T/ Opl OCI SI P/ Q/ AI Am, CI DI HI
I ata
, R E, G, F, N W, Y
NI Q/ OCI EI H/ Y/ 14 MI LI vl
K aaa c, F, W
7 14 R 14 7 AI Aml Opl G
NI Q/ Aml EI H/ Y/ r II LI VI
K * aag ¢, ¥, Op
’ ’ R S, T, A, OC, G, W
Y/ 14 14 MI 14 TI
F, S, Oc, Op,
L tta 14 I’ 7 ’ RI GI DI Hl N
I, V
Am
L ttg F, S, Am, W, Y, ¢, O¢c, Op, P, T, |D, H, N
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Codéo 1 mudanca de 3 mudancas de
Aminoacido 2 mudancas de bases
parente bases bases
M, V A, O, K, E, R, G, I
7 14 v/ pl M/ SI YI CI TI NI Aml OC! Opl WI
L * ctt, ctc
H, R A, D, G E, K, O
, M, §, Oc, Op, T, |Am, W, D, N,
L cta I, v, P, Q,
K, A, E, G, H c, Y
F, I, S, Am, T, K, Oc, Op, D, N,
L ctg M, V, P, Q,
A, E, G, H, W Cc, Y
7 vl TI KI 14 NI 14 PI AI Am! Ocl Op! Y! CI
M atg
R, I Q, E, W, G H, D
F/ 14 14 PI RI VI
K, Y, H, D,
N aat, aac A, G, M, Q, E, Am, Op, W
7 14 Oc
7 14 A/ LI FI 14 CI II NI vl Aml OC! Opl WI
p* cct, ccc
H, R D, G, Q M, E, K
7 14 A/ LI Ocl Opl II K/ VI EI Aml WI MI DI
P cca
Q, R G, N, C, F, Y
7 14 AI LI Aml MI KI vl EI G! 14 DI FI II NI
P ccg
Q, R H » ¥, Oc, Op
Oc, K, E, R, , Am, N, D, S, T,
Q caa F, C, W,M
P, L, H A, I, V, G, Op
7 Aml KI EI N/ DI YI MI TI VI
Q* cag c, F, Op, I
, P, L , G, W, Oc, S
CI 14 GI HI Opl WI QI FI YI II Aml OC! MI EI
R* cgt, cgc
P, L T, N, V, A, D K
G, Op, Q, P, |Oc, S, C, W, H, I, Am, M, C, D,
R cga
v, T, A, E, K N, F, Y
Aml Opl SI MI vl TI FI 14 II OCI
R cgg G, W, Q, P,
A, K, E, H, C D,
G! Opl SI KI Cl WI NI MI LI VI
R aga F, Y, H, D, Am
, I , A, Oc, Q, E
R agg G, W, S, K, ¢, Op, Am, L, I, Vv, |F, Y, H, D, Oc
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Codéo 1 mudanca de 3 mudancas de
Aminoacido 2 mudancas de bases
parente bases bases
T, M A, Q, P, E, N
F, Y, C, P, L, Oc, Op, Am, W,
S * tct, tcc E, K, M, Q
T, A I, Vv, N, D, R, G, H
LI Ocl Opl PI FI 14 14 WI QI RI
S tca M, W, D, N, H
T, A I, X, V, E, G, Am
LI Aml WI PI 14 YI 14 Opl OCI QI
S tcg I, b, N, H
T, A R, M, K, V, E, G
c, R, G, N, F, Y, , P, H, V, Am, Oc, M, E,
S agt, agc
TI AI ’ KI WI Op Q
F, Y, C, L, H, R, Am, Oc, Op, W,
T* act, acc |S, P, A, I, N
MI 14 VI D! EI Q
7 14 AI II 14 Ocl Opl QI MI EI FI YI CI Aml
T aca
K, R G, V, N W, D, H
7 14 AI MI 14 NI LI Aml WI Q/ CI FI YI OCI
T acg
K, R VvV, E, G Op, D, H
F, , I, A, s, b, T, Y, H, N, Am, Oc, Op, W,
V* gtt, gtc
D, G E, C, R, M 0, K
F, M, D, S, P, T, Am, W, C, Y,
v gta L, I, A, E, G
Oc, Op, Q, R, K H, N
F, I, D, S, P, T, Oc, Op, C, Y,
\Y% gtg L, M, A, E, G
Am, Q, R, K, W H, N
C:I RI GI Aml 14 QI FI MI TI KI
W tgg D, N, H, I
s, L, Op VvV, A, E, Oc, Y
L, Wr QI KI EI PI
; S, F, N,
Y tat, tac , T, Vv, A, G, Op, M
H, D, Oc, Am
R

Am é paragem TAG, Op é TGA, Oc é& TAA
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Métodos de Uso das Bibliotecas

Selecdo por Dissociacéo. Uma vez que uma taxa de

dissociacdo lenta pode ser preditora de elevada afinidade,
particularmente no que diz respeito a interacdes entre
polipéptidos e os seus alvos, os métodos descritos aqui
podem ser usados para isolar ligandos com uma taxa de
dissociacdo c¢inética desejada (i.e., reduzida) para uma

interacdo de ligacdo a um alvo.

Para selecionar anticorpos de dissociacdo lenta de uma
biblioteca de exibicdo, a biblioteca ¢é contactada com um
alvo imobilizado. O alvo imobilizado ¢é depois lavado com
uma primeira solucéao que remove anticorpos nao
especificamente ou fracamente ligados. Depois, 0s
anticorpos ligados s&do eluidos com uma segunda solucdo que
inclui uma quantidade saturante de alvo livre, 1i.e.,
réplicas do alvo que ndo estdo anexadas a particula. 0 alvo
livre liga-se a anticorpos que se dissociam do alvo. A
religacdo dos anticorpos eluidos ¢é eficazmente prevenida

pela quantidade saturante do alvo 1livre em relacdo a

concentracdo muito mais baixa do alvo imobilizado.

A segunda solucédo pode ter condicdes de solucdo que sejam
substancialmente fisioldgicas ou que sejam estringentes
(p.ex., baixo pH, elevado pH, ou muito sal). Tipicamente,
as condic¢des de solucgdo da segunda solucdo sdo idénticas as
condicdes de solucdo da primeira solucdo. Fracgdes da
segunda solucdo sdo recolhidas por ordem temporal para se
distinguirem frac¢des 1iniciais de tardias. As fracdes
tardias incluem anticorpos que se dissociam a uma taxa mais
lenta do alvo do que biomoléculas nas fragcdes iniciais.

Adicionalmente ¢é também possivel recuperar anticorpos que
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permanecem ligados ao alvo mesmo apds incubacdo prolongada.
Estes podem ser dissociados usando condig¢des caotrdpicas ou
podem ser amplificados enquanto anexados ao alvo. Por
exemplo, os fagos ligados ao alvo podem ser contactados com

células bacterianas.

Selecdo ou Rastreio quanto a Especificidade. Os métodos de

rastreio de biblioteca de exibicdo descritos aqui podem
incluir um processo de selecdo ou rastreio que descarta
anticorpos que se ligam a uma molécula ndo alvo. Exemplos
de moléculas ndo alvo incluem, p.ex., uma molécula de
carboidrato que difere estruturalmente da molécula alvo,
p.ex., uma molécula de carboidrato que tem uma propriedade
bioldgica diferente da molécula alvo. No caso de um
carboidrato sulfatado, um ndo alvo pode ser o0 mesmo
carboidrato sem o sulfato ou com o sulfato numa posicéo
diferente. No caso de um fosfopéptido, o ndo alvo pode ser

0 mesmo péptido sem o fosfato ou um fosfopéptido diferente.

Numa implementacdo, um assim chamado passo de “selecéo
negativa” é usado para discriminar entre a molécula alvo e
ndo alvo relacionada e uma molécula nédo alvo distinta,
relacionada. A biblioteca de exibicdo ou um seu agrupamento
é contactado com a molécula ndo alvo. 0s membros gue nédo se
ligam ao ndo alvo s&o recolhidos e usados em selecdes
subsequentes para ligacdo a molécula alvo ou mesmo para
selecdes negativas subsequentes. O passo de selecédo

negativa pode ser antes da ou apds a selecdo de membros da

biblioteca que se ligam a molécula alvo.

Noutra implementacdo é usado um passo de rastreio. Apds os
membros da biblioteca de exibicdo serem isolados para

ligacdo a molécula alvo, cada membro da biblioteca isolado
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¢ testado quanto a sua capacidade de se ligar a uma
molécula ndo alvo (p.ex., um ndo alvo listado acima). Por
exemplo pode ser usado um rastreio de ELISA de elevada
produtividade para se obterem estes dados. O rastreio de
ELISA pode ser também usado para se obterem dados
quantitativos para ligacdo de cada membro da biblioteca ao
alvo. Os dados de ligacdo ndo alvo e alvo s&do comparados
(p.ex., usando um  computador e software) para se

identificarem membros que se ligam especificamente ao alvo.

Em certas formas de realizacdo, os anticorpos compreendendo
as CDR3s da invencdo podem ser capazes de se ligarem a
carboidratos. Métodos para avaliacdo de anticorpos quanto a
ligacdo de carboidratos incluem ELISA, imunohistoquimica,
imunotransferéncia, e separacdo de células ativada por
fluorescéncia. Estes métodos ©podem ser usados para
identificar anticorpos gque tenham um Kp de melhor do que um
limite, p.ex., 100 nM, 50 nM, 10 nM, 5 nM, 1 nM, 500 pM,
100 pM, ou 10 pM.

ELISA. As proteinas codificadas por uma Dbiblioteca de
exibicdo podem ser também rastreadas guanto a uma
propriedade de ligacdo usando um ensaio ELISA. Por exemplo,
cada proteina é contactada com uma placa de microtitulacédo
cuja superficie do fundo foi revestida com o alvo, p.ex.,
uma quantidade limitante do alvo. A placa é lavada com
tampdo para remover polipéptidos ndo especificamente
ligados. Depois, a quantidade da proteina ligada a placa é
determinada por sondagem da placa com um anticorpo dque
consegue reconhecer o polipéptido, p.ex., um marcador ou
porcdo constante do polipéptido. O anticorpo é ligado a uma
enzima tal como fosfatase alcalina, que produz um produto

calorimétrico quando s&o proporcionados substratos
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apropriados. A proteina pode ser purificada a partir de
células ou avaliada num formato de biblioteca de exibicéao,
p.ex., como uma fusdo com um revestimento de bacteridfago
filamentoso. Alternativamente, as células (p.ex., vivas ou
fixadas) que expressam a molécula alvo, p.ex., um alvo que
contém uma fracdo carboidrato, podem ser colocadas numa
placa de microtitulacdo e usadas para testar a afinidade
dos péptidos/anticorpos presentes na biblioteca de exibicédo

ou obtidos por selecdo a partir da biblioteca de exibicéo.

Noutra versdo do ensaio ELISA, cada polipéptido de uma
biblioteca de cadeias de diversidade ¢é usado para revestir
um poco diferente de uma placa de microtitulacdo. O ELISA
procede depois usando uma molécula alvo constante para

questionar cada pocgo.

Ensaios de Ligacdo a Células. 0s anticorpos podem ser

avaliados quanto a sua capacidade de interagirem com um ou
mais tipos de células, p.ex., uma célula hematopoiética. A
separacdo de células ativada por fluorescéncia (FACS) & um
método exemplar para teste de uma interacdo entre uma
proteina e uma célula. O anticorpo é marcado diretamente ou
indiretamente com um fluordéforo, antes de ou apds ligacgédo
as células, e depois as células sédo contadas num separador

FACS.

Outros tipos de células podem ser preparados para FACS por

métodos conhecidos na técnica.

Ensaios de Ligacdo Homogéneos. A interacdo de ligacdo do

polipéptido candidato com um alvo pode ser analisada usando
um ensaio homogéneo, i.e., apds todos os componentes do

ensaio serem adicionados, manipulacdes de fluidos
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adicionais ndo sdo requeridas. Por exemplo pode ser usada
transferéncia de energia por ressonédncia de fluorescéncia
(FRET) como um ensaio homogéneo (ver, por exemplo, Lakowicz
et al., Pat. dos E.U.A. No. 5,631,169; Stavrianopoulos, et
al., Pat. dos E.U.A. No. 4,868,103). Um marcador de
fluordforo na primeira molécula (p.ex., a molécula
identificada na fracdo) ¢ selecionado tal que a sua energia
fluorescente emitida possa ser absorvida por um marcador
fluorescente na segunda molécula (p.ex., o alvo) se a
segunda molécula estiver na proximidade da primeira
molécula. O marcador fluorescente na segunda molécula
floresce quando absorbe a energia transferida. Uma vez que
a eficécia da transferéncia de energia entre os marcadores
estd relacionada com a disténcia separando as moléculas, a
relacdo espacial entre as moléculas pode ser avaliada. Numa
situacdo na qual ocorre ligacdo entre as moléculas, a
emissdo fluorescente do marcador de molécula “aceitadora”
no ensaio deve ser méxima. Um evento de ligacdo que ¢é
configurado para monitorizacéo por FRET pode ser
convenientemente medido através de meios de detecédo
fluorométrica padrdo bem conhecidos na técnica (p.ex.,
usando um fluorimetro). Por titulacdo da gquantidade da
primeira ou segunda molécula de ligacdo pode ser gerada uma
curva de ligacdo para estimar a constante de ligacdo de

equilibrio.

Outro exemplo de um ensaio homogéneo ¢é Alpha Screen
(Packard Bioscience, Meriden Conn.). Alpha Screen usa duas
esférulas marcadas. Uma esférula gera oxigénio em singleto
quando excitada por um laser. A outra esférula gera um
sinal de luz gquando o oxigénio em singleto se difunde da
primeira esférula e colide com ela. O sinal ¢é somente

gerado quando as duas esférulas estdo em proximidade. Uma
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esférula pode ser anexada ao membro da biblioteca de
exibicdo, a outra ao alvo. 0s sinais sdo medidos para

determinar a extensdo da ligacédo.
Os ensaios homogéneos podem ser realizados enquanto o
polipéptido candidato estd anexado ao veiculo da biblioteca

de exibicdo, p.ex., um bacteridéfago.

Ressondncia de Plasmdo de Superficie (SPR). A interacdo de

ligacdo de uma molécula isolada de uma Dbiblioteca de
exibicdo e um alvo pode ser analisada usando SPR. SPR ou
Andlise de Interacdo Biomolecular (BIA) deteta interacdes
biocespecificas em tempo real, sem marcacdo de gqualguer um
dos intervenientes. Mudancas na massa a superficie de
ligacdo (indicativas de um evento de ligacdo) do chip de
BIA resultam em alteracbes do indice de refracdo da luz
préximo da superficie (o fendmeno 6tico da ressonédncia de
plasmdo de superficie (SPR)). Mudancas na refratividade
geram um Sinal detetédvel, que sdo medidas como uma
indicacdo de reacdes em tempo real entre moléculas
bioldgicas. Métodos para uso de SPR sdo descritos, por
exemplo, na Pat. dos E.U.A. No. 5,641,640; Raether (1988)
Surface Plasmons Springer Verlag; Sjolander e Urbaniczky
(1991) Anal. Chem. 63:2338-2345; Szabo et al. (1995) Curr.
Opin. Struct. Biol. 5:699-705 e recursos online
proporcionados pela BIAcore International AB (Uppsala,

Suécia) .

A informacdo de SPR pode ser usada para proporcionar uma
medicdo precisa e quantitativa da constante de dissociacéo
de equilibrio (Kp), e parametros cinéticos, incluindo ko, e
kore, Ppara a ligacdo de uma biomolécula a um alvo. Tais

dados podem ser usados para sSe compararem diferentes
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biomoléculas. Por exemplo, as proteinas codificadas por
dcido nucleico selecionado de uma biblioteca de cadeias de
diversidade podem ser comparadas para se identificarem
individuos gue tenham elevada afinidade para o alvo ou que
tenham uma kgrr lenta. Esta informacdo pode ser também usada
para se desenvolverem relagdes estrutura-atividade (SAR).
Por exemplo, o0s parédmetros cinéticos e de 1ligacdo de
equilibrio de versdes maduras de uma proteina parente podem
ser comparados com os pardmetros da proteina parente. Podem
ser identificados aminodcidos variantes a dadas posicdes
que se correlacionem com parametros de ligacéo
particulares, p.ex., elevada afinidade e kqr lenta. Esta
informacdo pode ser combinada com modelacdo estrutural
(p.ex., usando modelacdo de homologia, minimizacdo de
energia, ou determinacdo da estrutura por cristalografia ou
NMR) . Como resultado, um entendimento da interacdo fisica
entre a proteina e o seu alvo pode ser formulado e usado

para orientar outros processos de desenho.

Redes de Proteinas. As proteinas identificadas a partir da

biblioteca de exibicdo podem ser imobilizadas num suporte
s6lido, por exemplo, numa esférula ou numa rede. Para uma
rede de proteinas, cada um dos polipéptidos é imobilizado
num Unico local num suporte. Tipicamente, o local & um
local bidimensional. Métodos de producdo de redes de
polipéptidos sdo descritos, p.ex., em De Wildt et al.
(2000) Nat. Biotechnol. 18:989-994; Lueking et al. (1999)
Anal. Biochem. 270:103-111; Ge (2000) Nucleic Acids Res.
28, e3, I-VII; MacBeath e Schreiber (2000) Science
289:1760-1763; WO 01/40803 e WO 99/51773A1. Os
polipeptideos para a rede podem ser localizados a elevada
velocidade, p.ex., usando dispositivos robdéticos

comercialmente disponiveis, p.ex., da Genetic MicroSystems
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ou BioRobotics. O substrato da rede pode ser, por exemplo,
nitrocelulose, pléstico, vidro, p.ex., vidro com superficie
modificada. A rede pode também incluir uma matriz porosa,

p.ex., acrilamida, agarose, ou outro polimero.

Estojos

S&do também proporcionados estojos para uso quando se leva a
cabo um método de acordo com qualquer aspeto da invencéo.
0Os estojos podem incluir os vetores necessarios. Um tal
vetor terd tipicamente uma origem de <replicacdo para
bacteridéfago de cadeia simples e contém o &cido nucleico
membro sbp ou tem um local de restricdo para a sua insercédo
na regido da extremidade 5° da sequéncia codificante madura
de uma proteina da cépside do fago, e com uma sequéncia
codificante lider secretora a montante do referido 1local
que dirige uma fusdo do polipéptido exdbgeno da proteina da

cdpside com o espaco periplasmatico.

Sdo também proporcionados pacotes codificando as CDR3s de
HC como definidos acima e polipéptidos compreendendo as
CDR3s de HC e seus fragmentos e derivados, obteniveis por
uso de qualquer um dos métodos acima definidos. Os
derivados podem compreender polipéptidos fundidos com outra

molécula tal como uma enzima ou uma cauda de Fc.

O estojo pode incluir um vetor de fago (p.ex., DY3F87HC)
que tenha um local para insercdo de CDR3s de HC para
expressdo do polipéptido codificado em forma livre. O
estojo pode também incluir um vetor de plasmideo para
expressdo de cadeias leves soluveis, p.ex., PpLCSK23. O
estojo pode também incluir uma linha de células adequada
(p.ex., TGl). A diversidade de cadeias leves codificadas

por pLCSK23 pode ser 10, 15, 20, 25, 30, ou 50. As LCs na
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diversidade podem ser construidas ou escolhidas de modo a
terem certas propriedades desejéaveis, tais como sendo linha
germinativa nas regides de framework e tendo diversidade em
CDR3 e/ou CDR1. As linhas germinativas podem ser dagquelas
altamente utilizadas, p.ex., VK1 2-02, VK3 1-A27, VK3 5-L6,
VK3 3-L2 para kappa e VLZ Z2a2, VL1 1lc, VL1 1g, VL3 3r para
lambda.

Por exemplo poder-se-iam clonar genes para VK102gl-JK3,
VK102varl, VK102var?2, VK102var3, VK102var4, VK102varb,
VK3Legl-JK4, VK3Lovarl, VK3L6var2, VK3Lovar3, VK3Lovari4,
VK3Lovar5, VK3L6var6, VK3Leovar/, VK3Lovar8, VK3A27gl-JK3,
VK3A27varl, VK3AZ27var2, VK3A27var3, VK3A27vard, VK3A2T7varb,
VK3A27varo, VK3A27var’, VK3L2gl1-JK3, VK1g1L8-JK5, e
VK1GLO12-JK3 (sequéncias de aminocacidos mostradas na Tabela

19) em pLCSK23.
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Os conjuntos podem incluir componentes auxiliares
requeridos para levar a cabo o método, dependendo a
natureza de tais componentes do curso do método particular
empregue. Componentes auxiliares TUteis podem compreender
fagos ajudantes, iniciadores de PCR, tampdes, e/ou enzimas
de varios tipos. Tampdes e enzimas sdo tipicamente usados
para permitir preparacdo de sequéncias de nucledtidos
codificando fragmentos Fv, scFv ou Fab derivados de genes
de imunoglobulina rearranjados ou ndo arranjados de acordo

com as estratégias descritas aqui.

Métodos de Introducdo de Diversidade

Existem muitos modos de gerar ADN gque seja varidvel. Um
modo é usar sintese de nucledétidos mistos (MNS). Uma versédo
de MNS wusa misturas equimolares de nucledtidos como
mostrado na Tabela 5. Por exemplo, o uso de coddes NNK da
todos os vinte aminocdcidos e um coddo de paragem TAG. A
distribuicédo é 3(R/S/L) : 2(A/G/V/T/P) :
1(C/D/E/F/H/I/K/M/N/Q/W/Y) (p.ex., 3 de cada um de Arg,
Ser, e Leu, e assim por diante). Uma alternativa, aqui
denominada “wobbling”, usa nucledétidos mistos mas ndo em
quantidades egquimolares. Por exemplo, se um coddo parente
fosse TTC (codificando Phe) poderiamos usar uma mistura de
(0,082 de T, 0,06 de C, 0,06 de A, e 0,06 de G) em lugar de
T e uma mistura de (0,082 de C, 0,06 de T, 0,06 de A, e
0,06 de G) em lugar de C. Isto daria TTC ou TTT
(codificando Phe) 59% das vezes e Leu 13%, S/V/I/C/Y ~5%,

e outros tipos de aminoadcidos menos frequentemente.

Van den Brulle et al. (Biotechniques 45:340-3 (2008))
descrevem um método de sintese de ADN variavel no qual

enzimas de restricdo do tipo II sdo usadas para transferir
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trinucledétidos de um oligonucledtido em gancho de cabelo
ancorado (PHONs) para um assim chamado “splinker”. Ver
também patentes EP 1 181 395, EP 1 411 122, EP 1 314 783 e
pedidos EP 01127864.5, EP 04001462.3, EP 08006472.8. Por
uso de misturas de PHONs ancorados e splinkers podem-se
construir Dbibliotecas nas quais tipos de amino&cidos
desejados sejam permitidos em razdes determinadas pelo
desenhador. Assim sendo pode-se decretar que esse tipo de
aminodcidos esteja presente, por exemplo 82% das vezes e 18
outros tipos de aminodcidos (todos os tipos de aminodcidos
ndo parente exceto Cys) estejam presentes a 2% cada um.
Aqui referir-nos-emos a uma sintese como “dobbling”
(wobbling digital). Em alguns aspetos, o dobbling é
preferencial ao wobbling, mas o wobbling proporciona formas
de realizacdo uUteis, parcialmente porque a estrutura da
tabela do cdédigo genético faz com que o wobbling faca
substituic¢cdes maioritariamente conservativas. O dobbling
oferece a possibilidade de excluir tipos de aminoacidos
indesejados. Em CDRs, as cisteinas ndo emparelhadas sé&o
conhecidas, mesmo em Abs aprovados como terapéuticos, mas,
em algumas formas de realizacdo gostar-se-ia de as evitar.
Em algumas formas de realizacdo, guando se diversifica uma
regido D que contenha um par de cisteinas, ndo se permite
que as cisteinas variem porgque a ansa de dissulfeto é um
elemento estrutural importante e porque ndo se deseja

cisteinas ndo emparelhadas.

Adicionalmente pode-se sintetizar uma molécula de ADN que
codifique uma sequéncia de aminodcidos parente e sujeitar
tal ADN a PCR propenso a erros usando iniciadores dque
abrangem as regides de framework tal qgue mutacdes nas

regides de framework sejam evitadas.
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Tabela 5: Cédbdigos padrdo para nucledtidos mistos

N é equimolar A, C, G, T

B é equimolar C, G, T (ndo A)

D é equimolar A, G, T (ndo C)

H é equimolar A, C, T (ndo G)

V é equimolar A, C, G (ndo T)

K é equimolar G, T (Ceto)

M é equimolar A, C (aMino)

R é equimolar A, G (puRina)

S é equimolar C, G (Forte)

W é equimolar A, T (fraco)

Y é equimolar C, T (pIrimidina)

Tabela 6: Exemplo de nuclebdétidos mistos para wobbling

e =0,82de A+ 0,06 deC+ 0,06 de G+ 0,06 de T
qg=20,06de A+ 0,82 deC+ 0,06 de G+ 0,06 de T
j=0,06 de A+ 0,06de C+ 0,82 de G+ 0,06de T

z =0,06 de A+ 0,06 de C + 0,06 deG + 0,82 de T

Exemplificacgéo
A presente invencdo ¢ adicionalmente ilustrada pelos
seguintes exemplos que ndo devem ser interpretados como

limitantes de qualguer modo.

Exemplo Profético 1: Bibliotecas Com CDR3s de HC Muito
Curtas

CDR3s de HC muito curtas foram descritas na técnica.
Kadirvelraj et al. (2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
103:8149-54 descreveram uma sequéncia de CDR3 de HC de
quatro aminodcidos num anticorpo que se liga a Ag de Tipo B

IT de Streptococcus (GBS-Ag) mas ndo a Ag capsular de
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Streptococcus pneumoniae. GBS-Ag esté sialilado a
intervalos regulares. Ag capsular de S. pneumoniae (SPC-AQ)
¢ muito similar mas ndo tem grupos &cido sidlico. Uma tal
CDR3 de HC curta cria um amplo sulco no qual um carboidrato
se poderia ligar, e tais Abs sdo muito, muito raros em
bibliotecas de anticorpos existentes. Assim sendo, as
bibliotecas correntes ndo originam uma grande variedade de

potenciais ligantes a carboidratos.

Ab 1Bl é o mAb de murino que se liga a GBS-Ag; Ab 1QFU é o
mAb tendo uma estrutura 3D conhecida e a sequéncia mais
proxima; e 1INSN é& um anticorpo de estrutura 3D conhecida
tendo um CDR3 de HC de comprimento 4. O exame de uma
estrutura de HC 3-23 d& uma distdncia de Ca de Rgs (que
termina FR3) ao Coa da Wigs (que comeca FR4) de ~10 A. A
CDR3 de 1B1 (NWDY (SEQ ID NO:29)) mostra gque os AAs nédo
necessitam de ter somente grupos laterais pequenos ou serem
maioritariamente de glicina. Trés aminoacidos (AAs) podem
ligar em ponte 10 A, embora PPP possa nédo funcionar. De
facto obtivemos alguns Fabs com CDR3s tdo curtas guanto 3

AAs, mas sdo muito raros.

Embora tenham sido descritas CDR3s de HC curtas e muito
curtas ninguém sugeriu fabrico de uma biblioteca de Ab
tendo muito membros (p.ex., mais do que cerca de 50%, cerca
de ©60%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca de 90%, ou cerca
de 95% dos membros) com CDR3s de HC curtas (p.ex., CDR3s de
HC de 3 a 5 aminoécidos). Uma abordagem a construcdo de uma
biblioteca eficaz é em primeiro lugar desenhar sequéncias
de aminodcidos que poderiam ter origem de acoplamento V-J
ou V-D-J. Para comprimento de CDR3 3, 4, ou 4 comecamos com
as sequéncias de aminodcidos mostradas na Tabela 7. Por

exemplo, a Sequéncia V-3JH1 mostra a extremidade C-terminal
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de 3-23 FR3 (TAVYYCAK (SEQ ID NO:30)) seguida por JH1 que
foi encurtada a partir da extremidade N-terminal até trés
aminodcidos antes da Trp-Gly que comeca FR4. V-3JH2 mostra
a extremidade de FR3 seguida pela JH2 encurtada. As
sequéncias apds V-3JH6 sdo construidas por unido de FR4 com
um encurtador tirado de um segmento D de humano seguido
pela regido FR4 de um segmento JH de humano. 3D3-3.3.2
seria um encurtador do segmento D3-3, terceira grelha de
leitura comecando no segundo aminoédcido. 5D5-12.2.3 é& um
pentdmero de D5-12 na grelha de leitura 2 comecando no
aminodcido 3. Alguns dos segmentos D da linha germinativa
contém coddes de paragem, todavia aparecem em anticorpos
naturais quando o0s coddes de paragem sdo retirados: Aqui
assumimos que a mudanc¢a mais provavel de coddes TAA e TAG é
para Tyr (Y) e essas paragens TGA sdo o mais provavelmente
mutadas para Trp (W). A Tabela 20 mostra as sequéncias de
aminodcidos dos segmentos de D de humano; os tipos de
coddes de paragem sdo indicados pelo uso de * para TAG, @
para TAA, e $ para TGA. Na Tabela 11 estdo 266 trimeros
distintos que podem ser construidos a partir de segmentos

de D de humano. As paragens TAA e TAG foram mudadas para

A\ ”

Tyr mostradas como (i.e., minUsculas). Estas poderiam

y
ser também mudadas para Ser, Cys, Phe, Gln, Lys, ou Glu por
mudancas de Dbases Unicas. TAG poderia ser mudado por
mudancas de bases Unicas para Trp bem como Tyr, Gln, Lys,
Glu, Ser, e Leu. A Tabela 12 mostra os 266 tetrédmeros
distintos que podem ser obtidos por encurtamento de
segmentos de D de humano. A Tabela 14 mostra os 144
hexadmeros que podem ser obtidos por encurtamento de
segmentos D de humano. As bibliotecas a serem construidas
tém diversidade substancial em CDR1 de HC e CDR2 de HC. A

diversidade de sequéncias de CDR3 de HC pode ser menos

importante do que ter uma sequéncia curta, mas aceitéavel. A
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diversidade de segmentos JH ou fragmentos (p.ex., 3 ou mais
aminodcidos) de segmentos D proporciona sequéncias que
poderiam ser construidas pelo sistema imune humano e logo é

menos provavel que sejam imunogénicas.

Numa forma de realizacdo, o0s trimeros, tetrdmeros, e

pentémeros que contenham uma Cys s&o eliminados.

Numa forma de «realizacdo, os trimeros, tetrameros, e
pentédmeros que contenham uma Cys ou gque vieram de um

fragmento D contendo uma paragem s&do eliminados.

As Dbibliotecas curtas construidas wusando os trimeros da
Tabela 11, tetrdmeros da Tabela 12, pentameros da Tabela 13
tém diversidade substancial: 266, 266, e 215,
respetivamente. Isto é para ser comparado com o nuUmero de
péptidos destes comprimentos: 8000, 160000, e 3200000,

respetivamente.

V-3D1-1.1.1-JH1 contém a porcdo final de FR3 seguida por
trés aminoacidos de D1-1 (RF1l), viz. GTT (SEQ ID NO:257).
V-3D1-1.2-JH1 usa os aminoacidos 2-4 de D1-1 (RFl) como a
CDR3 parente. V-3D3-3.3.3-JH2 mostra a extremidade de FR3
seguida pelos aminodcidos 3-5 de D3-3 (RF 3). A invencéo
compreende qualquer sequéncia de aminoadcidos compreendendo
FR3:: (trés, quatro, ou cinco AAs isentos de paragem de um
segmento de D de humano)::FR4 de uma JH de humano.
Fragmentos de regides D contendo residuos de Cys néo
emparelhados sdo menos preferenciais do que aqueles dque

estdo isentos de residuos de Cys ndo emparelhados. Em V-

AN ”

5JH3 existe uma Tyr mostrada como y porque JH3 tem
somente 4 coddes antes dos coddes para Trp-Gly que definem

o inicio de FR4. V-5JH4 tem uma Ser mostrada como “s” pela
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mesma razdo. Se for usado wobbling, o nivel preferencial de
pureza estd entre 0,75 e 0,90. A invencdo compreende as
sequéncias V-3JH1 até V-3JH6, V-4JH1 até V-4JHo, e V-5JHI1
até V-5JH6, e Dbibliotecas contendo as mesmas. A invencao
compreende também as sequéncias nas quais a regido CDR esté
substituida por um segmento de 3, 4, ou 4 aminodcidos de
uma regido D de humano, e bibliotecas contendo as mesmas. A
invencdo compreende adicionalmente ADN no qual a sequéncia
parente foi mutada na regido CDR3, e bibliotecas contendo o
mesmo. Uma forma de realizacdo preferencial é uma na qual o
nimero médio de mudancas de bases por CDR3 é um, dois, ou
trés. 0s métodos de mutagénese incluem PCR propenso a

erros, wobbling, e dobbling.

Tabela 7: Sequéncias de aminodcidos de CDR3s parente de

comprimentos 3, 4, 5

Comprimento 3 ... FR3-————- CDR3- FR4--------

vV-3JH1 TAVYYCAK FQH WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:31)
V-3JH2 TAVYYCAK FDL WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:32)
V-3JH3 TAVYYCAK FDI WGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:33)
V-3JH4 TAVYYCAK FDY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:34)
V-3JH5 TAVYYCAK FDP WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:35)
V-3JH6 TAVYYCAK MDV WGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:36)
V-3D1-1.1.1-JH1 TAVYYCAK GTT WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:37)
V-3D1-1.1.2-JH1 TAVYYCAK TTG WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:38)
V-3D3-3.3.3-JH2 TAVYYCAK IFG WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:39)

Comprimento 4
V-4JH1 TAVYYCAK YFQH WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:40)
V-4JH2 TAVYYCAK YFDL WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:41)

V-4JH3 TAVYYCAK AFDI WGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:42)
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V-4JH4 TAVYYCAK YFDY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:43)
V-4JH5 TAVYYCAK WEDP WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:44)
V-4JH6 TAVYYCAK GMDV WGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:45)
V-4D3-10.1la-JH2 TAVYYCAK LLWEF WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:46)

Comprimento 5

V-5JH1 TAVYYCAK EYFQH WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:47)
V-5JH2 TAVYYCAK WYFDL WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:48)
V-5JH3 TAVYYCAK yAFDI WGQGTMVTVSS (SEQ ID NO:49)
V-5JH4 TAVYYCAK sYFDY WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:50)
V-5JH5 TAVYYCAK NWFDP WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:51)
V-5JH6 TAVYYCAK YGMDV WGQGTTVTVSS (SEQ ID NO:52)
V-5D2-8.2a-JH2 TAVYYCAK DIVLM WGRGTLVTVSS (SEQ ID NO:53)

Tabwela &:; ADH codificando ¥-5D2-8.Za-JdH32 pavra woehbhiing

* A T D T A V ¥ Y € A K B I Vv L W
lasvigagiqaT aCliGRAIGETIivalitaCitacigel aay jez sag jez g2z e2d

3 W & ¢ & 7 T VoY ¥ g 8 {SEQ 1D NG54}

tgg gge cag gyt scb acs GIC ACO gto too agt-3° {SEQ ID MO:8&}
H BatESY. ..

Alternativamente poder-se-ia sintetizar trés fragmentos de
ADN qgue correspondem a regido de Xbal a BstEII e tendo o
residuo 94 sendo K ou R seguido por 3, 4, ou 5 coddes NNK,
seguidos por WG... de FR4. A variacdo permitida é 20° + 20°
+ 20° = 3.368.000. Apbds amplificacdo, estas moléculas de
ADN seriam misturadas na razdo 1:10:100 (tal que sequéncias
mais curtas estejam relativamente sobreamostradas) e
clonadas no fagemideo codificando a biblioteca de kappa com

diversidade de CDR1/2 de HC. Uma biblioteca de 1 x 10°

daria diversidade significativa e permitiria isolamento de
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anticorpos que se ligam a alvos que tenham protuberancias
pequenas a médias. Por exemplo, varios carboidratos, ansas
de proteinas que ndo estejam Dbem ordenadas (tais como
GPCRs), podem beneficiar de um sulco no anticorpo criado
por se ter uma CDR3 de HC muito curta. Podemos também
construir uma biblioteca de lambda. A razdo de sequéncias
de AA é 1:20:400, e pode ser importante para amostrar as
sequéncias mais curtas mais densamente. Ter-se um Saco
coletor grande, amplo no Ab pode requerer exatamente uma
CDR3 de 3 AA, mas, com uma CDR3 de 4 AA poder-se-ia ter
mais margem de manobra e, com 5 Aas, ainda mais margem de
manobra. Neste Exemplo usamos a versdo JH6 de FR4 do motivo

WG para a frente.

Podemos selecionar da nossa biblioteca de kappa corrente
uma colecdo de, por exemplo, 24 cadeias leves kappa que
sejam a) linha germinativa nas regides de framework, D)
mostrem diversidade adequada em CDRs, e c) sejam dos tipos
que produzam bem e emparelhem bem com 3-23. Estas LCg serdo
feitas em E. coli a partir de um vetor que transporta Kan®
e nenhum sinal de empacotamento de fago. Construiriamos
depois a nossa biblioteca de HC num vetor de fago que né&o
tenha nenhuma LC. HC e LC serdo cruzadas por infecdo das
células produzindo LC com os fagos de HC. Os fagos de HC
que sdo selecionados podem ser combinados com a LC da
célula que produz fagos ELISA" ou as HCs podem ser clonadas
em pMID21 que tenham a diversidade inteira de LC.
Alternativamente, a HC selecionada pode ser movida para
PHCSK85 e usada com ROLIC para combinar todas as LCs da
nossa colecdo. Poderiam ser também usadas LCs de lambda.
Assim sendo, uma biblioteca de 1 x 10° HC em fagos pode ser
expandida numa biblioteca de Fab de 1,2 x 10 (1,0 x 107 x
117) . Se combindssemos 1 x 10’ CDR1-2s com 10° CDR3s de HC
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poderiamos fazer uma biblioteca de 5 x 10’ na qual cada
CDR3 estd acoplada com 50 CDR1-2s. Uma biblioteca de 5 x
107 HCs em fagos poderia dar resultados similares a uma

biblioteca de estilo antigo de 6 x 10°.

Tabela 1: DResenbos de CDE3 de BY sxemplarss maifo cnrias

CIRXX .
!@Ndesaabsﬁﬁ&&i&ﬁ’rh?hﬁwlda
Slertciact iaesPUTIASRIgac idacivcn laaglast iscnicnoitacivegivagiatgisaciago~
! Xost . ..

v

' . CDR3 . .unvtn

+

LRAEDTAV‘YY!‘:AMnggqqq-‘HG
 3TTAIAGY QUL IgagigaT aCTiGCAIGLT ItaTIesCitgeiget aRg Auk Hsnk nok tyg gge~
§ ¢ 6 ¥ T ¥ T w s 8 (SEQ ID W58} i

SRy Q9T 40t AChE GIC AQC gte toc agE-3° {SEQ ID NO:5ET)
¢ B&EIT. . :
!
IR B -TIGRA TR TitaTitallitgoigot aRq nik nak onk tg9g gge cay g9t ant ag-3°
(SEQ ID NO:Y8)
{ON_ 5) 3‘macqu&qacqgﬂ'g.a\-cgwhg‘rhc\.cngcccm&ﬂ:&* t 33 bases [SEQ TD NOD:58)
ON.5 & complementc reverso de $'~033 99¢ C&Q @t act aok 8TC ACD gro toc
agh~3F §SEQ ID NO: 8%}
3 Hsar (N-1 = OR-2 mostrados e bRixo

o v S R e L i v v A i e A i 22 0

.

T3%4

t ADM de scab g R ] R ] EA ¥ T L ¥ L 1] # o 5
§'entalact lato PINT LAGA [gac fasc] tot lasgiast lachictoitacituglcagiatg | 2 fags-
Abal. .. .

CREI. ... v
*t R & E © T A ¥ Y ¥ € A WKRgg 93 97 gg ¥
PTTA MG iget igagigalialYigChiGiTit alltat’atq"!g&:t alg ank akk ank nok Ly

[

§ § @€ & T T ¥ T ¥ 5 3 {SEQ ID NO:80)

g9 S8 49t aot oG GIC ACT gL¢ teg agh=3 {8EQ ID NO:61)
£ BstEIX. ..
:
{03R4) 5" -GCAIGRTitaTItal i tge lgot aBg nak nnk ook nok bgg-

¥JC cay gyt sct e~ {SEQ IB NO:862)

! Usar ON-1, ON-3, e ON-B
T v om0 ot ke oo e e 7 e . e . e e
LIS
5. SON de scab 8§ B D N 5 X ¥ % L Y L 9 ] H b
' -trotact lateITCTIAGA Jgas faas R er faagi sat last et itae i ttalcagiatg tsan ] agi~
H Xbal...

CORI. oo vnnnnnsn
L R & E bid i3 R ¥ ¥ ¥ i A XKIR gg fliquqq
EI‘TFsmGgmct,zqaqigana{.nﬁm\,&ﬂm?immtgmqat\ afg snk nnk nnk ank ank-

1
t
!

Y w8 D & T T W T ¥ 8 & {SEQ ID KO:63}

oy Q90 O3 99T AR acl BTN ROC gho tes agr-3t {820 I NO:68)
¥ BSLETI. .
ICINE) T -GCAIGLT ieaT I tacitgeiger alg nak ook nnk nnk.nnk tgge
g9t 489 ggt act ac-:i' {SEQ I NO: 65}

§ o o .t s A 8 AR S8 A8 5 £ 1 2 8 ettt s

aRy codifica K ow H



69

Alternativamente, a diversidade de HC corrente pode ser
clonada em DY3F87HC e a diversidade de CDR3 acima ¢ clonada
nessa diversidade como fragmentos Xbal - BstEII. Uma
biblioteca de, por exemplo, 25 LC é clonada em pLCSK23 e
usada para criar uma linha celular em E. coli TGl. Estas
células s&do infetadas com o fago DY3F87HC que abriga a nova
diversidade de CDR3 (e CDR1-2) de HC. 0Os fagos obtidos
desta infecdo s&do selecionados quanto a ligacdo a um alvo
desejado. Apds duas a qgquatro rondas de selecdo, as HCs
selecionadas s&o transferidas para pHCSK22 e usadas para
criar uma linha de células que possa ser usada com ROLIC
para combinar as HC selecionadas com todas as LCs na
biblioteca de LC por ROLIC. Deste modo, uma biblioteca de
1,0 E 9 pode ser dar Abs que requereriam normalmente
construcdo de uma biblioteca de 1,0 E 16 (assumindo uma

diversidade de LC de 1,0 E 7).

Exemplo Profético 2: Bibliotecas com CDR3s de HC Muito

Longas
Sidhu et al. (J Mol Biol. 2004 338:299-310 e pedido dos EUA
20050119455A1) relatam Abs de elevada afinidade

selecionados de uma biblioteca na qual somente Y e S foram
permitidos nas CDRs que estavam limitadas no comprimento a
20 aminoécidos. Pode ser possivel gerar Abs de elevada
afinidade a partir de uma biblioteca que tem CDR3s de HC
com uma ou mais das seguintes formas de diversidade: a)
varios locais (mas nédo todos) permitindo Y ou S, Db)
incluindo 4-6 coddes NNK, c¢) introduzindo segmentos D (com
ou sem diversificacdo no D), e/ou d) usando PCR propenso a
erros. J& amostrdmos o espaco de Ab no qual a CDR3 de HC
estd na gama -8 a ~22 com um comprimento médio de 13.
Assim sendo, bibliotecas nas quais CDR3 de HC tem ~23 AAs

ou ~35 AAs sdo possivelis e podem ter vantagens com certos
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tipos de alvos. Por exemplo, GPCRs sdo proteinas da
membrana integrais com sete segmentos helicoidais
atravessando a camada de lipidos da célula que se pensa que
tém estados multiplos. Um anticorpo tendo uma CDR3 de HC
muito longa poderia formar uma protuberdncia que se ajuste
ao canal formado pelas sete cadeias. A procura de Abs que
se liguem a GPCRs tem sido dificil e a construcédo
intencional de bibliotecas nas quais todos o0s membros
tenham CDR3s de HC muito longas pode melhorar este
problema. Os comprimentos podem ser tornados algo
variaveis, digamos 23, 24, ou 25, numa biblioteca e 33, 34,

ou 35 numa segunda.

Em baixo estd um nUmero de desenhos representativos. As
CDR3 foram quebradas e a diversidade gerada que permite que
as varias partes tenham relacdes diferentes dependendo do
valor de X. Foi usado JHl1 de comprimento total e em alguns
desenhos a diversidade permitiu diversidade na parte de
CDR3 de JH1. Outros JHs poderiam ser usados. Nos desenhos,
0s segmentos D s&do ricos em Y ou tém uma ansa de dissulfeto
rica em S. As sequéncias de aminodcidos de segmentos D de
humano sdo mostradas na Tabela 3. Os locais onde a regido D
tem S ou Y ou permitiu outras combinacdes foram em
particular variados. A Tabela 4 mostra as sequéncias de

aminodcidos de regides J de humano.

Cada uma das bibliotecas poderia ser construida em pelo
menos quatro modos: a) ADN codificando uma sequéncia de
aminodcidos particular é em primeiro lugar sintetizado e
sujeito a PCR propenso a erros, 2) a biblioteca pode ser
sintetizada por wobbling ou com misturas de nucledtidos, 3)
a biblioteca pode ser construida usando dobbling, e 4) a

rota (2) ou (3) poderia ser seguida por PCR propenso a
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erros. Como um exemplo da rota (1), no Desenho 12, poderia
ser sintetizado ADN codificando SEQ ID ©NO:908, como
mostrado em SEQ ID NO:911. Este ADN poderia ser sujeito a
PCR propenso a erros usando o0s iniciadores mostrados em SEQ
ID NO:909 e SEQ 1ID NO0O:910. Porque estes iniciadores
abrangem as regides de framework, 0S8 e€rros O0COrrerdo

somente na CDR3.

Uma biblioteca de HCs com CDR3 com comprimento 23 de, por
exemplo, 2 x 10° membros e uma segunda biblioteca com CDR3s
de HC de comprimento ~35 tendo também 2 x 10° membros
poderiam ser construidas. Alternativamente, o ADN poderia

ser misturado para construir uma biblioteca de 4 x 10°.

Tabela 4: Seaguéncias de amincacidos de FH de huamano

K3
CORY
188 110
| {
JNE === REY FUHNGRETLVIVES {SEQ 1B NO:§&§
JHE === WY FRLNGRGTLVIVES L1SEQ XD NO:&7T}
T3 = AR ITNGRQETMVIVES LSEQ ID NO:2)
JHA == =Y T DYNGRRTLVTVES {5EQ ID MNO:1}
JHE s - NHTDPRHGRGTLAVTVES {SEQ ID MO 88

JHE FYYYYGMDVHGOGETTVIVES {EEQ I ND:3}

Em cada um dos seguintes desenhos, a sequéncia de
aminoacidos comeca com YYCA(K/R) que é o final de FR3. FR4

comeca com WG e é& mostrado negrito.

Desenho 1

SEQ ID NO0O:898 compreende a extremidade de FR3 unida com
dois residuos (DY) de tipos fregquentemente encontrados na
sequéncia de enchimento que o sistema imune coloca entre V
e D. Estes sdo seguidos por D2-2.2, preferencial porque tem

uma ansa de dissulfeto e é rico em residuos de Ser e Tyr.
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Isto é€ seguido por YGYSY, que & rico em residuos de Tyr e

Ser, que é seguido por JH1 de comprimento total.

XEpiDI-2.2: 18X JKY

st

1 2 2
FRY 1 8 4] 5 §  IFRd
YYCRY DYLYCSSTSCNTYGYSYARYPQUEGQATLVIVESR {SEQ ID No: 894}
YYCAX MXGYCSXXSOYIRXYSYAEYFOHWGRETLVIVES {SEQ ID NO:69)
R GYCSSTBUYT AEYFQURGQETLVTIVES (JHIY
{SEQ T NG 70§ {SEQ ID NO: &6

i3 3 1
oo ¢ 1
U Zabedefghi §klmapld o

]

Bivarsidade de amincacidos w 1 SR E
Driversidade de ARN = 2. 3I5 E
Isentos d& paragem = A3%
Iseuntos de Cys injustificadas e« g%
I

Izentos de paragemn & £ys = G8%

[0 4]

R
s

O desenho 1 (C23D222) tem 94 sendo R ou K, depois 2 Xs, D2-

2 na segunda grelha de leitura com dois Xs na ansa, seguido

por dois Xs, e JHl1. A 2° grelha de leitura de D2-2 tem uma
ansa fechada de dissulfeto na qual a diversidade em dois
pontos foi introduzida. Esta CDR3 tem comprimento 23.
Usando iniciadores que incluem ADN até ...YYCA e a partir
de WGQG..., PCR propenso a erros poderia ser realizada na
CDR3 antes de amplificacdo em Xbal e BstEII para clonagem
na biblioteca de LC de kappa e CDR1/2 de HC. Assim sendo
serd permitido que os AAs que sdo mostrados como fixados
variem alguma coisa. Os AAs que 880 parte da regido de
sobreposicdo de PCR serdo reforcados pela PCR ndo propensa
a erros final. A PCR propensa a erros nado é uma parte

necessaria do desenho.
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L2302 THY . ) N N
P ADKR de scal 5§ O ROOD [ § & w T | . 4 L @ M N 8
TUrrioiact (e | TRTIAGR {gae jascibet {aagiaat jast jeto(tacicegicaglatglaas jagl-

4 Xbal...

]

! i R A B ] T A < a KIR
ITTﬁ*&Eq=#¢t!qaalQ$T~ﬂﬁ*!Qa§¢§§&$£g3$5&£ﬁ&ssdasg arg -~

L]

¥ €533-~n“"~n«mwmnvwwmnnmn_“.mnnm_vn--»--“nnm-f_-___n___Q____u-q____g_

L ¥ PR-F RFR. ..o i verisrsar s ¥ R JHL. .

Rt

9 9y 6 Y L. 0% oy gy & ¢ 0¥ ¥ wy g4 ¥ 0§ 0¥ A
nak ank gt tat IgE teo aak nnk bet 190 a4t Aot nnk ek tat toe fae gots

Ok ¢ F g M
QIR At TR oRg ose-

H w & Q & T L v T v 5 & {SEQ ID KO ; 71}
£3g Qgn <ag QYL a¢t <@ GIT ACC gre teo agb~3' (SEG ID NO : 72
BseEIT. ..

-

(ON_C230232)  3'-~GLALG ; aGikaclacty aRg nnk nnk ggr tat gt tec nnk-

nnk ok £gc Eat act nnk nnk tat tea tac et Qa3 Lat tto o8y o8v

408 Bgc €ag gut agk et-3° ¢ 107 bases (SEQ ID MO ; T3}
{ON_1} 5'-GRAIGETLtaldtaRdigelact~3" {1580 ID RO = 749y
(ON ) & -AghoThcceTogoccohglegTocATACSgTAATAGT=-3' | 37 bases {580 IO NG :
1%}
(QN_2 & complemento reverso de 5°-go Gat tac g9t stg gac gie Lgg
HC 838 g9t agt ot~3') {SBEQ ID RO : I8}
{OH 3} 5‘“ttclaCtaatciTCTiAuﬁlgac;aavttcttaagiaatiacL{c:catarl“tg;eaqtatq;~

adc lagliTTA{AGg gt IgagigaT [ aCT IBCA LSS 8 Atk -3t {SEQ ID .

Hg o TR
{ON_ 4% S'-AcTaghqhsgeTeacchgAgThecoTgaecock-3 | 33 bases {SEQ ID NG : 78)
IR £ % Cag g9t ack ohf GTC ACD gte roe agb-3° (RC} {SEQ ID WO : 793}

Desenho 2

i i 2 @
1 & & 5 o 3
YYCAK CSYYYGRGSYYNVLREYYAEYFQOHWEDATIAWTVES (580 ID O 889

YYCAX XXEXYGRQEXYNMXSTYAEYFOHWOOGTLVIVES (S0 1D u0:80)
B YYYGSGIYYN ARYFQHWOQOTLVIVES (JHL}

{SEQ IL NQ:8ly {580 ID BOQ:8%)

Diversidade de anincacidos x I R B S
Biversidade de ADN = 2,18 E §
Izentos de pavragem = 23%
Izantos de Oys injustificada = &3%
I=sentoz de paragem & Cys = 68%

0O desenho 2 (C23D310) tem 94 como R ou K, dois Xs, D3-10

com os 5° e 8° residuos mudados para X, 2 Xs, SYY, e JHl. A

CDR3 tem 23 AA de comprimento e poderia ser adicionalmente

diversificada por uso de PCR propensa a erros.
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CEIDIOIME

t ADN de sesbh 8§ R OB W8 E ¥ T & ¥ [T I &
Fregtofisctiate fICTIAGN jgac i dac et faagiast tact jetoitacittalcaglacgiasgiagh~
$ Xbal, .,

£
¥ L R & g o T A ¥ ¥ ¥ [ & KR
VTTALAGE oot jgag{gaT{alTiH0AIGET ItaT [taitgeigot alg ~

2w e e

oI Y Y Y & g9 #0085 g9 ¥ N gy og9g § 00y 0¥
ank onk TaC L8t Lot gar sak ggo Lot Bnk tac 3st nnk ank et gar tag

! a £ ¥ F G H
get gag tac TEE cas ost

g TH ]
¢ AR e v v e varrriaasvesmsav v ey

! W & b +] & T L ¥ T L & & (SEQD XD w032}y
g o Ay gyt act ool @80 ADD gre too agre3T {SEQ ID WG:83)
Bsgbil...

230310 5 -GRA IR TUILAT et irgeiagret &R nek Ank Lac Leo ts& gt nak gou-
toe nak tac aan ﬂnk nnk tet tat Tae PEL FAY Lad LLL ORI AT LEY_9gc S8y
S gk ek«3? {SEQ ID BO: 84}

ON_1, ON_2, OMN_3, & OM_4 como aonima.

Desenho 3

1 i 2 3
1 & g 5 g 3
FYORK DYYYYGSGEYYNSUSYSASYPONWERGETLVIVAS (SEQ 10 HO: 304}
YYORK XEYZEGZOEXYNZXIYZAXZFONNGRCTLVTVSS {SEQ ID BO:84)

K YYYGEOSYYN AEYFQUHWGOETINTVES (JHY)
{EEG 1D WO 81) {BEDQ b H: &)
Diversidade de anincacidos = 31.84 B 8§
Diversidade de ADN «~ 3} G7 B B
Isentos de paragem = a8y

Isantos de Oys injustificadas = RE%
Isentos de paragen = Cys 7%

1

0O desenho 3 (C23D310B) tem 94 como R ou K, XZ, D3-10 (RF2)

com os 2°, 3°, 5°, e 7° como Z(Y|S) e 8° residuo mudado

para X, 7ZX7ZYZ, e JH1l (com o E mudado para X). Z & Y ou S. A

CDR3 tem 23 AA de comprimento e poderia ser adicionalmente

diversificada por uso de PCR propensa a erros.



75

AV ¥ ¥ C A RIKNGZ YIS ¥ YIS YI® & w8
ORALIINGY FU-GAdErlliratitatitgniges alg onk tme tac LR ot g9t twe ggo

¥iF g9 ¥ ¥ TS 99 ¥i{S Y YIS A gy Y8 ¥ o H W £+ ]
ot nak tao At tat ook dae tat by ol nok e fLt 3@ o@t 98 gye can-
@ ¥ . % (SEQ IV NOIER

fuk 8L 83 (SEQ 1D RO:8§}

ON_1LON 2O 3, 2 ON_Y como anims.

Desenho 4

i i ¥ B2 3 3

i 5 @ $ g 35 4 5
FYCAR YYSESYYEYYYDSSEYYYSYYSDYSYSYYAEYPOHNGLRGTLVTVSS {850 ID NG $6L
¥r¢aa PYSXSYRYZYDAEGNLIRY YSHYLYELLAZEF QHRECGTIVIVES  (SEQ ID NO: BV}

FYYOSEOYYY AERYFOHBGOGTINTVES {JHij
(SEC ID NOIBY) (SEY IR BO16&)
i 1 i
® ¥ 80 L i
45 ¢ Zahodefghi jkimnopgrsturwsiyabd 9
Diversidade de amincacidos = 1,84 E 8
Diversidade de ADW = 1.87 8 3
Izsentos de paragem = sy
Issntos de Cys injustificadas e BAR%
Isentos de paragem & I¥s = 7%

O desenho 4 tem CDR3 de comprimento 35. O residuo 94 pode
ser K ou R, depois YY¥S::X::SYY::X::D3-22(2% RF com uma S
como X e 3 Zs)::X::YYS::X::YZ272Z::JH1(com 2 Zs). PCR

propensa a erros poderia ser usada para adicionar mais

diversidade.
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L3I5BIZ2IHL
P ADN de soR 8 R OD ¥ OB K OMOT L Y L OO M ¥ S
5'*ttclactﬁa:n:?ﬁ?ik@ﬂiqaﬂia&citc:Iaaqtaat!a:a%c*al:a*sttglgaqietqlaatiaqt—
Xbel. . .
i
H L B A £ D T * ¥ < A OKIR
r&1acgsg¢ttgaqrqaria»?sgg@;g;*¢ggx;gag;ggggg;; -

+

T DR e s n s nnrn s s e e ————————m s 2 2 26 e e v 2 3

1

H ¥ X & o 3 k4 ¥ oo ¥ Yig Y 4] ¥ ¥is @ Y ¥ X

tae tak nod nnk ot RS tat sak tal MR Fan ¢at sgr emt ggt et bme fat

L)
oy ¥ ¥ Soay ¥ ¥IF Y YIS WIS YI® A WS YiE F @ H
nok bad ©8t Sgc ARE LAt bar tar e Bt bme got $3E Bee Lo cea ceg

]

! ¥ § @ F T X V¥V T ¥ & 8 ISEQ ID ROWEW
L8 998 fed Qg% 8st oif GTE ACC gro voce agt-it §3EQ 3D NG ROy
§ BRI,
ic356322E) 5 -RALGRIRATALAG Ik GRlgEh ARY ran tal ToC AGK LoD LEC Tt nnk-
Tat LML LA QA 3§t tmb @At K& twe et snk td0 tar age nak Lat LM Rade
tme fmb Eme got bmb e the oma cas LOg gus o8g gat ast ot~3' (SEQ ID MOz 91}

DNE, O 2, DM _ 3, & .8 como acima s

Desenho 5

1 i 22
1 3 g ] g 3
YYCAR SSGYE5$Y$¢¥Tﬁvf¥VhE¥F§ﬁﬁﬁ§G$&¥?vss {SEQ XD NO:I90)
i i ATV ISEQ I MO 923

R GYCSSTSCYT K stasravwvss“:aaai
(SEQ I NG} $EEQ IT WO 66
DMiversidadse de aminoacidos « 1,54 F &
Biversidade de ADN = 307 F &
Isentos de paragems = K8%
I=sentos de COys iniustificadas = BB%
Izsentos de paragem o Cys = Ti%

O desenho 5 (C23D222b) ¢ como o desenho 1 mas usa muitos

coddes variédveis Z (Y ou S). Esta CDR3 tem comprimento de

23.
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¥ ADH de soak B R [+ H 5 K M T & Y L 4] R . 3
Fr-rtglact s | TCP IAGR gac faaTitor laaglast fact tetcitac iLigicaglatg] saciagh~
§ Xbal s . .

H L R B E 15 T A ¥ ¥ ¥ T R KIR

\Tmm&qﬂgu;sqaqiga;..acn&%;gggg; taciteclast aRg -

XS YR G WIS C YR ¥S 09 \!’!3 £ y;s T oy g ¥ Y8 ¥y g
tme Lt g EEE LQS LMe tek nek ok tgt tme ace Aok ok Lat B@E tac &Rk

to¥E Y f o H
£xE At LES Zag Sad

! W B ¢ @ T X Y T ¥ S 8 {SEQ 10 NO:33)
g9 gge <og g9t act ot GYC ALY guo oo agu-3 {SEQ 1D M98
! BStRIT. ..

(C23IB2220H10) 3 ~GRALGRTILATILACHIGRIGRE BRY tme ML 9ot Eot oo tms Tmb
rek twk ngt tes soo fnak ARk Yat tmk tac nok WG LAt LR Sag cac kgq gacs

Lag ggt gt we-3¢ {EEQ 1D WD:25)

Desenho 6

¥ 1 2 22 3 3
1 5 ] 5 & 35 & 3
YYCARR SYDYYOYCSITICYTYYSYVSYSEVYSYYARYFOHNGQGTINTYES  {SEQ IR RO 80W

YECAR BYXRYGRCRAXSCETYESERE Y SRV RO R VAR R QI LVTVES {SEQ ID HO: P8
R GYCEITECYET BR-2.R2 ABYFOHWSSSTLVTVES {(J81)
{SEQ ID NO: Q) {285 ID WD 66}

Bivarsidade de anincdeidos * XG0 E B

Eiversidade de SDN =~ F. 3T E B

Isentos de paragem = Ot%

Isentos de Cys injustificadas = 91%

Tsentos de paragem = OFs = 83%
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CISDI22JIML

i ADM de scab 8 R B M 05 K N T L ¥ L @B M ¥ 8
§" ~treiant ;atcll‘cﬂn&!qaesaaei*c* fasgisat |aot [EETita it Ly iTagiargiaas 1agl~
H Xbal.

L R A E D T A ¥V ¥ Y € B KiR
FTTALARg tget gegigaTiaCTIBCAI G T raTicaCitan frer aRkg -

Pﬁnlp“vg\“_r““-gr--'w-,‘-mw.-\-m“u‘mm“HIN&A-'-A-A-LA--II&M“d—l&ﬂ‘kwnd’i‘vwwu-—-——m-‘m—m“m\zm-n-—-—-‘--na—
oY oY ¥ W8 ¥ 6 YIS T WIS YIE YO8 & o ¥iS Y Y Y8 8§
Tt faw BBk ARG ras g MG tge tabt ted niak 0T gt Ee S0U tat et teée

owiy 99 ¥8 y 5 @ Y W8 OS5 ¥ig ¥ A E Y P ¢ H
Tk ﬂﬁk L Lat Lob I‘mk Rad EA gt bmt LAt got gag tat Lo S3F Cag

"8 O f 6 ¥ R ¥ T W OB B FSEG 1B NOL 97
LG 9UC oG gt et oG GPC ACC gic toc agt-3t ISEG TD WG §83
§ BstEIX. ..

{CISDRZIIRV) S -GCARGETicaTicali tge [Qot 8By tat Tac PAX EWMe LA 99° L8t~ Lot LNk tae
Bak Bt B9t ke asc Lot &mE too tak pak ted tag tot mnk fees
he gt tHE LAk gON gAY ISt LU CRg GAQ [g9 POl Cay g9t act ck=3° (SRR 1D NO:F9

Desenho 7

1 i 2 ¥z 3 3
T8 & 8 g I35 Er) 5
CYCAR YYSYYEYCSS Ty TY s SVEVaNYSSY VAR Y FQHHSRETLVTVES {SEQ 1D NQ: 904}
YYCAR ZVEEYGICCaRTCETYRSIREYS2YESRYASE: GTLVTVES {SED D wo:1803

R GYCSETICYTY Pr=2.2 &EYFQWLW& {JH1)
(SRG In No:ThYy | (SRS IR MO8

{J=FRY¥, BeYRED, $~ERD) .

Piversidade de amincicidos * & 44 B B
Diversidade de ADN = X 4D E B

Izsentos de paragem = 53%

Izentos de Oys injustificadas = 93%

Isentos de paragen e Jys = HE§%

¥
it
]
ha
a2
&3
ey
x
fos
w

ABN da soabh 8§ R B B & # W T L ¥ L & o N £
:tcmc* Iatnlwmmiqaclaatﬁtm#aagiaat!attiﬂm anftigicagiatgfasr fagls~
Xbat .

rom e rm 5}1 s v

L R A E ba T k3 & ¥ ¥ £ 5 RiR
FETRIAGY oot a9 FgaY | aCT I SLAIGEE i lges alg ~

EEBERL Y o e s e A 2 B AR A 2385858 BB 38

¥I8 ¥ YIS XS Y & ¥Wis8 C YIs yj2 99 Wy C© e ¢ ¥ ¥Yi8 S
tSE Ter Emo Eme LAC ggT EME tge bt G onok Rst byt e ace tat tme oo

o v eer

t Q ¥ RER
oY O Yi® ¥ 8 YiE ¥ YIS § ¥i{® Y A EIK Xi§ Fif Q My
Rt Ak BN Lab ROt SRR Cac tme syt bt pat gor Vg tet dHe cag Mae

% ¥ & g # P K ¥ T ¥ 8 8 {SEQ ID NO:1fly
48 §aC £8g Qg act oG SO0 AT gio ten agt~3* {SED I0 WO 102}
¥ BspEii...
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Desenho 8

1 X 2 2z 3 3
i 3 Q 3 g 385 « B &
YYCARKR SREVYDYVWGSTRYTESYSYYOYSYSSYARYPUHEGQGTLYTVES (SEQ ID WO 309§
YYCAR SXBYZREVHCRIRETISERIVERTYRSEASRTOHNGRCTIVIVES (SE0 ID MO 10%

R YYDYVWGSYRYT Bi=18§.2 AEYFOHWGQUTLVIVES (JH1}
PSEQ I MO;igd) {SEG ID N0 66}
{I=EY, B RRD, peBRQ)
Diverzidade de amincacidos * 3 44 E B
Biversidade Jde ADN ~ 1.6 E &
Izentos de pavagems = HYg
Isentos de €ys injustificadas e W%
Isentoxr e pavagem e Lys = HE%
LIRFIIEMIA
¥

' AP de scab & R D N 8§ K & T L Y L O ® N &
S'»:tniasttattchwinGhsgacKaaastct:aaqsaa»%aat iskeivacictgicagl avgisaciagh~
Xbsl. ..
i
H L B A £ B ¥ & v T ¥ < & RiB
ITTRIACY gon Pag {gaT 1alT IGRR ralitai I tgslont &

Cnﬁg*-----nnwg*q**a§*w@*w**ﬁ**§*§iﬁ*-ﬂ*»**»*ﬂ“**ﬁ#ﬁw@**ﬁy**ﬁ***ﬁ*m»*
HiD

s ¥ ¥Yis ¥ YiE Vi® ¥i§8 ¥ w G YIS Y8 B ¥I® T Y&

ok nRk bt tan tmt et teb gUC D¢y gut bR e Ogt bR 3ot et

t 0% YIE OF YIE Y WIS YIS V)§ ¥ ¥Yi8 5 ¥|s
gt tme fnk tmE fao BRE Bt Eme L3t B sgb ek

. Q
¥ A, IR YIS 7 0§ H
GUT wag tme TIc oaf o8t

% N &8 g ¢ ¥ L v T ¥ 35 B {ZEG 15 RO 1858
Lgg Qe £ag oot §Or St6 G10 ARC gte top agre3t {SEQ ID KO:10S3
% BETEIYL. ..

(CHDILEIHIAY 3" -LOAIGLTineTitadisgnigot aRy tmi nnk ome tae s Nag taks
GTE Ly 9Yt MG LME ogt ket At tmb agb- tme ank LM R0 LM LT Lme Lat-
fmo agt Mt GOT wag e Lo cag cat Lol 949¢ fay ggt ask et =3 {5EQ ID MO:107}

Desenho 9

O desenho 9 & como 8 exceto que o segmento D estd movido

para a direita



i 1 ¥ &2 X 3
1 3 9 5 ¢ 35 e 5

©YYRAK Eﬁfﬁ&ﬁsYTSEYYBYUW&SYR¥T¥&S¥YAE?EQHNEQG!&VTVSS {SEQ ID 80906}
’ ‘ {SEQ ID NO:108)

YYCAR SNERZMZYPIRYIRIVWGIIRETYZSRY AREE 3 VRS

R §3-}8.32 TYDYVRGEYRYY REYFQRHGQGT&V??SS 1],
FENG 3D RO:ROS 15EG TP N:O&)

(JeFEY, B=YHRD, geilg)

»

Diversidade de amincieidos « 1,31 E §

Biversidade de ADY = R 3T E 8

Isentos de parvagem = 1%

Isentos de Uys injustificadas e 3%

Izentos Jde pavagem e Oys ~ B3%
ﬁ&%ﬁElﬁJHl&

!m\idescabSRﬂNSKNTLYLOﬁms
&% *ttttactlatrthTt&G&lqaataa¢ltctﬁa&glaat act foercltacirtgfcaglatgiangagt-
. Xbal .

%
: » .
f . ®R- & E & X ¥ ¥ € A EiR
W‘mmszg:qmrqaql%ﬂaﬁ”mm sRy -

[ kggggts«*«-_m-, .............. 2 0 515 R e - e O O 0 B
WIS O YIS YIS YR O YIS ¥ Y8 Y3 98
tmt ook tac Rt Boc ank Bk tac tag S|t SN

i mip .
e ¥ Yi% Yih ¥iE N W G ¥iE Y3 R Y8 T
ar tmt Hat tmb gty vogY 90t ted bne oyt kmk oase

¢ ¥ X8 § ¥R ¥
taf e sgh tmbt Cac

+ Q

! A EIR Y3® ¥ Q H
GUT wag tme TEe 8y &R

t ¥ & ¢ 8 ¥ L ¥ ® ¥ 3 =B {SEQ I0 NI
Loy gun cag gahb ack ob@ @0 ALY gho teg agi-3t LREG ID NO D)

¥ HeEEIT. .

{€330318IH1IBY

ST-GERIGETIeaTitaditgeiget aBg tmt nnk teo et wme nnk EMT £30 tme Emb tan

80

ESe Emt Mat mbt gt tgg 9ot tme e gt (At act tat tme aght et tac 8CT7 wvag

ime LEe cag st Y gge oag ggt act or-3° (5B ID NG:YILY

Desenho 10

1 2R
1% 8 8 o 3
YYCAK GSSYYYGSGSYYNSOYYSAEYFQUWGQOTLVIVES  (SEQ ID NO:807)
TYCAX NRRYZEGELERYNENTYEANIIDH LY {SEQ 10 NO:113)
R YYYGEGSYYN AEFUHWGOGTLVTVES (JH1}
{SEQ ID NO:83) {SEQ IB NG: 86
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O desenho 10 (C24D310B) é como o Desenho 3, mas a CDR3 tem
o comprimento 24. O desenho 10 tem 94 como R ou K, XZZ, D3-
10 (CRF2) com 2°, 3°, 5°, e 7° como Z(YIS) e o 8° residuo

mudado para X, ZXZYZ, e JH1 (com o E mudado para X). Z & Y

ou S. A CDR3 tem 24 AA de comprimento e poderia ser
diversificada adicionalmente por uso de PCR propenso a

erros.

roiciasy sRg nak tae toe tac UM tok gt Gege
; L e 3t o got ok bme cit AR fat R I LA
S8 g9t 8t si-3’ {SEQ IS MO:IL3}
ON_Y, ON_2, ON_ 3,2 GN_4 como acima.

Desenho 11

H 1 e 2
I 5 & 3 g &

YYCAR SSESEYCTHOVCYRSGSYHYPDLNGRATLVTVESR  {(SEQ ID BO: 80T
YYCAR ZZX2GZCI2GEVCIIIRITLAZI ZLWGRGILVTVES {SEQ ID NO:114)
® GYCTNEVOYT YRYFDLWSRGTLVIVES D2-8.2  Ju2
(SEQ ID NO:1ISY . FSES FD MO
PE=PYS {THTY, 2=TRND{NAT), 3ITER{ANA}, 4=LSW{TBG}}

{CEAD282Y §'-BCAL iaTitsfitaclgor alg tae tat ank tmt ggt tsms tgt ane-
nak gotl gl tqn tm ana tm nnk tmE tmt thg tat &bt nad otg Lag ggc-
£Ag g9L 855 BE~3Y, (SEQ TD NO:1183

CAHDEBR. 1Y 5 ~BRAJGRILEAT LGk i ges Ry ottt ok tmE 99t tee tyc ane~
nat gyo gio iq;‘ &mt ama tmd ;mk tm‘l: ok by tant tht naw (:tg iag age-
tag gat ack gkt (SEQ ID NO:117%)

IC2IDIRT. 1 3 ~QLALGNILRRZER s iget aRg T Tt nok e gut ke toc anas

B8t goe ate tie b3 [SJ{} §D 3118 {mecessita R, ¥, H, Ki
(C4DIBE .2 ' -pAn B G ghg ATH ADR AKA WA BRE AKA MBN gBa TNT RKA gl

g gee ATN THT geh qms\e:f:q:t‘ TULRED 10 NO:1191 ! 75 bases

{$'~g ggt EEe tge ama-
Hat GO g0 Lyt tew snaa ted nok tat tmt thg tot kbt nab Clo RSO3 SQSe

SE RS8R EE~ 3 IRDY {5EQ ID NGRIM inecessita N, M, K, 8. 1

Desenho 12
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1 i 2 2 3 3
3 3 g 3 o 5 o 5
PYCAR SSYYSYGYCTHOGVOYTYSYSYYSYSYSYWYFDLWGRGYLVIVES (SEQ ID NO:308;}
¥YOAR RERRRIGCICIICGVCEIIDITYIZY AN S L ZLWERGTLVIVES {SEQ ID NO:12Y)
E CYCTRGVEYT YWYFDLWGRGTLYTVES D2-8.3 JH2
(BEQ ID NO:11S: {SEQ ID NO:6T}
(1=¥15, Zo¥HND, I=ITKR, 4=LSW. d=<¥5}

{CEE&ZBZT?} 3 -G
82RE L
ICR30282) 5 -LLA

tmt Eght ana nat ggeo gtg :ga tmt ana tmc tmn tm: tmt | 234 tmt s tat ik~ -

tac twb tmo tbg tma tht nnt ctg E9S ggc cag gyt aet ot-3° {(SE¢ ID NO:122}
’ TS J iradisonias toed tog tae kak bteo tae ggte

tat Lor RoA &a: 99c qtg tgg sac aga tac toc tas tot tat tat tee tat toge

tas Lot EAC LY hac tth gat otg {499 99c c8g go9b SCh ob-3T(SEQ ID NOHIIL}

Desenho 13

O desenho 13 coloca um segmento D da linha germinativa no

meio de um mar de Zs tal que se consiga fazer dois pedacos

de ADN gue se sobrepdem ao longo da regido constante.

CDR3 de HC tem comprimento de 34 e a diversidade & 27°

x 10°.

1 1 2 2 3 3
1 $ g 8 0 & & 5
EYOAR SESYYSYYSSCYCTNOVCYTYSSYYSSYYWYFRLWGRGTLVIVES (SEQ I NO:did)

FYCAR 222222800 2GYCTNGVOY TEERERE222WER 2 LNGRGTLVTVES (SEQ 1D NO:12®
R’ GYCINGVEYT YWYFDLRGRGTLVIVES D2-8.2 JHE
T{SEQ ID NO:I1S} {SEQ ID NO:6T)

{2=YHND)

ICIA028L. AR §-GEMIGE Tite TiLabILeninet aRg tmt tme tie DoE LWt the owme bebe

tme tMG gt Lat bgt SSE Ree gge gtt tge tat ack-3° {SEQ YN NO:134)

§5I4DIR L 2B 8 ~Ag AT Ace clg goe peX chy TN AR ANAR c2h ANR ABA ARA oBA~

A

8

g¥h gKA gkh RKE 3KR AgY BYA gch h&c goe T AgT Ach ATA-F° EEQ ID MO 13NY!' OBE
Dases
5% LAL tgt SCL S0 SPC gLE e tal agt (it LML Sine EMe tes tmee

Lol MU EME CRg EME CEC Nee oUY LOU_ GO 53d SGr ast gr-3° {3EQ 1D

NO:I26) ERCYHE

Desenho 14
O desenho 14 ¢é como 9 exceto que o segmento D

maioritariamente linha germinativa.
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¥ e 2 22 3 3
1 § ] L3 6 35 9 )
YYQCARE YSYYRGSYYYSUYVHROSYRYTEYROSYYYARYPORWOQGTLVIVES (S50 1D WO: 813}

YYCAK BRZEZQLZZARDVVHESYRITARZZRZZARRFONWGOOTLVIVES O {SEQ ID BO:127H
B D3-16.2 ¥YDYVHGESYRYT . RAEYPQHWGUOGTLVTVSS (JH1}
1SRG IR HG:104% (9RO IR HO: &)
(C34DI16. 280 5 -GEAJBETILATLY gt »Rg tmk £me omC peb twb tms gme ke
2231 tmc e 0 E3E Lo Loy gt ast tar egh-3f {SEQ 1D
BO: 128}
fC34D316.28) §'-Ag Aa¥ Ace oTo gon ook ATg oTg gid AKR ofe Agc glA gKA qKEn
gKA gRA ghA AKA 307 olR Acg ATA Aq'l‘ Aoc ool ghn ATA ATe~1! (SEQ. I8

VG129 {1 BE bases
{5'~gat LAk gtc (U9 g9t ack tat gt tmS 3ct bmb tmo oS tmo fmee

e tme got Jay tnt EEe Say it Lgy gge tag ot ect gf-3°
{SEQ ID WO 1305 IRCYY

Desenho 15

O desenho 15 permite alguma diversidade na sobreposicédo, 5
flip-flops de dois sentidos. Existem somente 32 sequéncias
de sobreposicdo e, mesmo se existirem ndo correspondéncias,

elas ndo mudardo a diversidade permitida.

i I 2 22 3 3
I 5 o 5 s 3% ) 5
FECAR SYUYESYSYYYD¥WRESYRYTSYSGOSYYARYPORNGOOTLVIVES (S8Q ID MO: 224}
¥¥OAK BZERRBRZZBEDEVNGIZRATE aazatzzassFQﬂwcggg«vwvss (58Q ID HO:131Y
YYDYVRESYRYT REYFONWGRGTLVTVSS
CSEQ ID NO: 104y {(SEQ ID NO:£6)

=~

(CISD3ILE. 2R B~ aBg tmt tmo tme tmt Emi Lmo Lmo tmew
e Leg the qga Tt qt» Loy agt tme Lo wor tme sog k30 (SEQID NOs

133

{C38R316.28 &'~hAg AT Bcc ¢fy gon och AYg ofg AR AKA ole Age gkd ogXA-~
gRA gEA gKAR XA gKA AKA ggT gHA BRcg gHA gKR ACC ooA gRc AXA oTc gKA g-3°'
iSEQ I ND 533}

E tme Ime cgb Ime ace LML EmE Emo-

LRE LME LEMC LME tmg qct g®g TAL LLO <39 cot LgY 498 _cag 99t 86t -3¢ ISEQ 1D
N3N RO

Desenho 16
O desenho 16 proporciona uma CDR3 de 35. Existem 4 flip-

flops de dois sentidos na sobreposicdo, logo 16 sequéncias.
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1 1 2 22 3 3
1 5 & S 8 3 35 2 5
YYCAK SSSYYSYSYSHYUSHOSCYSSYYYSSYYSAEYRQUWOQUTLVTVES (SEQ ID NO:91S)
YYCAK zazzsszzazczcaucxc2sazgzsaazzﬁazanﬂagsrmwrvss {SEQ ID MNG:13H
B GYTSGGECYS  2+25.F ADYPUHNODQOTTVIVSSIHL |
{SEQ 1D NO:138) {SEQ 1D NO6B)

{03SBA5. A B -GRhifelisatitetitnelgat aMg tmt tmE Tme Lot LM Lmk Wb Lete
THT ERS gae EdmE Ear LMe a9k goas tme kg tme feg te3! {88 ID KOG 13N
(CISDA25. 3R} %' -Ag AQT Acs eTg gog och ATy TTg gAA RKA TTQ Age gRA gRA-

KR QKR pKA gRA KA gHA gHA OKA guh goh o¥A goo Acn gKA AchA QKM goe gHA g-3°
{SEQ ID RO:138)¢ 86 boses

Se adicionarmos C34D225.2A e C34D225.2B a mistura obtemos
entdo CDR3s de comprimentos 33, 34, e 35.

{03405, 38 5 -GRR

2O ERE ek aRg t;mt tmi e et tmt Emp Lk~
b Eae ggo tme nm. 3gt qq: e bge kme e £-3v $15EQ ID WO i3sy
{CI4DRISL I8 5 -Ag AgT hce clg goes cod AVg TTg gfd AER TTe Age g8 gkh-

gHA gMh g¥A gkA gKA gBA gRA Q@R goh oA goo Azt gRA ARR gKA geo gRE g-3°
{BEQ ID No:140f! B bages

Desenho 17

i 1 2 22 3 3
- & 5 ¢ 35 o 5
YYCAK YSRYSTYDYVRESYRY THSSEYSYYSYYTARYFOSUOQETLVIVES (SED ID NO: 318
YYCAK LRRLRERDRVKGRERE TSR AL RETZET R AL EF QUNGOUTLVYTVES {SEQ ID ND:14l}
R YYDYURGSYRYT D3~16.2 AEYFQHWGGSTLVEVESYE (JH1}
{880 ID HO:i{4) 158G ID NOQ: 868}

{€3503162R) 5~ ) aRltnlask afg Dmt el tet Mt Emt test umo_ gaae
she gie tag ggg Et, tgg cgg Egt age £-30 {BEQ ID ¥O:142)

{CITDILR281 8 ' ~Ay AgT Acc oTg goc coh gTg Ty 9Ak gA ot Age gRA gRA gRA-

QR gHR gEA qMh oKA QKR g gKA gitR gRA @ AXKR Agy giKA AKR Ao ooh ghe-

gk& gle g-3° {SEG 1D NO:I43%

Desenho 18
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i 1 2 oz22 3 3
1§ 8 5 o0 38 8 5
YYCAR SSYYYSSSYYDYVWOSYRYTSSYYSYSYARYQOWSOGTLVIVES (SEQ ID MO 1Y)
PYCAR E2LZEREZIIOIVNGZERITEZZZIRALACIFOHNGOGTIVIVES {SEQ ID R:;148)
R YYDYVHWGSYRYT D3-16, 2AEYFONHGOGTLVIVES (JH1}.
{SEQ ID NO:184) {SEQ ID NO:66)

___________ L ac Eﬂ-k] tmt bmt LWL LMt b tmt tme-
- i } t tmc tme ogb tme se¢ &~ ~3' {B3EQ XD WO:145)
&2 bases

{CISDITEZN; 3'-Ag AgT Ace oly gee ood glyg oTg gAR g¥A oTo Ago gKa gla-

GRA gKX gRA gkA gKA oKA gHA gKd gol gBR Acg gkl gKR Ace ood gho gka-
9¥e ¢-3° 1SEQ TD NG:1483

Desenho 19

i 1 2 %z 3 3
1 5 & 5 5 35 g 5
YYCAK YEGDEYSYYYYOSSGYYYSYYSSSYYSYVYARYFQOUGQGTLYIVSS (S8EQ 10 NO:B18)
Y¥OARK BEZEEREER DG R LB RR AL RFUHNGOOTLVIVES {SEQ ID NDI14T}
R YYIRESEYYY AEYFOHRGOGTLVTIVEE {JHI}

{SEQ IR MO BR) fSEQ IR NG: 8§53
13 i 1
N LR g i
4 5 B Eabcdeighnjklmnﬁpqxﬁcuuwxyaba g
LR ]
Biversidade de aminvacidas « §.T7 B 7
Diversidade de ADN = &.F B 7
Esentos de paragem = ya0
Isentos de Oys injustificadas & 190
Isentos de pavagem = Oys

il

Q0%

O desenho 19 tem CDR3 de comprimento 35. O residuo 94 pode

ser K ou R. A Z72727277272727::D3-22(2% RF com seis Ys como

7)1 2242272727272 7277: : JH1 (com 1 Z). PCR propensa a erros poderia

ser usada para adicionar mais diversidade.
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LIBDI2ZRING
i SDN de scab S R ] n 5 K B T L ¥ L Q M N 8
5*-t.c:::;act|atcl‘n':‘rmm;gacmaclt¢\:‘Mg!&&t!ac:t:Ectﬂmcittg;cagﬁatgiaac!ag!‘:h

Xial. ..
1

v L R A E DT A ¥ ¥ € A KiR
i?“AiaﬁglgcttgagigaTiaCTG§s§i§&§i&§§$&@§&&£&&aﬁ& @Rg -

g
5
L7

i hee

Yi8 ¥i{8 YIS YIS Y18 Y13 Y48 YIS ¥i8 ¥i8 ¥|s D -] 5 G YIS Y18 ¥is
Eme ERE Lo two DAL LRO tek bme bmg e tme qag Bge teo goo tme bme tmt

Yi8 YI{35 YIS YIS Y% YIS YIS Y8 YIS YI8 ¥iI8 A E ¥is ¥ 2 H
tmg Ry LMC LMD LML LME SME LIME OMO_fme LMo 9ot gad twme tio cas cac

H W G ¢ S T i v T ¥ s & {SEQ ID NO: 148}
LGo OO oad GOt acr otl GPC ADC gre ted agi-3'  (3FQ ID RO:14%)
2 BEtEIL. ..

[CIRDITIRFYLTI S ~GRALGRT LAl is =5 afg tmc R Ums tae RmE-
tme Emt Eme tme QGRS ‘_Lg\.‘._‘_'_ 23 Lo -3 {SEQ ID NO:15G)
CIASOIFZAINI_B) S°~cAT RQT Ace oty qc‘, u:.'& g*ffg Tl‘q qM GRE TTR Agoe gRA-

GRR gHA qKR AKA gHA ABA gkh KA SK2A gk AKA gRA KA asc Sxd gl gfc-
gha akh g-3° ISE0 10 we:ishy

O8N, ON_2, ON_3, = DN_4 comn acima.

Desenho 20

1 T2 22 303
105 ¢ s B 35 8 3 ‘
YYCAW YSSYSS  YYYYDSSCYYYSSYSSYS  YYYARYFOSWGQGTLVIVES (SBQ ID NO:::¥)
ZED RLIRRLZ {2) SERARSFOHNBOGTLVIVEE  (SEQ ID NO:152)

® i ARTFQHWGQGTLVIVES (JH1)
{SEQ ID NQ:&3} (SEQ ID NQ:8§)
1 3 T S |
s @ @ . (0 1
4 & 9 Jabodefghijkimnop 9 fstuvwryatd g
*
Diversidade de amincdcidos o F. 7T R F
Diversidads de ADN x &, F 8 T
I=sentos de paragem = 300
Isentos de Oy= injustificadas = 100
Isentos de paragenr & Cys = 100%

O desenho 20 tem CDR3s de comprimento 33, 34, ou 35. O
residuo 94 pode ser K ou R.A ZZZ72727Z(Z)727::D3-22 (2% RF com
seis Ys como Z)::ZZ7Z727272Z(Z)ZZZ::JHl(com 1 Z). A PCR
combinando (C35D322AJH1 T), (C34D322AJH1 T),
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(C35D322AJH1 B), e (C34D322AJH1 B) permite diversidade de

comprimentos bem como de sequéncias.

[CIS0IAINL T ~ECALGE T talisaClbaniagt aRy toe tmt fme tme~
twt me it tme &m¢m§§gm§§gmQggm§g§ﬁg§§“ggg$g§giL@@ -3 {SEQ ID RU 1531
{CI4RIZZAIRI TS -G Lagiest an TMe LM tme cmpe

e tmE Ems tme_Lme _ g : & LeEsN Y : p=3 {SEQ ID NG: l&ﬂ}
[CASDI22AIHE_8) S'A::M; qu A::f: c?«; d;t:c ccA g‘rq Ty qsm A TTo RQe qﬁk—

GKA XA QRR ANA gHA AKR QKA gRA AKA ghh AKA gRA JHA geo 99 4oY gie

KA gKA §~3°  ISEQ 1B HE:182h;
ICIDIAIAIHI_B) B'~chg AgT Ree 2T goo ¢k Ty TTg AN gBA Tic Ago oKB~

oA gKR QRR AKA gRA AKA giA gRA ARA AKA gK& gRh gev ggl got gle-

KA gHA §-3° {SEQ 1D NGQ:i155%)

Selegdo contra coddes de paragem:

Porque algumas destas bibliotecas tém coddes NNK elas terédo
alguns coddes de paragem TAG. Poderiamos remover o0s clones
com TAG por clonagem do ADN amplificado num local Xbal-
BstEII entre a sequéncia de sinal para um gene bla e a
proteina real bla e expressar em células Sup’. As colénias
Bla® ndo contém paragens TAG. Alternativamente poderiamos
clonar os fragmentos de Xbal-BstEII depois de um gene de
resisténcia & canamicina e selecionar gquanto a Kan®.
Moveriamos depois a cassete Xbal-BstEII para a biblioteca

de fagos.

Igualmente, porque o wobbling permite alguns coddes de
paragem, podemos melhorar a biblioteca por remocdo dos
clones com paragens por clonagem do ADN amplificado num
local Xbal-BstkEII entre a sequéncia de sinal para um gene
bla e a proteina real bla e expressar em células Supo. As
colénias Bla® ndo contém paragens. Alternativamente podemos
clonar os fragmentos de Xbal-BstEII depois de um gene de
resisténcia & canamicina e selecionar quanto a Kan®
Podemos depois mover a cassete Xbal-BstEII para a

biblioteca de fagos.



Tabela 20: Regides D de humano

!'* para TAG; @ para TAA; $ para TGA

D - Alinhamento de sequéncia de aminoacidos (RF: grelha de leitura)

RE 1 BF R RE 3 Ussda nos desanhos

Bl i~k FILTRT VOLER TERED .
SENG ID NO:2SD) ISEQ D NOLED) (3BD KD ROLIEn)
17 GITET WILEL YRHNTY
(ERG TN ROsIN0) (SEQ ID BO:ISR) 3R D NGL1SH
I GITET YELER FRIND
(SRS I MO 64 (BEQ IR BRIUST (SEQ ID B 1SS
=28 SIVEAY YOHELL PIEEFY
(SEQ I WIIIETY  {SEQ 5D MO:RS ASEQ ID NG:ISE)
B E-D BILOYYOLLY SRCYBTROYTE BIWVEART o8 8, T,
(3EG ID WE:163) (SRR IO NOrIISY ASED BN WO: 1)
SR FMILTEROHLY [23 dad o vatnd oy o SGIWEMFYRE 2, 23, 2E,
(BEG TD 03y (BEG IV BOIISD SED IR R0 17D
Bo1S RILSWNULLL SRCSGHSTOYS SIVEINVARRE 28,
FERG TP RO:ITRD (VB TB NLTEY  (3ED 1D B 1Y
S=23 SILEHSLLE RPCROYE HIWIWTRT
(SU ID MQ:ITE) (SED IN WRITTH (32 ID NniTE
By 33 VRRFLEWLLY TEOFWEGYYT ITITQWYIE
CEBGE IM NQIETEY (SBQ b WOrIBD (38 1D o1l
-9 VIRYFRNLLE TROTLESYES EYIFALYEY
CERD IN SO I3} (SEQ IO ROrgi} ES?Q ID N 183y
318 VLLKPORLLA YYYERGEYEN ITWVRSYET
(NBG IE NO:IEAY  (8BQ 10 MO:IDE) (SEQ 10 NQ:iIES:
316 VLSLRLOGELSLY  YYOVURGHRARY  INITEROVIVY &, 9,34,1%,17.13
{550 ID NO:1BE} (SNG ID NOSI¥T! (BRG YD NO:1NEE
FaB LEF E LS TEYRESENYY ETREPWRET g, 1824
PSR XD BGI1BNE  ISEQ ID MO:R9) (96D IR MOrISGE
Bl g BSREGEL e TIWY
ISEQ ID MI:191) (SEQ 30 S0IISHD  I3Sh §0 NO: 133
§13 FLGBL YaNY TERY
THEG TD W1 ed) (EEG DE Md:iBG) LSEG I MO:I98)
LS SLRRL DYEDY FTIVT
(SEQ IR SRILETD (ESG LN NO:IDE) (SEO ID MO:LOWE
$-33  SuaMeL PYGENS TTWY
Tabela 3: Segmentos de JH de humano

JH - Alinhamento de sequéncias de aminoacidos

{SRG ID NG 1%6}

ISEQ I8 BOIET

(BES ID BO:158)
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JH - Alinhamento de sequéncias de aminoéacidos

189 18

| FRE~—=~=s——= | Uzads now dessubos

JH3 ~e AEYFONWGQETLVIVSS 1-8, {SEQ ID NO:88)

JH2 {BEQ LD WO:87)
JHY {8EQ ¥II MO22)
JHE {SEQG D WO
JHE {SEQ ID BO:58)
JHE {SEG ID RBO:3)

Tabela 18: ADN oodificando W-5D2-8.2a-JHF para wobkbling

; » . CDR3.......
! A g ? T A ¥ ¥ ¥ £ & R A X W L M
igetigsgigaT i afT IENAIGET I taT it alitgulget aag Je2 ezg joo gz ezi
4
! 3 & Q L3 T T Y T b 5 & {8EG T NO:224)
tgg g9t 08% ggt Act aoi GTC ACC gte teo agt-d! L3EQ ID NO:122%)
§ BsEErY. ..

Tabela 11: Trimeros que podem ser extraidos de segmentos D

de humano

Nas Tabelas 11-14, o uso de uma letra minuscula numa
sequéncia de aminodcidos indica que um coddo de paragem foi
mudado para o residuo listado como a letra minuscula. Por
exemplo, na sequéncia de aminodcidos “yLE”, um residuo de

Tyr foi introduzido em lugar de um coddo de paragem.

GTT D1-1.1.1 1
VQL Dl1-1.2.1 2
YNW D1-1.3.1 3
TTG D1-1.1.2 4
QLE Dl1-1.2.2 5
NWN D1-1.3.2 6
TGT D1-1.1.3 7
LER D1-1.2.3 8

WND D1-1.3.3 9



GIT
VyL
ITG
yLE
LEL
WNY
GIV
VyW
YSG
IVG
yWE
SGS
VGA
WEL
GSY
GAT
ELL
SYY
RIL
GYC
DIV
ILy
YCS
Ivv
Lyy
Css
VvV
yyYy

SST

D1-7.1.

D1-7.2.

D1-7.1.

D1-7.2.

D1-7.2.

D1-7.3.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D1-26.

D2-2.1.

D2-2.2.

D2-2.3.

D2-2.1.

D2-2.2.

D2-2.3.

D2-2.1.

D2-2.2.

D2-2.3.

D2-2.1.

D2-2.2.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38
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VVP
yYQ
STS
VPA
YQL
TsC
PAA
QLL
SCY
AAT
LLY
CYT
ILY
YCT
IVL
LYy
CTN
VLM
YyW
TNG
LMV
yWC
NGV
MVY
WCM
GVC
VYA
CML

vVCY

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61l

62

63

64

65

66

67

*#

91



YAT
MLY
LyW
CsG
yWW
SGG
WWy
GGS
VVA
WyL
GsC
VAA
yLL
AAT
LLL
CYS
SIL
AYC
HIV
ILW
YCG
LWW
CGG
WWw
GGD
VVT
WwL
GDC

VTA

D2-8.3.7

D2-8.1.8

D2-15.1.

D2-15.2.

D2-15.1.

D2-15.2.

D2-15.1.

D2-15.2.

D2-15.3.

D2-15.1.

D2-15.2.

D2-15.3.

D2-15.1.

D2-15.3.

D2-15.1.

D2-15.2.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.3.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.3.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.3.

3

3

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96
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wLL

DCY

TAT

LLF

VLR

YYD

ITI

LRF

YDF

TIF

RFL

DEW

IFG

FLE

FWS

FGV

LEW

WSG

GVV

EWL

SGY

VVI

WLL

GYY

VII

YYT

LRY

YDI

RYF

D2-21.

D2-21.

D2-21.

D2-21.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.1.

D3-3.2.

D3-3.3.

D3-3.2.

D3-9.1.

D3-9.2.

D3-9.1.

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125
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DIL

IFy

YED

ILT

FyL

FDW

LTG

yLV

DWL

TGY

LVI

LLy

YYN

VLL

YYY

IT™M

LLW

YYG

™V

LWF

YGS

MVR

WEG

GSG

VRG

FGE

RGV

GEL

GVI

D3-9.2.

D3-9.3.

D3-9.1.

D3-9.2.

D3-9.3.

D3-9.1.

D3-9.2.

D3-9.3.

D3-9.1.

D3-9.2.

D3-9.3.

D3-9.1.

D3-9.2.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

D3-10.

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154
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VLw

IMI

LwlL

YDY

MIT

wLR

DYV

ITF

LRL

YVW

TEFG

RLG

VWG

FGG

LGE

WGS

GGV

ELS

SYR

VIV

LSL

YRY

IVI

SLY

RYT

LLw

TMI

Lwy

YDS

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

.10

.10

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183
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MIV

wyy
DSS
yyw
SSG
yWL
VIT
wLQ
DYS
TTV
Loy
YSN
VT
QyL
SNY
DYG
LRw
YGD
RwL
GDY
LRW
YGG
TVV
RWy
GGN
GNS
VDT
WIQ

GYS

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D3-22.

D4-4.1.

D4-4.2.

D4-4.3.

D4-4.1.

D4-4.2.

D4-4.3.

D4-4.1.

D4-4.2.

D4-17.2.1

D4-17.

D4-17.

D4-17.

D4-17.

D4-23.

D4-23.

D4-23.

D4-23.

D4-23.

D4-23.

3

D5-5.1.1

D5-5.2.1

D5-5.3.1

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212
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DTA
IQL
YSY
TAM
QLW
SYG
AMV
LWL
YGY
VDI
WIy
IyW
IVA
VAT
WLR
GYD
ATI
VEM
yRW
RDG
EMA
RWL

DGY

WLO
GYN
LOL
YNY

EYS

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-5.

D5-12.1.1

3.

D5-12.

D5-12.

D5-12.

D5-12.

D5-12.

D5-12.

D5-12.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24.

D5-24

D6-6.1.1

3.

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241
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SIA
VyQ
YSS
IAA
yOL
SSS
AAR
QLV
GIA
yQQ
AAA
QQL
Ssw
AAG
SWY
IAV
yOow
AVA
OWL
SGW
VAG
WLV
GWY
vyLG

NWG

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-6.

D6-13.2.1

D6-13

3.

D6-13.

D6-13.

D6-13.

D6-13.

D6-13.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D6-19.

D7-27.

D7-27.

3.

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266
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Tabela 12: Tetrameros distintos que podem ser extraidos de
segmentos D de humano

GTTG Dl1-1.1.1 (SEQ ID NO:257) 1
VQLE Dl1-1.2.1 (SEQ ID NO:258) 2
YNWN D1-1.3.1 (SEQ ID NO:259) 3
TTGT D1-1.1.2 (SEQ ID NO:263) 4
QLER D1-1.2.2 (SEQ ID NO:264) 5
NWND D1-1.3.2 (SEQ ID NO:265) ©
GITG D1-7.1.1 (SEQ ID NO:266) 7
VyLE D1-7.2.1 (SEQ ID NO:267) 8
ITGT D1-7.1.2 (SEQ ID NO:271) 9
yLEL D1-7.2.2 (SEQ ID NO:272) 10
NWNY D1-7.3.2 (SEQ ID NO:273) 11
yLER D1-20.2.2 (SEQ ID NO:275) 12
GIVG D1-26.1.1 (SEQ ID NO:276) 13
VyWE D1-26.2.1 (SEQ ID NO:277) 14
YSGS D1-26.3.1 (SEQ ID NO:278) 15
IVGA D1-26.1.2 (SEQ ID NO:285) 16
YyWEL D1-26.2.2 (SEQ ID NO:286) 17
SGSY D1-26.3.2 (SEQ ID NO:287) 18
VGAT D1-26.1.3 (SEQ ID NO:291) 19
WELL D1-26.2.3 (SEQ ID NO:292) 20
GSYY D1-26.3.3 (SEQ ID NO:293) 21
RILy D2-2.1.1 (SEQ ID NO:294) 22
GYCS D2-2.2.1 (SEQ ID NO:295) 23
DIVV D2-2.3.1 (SEQ ID NO:296) 24
ILyy D2-2.1.2 (SEQ ID NO:303) 25
YCSS D2-2.2.2 (SEQ ID NO:304) 26



IRVAVAY)
LyyY
CssT
VVVP
yyYQ
SSTS
VVPA
yYQL
STSC
VPAA
YQLL
TSCY
PAAT
QLLY
SCYT
RILY
GYCT
DIVL
ILYy
YCTN
IVLM
LYyW
CTNG
VLMV
YyWC
TNGV
LMVY
yWCM

NGVC

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-2.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

D2-8.

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

305)

312)

313)

314)

321)

:322)

323)

330)

331)

332)

338)

339)

:340)

343)

344)

345)

346)

347)

354)

355)

356)

363)

364)

365)

372)

:373)

374)

381)

382)

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55
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MVYA
WCML
GVCY
VYAT
CMLY
VCYT
ILyW
YCSG
LyWW
CSGG
VVIW

yWWy
SGGS
VVVA
WAYL
GGSC
WARA

WyLL
GSCY
VAAT
yLLL
SCYS
SILW
AYCG
HIW

ILWW
YCGG
LWlWw

CGGD

D2-8.3.5

D2-8.1.6

D2-8.2.6

D2-8.3.6

D2-8.1.7

D2-8.2.7

D2-15.1.2

D2-15.2.2

D2-15.1.3

D2-15.2.3

D2-15.3.3

D2-15.1.4

D2-15.2.4

D2-15.3.4

D2-15.1.5

D2-15.2.5

D2-15.3.5

D2-15.1.6

D2-15.2.6

D2-15.3.6

D2-15.1.7

D2-15.2.7

D2-21.1.1

D2-21.2.1

D2-21.3.1

D2-21.1.2

D2-21.2.2

D2-21.1.3

D2-21.2.3

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

ID

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO:

NO

NO:

NO:

NO:

383)

389)

390)

391)

394)

:395)

401)

402)

409)

410)

411)

418)

:419)

420)

427)

428)

429)

435)

436)

437)

440)

441)

442)

443)

444)

:451)

452)

459)

460)

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84
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VVVT

WWwL

GGDC

VVTA

WwLL

GDCY

VTAI

wLLF

DCYS

VLRF

YYDF

ITIF

LRFL

YDEW

TIFG

RFLE

DEFWS

IFGV

FLEW

FWSG

FGVV

LEWL

WSGY

GWI

EWLL

SGYY

VVII

WLLY

GYYT

D2-21.3.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.3.

D2-21.1.

D2-21.2.

D2-21.3.

D2-21.1.

D2-21.2.

D3-3.1.1

D3-3.2.1

D3-3.3.1

D3-3.1.2

D3-3.2.2

D3-3.3.2

D3-3.1.3

D3-3.2.3

D3-3.3.3

D3-3.1.4

D3-3.2.4

D3-3.3.4

D3-3.1.5

D3-3.2.5

D3-3.3.5

D3-3.1.6

D3-3.2.6

D3-3.3.6

D3-3.1.7

D3-3.2.7

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ

(SEQ
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VLRY

YYDI

LRYF

YDIL

TIFy

RYFED

DILT

IFyL

YEDW

ILTG

FyLV

FDWL

LTGY

yLVI

DWLL

TGYY

LVII

WLLy

GYYN

VLLW

YYYG

ITMV

LLWF

YYGS

TMVR

LWEG

YGSG

MVRG

WEGE

D3-9.1.1

D3-9.2.1

D3-9.1.2

D3-9.2.2

D3-9.3.2

D3-9.1.3

D3-9.2.3

D3-9.3.3

D3-9.1.4

D3-9.2.4

D3-9.3.4

D3-9.1.5

D3-9.2.5

D3-9.3.5

D3-9.1.6

D3-9.2.6

D3-9.3.6

D3-9.1.7

D3-9.2.7

D3-10.1.1

D3-10.2.1

D3-10.3.1

D3-10.1.2

D3-10.2.2

D3-10.3.2

D3-10.1.3

D3-10.2.3
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569)
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GSGS
VRGV
FGEL
RGVI
GELL
GVII
ELLy
SYYN
VLwL
YYDY
IMIT
LwLR
YDYV
MITF
wLRL
DYVW
ITFG
LRLG
YVWG
TFGG
RLGE
VWGS
FGGV
LGEL
WGSY
GGVI
GELS
GSYR

GVIV

D3-10.

D3-10.
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D3-10.
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D3-10.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.

D3-16.
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660)

661)
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LSLY
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D3-16.2.8

D3-16.3.8
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D3-16.2.9

D3-22.1.1

D3-22.2.1

D3-22.3.1

D3-22.1.2

D3-22.2.2

D3-22.3.2

D3-22.1.3

D3-22.2.3

D3-22.3.3

D3-22.1.4

D3-22.2.4

D3-22.1.5

D3-22.2.5

D3-22.3.5

D3-22.1.6

D3-22.3.6

D3-22.1.7

D3-22.2.7

D4-4.1.1

D4-4.2.1

D4-4.3.1

D4-4.1.2

D4-4.2.2

D4-17.1.1
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(SEQ

(SEQ
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YGDY
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DYGG
TTVV
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YGGN
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GGNS
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WIQL
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yWLR

SGYD
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D4-17.2.2
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D4-23.2.2

D4-23.3.2
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D5-5.1.2
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D5-12.1.1

D5-12.2.1

D5-12.3.1

D5-12.1.2
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D5-12.3.2

D5-12.1.3
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108

VyQW D6-19.3.1 (SEQ ID NO:874) 259
YSSG D6-19.1.2 (SEQ ID NO:881) 260
IAVA D6-19.2.2 (SEQ ID NO:882) 261
YyOWL D6-19.3.2 (SEQ ID NO:883) 262
SSGW D6-19.1.3 (SEQ ID NO:888) 263
AVAG D6-19.2.3 (SEQ ID NO:889) 264
QWLV D6-19.3.3 (SEQ ID NO:890) 265
SGWY D6-19.1.4 (SEQ ID NO:892) 266
Tabela 13: Pentameros gque podem ser extraidos de segmentos
de D de humano

GTTGT Dl1-1.1.1 (SEQ ID NO:260) 1
VQLER D1-1.2.1 (SEQ ID NO:261) 2
YNWND D1-1.3.1 (SEQ ID NO:262) 3
GITGT D1-7.1.1 (SEQ ID NO:268) 4
VyLEL D1-7.2.1 (SEQ ID NO:269) 5
YNWNY D1-7.3.1 (SEQ ID NO:270) 6
VyLER D1-20.2.1 (SEQ ID NO:274) 7
GIVGA D1-26.1.1 (SEQ ID NO:279) 8
VyWEL D1-26.2.1 (SEQ ID NO:280) 9
YSGSY D1-26.3.1 (SEQ ID NO:281) 10
IVGAT D1-26.1.2 (SEQ ID NO:288) 11
YWELL D1-26.2.2 (SEQ ID NO:289) 12
SGSYY D1-26.3.2 (SEQ ID NO:290) 13
RILyY D2-2.1.1 (SEQ ID NO:297) 14
GYCSS D2-2.2.1 (SEQ ID NO:298) 15
DIWV D2-2.3.1 (SEQ ID NO:299) 16
ILyyY D2-2.1.2 (SEQ ID NO:306) 17
YCSST D2-2.2.2 (SEQ ID NO:307) 18



IVVVP
LyyYQ
CSSTS
VVVPA
yYyYQL
SSTSC
VVPAA
YyYQLL
STSCY
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YQLLY
TSCYT
RILYY
GYCTN
DIVLM
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ILyWW
YCSGG
IVVVV
LyWWy
CSGGS
VVVVA
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SGGSC
VVVAA
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GGSCY
VVAAT
WyLLL
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YCGGD
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GDCYS
VLRFL
YYDEW
ITIFG
LRFLE
YDFWS
TIFGV
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IFGVV
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115

YRWLQ D5-24.2.1 (SEQ ID NO:827) 193
RDGYN D5-24.3.1 (SEQ ID NO:828) 194
EMATI D5-24.1.2 (SEQ ID NO:835) 195
RWLQL D5-24.2.2 (SEQ ID NO:836) 196
DGYNY D5-24.3.2 (SEQ ID NO:837) 197
EYSSS D6-6.1.1 (SEQ ID NO:844) 198
SIAAR D6-6.2.1 (SEQ ID NO:845) 199
VyQLV D6-6.3.1 (SEQ ID NO:846) 200
YSSSS D6-6.1.2 (SEQ ID NO:851) 201
GYSSS D6-13.1.1 (SEQ ID NO:856) 202
GIAAA D6-13.2.1 (SEQ ID NO:857) 203
VyQQL D6-13.3.1 (SEQ ID NO:858) 204
YSSSW D6-13.1.2 (SEQ ID NO:864) 205
IAAAG D6-13.2.2 (SEQ ID NO:865) 206
yQOLV D6-13.3.2 (SEQ ID NO:866) 207
SSSWY D6-13.1.3 (SEQ ID NO:871) 208
GYSSG D6-19.1.1 (SEQ ID NO:875) 209
GIAVA D6-19.2.1 (SEQ ID NO:876) 210
VyQWL D6-19.3.1 (SEQ ID NO:877) 211
YSSGHW D6-19.1.2 (SEQ ID NO:884) 212
IAVAG D6-19.2.2 (SEQ ID NO:885) 213
yOWLV D6-19.3.2 (SEQ ID NO:886) 214
SSGWY D6-19.1.3 (SEQ ID NO:891) 215
Tabela 14: Todos os hexdmeros que podem ser extraidos de
segmentos D de humano

GIVGAT D1-26.1.1 (SEQ ID NO:282) 1

VyWELL D1-26.2.1 (SEQ ID NO:283) 2

YSGSYY D1-26.3.1 (SEQ ID NO:284) 3
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802)
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831)
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127
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135
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137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

120
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GIAAAG D6-13.2.1 (SEQ ID NO:860) 149
VyQQLV D6-13.3.1 (SEQ ID NO:861) 150
YSSSWY Do-13.1.2 (SEQ ID NO:867) 151
GYSSGW D6-19.1.1 (SEQ ID NO:878) 152
GIAVAG D6-19.2.1 (SEQ ID NO:879) 153
VyQWLV D6-19.3.1 (SEQ ID NO:880) 154
YSSGWY D6-19.1.2 (SEQ ID NO:887) 155

Exemplo 3: CDR3 de comprimento 6-20.

A insercdo de segmentos D em CDR3s de HC pode levar a maior
estabilidade e menor imunogenicidade. As bibliotecas sé&o
desenhadas ao nivel dos aminodcidos por unido de uma VH com
um enchimento opcional de algum comprimento gque é unido com
um segmento D, um segundo enchimento opcional e uma JH.
Para bibliotecas de comprimento seis ou oito, uma JH de
comprimento total pode seguir-se a VH e um curto
enchimento. A Tabela 77 mostra a frequéncia de segmentos D
numa amostragem de 1419 Abs selecionados de FAB-310 ou FAB-
410 para ligacdo a um alvo ou outro. Na amostra, 1099 Abs
nao tinham nenhum segmento D detetavel (i.e.,
correspondéncia de menos do gque 70%). Onde s&do usados
segmentos S, os segmentos D D1-1.3, Dl1-26.3, D2-2.2, D2-
8.2, D2-15.2, D2-21.2, D3-16.2, D3-22.2, D3-3.2, D3-9.1,
D3-9.2, D3-10.2, D3-16.2, D4-4.2, D4-4.3, D4-11.2, D4-4.2,
D4-17.2, D4-23.2, D5-5.3, D5-12.3, D5-18.3, D6-6.1, D6-6.2,
D6-13.1, D6-13.2, D6-19.1, D6-19.2, e D7-27.1 séo

preferenciais.

Logo que a sequéncia de aminodcidos parente tenha sido
desenhada pode ser diversificada de varios modos: PCR
propensa a erros, wobbling, e dobbling. A Tabela 14 mostra

um nuimero de hexdmeros que podem ser derivados de regides D
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de humano. Numa forma de realizacdo, o0s hexdmeros que
contém residuos de cisteina sdo excluidos. Numa forma de
realizacdo, os fragmentos de regides D que contém paragens
sdo excluidos. Numa forma de realizacédo, qualquer coddo TAG
encontrado na regido D estd substituido por um codédo
escolhido do conjunto compreendendo TCG, TTG, TGG, CAG,
AAG, TAT, e GAG. Numa forma de realizacdo, qualquer cod&o
TAA encontrado na regido D estd substituido por um codao
escolhido do conjunto compreendendo TCA, TTA, CAA, AAA,
TAT, e GAA. Numa forma de realizacdo, qualgquer TGA da
regido D estd substituido por um coddo escolhido do

conjunto compreendendo TGG, TCA, TTA, AGA, e GGA.

A Tabela 21 mostra sequéncias de aminodcidos parente
exemplares para CDR3s de 6 a 20 aminoadcidos. Estas
sequéncias parente podem ser combinadas com diversidade em
CDR1 e CDR2 de HC para formar uma biblioteca. E provavel
que a utilidade melhore se as regides CDR3 forem
diversificadas por, por exemplo, wobbling, dobbling, ou PCR
propensa a erros das CDR3. Na Tabela 21, a sequéncia 6a
compreende a extremidade de VH de 3-23 fundida com JHI1
inteira. A sequéncia 6b contém a extremidade de 3-23 unida
a um Y unido a D4-17 (RF 2) unido a regido FR4 de JH1. A
sequéncia 6c contém a extremidade de 3-23 seguida por D5-5
(RF 3) seguido pela parte de FR4 de JH1. A sequéncia 6d
contém a extremidade de 3-23 wunida a SY unido a JH4
inteira. A Tabela 21 mostra o nivel de doping que seria
apropriado para o wobbling da CDR3; outros niveis poderiam
também ser usados. Outras regides D ou fragmentos de
regides D poderiam ser usados. Outras sequéncias de JH

poderiam ser usadas.
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Tabela 21: Sequéncias de aminodcidos parente para CDR3s de
HC de 6-20 AAs.
Comprimento]|Sequéncia parente nivel de |Comentéario SEQ
doping ID

NO:
6a yycakAEYFQHwgggtlvtvss 70:10:10:10|JHL (inteira) 226
ob yycakYDYGDYwgggtlvtvss 70:10:10:10]Y::D4-17(2) ::FR4 de JH1 |227
6¢C yycakGYSYGYwgggtlvtvss 70:10:10:10]D5-5(3) : :FR4 de JH1 228
od yycakSYYFDYwgggtlvtvss 70:10:10:10]SY::JH4 (inteira) 229
8a yycakYYAEYFQHwgggtlvtvss 73:9:9:9 YY:JH1 (inteira) 230
8b yycakYGYSSSWYwgggtlvtvss 73:9:9:9 Y::D6-13 (1) ::FR4 de JH1 |231
8c 73:9:9:9 D4-17(2) [2- 232

yycakYGDYYFDYwgggtlvtvss
5]::JH4 (inteira)
10a yycakYYYDSSGYYYwgggtlvtvss 73:9:9:9 D3-22(2)::Fr4 de JHI 233
10b yycakGYcSSTScYTwgggtlvtvss 73:9:9:9 D2-2(2)::Fr4 de JHL 234
10c yycakYYSSAEYFQHwgggtlvtvss 73:9:9:9 YYSS::JHL (inteira) 235
10d yycakGYSYGYYFDYwgggtlvtvss 73:9:9:9 DS-5(3) : : JH4 (inteira) 236
12a yycakYYYDSSGYYYQHwgggtlvtvss 85:5:5:5 D3-22(2)::QH::Fr4 de JH1|237
12b yycakGYcSSTScYTQHwgggtlvtvss 85:5:5:5 D2-2(2)::QH::Fr4 de JH1 |238
12c¢c yycakYDGSYSAEYFQHwgggtlvtvss 85:5:5:5 YDGSYS: :JHI1 (inteira) 239
12d yycakYYDYVWGSYRYTwgggtlvtvss 85:5:5:5 D3-16(2)::Fr de JH1 240
12e yycakGYSYGYYWYFDLwgrgtlvtvss 85:5:5:5 D5-5(3) : : JH2 (inteira) 241
l4a 73:9:9:9 D3-22(2) : :YFQH: :Fr de|242
yycakYYYDSSGYYYYFQHwgggtlvtvss 11
14b yycakGYcSSTScYTYFQHwgggtlvtvss |73:9:9:9 D2-2(2) : :YFQH: :Fr de JH1|243
l4c 73:9:9:9 SY::D2-2(2) ::QH: :Fr de244
yycakSYGYcSSTScYTQHwgggtlvtvss
JH1

l4d yycakSYRYSGYSAEYFQHwgggtlvtvss |73:9:9:9 SYRYSGYS: :JH1 (inteira) 245
l4de yycakAYcGGDcYSNWEDPwgggtlvtvss |73:9:9:9 D2-21(2) ::JH5 (inteira) 246
15a vycakSDGYYYDSSGYYYDYwgggtlvtvss ]73:9:9:9 SD::D3-22.2::JH4 (101£ff) |930
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Comprimento]|Sequéncia parente nivel de |Comentéario SEQ
doping ID
NO:
15b yycakGSGYCSGGSCYSFDYwgggtlvtvss |73:9:9: GS::D2-15.2::JH4 (100££f) |931
15¢c 73:9:9: GGR: :D6- 932
yycakGGRGYSSGWYRAFDIwgggtmvtvss
19.1::R::JH3(toda)
loa yycakYYYDSSGYYYAEYFQHwgggtlvtvss|73:9:9: D3-22(2) ::JHL (inteira) |247
16b yycakGYcSSTScYTAEYFQHwggqgtlvtvss|73:9:9: D2-2(2) ::JHL (inteira) 248
l6c yycakSYDSYRSYGSAEYFQHwggqgtlvtvss|73:9:9: SYDSYRSYGS: : JHL (inteira) | 249
lod 73:9:9: SYSY::D2-2(2)::QH::Fr 250
yycakSYSYGYcSSTScYTQHwgggtlvtvss
JH1
17a 73:9:9: SRP::6-13.1::JH6(-1Y) 933
yycakSRPGYSSSWYYYYGMDVwgqgttvtvs
S
18a 73:9:9: 2-15.2::1H6 (-1Y) 221
yycakGYCSGGSCYSYYYYGMDVwgggttvt
VSss '
18b 73:9:9: D::2-15.2::JH6 (-2Ys) 222
yycakDGYCSGGSCYSYYYGMDVwgggttvt
vss :
19a 73:9:9: D::D3- 223
yycakDGYYYDSSGYYYRGYYFDYwgggtlv 22.2::RGY::JH4 (toda)
tvss
20a 73:9:9: YSSY::D3-22(2)::JH 1]251
yycakYSSYYYYDSSGYYYAEYFQHwgqgt] (inteira)
vtvss
20b 73:9:9: SYYS::D2-2(2)::JH 252
yycakSYYSGYcSSTScYTAEYFQHwgqgtlvt 1(inteira)
VvSS
20c 73:9:9: S::D2- 253
yycakSGYcSSTScYTYYSAEYFQHwgqgtlvt 2(2)::YYS::JHL (inteira)
VvSS
20d 73:9:9: Y::D3- 254
yycakYYYYDYVWGSYRYTSNWFDPwgqg 16(2)::8::JH5 (inteira)
tlvtvss
20e 73:9:9: Y::D3- 255
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Comprimento]|Sequéncia parente nivel de |Comentéario SEQ
doping ID
NO:
yycakYYYYDYVWGSYRYTSSYFDYwgqgtl 16(2) ::8S::JH4 (inteira)
vivss

Tabela 22: Cassete de exibicdo de HC

A sequéncia de aminocdcidos mostrada na Tabela 22 é SEQ ID NO:892.
A sequéncia de ADN mostrada na Tabela 22 é SEQ ID NO:893.
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A sequéncia de aminodcidos mostrada na Tabela 22 é SEQ ID NO:892.

A sequéncia de ADN mostrada na Tabela 22 & SEQ ID NO:893.
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A sequéncia de aminodcidos mostrada na Tabela 22 é SEQ ID NO:892.

A sequéncia de ADN mostrada na Tabela 22 & SEQ ID NO:893.
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Tabela 25: A sequéncia de ADN de DY3F85LC contendo uma

cadeia leve kappa 012 da linha germinativa de amostra. AS

sequéncias de anticorpos mostradas sdo da forma do
anticorpo real, mas ndo foram identificadas como ligacdo a

um antigénio particular.

Em cada linha, tudo apbdés um ponto de exclamacdo (!) &

comentério.

O ADN de DY3F8LLC & SEQ ID NO:27



Em cada 1linha,

comentéario.

O ADN de DY3F85LC é&

121
181
241
301
361
421

481

AATGCTACTA
ATAGCTAAAC
CGTTCGCAGA
GTTGCATATT
TCCGCAAAAA
TTGGAGTTTG
TCTTTCGGGC
CAGGGTAAAG

TTIGAGGGGG
AAACATTTTA
GGTTTTTATC
AATTCCTTTT
ATGAATCTTT
TCTTCCCAAC
CAATGATTAA
CTCGICAGGG
AATATCCGGT
TGTACACCGT
GTCTGCGCCT
CAGGCGATGA
CAAAGATGAG
GTGGCATTAC
CAAAGCCTCT
CGATCCCGCA
TGCGTGGGEG
ATTCACCTCG
TTTTGGAGAT
ATTCTCACTC
TTACTAACGT
TGTGGAATGC
GGGTTCCTAT
CTGAGGGTGG
TTCCGGGCTA
ACCCCGCTAA
AGAATAATAG
AAGGCACTGA
ATGACGCTTA
ATTTATTIGT
CTGGCGGCGG
GCGGTTCTGA
ATTTTGATTA
AARACGCGCT
CTGCTATCGA
GTGATTTIGC
TAATGAATAA
TTGTCTTTGG
TCCGTGGTGT
TTGCTAACAT
ATTATTGCGT
TAAAAAGGGC
GCTTAACTCA
TGITCAGGGT
CTCTGTAAAG
TTGGGATAAA
TCGTTAGCGT
TTGATTTAAG
TTAGAATACC
CCTACGATGA
CCCGTTCTTG
AATTAGGATG
GTTCTGCATT
TTGTCGGTAC
TTGGCGTTGT
CTGGTAAGAA
CCGGTIGTTTA

ATTCAATGAA
CTATTACCCC
GTCGTCTGGT
GGCGTTATGT
CTACCTIGTAA
GTCCTGACTG
AGTTGAAATT
CAAGCCTTAT
TCTTGTCAAG
TCATICTGTCC
CGTTICCGGCT
TACAAATCTC

.TIGTTTTAGTG

GTATTTTACC
GTAGCCGTTG
AAARGCGGCCT
ATGGTTGTTG
AAAGCAAGCT
TTTCAACGTG
CGCTGAAACT
CIGGAAAGAC
TACAGGCGTT
TGGGCTTGCT
CGGTTCTGAG
TACTTATATC
TCCTAATCCT
GTTCCGAAAT
CCCCGTTAAA
CTGGAACGGT
TTGTGAATAT
CTCTGGTGGT
GGGTGGCGGC
TGAAAAGATG
ACAGTCTGAC
TGGTTTCATT
TGGCTCTAAT
TTTCCGTCAA
CGCTGGTAAA
CTTTGCGTTT
ACTGCGTAAT
TTCCTCGGTT
TTCGGTAAGA
ATTCTTGTIGG
GITCAGTTAA
GCTGCTATTT
TAATATGGCT
TGGTAAGATT
GCTTCAAAAC
GGATAAGCCT
AAATARAARC
GAATGATAAG
GGATATTATT
AGCTGAACAT
TTTATATTCT
TAAATATGGC
TITGTATAAC
TICTTATTTA

tudo

CTATTAGTAG
AGGTTATTIGA
ATTGGGARATC
TAAAACATGT
TGACCTCTTA
CTTCCGGTCT
TICCTCTTAA
ACCTGATTTT

SEQ ID NO:27

TATTTATGAC
CTCTGGCAAA
AAACGAGGGT
ATCTIGCATTA
TAATGTTGTT
GTATAATGAG
AAACCATCTC
TCACTGAATG
ATTACTCTTG
TCTTTCAAAG
AAGTAACATG
CGTTGTACTT
TATICTTTTG
CGTTTAATGG
CTACCCTCGT
TTAACTCCCT
TCATTGTCGG
GATAAACCGA
AAAAAATTAT
GTTGAAAGTT
GACAAAACTT
GTAGTTTGTA
ATCCCTGAAA
GGTGGCGGTA
AACCCTCTCG
TCTCTTGAGG
AGGCAGGGGG
ACTTATTACC
AAATTCAGAG
CAAGGCCAAT
GGTTCTGGTG
TCTGAGGGAG
GCAAACGCTA
GCTAAAGGCA
GGTGACGTTT
TCCCAAATGG
TATTTACCTT
CCATATGAAT
CTTTTATATG
AAGGAGTCTT
TCCTTCTGGT
TAGCTATTGC
GITATCTICTC
TTETCCCGTC
TCATTTTTGA
GTTTATTTTG
CAGGATAAAA
CTCCCGCAAG
TCTATATCTG
GGCTTGCTTG
GAAAGACAGC
TTTCTTGTTIC
GTTGTTTATT
CTTATTACTG
GATTCTCAAT
GCATATGATA
ACGCCTITATT

AATTGATGCC
CCATTTGCGA
AACTGTTATA
TGAGCTACAG
TCAAAAGGAG
GGTTCGCTTT
TCTITTTTGAT
TGATTTATGG

GATTCCGCAG
ACTTCTTTTG
TATGATAGTG
GTTGAATGTG
CCGTTAGTIC
CCAGTICTTA
AAGCCCAATT
AGCAGCTTTG
ATGAAGGTCA
TITGGTCAGTT
GAGCAGGTCG
TGTTTCGCGC

ACCTTTTCAG
AATGTATCTA
TGGAATGAAA
CATTATATTC
CAATTAAAGG
GAAGCTCGAA
GCAATCCGCT
TCATTCTCGT

TATTGGACGC
CAAAAGCCTC
TTGCTCTTAC
GTATTCCTAA
GTTTTATTAA
AAATCGCATA
TACTACTCGT
TTACGTTGAT
GCCAGCCTAT
CGGTTCCCTT
CGGATTTCGA
TTGGTATAAT

CCTCTIICGT
ARACTTCCTC
TCCGATGCTIG
GCAAGCCTCA
CGCAACTATC
TACAATTAAR
TATTCGCAAT
GTTTAGCAAA
TAGATCGITA
CTGGTGACGA
ATGAGGGTGG
CTAAACCTCC
ACGGCACTTIA
AGTCTCAGCC
CATTAACTGT
AGTACACTCC
ACTGCGCTIT
CGTCTIGACCT
GCGGCTCTGA
GCGGTTCCGG
ATAAGGGGGC
AACTTGATTC
CCGGCCTTGC
CTCAAGTCGG
CCCTCCCTCA
TTTCTATTIGA
TTGCCACCTT
AATCATGCCA
AACTTTGTTC
TATTTCATTG
TGATATTAGC
TAATGCGCTT
CGTTAAACAA
TAACTGGCAA
TTGTAGCTGG
TCGGGAGGTT
ATTTGCTTGC
TTCTCGATGA
CGATTATTGA
AGGACTTATC
GTCGTCGTCT
GCTCGAAAAT
TAAGCCCTAC
CTAAACAGGC
TATCACACGG

TTTAGGTTGG
ATGAAAAAGT
TCTITTCGCTG
GCGACCGAAT
GGTATCAAGC
GGCTCCTITT
TCCTTTAGTT
ATCCCATACA
CGCTAACTAT
AACTCAGTGT
TGGCTCTGAG
TGAGTACGGT
TCCGCCTGGT
TCTTAATACT
TTATACGGGC
TGTATCATCA
CCATTCTGGC
GCCTCAACCT
GGGTGGTGGC
TGGTGGCTCT
TATGACCGAA
TGTCGCTACT
TAATGGTAAT
TGACGGTGAT
ATCGGTTGAA
TTGTGACAAA
TATGTATGTA
GTTCTTTTGG
GGCTATCTGC
TTTCTTGCTC
GCTCAATTAC
CCCTGTTITTIT
AAAATCGTTT
ATTAGGCTCT
GTGCAAAATA
CGCTAAAACG
TATTGGGCGC
GTGCGGTACT
TTGGTTTCTA
TATTGTTGAT
GGACAGAATT
GCCTCTGCCT
TGTTGAGCGT
TTITTTCTAGT
TCGGTATTTC

apdés um ponto de exclamacédo

CTCGCGCCCC AAATGAAAAT
ATGGTCAAAC TAAATCTACT
CTTCCAGACA CCGTACTTTA
AGCAATTAAG CTCTAAGCCA
TACTCTCTAA TICCTGACCTG
TTAAAACGCG ATATTTGAAG
TTGCTTCTGA CTATAATAGT
TTTCTGAACT GTTTAAAGCA

TATCCAGTCT
TCGCTATTTT
TATGCCTCGT
ATCTCAACTG
CGTAGATTTT
AGGTAATTCA
TCTIGGTGTTT
TTGGGTAATG
GCGCCTGGTC
ATGATIGACC
CACAATTTAT
CGCTGGGGGT
TGCCTICGTA
CTTTAGTCCT
CTGAGGGTGA
ATATCGGTTA
TGTTTAAGAA
GGAGCCTTTT
GTTCCTTTCT
GAAAATTCAT
GAGGGCTGTC
TACGGTACAT
GGTGGCGGTT
GATACACCTA
ACTGAGCAAA
TICATGTTTC
ACTGTTACIC
AAAGCCATGT
TTTAATGAGG
CCTGTCAATG
TCTGAGGGTG
GGTTCCGGTG
AATGCCGATG
GATTACGGTG
GGTGCTACIG
AATTCACCTT
TGTCGCCCTT
ATAAACTTAT
TITTCTACGT
GTATTCCGTT
TTACTTTTCT
TTATTATTGG
CCTCTGACTT
ATGTTATTICT
CTTATTTGGA
GGAAAGACGC
GCAACTAATC
CCTCGCGTTC
GGTAATGATT
TGGTTTAATA
CATGCTCGTA
AAACAGGCGC
ACTTTACCTIT
AAATTACATG
TGGCTTTATA
AATTATGATT
AAACCATTAA

()
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Em cada 1linha, tudo

comentéario.

apdés um ponto de exclamacédo

O ADN de DY3F85LC é SEQ ID NO:27

3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
2321
4381
4441
4501
4561
4621
1681
1741
4801
4861
1921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201

7261
7321
7381

Tabela 30:

ATTTAGGTCA
GTCTTGCGAT
AGGTTAAAAA
AGCGTCTTAA
GCGACGATTT
TTAARAAAAGG
GTTTCATCAT
GTAACTTGGT
ACTGTTACTG
GTTITTACGTG
AATCCAAACA
GATAATTCCG
TTTAAAATTA
TCTAATACTT
AGTGCTCCTA
ACTGACCAGA
TTTTCATTIG
CICACCTCTG
GGGCTATCAG
ATTCTTACGC
ACTGGTCGTG
CAARAATGTAG
CTGGATATTA
ACTAATCAAA
GGTGGCCTCA
ATCCCTTTAA
TACGTGCTICG
TGTGGTGGTT
CGCTTICTTC
GGGGCTICCCT
TTTGGGTGAT
GTTGGAGTCC
TATCTCGGGC
CAGGATTTTC
CAGGCGGTGA
GATCCAAGCT
TITTCTAAAT
AATAATATTG

GAAGATGAAA
TGGATTTGCA
GGTAGTCTICT
TCTAAGCTAT
ACAGAAGCAA
TAATTCAAAT
CTTCTTTTGC
ATTCAAAGCA
TATATTCATC
CAAATAATTT
ATCAGGATTA
CTCCTTCTGG
ATAACGTTCG
CTAAATCCTC
AAGATATITT
TATTGATTGA
CTGCTGGLCTC
TTTTATCTTC
TTCGCGCATT
TTTCAGGTCA
TGACTGGTGA
GTATTTCCAT
CCAGCAAGGC

‘GAAGTATTGC

CTGATTATAA
TCGGCCTCCT
TCAAAGCAAC
ACGCGCAGCG
CCTTCCTTTC
TTAGGGTTCC
GGTTCACGTA
ACGTTCTTTA
TATTCTTTTG
GCCTGCTGGG
AGGGCAATCA
TGCAGGTGGC
ACATTCAAAT
AARAAGGAAG

TTAACTAAAA
TCAGCATTTA
CAGACCTATG
CGCTATGTTT
GGTTATICAC
GAAATTGTTA
TCAGGTAATT
ATCAGGCGAA
TGACGTTAAA
TGATATGGTA
TATTGATGAA
TGGTTTCTTT
GGCAAAGGAT
AAATGTATTA
AGATAACCTT
GGGTTTGATA
TCAGCGTGGC
TGCTGGTGGT
AAAGACTAAT
GAAGGGTICT
ATCTGCCAAT
GAGCGTTTTT
CGATAGTTTG
TACAACGGTT
AAACACTICT
GTTTAGCTCC
CATAGTACGC
TGACCGCTAC
TCGCCACGTT
GATTTAGTIGC
GTGGGCCATC
ATAGTGGACT
ATTTATAAGG
GCAAACCAGC
GCTGITGCCC
ACTTTITCGGG
ATGTATCCGC
AGTATIGAGTA

TITTTGCGGC
ATGCTGAAGA
AGATCCTTGA
TGCTATGTGG
TACACTATTC
ATGGCATGAC
CCAACTTACT
TGGGGGATCA
ACGACGAGCG
CTGGCGAACT
AAGTTGCAGG
CTGGAGCCGG
CCTCCCGTAT
GACAGATCGC
ACTCATATAT
AGATCCTTTT
CGTAAGACCC
CAGAAGCGGT

ATTTTGCCTT
TCAGTTGGGC
GAGTTTTCGC
CGCGGTATTA
TCAGAATGAC
AGTAAGAGAR
TCTGACARACG
TGTAACTCGC
TGACACCACG
ACTTACTCTA
ACCACTTCTG
TGAGCGTGGG
CGTAGTTATC
TGAGATAGGT
ACTTTAGATT
TGATAATCTC
CCAAGCTTGT
GCCGGAAAGC

CCTGTITTTTG
GCACTAGTGG
CCCGAAGAAC
TCCCGTATTG
TTGGTTGAGT
TTATGCAGTG
ATCGGAGGAC
CTTGATCGTT
ATGCCTGTAG
GCTTCCCGGC
CGCTCGGCCC
TCTCGCGGTA
TACACGACGG
GCCTCACTGA
GATTTAARAAC
ATGACCAAAA
CGACTGAATG
TGGCTGGAGT

TATATTTGAA
CATATAGTTA
ATTTTGATAA
TCAAGGATTC
TCACATATAT

AATGTAATTA"

GAAATGAATA
TCCGTTATTG
CCTGAAAATC
GGTTCTAACC
TTGCCATCAT
GTTCCGCAAA
TTAATACGAG
TCTATTGACG
CCTCAATTCC
TTTGAGGTTC
ACTGTTGCAG
TCGTTCGGTA
AGCCATTCAA
ATCTCTGTTG
GTARATARTC
CCTGTTGCAA
AGTTCTICTA
AATTTGCGTG
CAGGATTCTG
CGCTCTGATT
GCCCTGTAGC
ACTTGCCAGC
CGCCGGCTTT
TTTACGGCAC
GCCCTGATAG
CTTGTTCCAA
GATTTTGCCG
GTGGACCGCT
GTCTCACTGG
GAAATGTGCG
TCATGAGACA
TTCAACATTT
CTCACCCAGA
GTTACATCGA
GTTTTCCAAT
ACGCCGGGCA
ACTCACCAGT
CTGCCATAAC
CGAAGGAGCT
GGGAACCGGA
CAATGGCAAC
AACAATTAAT
TTCCGGCTGG
TCATTGCAGC
GGAGTCAGGC
TTAAGCATTG
TTCATTTTTA
TCCCTTAACG
GCGAATGGCG
GCGATCTICC

AAAGTTTTCT
TATAACCCAA
ATTCACTATT
TAAGGGAAAA
TGATTITATGT
ATTTTIGTTTIT
ATTCGCCTCT
TTTCTCCCGA
TACGCAATTT
CTTCCATAAT
CTGATAATCA
ATGATAATGT
TTGTCGAATT
GCTCTAATCT
TTTCAACTGT
AGCAAGGTGA
GCGGTIGTTAA
TTTTTAATGG
AAATATTGTC
GCCAGAATGT
CATTTCAGAC
TGGCTGGCGE
CTCAGGCAAG
ATGGACAGAC
GCGTACCGTT
CTAACGAGGA
GGCGCATTAA
GCCCTAGCGC
CCCCGTCAAG
CTCGACCCCA
ACGGTTTTTC
ACTGGAACAA
ATTTCGGAAC
TGCTGCAACT
TGAAAAGAARA
CGGAACCCCT
ATAACCCTGA
CCGTGTCGCC
AACGCTGGTG
ACTGGATCTC
GATGAGCACT
AGAGCAACTC
CACAGAAAAG
CATGAGTGAT
AACCGCTTTT
GCTGAATGAA
AACGTTGCGC
AGACTGGATG
CTGGTTTATT
ACTGGGGCCA
AACTATGGAT
GTAACTGTCA
ATTTAAAAGG
TGAGTTTTCG
CTTTGCCTGG
TGACGCTCGA

Xhol..

CGCGTTICTTT
CCTAAGCCGG
GACTCTTICTC
TTAATTAATA
ACTGTTTCCA
CTTGATGTTT
GCGCGATTTT
TGTAAAAGGT
CTTTATTTCT
TCAGAAGTAT
GGAATATGAT
TACTCAAACT
GTTTGTAAAG
ATTAGTTGTT
TGATTTGCCA
TGCTTTAGAT
TACTGACCGC
CGATGTTTTA
TGTGCCACGT
CCCTTTTATT
GATTGAGCGT
TAATATTGTT
TGATGTTATT
TCTTTTACTC
CCTGTCTAAA
AAGCACGTTA
GCGCGGCGGG
CCGCTCCTTT
CTCTAAATCG
AAAAACTTGA
GCCCTTTGAC
CACTCAACCC
CACCATCAAA
CTCTCAGGGC
AACCACCCTIG
ATTTGTTTAT
TAAATGCTTC
CTTATTCCCT
AAAGTAAAAG
AACAGCGGTA
TTTAAAGTTC
GGTCGCCGCA
CATCTTACGG
AACACTGCGG
TTGCACAACA
GCCATACCAA
AAACTATTAA
GAGGCGGATA
GCTGATAAAT
GATGGTAAGC
GAACGAAATA
GACCAAGTTT
ATCTAGGTGA
TTCCACTGTA
TTTCCGGCAC
GCGCAACGCA

ATTAATGTGA GTTAGCTCAC TCATTAGGCA CCCCAGGCTT TACACTTTAT GCTTCCGGCT
CGTATGTTGT GTGGAATTGT GAGCGGATAA CAATTTCACA CAGGAAACAG CTATGACCAT
GATTACGCCA AGCTTTGGAG CCTTTTTTTT GGAGATTTTC AAC

Sequéncia de ADN de DY3FHC87
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3001
3061
312y
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361

ggcttaactc
ttgttcaggg
tctctgtaaa
attgggataa
ctcgttagcg
cttgatttaa
cttagaatac
tcectacgatg
accecgttcett
aaattaggat
cgttetgeat
tttgtcggta
gttggcgtty
actggtaaga
tceggtgttt
aatttaggtc
tgtcttgega
gaggttaaaa
cagcgtctta
agcgacgatt
attaaaaaag
tgtttcatca
tgtaacttgg
tactgttact
tgttrtacgt
taatccaaac
tgataattcc
ttttaaaatt
gtctaatact
tagtgctecct
aactgaccag
ttcetcatte
cctcacctct
agggctatca
tattcttacg
tactggtcgt
tcaaaatgta
tctggatatt
tactaatcaa
cggtggcectce
aatcccttta
atacgtgcte
gtgtggtggt
tcgectttett
gggggetece
atttgggtga
cgttggagtc
ctatcteggg
acaggatttt
ccaggcggtg
ggatccaagc
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgetatgtg

aattcrtgtg
tgttcagtta
ggctgctatt
ataatatggc
ttggtaagat
ggcttcaaaa
cggataagcece
aaaataaaaa
ggaatgataa
gggatattat
tagctgaaca
ctttatattce
ttaaatatgg
atttgtataa
attcttattt
agaagatgaa
ttggatttgc
aggtagtcetc
atctaagcta
tacagaagca
gtaattcaaa
tcttettttg
tattcaaage
gtatattcat
gcaaataatt
aatcaggatt
gctcettetg
aataacgtte
tctaaatcecct
aaagatattt
atattgattg
gctgctgget
gttttatett
gttcgegceat
ctttcaggtc
gtgactggtg
ggtatttcca
accagcaagyg
agaagtattg
actgattata
atcggecetce
gtcaaagcaa
tacgcgcagce
ccetteettt
tttagggtte
tggttcacgt
cacgttcettt
ctattctttt
cgeeegetgg
aagggcaatc
ttgcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgect
atcagttggg
agagtteteg
gcgeggtatt

ggttatctcet
attctceegt
ttcatttttg
tgtttatttt
tcaggataaa
ccteecgeaa
ttctatatcet
cggettgett
ggaaagacag
tttteotgte
tgttgtttat
tcttattact
cgattctcaa
cgcatatgat
aacgccttat
attaactaaa
atcagcattt
tcagacctat
tcgectatgtt
aggttattca
tgaaattgtt
ctcaggtaat
aatcaggcga
ctgacgttaa
ttgatatggt
atattgatga
gtggtttctt
gggcaaagga
caaatgtatt
tagataacct
agggtttgat
ctcagcgtag
ctgctggtgg
taaagactaa
agaagggtte
aatctgccaa
tgagcgtttt
ccgatagttt
ctacaacgagt
aaaacacttce
tgtttagctc
ccatagtacg
gtgaccgcta
ctcgccacgt
cgatttagtg
agtgggccat
aatagtggac
gatttataag
ggcaaaccag
agctgttgee
cacttttegg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcetgttttet
cgcactagtg
cccecgaagaa
atccecgtatt

ctgatattag
ctaatgcgcet
acgttaaaca
gtaactggca
attgtagctg
gtcgggaggt
gatttgecttg
gttctcgatg
ccgattattg
caggacttat
tgtecgtcegte
ggctcgaaaa
ttaagcccta
actaaacagg
ttatcacacg
atatatttga
acatatagtt
gattttgata
ttcaaggatt
ctcacatata
aaatgtaatt
tgaaatgaat
atccgttatt
acctgaaaat
aggttctaac
attgccatca
tgttccgcaa
tttaatacga
atctattgac
tcctcaattc
atttgaggtt
cactgttgca
ttcgttcggt
tagccattca
tatctetgtt
tgtaaataat
tectgttgea
gagttcttct
taatttgcgt
tcaggattct
ccgetetgat
cgcectgtag
cacttgccag
tcgeceggcett
ctttacggca
cgcectgata
tcttgttcca
ggattttgce
cgtggaccge
cgtctcactg
ggaaatgtgc
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgtttrccaa
gacgcecggge

cgctcaatta
tcecetgrttt
aaaaatcgtt
aattaggctc
ggtgcaaaat
tcgctaaaac
ctattgggcg
agtgcggtac
attggtrtect
ctattgttga
tggacagaat
tgcctectgee
ctgttgageg
ctttreetag
gtcggtattt
aaaagttttc
atataaccca
aattcactat
ctaagggaaa
ttgatttatg
aattttgttt
aattcgectce
gttteteccg
ctacgcaatt
ccttecataa
tctgataatc
aatgataatg
gttgtcgaat

ggctctaate

ctttcaactg
cagcaaggtg
ggcggtgrta
atttttaatg
aaaatattgt
ggccagaatg
ccatttcaga
atggectggeg
actcaggcaa
gatggacaga
ggcgtaccgt
tctaacgagg
cggcgeatta
cgcccrageg
tcceegtcaa
cctcgaccee
gacggttettt
aactggaaca
gatttcggaa
ttgcetgcaac
gtgaaaagaa
gcggaacccce
aataaccctg
teccgtgtege
aaacgcetggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact

ccetetgact
tatgttattce
tcttatttgg

‘tggaaagacg

agcaactaat
gectcgegtt
cggtaatgat
ttggtttaat
acatgetegt
tasaacaggcg
tactttacct
taaattacat
ttggectttat
taattatgat
caaaccatta
tcgegttett
acctaagccg
tgactcrtet
attaattaat
tactgtttcc
tcttgatgte
tgcgcgattt
atgtaaaagg
tctttattte
ttcagaagta
aggaatatga
ttactcaaac
tgtttgtaaa
tattagttgt
ttgatttgcc
atgctttaga
atactgaccg
gcgatgtette
ctgtgccacg
tcecetttecat
cgattgageg
gtaatattgt
gtgatgttat
ctcttttact
tcctgtctaa
aaagcacgtt
agcgeggegy
ccecgeteett
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgcecetttga
acactcaacc
ccaccatcaa
tctctcaggg
aaaccacccect
tatctgttta
ataaatgett
cecttatteee
gaaagtaaaa
caacageggt
tttcaaagtt
cggtcgeccge
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6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481

atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageceg
cccteceegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccettt
acgtaagacc
ccagaagcgg
aattaatgtg
tcgtatgttg
tgattacgcece
ctacggcagce
tgttagagtce
cttceggatt
gtttggagtg
ttaaaggtcg
acagcttaag
atcatgacat
catcggectt
gctgcctggt
tgaccagegg
gcagegtagt
atcacaagcc
cacatcatca
atggggccge
ccaacaaagg
gtaagttaga
tcagtggttt
tggcccaggt
cgtctettee
agttcagcat
acgtcgctac
gctagtgatce
tgaggccgat
ctacaccaac
gacgggttgt
gcgaattatt
aatgcgaatt
ctgtttttgg
cgattaccgt
tttgtagate
gaatatcata
cctacacatt
tgcgttgaaa
accgatttag
ctgtatgatt

Tabela 35:

ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccactrct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cccaagcettg
tgccggaaag
agttagetca
tgtggaattg
aagctttgga
cgctggattg
tggtggeggt
cactttctct
ggtttetget
cttcactatc
ggctgaggac
atggggtcaa
cccgetagea
caaggactac
cgtccacacc
gaccgtgcecc
cagcaacacc
tcaccatcac
agaggctagc
cgccatgact
cagegtegeg
ggccaacgge
tggagatggg
gcagagtgte
cgactgcgat
tttcatgtac
tcctaggaag
actgtcgtcg
gtgacctatc
tactcgctca
tttgatggcg
ttaacaaaat
ggecrettetyg
tcatcgattce
tctcaaaaat
ttgatggtga
actcaggcecat
taaaggcttce
ctttatgcte
tattggatgt

cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agettceeegg
gcgeteggec
gtctcgegge
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
tcgactgaat
ctggctggag
ctcattaggce
tgagcggata
gcetttetrt
ttattactcg
cttgttcage
tcgtacgeta
atctctggtt
tctagagaca
actgcagtct
ggtactatgg
ccetecteca
ttcecccgaac
ttceceggetg
tccagceaget
aaggtggaca
ggggecgeag
tctgectagtg
gagaacgctg
accgactatg
aacggagcca
gacaacagtc
gagtgccgtce
aagatcaatc
gttttcagcea
cccgectaat
tcccectcaaa
ccattacggt
catttaatgt
ttcctattgg
attaacgttt
attatcaacc
tcttgtttge
agctaccctce
tttgactgtce
tgcatttaaa
tccecgcaaaa
tgaggcttta
t

Sequéncia de

tactcaccag
gectgccataa
ccgaaggagc
tgggaaccgag
gcaatggcaa
caacaattaa
ctceccggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattttt
atcccttaac
ggcgaatggce
tgcgatcttce
accccaggcet
acaatttcac
tggagatttt
cGGCCcagee
ctggtggttc
tgtcttgggt
ctggtggcag
actctaagaa
actattgcgce
tcaccgtcte
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tgggcaccca
agaaagttga
aacaaaaact
gcgacttcga
acgagaatgc
gcgeccgecat
ccggagactt
cgcttatgaa
cattcgtttt
ttttecegegg
ctttcgccaa
gagcgggett
ctggcagatg
caatccgcceg
tgatgaaagc
ttaaaaaatg
acaatttaaa
ggggtacata
tccagactct
tccggcatta
tceggecttt
atatatgagg
gtattacagg
ttgcttaatt

tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcee
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
gctttgecectg
ctgacgctcg
ttacacttta
acaggaaaca
caacatgaaa
GGCCatggce
tttacgtctt
tcgccaaget
tacttactat
tactctctac
taaagcctat
tagtgcctcce
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacatce
gcccaaatct
catctcagaa
ctacgagaaa
tttgcaaagc
cgacggettt
cgcaggttcg
caactttaga
cggtgccggce
cgttrtcget
tattttacge
tttttttetg
cacggttacg
cttgttecce
tggctacagg
agctgattta
tatttgctta
tgattgacat
caggcaatga
atttatcagce
ctcacccttt
gttctaaaaa
gtcataatgt
ttgctaattc

gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactgt
gtttccggeca
agcgecaacge
tgcttccgge
gctatgacca
tacctatctgce
gaagttcaat
tcttgcgetg
cctggtaaag
getgacteeyg
ttgcagatga
cgtccttett
accaagggcc
gcggccectgg
tcaggcgcece
tactccctcea
tgcaacgtga
tgtgcggccg
gaggatctga
atggctaatg
gatgccaagg
atcggcegatg
aattctcaga
cagtaccttc
aagccttacyg
ttcttgetat
aacaaagaaa
gtatgcatcc
atgcgcececat
cggagaatcc
aaggccagac
acaaaaattt
tacaatcttc
gctagtttta
cctgatagee,
tagaacggtt
tgaatcttta
tetttatect
ttttggtaca
tttgcettge
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cttagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggcge
actattctca
gcatgacagt
acttactrct
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgcaggace

.gagccggtga

ccecgtategt
agatcgctga
catatatact
tcetttttga
cagacccegt
gctgcttgea
taccaactct
ttctagtgta
tcgctctget
ggttggactc
cgtgcataca
agctatgaga
gcagggtcgyg
atagtcctat
gggggcggag
gctggccttt
ttaccgecctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggctegtat
accatgatta
ttattcgcaa
gagctcgaga
gatgagcagt
agagaggcca
agtgtcacag
agcaaagcag
agttcaccgg
ctatttcaag
ttegtggcee
cagcctggtg
tttttgtggyg
cgcttaactg
ctgaggctte
cgtcgtcagt
ggtaaaacct
aagcgtaceg
tacgaaacaa
ttgtatgagg
gggaaaccac
aaacgctatg

aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgccttcct
gttgggtgcce
ttttcgeeee
ggtattatce
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgecett
caccacgatg
tactctagct
acttctgecge
gcgtgggtcet
agttatctac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatce
aacaaaaaaa
ttttccgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcceagettg
aagegccacg
aacaggagag
cgggtttecge
cctatggaaa
tgctcacatyg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttagqg
gttgtgtgga
cgecaagett
ttecctttagt
tcaaacgtgg
tgaaatctgq
aagtacagtyg
agcaggacag
actacgagaa
tgacaaagag
gaacagtctt
agcecggcectce
gttctttacg
gtggtgcaga
ctgatcaggc
ttttacctac
tggtagaaac
ggcagcagcee
tagtggctgce
cccaggacgg
cggtgcaggg
agcaggaggt
gcaataatgt

tttcggggaa
tatcecgectca
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tcceggcecaac
tcggecctte
cgecggtatca
acgacgggga
tcactgatta
ttaaaacttce
accaaaatcce
aaaggatctt
ccaccgcectac
gtaactggcet
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcccgaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgccagca
ttctttcetg
gataccgcte
gagcgcccaa
cacgacaggt

ctcactcatt

attgtgagcg
tggagccttt
tgttccttte
aactgtggcet
aactgcectct
gaaggtggat
caaggacage
acacaaagte
cttcaacagg
aatgaaaaag
tgctgaagtt
tctttettge
tcgegttacg
atgggatgtt
tctgcaagca
attaacacgt
aggctcrgec
cgtacctatg
cccaactggt
agacaaatca
tgtgttgget
gagtaactgg

atgtgcgegg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggagct
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttrtaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagage
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcageyg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagcgtceg
acgcggectt
cgttatccce
gccgeageeg
tacgcaaacc
ttececgactg
aggcacccca
gataacaatt
tttttggaga
tattctcaca
gcaccatcetg
gttgtgtgce
aacgccectce
acctacagce
tacgcctgeg
ggagagtgtt
cttttattca
caattgttag
gctgcettecg
gagatcgace
attcgccaaa
gcgacatetg
tgggatggca
atcctgaacg
ccatttgata
tcgectgaata
ccaatcccac
gcgetggaag
aaaacaccgg

aacccctatt
accctgataa
tgtegcectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactctt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgetettetg
gaatgaagcece
gttgcgcecaaa
ctggatggag
gtttattgct
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegttce
tttttttctg
ttgtttgccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgcec
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtg
aacgaccgag
gcectetecce
gaaagcgggce
ggctttacac
t¢acacagga
ttttcaacgt
gtgcacaggt
tcttecatctt
tgctgaataa
aatcgggtaa
tcagecageac
aagtcaccca
aataaggcegce
tgatcccgtt
agtctggtgg
gagcttcaga
gactgcettga
ccagtcgtca
gtttgacaca
tcaatttgcet
tttggctgac
agtggtacag
taagtgttgg
aggcggttga
atacctggga
caatggcctt

tgtttattee
atgcttcaat
attcectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgccgeatac
cttacggatg
actgeggecea
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
gcggataaag
gataaatctg
ggtaagccect
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgttc
cctacatacc
tgtcttaccg
acggggggre
ctacagcgtg
ccggtaagcg
tggtatcttt
tgctegtcecag
ctggcctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcgegttgge
agtgagcegcea
tttatgcttce
aacagctatg
gaaaaaatta
ccaactgcag
ccecgecatct
ctretatcee
ctcccaggag
cctgacgetyg
tcagggcctg
gcctaaccat
agttgtaccg
cggtcttgtt
tctgtttgee
gcaaaagcca
ggatcttaac
gagcgatcceg
taatgatgat
cagtatgttg
cgccagtgge
agcaaaaatt
tectgtttgcet
gactctttce
aacgttccgg
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3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3301
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941

gcaaataatt
tatcaaaacc
cetgtgettg
acagttgata
ctctggttaa
tactctctac
aaactgacca
tggcgtetet
agcaggcagce
ttggttatgt
ccgttectgg
aggtgtataa
caagggccca
ggccectgggce
aggcgcectg
ctccctcage
caacgtgaat
tgcggeegea
ggatctgaat
ttatgaaaag
gctacagtct
cgatggtttc
tgctggectcet
taatttcegt
tggcgetggt
tgtctttgeg
catactgcgt
tacaacgtcg
cceettteage
tgcgcecagect
gtatttcaca
cgcggeggge
cgctececttte
tctaaatcgg
aaaacttgat
ccctttgacyg
actcaactct
ttggttaaaa
gtttacaatt
gccecgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa

Tabela 36:

tctttggtgt
gtggaacaga
cctgggatgt
agcactatga
cgaagcagga
ttgcagatga
gacgacacaa
gctggeetgg
gaaacaagca
tcatactggt
tacgggaaaa
cccccagcag
teggtcttee
tgccectggtea
accagcggeg
agcgtagtga
cacaagccca
catcatcatc
ggggccgcag

atggcaaacg,

gacgcetaaag
attggtgacg
aattcccaaa
caatatttac
aaaccatatg
tttcttttat
aataaggagt
tgactgggaa
cagctggcgt
gaatggcgaa
ccgcatacgt
gtggtggtta
gectttettee
gggctcecete
ttgggtgatg
ttggagtcca
atctecgggcet
aatgagctga
ttatggtgca
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgega

accgcaggcce
aaacgatatg
ggtcgcacce
agatcagctg
tgtggaggcg
acagcttaag
acggcttacg
actcatcaga
ctgaccatca
gcttatccag
tgggactgga
ctagccatat
cgctagcace
aggactacet
tccacaccett
ccgtgcecte
gcaacaccaa
accatcacgg
aggctagttce
ctaataaggg
gcaaacttga
tttcecggect
tggctcaagt
cttceetecc
aattttctat
atgttgccac
ctraatgaaa
aaccetggegq
aatagcgaag
tggcgcctga
caaagcaacc
cgcgecagegt
cttcctttcect
tagggttccg
gttcacgtag
cgttetttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtctceagtac
ccgetgacge
ccgtcetceegg

gcagcggaag
attgttttct
ggtcagagtg
aaaatgtacg
cataaggagt

‘tctgageatt

ctaaatcccg
tgaaggccaa
actggtacta
atcgtcaatc
aagggctatt
tctcteggtce
ctcctecaag
ccccecgaaceqg
cccggetgtce
ttctagcttg
ggtggacaag
ggccgcagaa
tgctagtaac
ggctatgace
ttctgtcget
tgctaatggt
cggtgacggt
tcaatcggtt
tgattgtgac
ctttatgtat
cgcgtgatga
ttacccaact
aggcccegeac
tgcggtattt
atagtacgcg
gaccgctaca
cgccacgttc
atttagtgct
tgggccatcg
tagtggacte
ttrataaggg
atttaacgcg
aatctgctct
gceetgacgg
gagctgcatg

pM21J contendo IIlss:

aaacgcgtca
caccaacgac
ggtttattgc
aaaattttgg
tctagagaca
cggtececggge
cgcatgggat
aaattggcag
tgctgatgta
aggccatgat
gccttttgaa
accgtctcaa
agcacctctyg
gtgacggtgt
ctacagtcta
ggcacccaga
aaagttgagc
caaaaactca
gcgtcttececg
gaaaatgccyg
actgattacg
aatggtgcta
gataattcac
gaatgtcgece
aaaataaact
gtattttcta
gaattcactg
taatcgcett
cgatcgeect
tctecttacg
ccetgtageg
cttgcecageg
gccggcetttce
ttacggcacc
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgccga
aattttaaca
gatgccgceat
gcttgtetge
tgtcagaggt

tA27::C

tcaggcggag
aagcgatcgt
tceccgatgga
ccgtaagteg
actctaagaa
aacattctcc
ggtaaagagg
gagtggacac
aacggcaata
ccgcgattac
atgaacccta
gcgcctcecac
ggggcacagce
cgtggaactc
gcggactcta
cctacatctg
ccaaatcttg
tctcagaaga
gtgattttga
atgaaaacgc
gtgctgctat
ctggtgattt
ctttaatgaa
cttttgrtctt
tattcggtgyg
cgtttgctaa
gcecgtcgttt
gcagcacate
tcccaacagt
catctgtgcg
gcgcattaag
ccttagegee
cccgtcaage
tcgaccccaa
cggtttttcg
ctggaacaac
tttcggtcta
aaatattaac
agttaagcca
tceccggecate
tttcaccgtc

kappa

NUmero de bases 5225

(SEQ ID NO:921)

& o

FTATRGETTAR T8

8 ATENIRGTTT

RETAL
ATIRG

CRTRE
BURTER
GUCKE
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ACTTACTICT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTTTTTGA
CAGACCCCGT
GCTIGCTTGCA
TACCAACTICT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCATACA
AGCTATGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
CTGTCTGCTA
TCCCCGGGGA
CAATCCGTTA
CTGTTGATICT
GGCTCCGGAA
TACTATTIGTC
ATCAAGCGTG
TTGAAATCTG
AAAGTACAGT
GAGCAGGACA
GACTACGAGA
GTGACAAAGA
TCAAGGAACA
' GGCCCAGCCG
TGGTGGTTCT
GAAGTGGGTT
TGGTGGCGGT
CTCTAAGAAT
CTATTGTGCG
TGACTACTGG
GGTCTTCCCG
CCTGGTCAAG
CAGCGGCGTC
CGTAGTGACC
CAAGCCCAGC
TCATCATCAC
GGCCGCAGAG
GGCAAACGCT
CGCTAAAGGC

GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTIAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGAAAAGATC
AACAAAAAAA
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GITGIGTGGA
CGCCAAGCTT
TCCCACTAGT
CCCTGTICTCT
GCTCCTCTTA
ATGGTGCCTC
CCGATTTCAC
AACAGTATGG

GAACTGTGGC.

GAACTGCCTC
GGAAGGTGGA
GCAAGGACAG
AACACAAAGT
GCTTCAACAG
GTCTTAATGA
GCCATGGCCG
TTACGTCTTT
CGCCAAGCTC
ACTGGTTATG
ACTCTCTACT
AGAGTCAATT
GGCCAGGGAA
CTAGCACCCT
GACTACTTCC
CACACCTTCC
GTGCCCTCTT
AACACCAAGG
CATCACGGGG
GCTAGTTCTG
AATAAGGGGG
AARCTTGATT

GGRGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAMAACTIC
ACCAAAATCC
AAAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TICTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
TGGAGCCTTT
TGTCCCTTITC
GTCTCCGGGT
TTTAGCTIGG
TAGTCGTGCT
TCTGACCATT
TTCTAGTCCG
TGCACCATCT
TGTTGTGTGC
TAACGCCCTC
CACCTACAGC
CTACGCCTGC
GGGAGAGTGT
AGAAGCTCCT
AAGTTCAATT
CTTGCGCTGC
CTGGTAAAGG
CTGACTCCGT
TGCAGATGAA
ACTATGATAG
CCCTGGTCAC
CCTCCAAGAG
CCGAACCGGT
CGGCTGTCCT
CTAGCTIGGG
TGGACAAGAA
CCGCAGAACA
CTAGTAACGC
CTATGACCGA
CTGTCGCTAC

AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT

GTCAGGCAAC

AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTAACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
TTTTTGGAGA
TATTCTCATA
GAACGTGCTA
TATCAGCAARA
ACTGGCATCC
TCTCGTCTCG
CTGACTTTICG
GTCTTCATCT
CTGCTGAATA
CAATCGGGTA
CTCAGCAGCA
GAAGTCACCC
TAATAAGGCG
CTTTGCTATC
GTTAGAGICT
TTCCGGATTC
TTTGGAGTGG
TAAAGGTCGC
CAGCTTAAGG
TAGTGGTTAC
CGTICTCAAGC
CACCTCTGGG
GACGGTGTCG
ACAGTCTAGC
CACCCAGACC
AGTTGAGCCC
AARACTCATC
GTCTTCCGGT
AAATGCCGAT
TGATTACGGT

CGCTTTTTTG
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTTTCGTTC
TTTTTTTCTG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
TTTTCAACAT
GTGAAATCGT
CGCTGAGCTG
AGCCGGGTCA
CTGATCGTTT
AGCCGGAAGA
GTGGCGGTAC
TCCCGCCATC
ACTTCTATCC
ACTCCCAGGA
CCCTGACTCT
ATCAGGGCCT
CGCCAATTTA
CCGCICGTCG
GGTGGCGGTC
ACTTTCTCTC
GTTTCTGTTA
TTCACTATCT
GCTGAGGACA
GGTCCTATAG
GCCTCCACCA
GGCACAGCGG
TGGAACTCAG
GGACTCTACT
TACATCTGCA
AAATCTTGTG
TCAGAAGAGG
GATTTTGATT
GAAAACGCGC
GCTGCTATCG

CACAACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAACGAGC
AATACTGTTC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCTTT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTIGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
GAAGARACTG
TCTGACCCAG
TCGTGCTTCT
AGCTCCGCGG
CTCTGGCTCT
TTTCGCTGTC
CAAAGTCGAA
TGATGAGCAG
CAGAGAGGCC
GAGTGTCACA
GTCCAAAGCA
GAGTTCACCG
ACCATCTATT
TTCCTTITGT
TTGTTCAGCC
GTTACAAGAT
TCTATCCTTC
CTAGAGACAA
CTGCAGICTA
CTCCTGGACT
AGGGTCCGTIC
CCCTGGGCTG
GCGCCCTGAC
CCCTCAGCAG
ACGTGAATCA
CGGCCGCACA
ATCTGAATGG
ATGAAAAGAT
TACAGTCTGA
ATGGTTTCAT
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TGGTGACGTT TCCGGCCTTG CTAATGGTAA TGGIGCTACT GGTGATTITG CTGGCTCTAA 4080
TTCCCAAATG GCTCAAGTCG GTGACGGTGA TAATTCACCT TTAATGAATA ATTTCCGICA 4140
ATATTTACCT TCCCTCCCTC AATCGGTTGA ATGTCGCCCT TTTGTCTITG GCGCTGGTAA 4200
ACCATATGAA TTTTCTATTG ATTGTGACAA AATAAACTTA. TTCCGTGGIG TCTTTGCGIT 4260
TCTTTTATAT GTTGCCACCT TTATGTATGT ATTITCTACG TTTGCTAACA TACTGCGTAA 4320
TAAGGAGTCT TAATGAAACG CGTGATGAGA ATTCACTGGC CGTCGTTTTA CAACGTCGTG 4380
ACTGGGAAAA CCCTGGCGTT ACCCAACTTA ATCGCCTTGC AGCACATCCC CCTTTCGCCA 4440
GCTGGCGTAA TAGCGAAGAG GCCCGCACCG ATCGCCCTTC CCAACAGTTIG CGCAGCCTGA 4500
ATGGCGAATG GCGCCTGATG CGGTATTTTC TCCTTACGCA TCIGTGCGGT ATTTCACACC 4560
GCATACGTCA AAGCAACCAT AGTACGCGCC CTGTAGCGGC GCATTAAGCG CGGCGGGTIGT 4620
GGTGGTTACG CGCAGCGTGA CCGCTACACT TGCCAGCGCC TTAGCGCCCG CTCCTTTCGC 4680
TTICITCCCT TCCTTTCTCG CCACGTTCGC CGGCTTTCCC CGTCAAGCTC TAAATCGGGG 4740
GCTCCCTTTA GGGTTCCGAT TTAGTGCTTT ACGGCACCTC GACCCCAAAA AACTTGATTT 4800
GGGTGATGGT TCACGTAGTIG GGCCATCGCC CTGATAGACG GTTITTTCGCC CTTTGACGTT 4860
GGAGTCCACG TTCTTTAATA GTGGACTCTT GITCCAAACT GGAACAACAC TCAACTCTAT 4920
CTCGGGCTAT TCTITTGATT TATAAGGGAT TTTGCCGATT TCGGTCTATT GGTTAAAAAA 4980
TGAGCTGATT TAACAAAAAT TTAACGCGAA TTITTAACAAA ATATTAACGT TTACAATTTT 5040
ATGGTGCAGT CTCAGTACAA TCTGCTCTGA TGCCGCATAG TTAAGCCAGC CCCGACACCC 5100
GCCAACACCC GCTGACGCGC CCTGACGGGC TIGTCTGCTC CCGGCATCCG CTTACAGACA 5160
AGCTGTGACC GTCTICCGGGA GCTGCATGTG TCAGAGGTTT TCACCGTCAT CACCGAAACG 5220
CGCGA 5225

Tabela 40: pLCSk23 (SEQ ID NO0O:896)

CADARTETTATR A
;*uC%RE"?ﬁT §
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1921 GCGAGTCAGT GAGCGAGGAA GCGGAAGAGC GCCCAATACG CAAACCGCCT CTCCCCGCGC
1981 GTTGGCCGAT TCATTAATGC AGCTGGCACG ACAGGTTTCC CGACTGGAAA GCGGGCAGTG
2041 AGCGCAACGC AATTAATGTG AGTTAGCTCA CTCATTAGGC ACCCCAGGCT TTACACTITA
2101 TGCTTCCGGC TCGTATGITG TGTGGAATTG TGAGCGGATA ACAATITCAC ACAGGAAACA
2161 GCTATGACCA TGATTACGCC AAGCTTTGGA GCCTTITTTTT TGGAGATTTT CAACATGAAG
2221 AAGCTCCTCT TTGCTATCCC GCTCGTCGTT CCTTTTGTGG CCCAGCCGGC CATGGCCGAC
2281 ATCCAGATGA CCCAGTCTCC ATCCTICCCTG TCTGCATCTG TAGGAGACAG AGICACCATC
2341 ACTTGCCGGG CAAGTCAGAG CATTAGCAGC TATTTAAATT GGTATCAGCA GAAACCAGGG
2401 AAAGCCCCTA AGCTCCTGAT CTATGCTGCA TCCAGTTTGC AAAGTGGGGT CCCATCAAGG
2461 TTICAGTGGCA GIGGATCTIGG GACAGATTTC ACTCTCACCA TCAGCAGTCT GCAACCIGAA
2521 GATTTTGCAA CTTACTACTG TCAACAGAGT TACAGTACCC CTTTCACTTT CGGCCCTGGG
2581 ACCAAAGTGG ATATCAAACG TGGtACCGTG GCTGCACCAT CTGTCTTCAT CTTCCCGCCA
2641 TCTGATGAGC AGTTGAAATC TGGAACTGCC TCTGTTGTGT GCCTGCTGAA TAACTTCTAT
2701 CCCAGAGAGG CCAAAGTACA GTGGAAGGTG GATAACGCCC TCCAATCGGG TAACTCCCAG
2761 GAGRGTGTCA CAGAGCAGGA CAGCAAGGAC AGCACCTACA GCCTCAGCAG CACCCTGACG
2821 CTGAGCAAAG CAGACTACGA GAAACACAAA GTCTACGCCT GCGAAGTCAC CCATCAGGGC
2881 CTGAGTTCAC CGGTGACAAA GAGCTTCAAC AGGGGAGAGT GTGCGGCCGC TGGTAAGCCT
2941 ATCCCTAACC CTCTCCTCGG TCTCGATTCT ACGTGATAAC TTCACCGGTC AACGCGTGAT
3001 GAGAATTCAC TGGCCGTCGT TTTACAACGT CGTGACTGGG AAAACCCTGG CGTTACCCAA
3061 CTTAATCGCC TTGCAGCACA TCCCCCTTTIC GCCAGCTGGC GTAATAGCGA AGAGGCCCGC
3121 ACCGATICGCC CTTCCCAACA GTTGCGCAGC CTGAATGGCG AATGGCGCCT GATGCGGTAT
3181 TTTCTCCTTA CGCATCTGTG CGGTATTTCA CACCGCATAC GTCAAAGCAA CCATAGTCTC
3241 AGTACAATCT GCTCTGATGC CGCATAGTTA AGCCAGCCCC GACACCCGCC AACACCCGCT
3301 GACGCGCCCT GACAGGCTTG TCTGCTCCCG GCATCCGCTT ACAGACAAGC TGTGACCGTC
3361 TCCGGGAGCT GCATGTGTCA GAGGTTTTCA CCGTCATCAC CGAAACGCGC GA

Exemplo 4: Dobbling de CDRs

Os seguintes exemplos exemplificam o uso de dobbling na
construcdo de bibliotecas sintéticas. A cadeia pesada (HC)
3-23 parente ¢é diversificada em CDR1l, 2, e 3. Esta
diversidade ¢é combinada com uma cadeia leve (LC) A27
sinteticamente diversificada. A diversidade sera como se

seqgue:

Exemplo 4.1 CDR1 de HC

A seguinte diversidade de dobbling permite 5.832 variantes.
Ver Tabela 50. Na posicédo 31, Ser é o tipo de aminoécido da
linha germinativa (GL). Consequentemente fazemos Ser trés
vezes mais provavel do que os outros tipos. Uma vez que S&o
permitidos 18 tipos, Ser seria permitida 15% das vezes e
todos o0s outros s&do permitidos a 5%. Assim sendo, se néo
existir nenhuma selecdo para o tipo de AA em 31, é mais
provavel que isolemos um Ab com Ser. Similarmente, em 33, ©
tipo de AA de GL ¢é Ala e fazemos Ala 3 vezes tdo provavel
(15%) como todos os outros (5%). Em 35, Ser & o tipo de AA

de GLe tornamo-la trés vezes tdo provavel como os outros.
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Em todas as outras trés posicdes excluimos Cys e Met.
Excluimos Cys porque n&o queremos dissulfetos
injustificados ou cisteinas ndo emparelhadas expostas que
poderiam afetar adversamente a solubilidade e reatividade
do Ab. Excluimos Met porque grupos laterais de metioninas
expostos estdo sujeitos a oxidacdo que pode alterar as
propriedades de ligacdo e tempo de prateleira. Poderiamos
fazer o tipo de aminoédcido da linha germinativa 2, 3, 4, 5,

6, 8, ou 10 vezes mais provavel do que os outros tipos de

AA.
Tabela 50: Diversidade para CDR1 em 3-23
Posicdo AA Parente Permitidos
31 S (trés vezes mais provavel do que os ADEFGHKLNPQRSTVWY
outros)
33 A (3 X mais provavel) ADEFGHKLNPQRSTVWY
35 S (3 X mais provavel) ADEFGHKLNPQRSTVWY

Ao longo desta divulgacdo, os aminocdcidos mostrados como
“Permitidos” s&o os aminoacidos que podem ser usados a uma
dada posicdo. Por exemplo, na Tabela 50, na posicdo 31, os
aminocacidos permitidos “ADEFGHKLNPQRSTVWY” s&do mostrados.
Isto indica gque os amino&cidos A, D, E, F, G, H, K, L, N,
P, 9, R, S, T, V, W, e Y sdo todos permitidos na posicédo

31.

Exemplo 4.2: CDR2 de HC

Em CDR2 permitimos diversidade nas posicdes 50, 52, 52a,
56, e 58. Em 50, 52, 56, e 58 permitimos todos os tipos de
aminocacidos exceto Cys e Met e fazemos os tipos de AA de GL

mais provaveis por trés vezes. Poderiamos fazer o tipo de
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AA de GL 2, 3, 4, 5, 6, 8, ou 10 vezes mais provavel do que

0s outros tipos de AA.

Tabela 51: CDR2 de HC: Diversidade = 419.904

Posigdo |AA Parente Permitidos

50 A (3 X mais provavel) |ADEFGHKLNPQRSTVWY
52 S (3 X mais provavel) |ADEFGHKLNPQRSTVWY
52a G (3 X mais provavel) |GPSY

56 S (3 X mais provavel) |ADEFGHKLNPQRSTVWY
58 Y (3 X mais provavel) |ADEFGHKLNPQRSTVWY

Diversidade combinada de CDR1 e CDR2 = 2,45 E 9

Exemplo 4.3 CDR3 de HC, comprimentos 3, 4, 5

CDR3 muito curtas podem ser feitas por dobbling. A Tabela 7
mostra varias sequéncias parente para CDR3 de comprimento
3. Em 94, as VH3s tém Arg e permitimos esta mudanca, mas
Lys é tornada 3 X mais provavel. Em 95, F é encontrado
nesta posicdo em JH1. Permitimos também Ser, Tyr, Asp, e
Arg permitam carga pequena, carga dJgrande, positiva, e
negativa. Em 96, JHl1 tem Q. Uma vez que Q é muito similar a
Glu permitimos Glu como uma alternativa é&cida mais Arg,
Ser, Tyr, e Leu. Em97, His é o AA da linha germinativa de
JH1. Permitimos carga negativa (D), carga positiva (R),
polar pequeno (S), grande hidrofébico (Y), e alifatico (L).
A sequéncia parente constitui até 4,5% da biblioteca, mas
isto é combinado com uma grande diversidade em CDR1 e CDR2.
O dobbling permite 360 sequéncias no total. As sequéncias
menos provaveis ocorrem em 1 em 1792. A sequéncia mais

provavel (parente) ocorre cerca de 1 em 22.
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Tabela 60: Uma CDR3 de HC dobbled de comprimento 3 (V-3JH1
da Tabela 7)

Posicdo |Aminocacido parente (fonte) |Permitidos

94 K (VH 3-23) KR (3:1)

95 F (JHL) FSYDR (3:1:1:1:1)

96 Q (JHI) QERSYL (3:1:1:1:1:1)
97 H (JHI1) HDRSYL (3:1:1:1:1:1)
103 W (JHI1) W

A Tabela 61 mostra uma CDR3 de HC dobbled de comprimento 3.
Aqui, K94 ¢é fixada como o é W103. Tornamos o aminoacido do
segmento D “parente” cinco vezes mais provavel do que os

outros tipos de AA permitidos.

Tabela 61: Uma CDR3 de HC dobbled de comprimento 3 de um
fragmento D (V-3D1-1.1.2-JH1 da Tabela 7).

Posigdo |Parente Permitidos

94 K (V 3-23) K

95 T (D1-1.1.2) |TYRDL (5:1:1:1:1)

96 T (D1-1.1.2) |TYRDL (5:1:1:1:1)

97 G (D1-1.1.2) |GSYRDL (5:1:1:1:1:1)
103 W (JHL) W

Neste exemplo (Tabela 62, usando V-4JH2 da Tabela 8), 94
estd fixado como Lys. Em 95, JH2 tem Tyr e permitimos Ser,
Asp, Arg, e Leu tal que o tamanho, carga, e hidrofobicidade
se possam alterar para se adequarem ao antigénio. JH2 tem
Phe em 96 e permitimos Ser, Tyr, Asp, Arg, e Leu. Em 97,
JH2 tem Asp e permitimos Arg, Ser, Tyr, e Leu. Em 98, JH2
tem Leu e permitimos Ser, Tyr, Asp, e Arg. Este padréo

permite 750 sequéncias distintas, das quais a parente é a



mais provavel

(1 em 18). As

sequéncias menos
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provaveis

ocorrem em 1 em 4608 ou 256 vezes menos provavelmente do

que a mais provavel.

(V-4JH2 na

Tabela 62: CDR3 de HC comprimento 4 de JH2
Tabela 7)
Posicdo |AA Parente (fonte) |Permitidos
94 K (VH 3-23) K
95 Y (JH2) YSDRL (4:1:1:1:1)
96 F (JH2) FSYDRL (4:1:1:1:1:1)
97 D (JH2) DRSYL (4:1:1:1:1)
98 L (JH2) LSYDR (4:1:1:1:1)
103 W (JH2) W
Na Tabela 63 existe um dobbling de V-4D3-10.1a-JH2 da
Tabela 8. Em 94 permitimos Lys e Arg com Lys

quatro vezes mais provavel como Arg. Em 95,

D3-10 na primeira grelha de leita e comecando um AA 1)

Leu;

cada um dos outros tipos de AA.

novamente,

Trp e permitimos

provavel.

Asp,

Em 98,

e permitimos o mesmo menu.

Ser, Tyr,

e Arg também.

Asp,

Em 96,
Em 97,

D3-10.1la tem Phe e permitimos Ser,

D3-10.

D3-

(a parente)

la (i.e.,

tem

permitimos SYDR também com Leu 4 X t&do provavel como

D3-10.1la tem Leu

10.1a tem

e Arg com Trp 4 X téo

Tyr,

Tabela 63: CDR3 de HC de comprimento quatro de V-4D3-10.1la
na Tabela 8
Posicdo |AA Parente (fonte) |Permitidos
94 K (VH 3-23) KR (4:1)
95 L (D3-10.1la) LSYDR (4:1:1:1:1)
96 L (D3-10.1la) LSYDR (4:1:1:1:1)
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Posigdo |AA Parente (fonte) |Permitidos

97 W (D3-10.1la) WSYDR (4:1:1:1:1)
98 F (D3-10.1la) FSYDR (4:1:1:1:1)
103 W W

Exemplo 4.4: CDR3 de HC de comprimento 10 a 20

CDR3 de HC

Duas subbibliotecas, ambas com CDR3 de comprimento 16:

Tabela 52: Biblioteca 1: Diversidade = 5 E 11, a sequéncia

“parente” ocorre em 1 em 1,5 EG6.

Posicdo |AA “Parente” (fonte) Permitidos

94 K (3 X mais provavel) (3-23) KR (3:1)

95 Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |YSRDL (3: : 1)
96 Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |Y¥YSRDL (3: : 1)
97 Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |YSRDL (3: : 1)
98 D (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |DYSRL (3: : 1)
99 S (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |SYRDL (3: : 1)
100 S (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |SYRDL (3: : 1)
101 G (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |GASYRDL 1:1:1:1)
102 Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |Y¥SRDL (3: : 1)
102a Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |Y¥YSRDL (3: : 1)
102b Y (3 X mais provavel) (D2-21(2)) |YSRDL (3: : 1)
102c A (3 X mais provavel) (JHL) ASYRD (3: : 1)
102d E (3 X mais provavel) (JH1) ERSYL (3: : 1)
102e Y (3 X mais provavel) (JHIL) YSRDL (3: : 1)
102f£ F (3 X mais provavel) (JHL) FYSRD (3: :1)
102g Q (3 X mais provavel) (JH1) QERSY (3: :1)
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Posigdo |AA “Parente” (fonte) Permitidos
102h H (3 X mais provavel) (JH1) HERSYL (3:1:1:1:1:1)
103 W (JH1, fixado) W
Tabela 53: Biblioteca 2: CDR3 comprimento 16; Diversidade é

3,0 E 10 e a sequéncia parente ocorre uma vez em 3,7 E 5.

Posicdo |AA “Parente” (fonte) Permitidos

94 K (3 X mais provavel) (3-23) KR (3:1)

95 G (3 X mais provavel) (D2-2(2)) |GSYDRL (3:1:1:1:1:1)
96 Y (3 X mais provavel) (D2-2(2)) JYSDRL (3:1:1:1:1)

97 C (fixado) (D2-2(2)) C

98 S (3 X mais provavel) (D2-2(2)) |SYRDL (3:1:1:1:1)

99 S (3 X mais provavel) (D2-2(2)) |SYRDL (3:1:1:1:1)
100 T (3 X mais provavel) (D2-2(2)) |TYRDL (3:1:1:1:1)
101 S (3 X mais provavel) (D2-2(2)) |SYRDL (3:1:1:1:1)
102 C (fixado) (D2-2(2)) C

102a Y (3 X mais provavel) (D2-2(2)) JYSDRL (3:1:1:1:1)
102b T (3 X mais provavel) (D2-2(2)) JTYRDL (3:1:1:1:1)
102c A (3 X mais provavel) (JHL) ASYDRL (3:1:1:1:1:1)
102d E (3 X mais provavel) (JH1) ERSYL (3:1:1:1:1)
102e Y (3 X mais provavel) (JHL) YSDRL (3:1:1:1:1)
102f F (3 X mais provavel) (JHI1) FYSRDL (3:1:1:1:1:1)
102g Q (3 X mais provavel) (JHL) QERSYL (3:1:1:1:1:1)
102h H (3 X mais provavel) (JH1) HDRSYL (3:1:1:1:1:1)
103 W ((JH1)) W

A Tabela 65 mostra uma variegacdo do dobbling de SEQ 1ID

NO:898.

sintese que produz 1,0 E 8,

A diversidade total permitida ¢ 2,1 E

3,0 E 8,

5,0 E 8,

5,0 E 9 amostrard a diversidade adeguadamente.

13.
1,0 E 9,
O desenho de

Uma

ou
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SEQ ID NO0:898 foi discutido acima. No dobbling de SEQ ID
NO:898 é permitir o tipo de AA parente a trés vezes acima
de outros tipos de AA na maioria das posicgdes. Em posicdes
onde o parente é Tyr usamos entdo Tyr e Ser em quantidades
iguais com Leu em metade dessa frequéncia. Os residuos de
Cys estdo fixados. Permite-se que cada tipo de AA parente
vd para um de Arg, Asp, Ser, Tyr, ou Leu (Leu pode ser
omitida se a parente for hidrofébica, tal como Phe). A
sequéncia parente ocorrerd uma vez em 1,0 E 8 membros. As
sequéncias menos provaveis ocorrerdo uma vez em 9,5 E 16.
Ndo ¢é importante que a Dbiblioteca contenha realmente a
sequéncia parente, somente gue contenha muitas sequéncias
que se assemelhem a parente. Assim sendo, uma biblioteca
que contenha 1,0 E 7, 5,0 E 7, 1,0 E 8, 3,0 E 8, 1,0 E 9,
ou 5,0 E 9, quando combinada com diversidade em CDR1 de HC,
CDR2 de HC, CDR1 de LC, CDR2 de LC, e CDR3 de LC,
proporcionard uma biblioteca que conterd muitos Abs

variaveis.

Tabela 65: Dobbling do Desenho 1 com SEO ID NO:898 como

parente
Posicdo |Parente (fonte) Permitidos
94 K (VH 3-23) K
95 D (Nenhuma fonte) |DSYL (3:1:1:1)
96 Y (Nenhuma fonte) |YSL (2:2:1)
97 G (D2-2.2) GSYDRL (3:1:1:1:1:1)
98 Y (D2-2.2) YSL (2:2:1)
99 C (D2-2.2) C
100 S (D2-2.2) SYDRL (3:1:1:1:1)
101 S (D2-2.2) SYDRL (3:1:1:1:1)
102 T (D2-2.2) TYDRL (3:1:1:1:1)
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Posicdo |Parente (fonte) Permitidos

102a S (D2-2.2) SYDRL (3:1:1:1:1)
102b C (D2-2.2) C

102c Y (D2-2.2) YSL (2:2:1)

102d T (D2-2.2) TYDRL (3:1:1:1:1)
102e Y (Nenhuma fonte) |¥YDSL (3:1:1:1)

102f G (Nenhuma fonte) |GSYRD (3:1:1:1:1)
102g Y (Nenhuma fonte) |¥YSL (2:2:1)

102h S (Nenhuma fonte) |SYDRL (3:1:1:1)

1021 Y (Nenhuma fonte) |Y¥YSL (2:2:1)

1025 A (JHL) ASYDR (3:1:1:1:1)
102k E (JH1) ERSYL (3:1:1:1:1)
1021 Y (JHI1) YSL (2:2:1)

102m F (JHL) FSYDR (3:1:1:1:1)
102n Q (JHI1) QYSDRL (3:1:1:1:1:1)
102p H (JH1) HSYDRL (3:1:1:1:1:1)
103 W (JH1, FR4) W

Exemplo 4.5 Dobbling de yycakGSGYCSGGSCYSFDYwgggtlvtvss
(SEQ ID NO:931)

A Tabela 80 mostra o dobbling de SEQ ID N0O:931, um exemplo
de uma CDR3 de HC de comprimento 15. A posicdo 94 é& parte
de FR3 é mantida constante. As posicdes 95 e 96 tém tipos
de aminoédcidos “parente” escolhidos do conjunto altamente
usado de (YGDRS) e s&do G95 e S596. As prdéximas dez posicdes
sdo retiradas de D2-15.2 (um segmento D moderadamente
altamente usado contendo uma ansa fechada de dissulfeto).
As ultimas trés posicdes sdo as posicdes 100, 101, e 102 de
JH4 como mostrado na Tabela 3. Em cada posicdo tornamos o

tipo de aminocécido parente trés vezes mais provavel do que
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0os outros tipos permitidos. O0Os residuos de Cys estéo
fixados. Em 102e, Phe & trés vezes mais provavel do que o
sdo YGSRD (i.e., Phe & trés vezes mais provavel como o S&o
qualgquer um dos aminoécidos Y, G, S, R, ou D). A
diversidade permitida é 1,46 E 9. A sequéncia parente &
egsperada em 1 em 6,9 E 4. Cada uma das sequéncias
unicamente substituidas é cerca de 1/3 tdo provavel; as
duplamente substituidas sdo 1/9 tdo provaveis e assim por
diante. As sequéncias que sdo compostas inteiramente por

outros tipos de AA ocorrem em somente 1 em 1,1 E 11.

Cada uma das outras sequéncias na Tabela 21 pode ser

dobbled do mesmo modo.

Tabela 80: Dobbling de yycakGSGYCSGGSCYSFDYwgggtlvtvss (SEQ

ID NO:931)

Posicdo |Parente (fonte) Permitidos

94 K (VH 3-23) K

95 G (Nenhuma fonte) |GYSRD (3:1:1:1:1)
96 S (Nenhuma fonte) |SGYRD (3:1:1:1:1)
97 G (D2-15.2) GYSRD (3:1:1:1:1)
98 Y (D2-15.2) YGSRD (3:1:1:1:1)
99 C (D2-15.2) C

100 S (D2-15.2) SGYRD (3:1:1:1:1)
101 G (D2-15.2) GYSRD (3:1:1:1:1)
102 G (D2-15.2) GYSRD (3:1:1:1:1)
102a S (D2-15.2) SGYRD (3:1:1:1:1)
102b C (D2-15.2) C

102c Y (D2-15.2) YGSRD (3:1:1:1:1)
102d S (D2-15.2) SGYRD (3:1:1:1:1)
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Posicdo |Parente (fonte) Permitidos

102e F (JH4) FYGSRD (3:1:1:1:1:1)
102f D (JH4) DGSRY (3:1:1:1:1)
102g Y (JH4) YGSRD (3:1:1:1:1)
103 W (JH4, FR4) W

Exemplo 5: Diversidade de cadeias leves sintética

Para fazer anticorpos inteiros necessitamos de combinar uma
biblioteca de cadeias pesadas com uma biblioteca de cadeias
leves (LC). Em Abs naturais é frequentemente observado que
a HC faz a maior parte da ligacdo e muitas bibliotecas tém
dado pouca atencdo a LC ou tém obtido a diversidade de LC a
partir de dadores humanos. Para se ter diversidade
suficiente para dar bons ligantes a quase todos os alvos
desenhdmos um programa de diversificacdo que excede o que o
sistema imune humano usualmente proporciona. N&o obstante,
0 programa ¢ desenhado para originar LC completamente
funcional que tem o mesmo tipo de mudancgas como visto em
Abs. naturais, somente mais algumas. Vkappa III A27 foi

escolhida como a LC.

De uma biblioteca que compreende LCS kappa e lambda doados,
uma colecdo de 1266 Abs foi digitada. Entre VKIIIs, A27 é a
mais frequentemente vista (Tabela 66) e emparelha bem como

HC 3-23.

As CDRs de A27 contém 12, 7, e 9 aminodcidos. A colocacédo
de diversidade em todas estas posicdes pode ndo trabalhar
bem: a) podem existir muitos membros instaveis ou néo
funcionais, e b) a diversidade em algumas posicdes pode néo
ajudar a melhorar a ligacdo. Reduzimos o numero de posicdes

variadveis de 28 para 16.
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Estudédmos a estrutura em 3D de 1 QLR gque tem uma LC de A27.
A estrutura de 1 GLR estd publicamente disponivel na Base
de Dados de Proteinas RCDB. A partir desta, os residuos
marcados na Tabela 68 parecem Uteis de variar. O Th6 estd a
cerca de 10 A de uma His em CDR3 de HC. A variacdo em 56
pode ser util. G24 estd somente a cerca de 7 A a partir de
um adtomo em CDR3 de HC. A linha germinativa é R24; assim

sendo, a variacdo em 24 pode ser util.

A Tabela 69 mostra uma cassete de exibicdo que desenhamos
para uso em pMID21. Assim sendo, as enzimas de restricdo
escolhidas n&do tém outros locais em pMID21. Spel estd na
sequéncia de sinal 1iii e permite que a LC inteira seja
inserida ou removida. Xmal, PpuMI, Eco01091, e Blipl
precedem CDR1. SacIl estd em FR2, separando CDR1 de CDR2.
Alternativamente, um local AvrII poderia ser inserido na
mesma posicdo. 0Os locais BspEI e Xhol estdo em FR3 e um

local Kpnl estéd em FR4.

Reunimos 155 sequéncias A27 e analisamos o que acontece nas
CDRs. A Tabela 70 mostra a anédlise. Na Tabela 70 mostramos
o que ¢é encontrado nos Abs da nossa biblioteca e o que

colocariamos em cada posicéo.

!'Tabela $8: onde vaviar A27
b .
H 22 3 3 5 5 as . 9
{ 3% §a § @ 5 30 S
HIGLR SASQEVE _NYLA  DASSRAT  QUYGESPLY

LAY BASQEVSESSEYLA  GASSRAT  QOOYGESPLY
TS 2 T TS PN

GAROQSVS S {SEQID NO:922) UASSRAT & (SEQID NO:923)
QRYGSSFLY € {SBQYID HO:924)
RASCQSVESSYLA & (SEQ ID NO:32%) GASSRAT & (B8EQ ID NO:S26)

A Tabela 68 mostra onde as CDRs de A27 seriam variegadas.
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Tabela 67: Comparar seqgs de AA de VKIII

VK3 é (SEQ ID NO:927)

FRL...oeiiaiiiiiennanns CORL.ciuuunn FRZ..ioivviinas CDRZ...FR3. it iiainisiacanecsniianasnansns CPR3..... FR4.........
1

" 12345678901234567890123456789012234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890123456789
VK3 DIVLIOSPATLSLSPGERATLSCRASGSVSSSYLAWYQOKPGORPRLLI YGASSRATGYEARF SGSGSG IDF TLTISSLEPEDFAVY YCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRT
A27 E--=----G e et S S YGSS-

All E-—-- L Mt - Le-em- D 1-D Remmmmmmmammee YGSS-
L2 E~-M=mmmaca- Vmmmmmmmmmmmmmmaem L e B ] | QS-==mmmmmmn YNNW-
L16 E--M- V== : -—§N--- T----1 [ O YNNW-
L6  E--msemmeo s e G L LT D~-N----1I - ~~~--RSNW-
L20 E--=-rmmm-mmommemeecoomeeen G--mfommmmm oo D--N==--1--—=--—- Prrmmmmmmmmmmm e e RSNWH
L25 E--M -s- ---T

VK3 difere de A27 por E1D, G9A, 158V, D60A, R77S.

A27 e L6 diferem por GO9A(FR1), A3la (em CDR1l), G50D(CDR2),
S53N (CDR2), G92S(CDR3), S93N(CDR3), S94W(CDR3) VK3 de US
7,264,963.

CDR1

R24, A25, e S26 estdo demasiado longe do local de
combinacdo para ajudar e foram mantidos constantes. O grupo
lateral de V29 estd enterrado; esta posicdo foi mantida
constante como Val. Nas outras posicdes permitimos Y ou S e
um flip-flop de carga (RE ou RD, dependendo de onde a
amostra tinha mais de E ou D na posicdo em qguestdo) mais
outros tipos que eram frequentemente vistos. Usamos uma
folha de cédlculo do Excel para determinar se este padrdo de
variegacdo daria a sequéncia parente a 0,8% se os “outros”
AAs fossem substituidos a 5%, a 0,1% se os “Youtros” AAs
fossem substituidos a 6,5%, e a 0,02% se o “outro”
estivesse aa 9%. Na amostra de 155, 17 tém um AA eliminado
(incluindo 1 OQLR); assim sendo trataremos de ter S30a

eliminado em ~8% dos membros.

CDR2
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A partir da inspecdo de 1 QLR vemos que CDR2 estéd algo
remota em relacdo ao local de combinacdo. Tém existido
mesmo sugestdes de que mantivéssemos o0s residuos nesta CDR
constante. O estudo da estrutura em 3D sugere dgue a
variegacdo a G50, S53, e T56 poderia ser util. S53 é o mais
varidvel na amostra de 155, mas isto ndo prova que estas
mudancas sdo Uteis. Em 1 QLR, G50 foi mutado para R50. O
grupo lateral de T56 estd apontado na direcdo de CDR3 de HC

e estd a cerca de 11 A a partir de um &tomo em CDR3 de HC.

CDR3

089 e Q90 estdo enterrados e a natureza ndo os varia
frequentemente; estes residuos nédo s&do variados. Y91 ¢é
empacotado contra CDR3 de HC e mudancas aqui alterariam o
local de combinacdo e ocorrem. Em G92, ¢ = -80 e ¢y = -150m
logo colocar um ndo Glu ¢é fazivel; a natureza fad-lo em
47/155 casos. S93 estd muito frequentemente variado ou
eliminado. S94 estd altamente exposto e estd altamente
variado. P95 estd exposto e variado, L96 empacota contra
CDR3 de HC: as mudancas aqui afetardo o local de ligacédo e
ocorrem na natureza. T97 estd enterrado e tem sido mantido

constante/o aminodcido ndo é variado.

A sequéncia parente aparece a 0,000246 ou 1 em 4,06 E 3. A
diversidade permitida ¢é cerca de 2,1 E 12. Com duas
eliminacdes a 8%, 84,6% dos membros terdo comprimento
total, 7,5% terdo CDR1 curta e CDR3 de comprimento total,
7,4% terdo CDR1 de comprimento total e CDR3 curta, e 0,6%

terdo ambas as eliminacdes.

Outras linhas germinativas ndo estavam na amostra.
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?Tabela 66: Distribuicdo de VLs em 1266 LCs

‘selecionadas.

Kappas Lambdas

§012 VKI 313 | la VL1 9

3018 VKI él g le VL1 7

éA2O VKI §26 § lc VL1 |55

3A3O VKI 526 g 1g %VLl 46

éLl4 VKT :2 g 1b §VL1 1 5118
éLl VKT 5 § 2¢c §VL2 18 ;
éL15 ‘VKI 1 g 2e %VL2 23

§L5 VKT 83 g 2a2 §VL2 79

125 \VKIII {16 290 10a |VL10 |6 6

Nimero de lambdas §368

iNumero de kappas

!Tabela 69: Um gene de exibicdo para A27 em pM21J. !
IIIsinal::A27::Ckappa

A sequéncia de aminoadcidos da Tabela 69 é (SEQ ID NO0O:928).

A sequéncia de ADN DA Tabela 69 & (SEQ ID NO:929).
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A sequéncia de aminocacidos da Tabela 69 é (SEQ ID NO0O:928).

A sequéncia de ADN DA Tabela 69 & (SEQ ID NO:929).

S ik

Crm e e e ey

P L T T

maopve et s e e AR s s e e s e o SO0 g i
‘1 latqleaGissAictulotgiteniget latolcoR ILYAT




A sequéncia de aminoacidos da Tabela 69 é

A sequéncia de ADN DA Tabela 69 é

91

136

316

361

379

424

469

514

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 .43 44 . 45
L13 s P G E R A T L S C23 R24 A S Q

KpnI...

jetgitcticcglggt Igaalecgtiget 1acGICTg{AGCItgt lcgtigetitect|caal
BlpIl.....
CDRl--me~~— e emceccc e c e —e FR2===mmmm e e e
46 47 48 49 S50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
s28 v S S S30a Y L A34 W Y Q Q K P G
ltcclgtt|agC|TCCITCtjtat Ittalget |tggltaticaglcaataaglceglggt |
BseRI...
FR2-mmme e e CDR2 - mm e e e
61 62 €63 €4 65 66 67 68 69 70 11 72 713 74 175
Q A P R4S L L I Y GSC A S S R A TS6
lcaalget ICCGICGGIctglittglatcltatiggtigeeitctiagt legtiget |act|
SacII.. ’
PR3- o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
76 77 78 79 80 81 82 83 B84 85 86 87 88 89 90
G 1 P D60 R F S G S65 G S G T D F
lggclatcicct |gaticgtittcltet lggeltet 1ggcITCCIGGAlaccigatittc]
BspEI, .
FR3- oo e e e e ————— e
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
T L T 1 s R L E P E D F A v Y
lact |ctglacc|att Itct [CGTICTCIGAG|ccglgaalgat|ttelgect|gte|tac]
BsmBI. .
XhelI...
FR3---- CDR3---m-m e e e FR4 ~ = o
106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
Y C Q89 Q Y G S S P9 L T F G G G
itat|tgticaalcagitatiggt|tctlagticcgictglactittciggtiggcIGGT]
FR-emmemmn e cmmcce e e
121 122 123 124 125 126
T K v E I K
|ACClaaalgtclgaalatc|aag
Kpnl.
CRAPPA— =~ =TT e e
R G T \'4 A A P S \ F I F P P S
cgt gga act gtg gCT GCA Cca tct GTC TTC atc ttc ccg cca tet
BsgIl.... BbsI...
D E Q L K S G T A S v \% C L L
gat gag cag ttg aaa tct gga act gcc tct gtt gtg tgc ctg ctg
N N F Y P R E A K v Q 1 K A D
aat aac ttc tat ccc aga gag gcc-aaa gta cag tgg aag gtg gat
N A L Q S G N s Q E s v T E Q
aac gcc cte caa tcg g9t aac tcc cag gag agt gtc aca gag cag

(SEQ ID NO:929).
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(SEQ ID NO:928).



A sequéncia de aminoacidos da Tabela 69 é

A sequéncia de ADN DA Tabela 69 é& (SEQ ID NO:929).

559

Tabela 70:

CDR1

R24

A25

526

027

528

V29

530

S30a
(8%

30a)

S31

Y32

L33

A34

D 5
gac agc

5 K
tcc aaa

T H
acc cat

G E
gga gag

eliminar

K D S T Y S L S S T L T L
aag gac agc acc tac agc ctc agc agc acc ctg act ctg

A D Y E K H K v Y A (o E v
gca gac tac gag aaa cac aaa GTC TAC gcc tge gaa gtc

Q¢ G L S S P V T K S8 F N R
¢cAG GGC CTg agt tCA CCG GTG aca aag agc ttc aac agqg
AlwNI...... SgrAIl.....

Eco01091.(2/2) AgeI....

C . .
tgt taa taa
GG CGCGCCaatt
AscIl.....
BssHII.

Inventdrio de mutacdes em CDRs de ABs A27
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(SEQ ID NO:928).

1, 3G, 1T, 151-, Fixado

2, 3T, 152-, Fixado

3, 1R, 154-, Fixado

4, 3E, 1H, 1L, 1p, 4R, 145-, 9% ERYSL

5, 1A, 2Fr, 2G, 11, 2L, 5N, 1P, 1R, 10T, 9% NTYERL
1v, 1Y, 128-,

6, 1F, 19I, 6L, 129-, Fixado

7, 27A, 2D, 8G, 2H, 1I, 11N, 9R, 6T, 4V, 9% DNRTY
2y, 108-,

8, 1A, 2F, 6G, 1H, 6N, 1p, 10R, 6T, 3Y, 9% GNRTYD
119-,

9, 1A, 5D, 3F, 4G, 1H, 2I, 4K, 1L, 31N, 9% DFGNRTY
19R, 7T, 7Y, 70-,

10, 5F, 1K, 14L, 4N, 4Q, 2R, 8S, 3V, 1W, 9% FDLNQRSY
113-,

11, 1leéAa, 1F, 4I, 1N, 1S, 8V, 1Y, 123-, Fixado

12, 2G, 2L, 1N, 1s, 4v, 128-, 9% SY



CDR1

Nota:

Abs tinham uma inserc&o Unica.

em CDRI1.

CDR2

G50

A51

S$52

S$53

R54

A55

T56

Note-se,

CDR3

Q89

Q90

Y91

G92

593

um anticorpo tinha uma insercdo de seis AAs em CDRI1!

(mostrando ™ ”

13, 2a, 1G,
14, 1s,
15, 1s,
le, 1Y,
17, 1L,
18, 1A,

1, 10a, 11D, 1H, 2R, 28, 1v, 7Y, 121-, 9%

2, 171G, 2I, 6sS, 7T, 2V, 131-,

3, 6A, 3F, 1G, 1T, 144-,

4, 1A, 1G, 1H, 5I, 2K, 16N, 7R, 16T, 9
106-,

5, 1A, 11, 1N, 1S, 3T, 1Y, 147-,

6, 2P,7R,4S,2V,140-,

7, 10a', 1G, 1H, 2P, 4S, 137-, 9

8, 1A, 6T,

existem dezassete anticorpos com uma inserg¢do de um

58, 1L, 2M, 147-,

1E, 1F, 13H, 2K, 2L, 4R, 1S, 1Y, 130-,

2A, 8F, 2G, 2H, 1L, 1P, 13R, 4S, 122-,

10aA, 3D, 2H, 1I, 1L, 2N, 6R, 12s, 2v, 3y, 108-,
5_,

1A, 2D, 2F, 6G, 2H, 3I, 2K, 2M, 14N, 1P, 10, SR,

17T, 2Y, 86-, 6_,

ae

e
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Dois outros

Dezassete Abs tém uma eliminacdo de AA

DRSYL

Fixado

Fixado

NTSYER

Fixado

Fixado

ERSY

AA.

significa que o Ab tem uma eliminagdo em CDR3)

Fixado

Fixado

9% FERS

9% ADRSTY

9% DENRTY
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CDR3 (mostrando “ ” significa que o Ab tem uma eliminacdo em CDR3)
(8% tém 93 eliminado)

S94 6, 3A, oF, 171, 3P, 2R, 2T, 11w, 117-, 7_, 9% WERYS

P95 7, 2A, 1lE, 1G, 3L, 1M, 7R, 3s, 3T, 1v, 108-, 9% ERYS
24,

L96 8, 27, 2E, 3F, 1H, 1X, 3K, 7L, 2M, 24P?, 6Q, 9% ERPYS
28R, 3s, 3T, 2y, 58-,

T97 9, 2aA, 1IF, 2G, IK, 2L, 3M, IN, 1R, 6S, 3V, 2Y, Fixado
128-,

- 10, 1a, 1s, 34-,

- 11, 1s, 7-,

- 12, 1A,

Existe um Ab com uma insercdo de 3 AAs.

Cinco tém eliminacdes de 4 AAs, 1 tem uma eliminacdo de 3 AA, 1 tem

uma eliminacd&o de 2 AA, e 17 tem uma eliminac&o de AA.

Tabela 71: Diversidade permitida em CDR1, 2, e 3 de
A27::JK4.

Posicgdo parente permitidos

CDR1

42 (24) R fixado

43 (25) A fixado

44 (20) S fixado

45 (27) 0 ERYSL 55% Q 9% outro

46 (28) S NTYERL 46% S 9% outro

47 (29) A% fixado

48 (30) S DNRTY 55% S 9% outro

49 (30a) S GNRTYD 46% S 9% outro

8% tém 30a eliminado

50 (31) S DFGNRTY 44% S 8% outro
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Posicgdo parente permitidos

CDR1

51 (32) Y FDLNQRSY 44% Y 7% outro
52 (33) L fixado

53 (34) A SY 70% A 15% outro
CDR2

69 (50) G DRSYL 55% G 9% outro
70 (51) A Fixado

71 (52) S Fixado

72 (53) S NTSYER 52% S 8% outro
73 (54) R Fixado

74 (55) A Fixado

75 (50) T ERSY 64% T 9% outro
CDR3

108 (89) Q fixado

109 (90) Q fixado

110 (91) Y FERS 64 9% outro

111 (92) G ADRSTY 52 8% outro

112 (93) S DENRTY 52 8% outro

113 (94) S WERYS 55 9% outro

114 (95) P ERYS 64 9% outro

% tém P95 eliminado

115 (96) L ERPYS 55 9% outro

116 (97) T fixado

! Sete destes vém das insercdes.

2 Alguns destes aparecem devido as insercgdes.

A sequéncia parente aparece a 5,32 E -5 ou 1 em 1,88 E 4.
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As sequéncias com  uma Unica substituicéo tém uma

probabilidade entre 1,1 E -5 e 7,5 E -6.

As sequéncias que ndo tém nenhum dos AAs parente ocorrem em

l em 6,7 E lo.

A diversidade permitida é cerca de 2,35 E 12.

Tabela 75: Frequéncias de aminodcidos CDR3s de HC.

AR Numero |% Rel para cima |Rel para baixo
Y 3428 15,64 |50,41 1,00
G 3244 14,80 |47,71 0,95
D 2622 11,96 |38,56 0,76
S 1777 8,11 26,13 0,52
R 1337 6,10 19,66 0,39
F 1328 6,06 19,53 0,39
A 1213 5,53 17,84 0,35
v 1141 5,20 16,78 0,33
L 816 3,72 12,00 0,24
T 745 3,40 10,96 0,22
P 726 3,31 10,68 0,21
T 586 2,67 8,62 0,17
W 566 2,58 8,32 0,17
M 560 2,55 8,24 0,16
N 462 2,11 6,79 0,13
E 363 1,66 5,34 0,11
K 355 1,62 5,22 0,10
H 327 1,49 4,81 0,10
0 259 1,18 3,81 0,08
C 68 0,31 1,00 0,02




AA

Numero |%

Rel para cima

Rel para baixo

Total |21923

Tabela 76: Distribuicdo de comprimentos de CDR3 de HC
Comprimento |Numero de|Soma |Mediana
Anticorpos
1 0
2 0
3 2 2
4 21 23
5 16 39
6 100 139
7 36 175
8 78 253
9 155 408
10 153 561
11 134 695111,12
12 123 818
13 133 951
14 921 1043
15 87] 1130
16 711 1201
17 59| 1260
18 41] 1301
19 401 1341
20 22| 1363
21 21| 1384
22 15] 1399
23 71 1406
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Tabela 77:
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Comprimento |Numero de|Soma |Mediana
Anticorpos

24 7] 1413

25 1] 1414

26 1] 1415

27 3] 1418

28 0] 1418

29 0] 1418

30 1] 1419
1419]709,5

Utilizacdo de segmentos D

(limite de exclusdo a

correspondéncia de 0,70)

3-22.2 |38 |YYYDSSGYYY
4-17.2 |27 |DYGDY
3-3.2 25 |YYDEFWSGYYT
6-19.1 |25 |GYSSGWY
7-27.1 |19 |LTG

5-5.3 18 |GYSYGY
6-13.1 |18 |GYSSSWY
5-12.3 |13 |GYSGYDY
6-13.2 |10 |GIAAAG
1-26.3 |9 YSGSYY
2-15.2 |9 GYCSGGSCYS
4-4.3 9 TTVT
3-10.2 |8 YYYGSGSYYN
1-1.3 7 YNWND
4-4.2 7 DYSNY
2-2.2 6 GYCSSTSCYT




Tabela 78:

3-16.2 |6 YYDYVWGSYRYT
6-6.1 6 EYSSSS
6-19.2 |6 GIAVAG
3-9.1 5 VLRYFDWLL@
4-23.2 |5 DYGGNS
6-6.2 5 SIAAR
1-7.3 4 YNWNY
2-2.3 4 DIVVVPAAI
4-23.3 |4 TTVVT
1-7.1 3 GITGT
1-26.1 |3 GIVGAT
7-27.3 |3 NWG

3-10.1 |2 VLLWFGELLG@
3-10.2 |2 ITMVRGVII
5-5.1 2 VDTAMV
5-5.2 2 WIQLWL
5-12.1 |2 VDIVATI
5-24.3 |2 RDGYNY
1-1.1 1 GTTGT
2-21.3 |1 HIVVVTAI
3-3.3 1 ITIFGVVII
5-24.2 |1 *RWLOL
6-6.3 1 V*QLV
6-19.3 |1 V*QWLV

Utilizacdo de segmentos D

0,667)

Nome

Numero

Sequéncia

ae

Nenhum

935

0,517

161

(limite de exclusdo de



Nome Numero |Sequéncia %

7-27.1 |158 LTG 0,087
7-27.3 |98 NWG 0,054
5-5.3 72 GYSYGY 0,040
1-26.3 |67 YSGSYY 0,037
3-22.2 146 YYYDSSGYYY 0,025
4-17.2 |38 DYGDY 0,021
3-3.2 37 YYDFWSGYYT 0,020
7-27.2 |37 @ LG 0,020
6-19.1 |33 GYSSGWY 0,018
6-13.2 |31 GIAAAG 0,017
6-13.1 |22 GYSSSWY 0,012
6-6.1 18 EYSSSS 0,010
6-19.2 |18 GIAVAG 0,010
4-23.2 |17 DYGGNS 0,009
5-12.3 |17 GYSGYDY 0,009
5-24.3 |14 RDGYNY 0,008
2-15.2 113 GYCSGGSCYS 0,007
1-26.1 |11 GIVGAT 0,006
4-4.3 11 TTVT 0,006
1-1.3 9 YNWND 0,005
2-2.2 9 GYCSSTSCYT 0,005
3-16.2 |9 YYDYVWGSYRYT |0,005
2-2.3 8 DIVVVPAAT 0,004
3-10.2 |8 YYYGSGSYYN 0,004
4-4.2 8 DYSNY 0,004
1-7.3 7 YNWNY 0,004
3-3.3 6 ITIFGVVII 0,003
6-6.2 6 SIAAR 0,003
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Nome Numero [|Sequéncia %

3-9.1 5 VLRYFDWLL@ 0,003
3-10.2 |5 ITMVRGVII 0,003
6-19.3 |5 V*QWLV 0,003
1-7.1 4 GITGT 0,002
4-23.3 |4 TTVVT 0,002
1-1.1 3 GTTGT 0,002
5-5.1 3 VDTAMV 0,002
5-24.2 |3 *RWLQL 0,002
3-10.1 |2 VLLWFGELLG@ 0,001
5-5.2 2 WIQLWL 0,001
5-12.1 |2 VDIVATI 0,001
1-26.2 |1 V*WELL 0,001
2-21.2 11 AYCGGDCYS 0,001
2-21.3 |1 HIWVTAI 0,001
3-3.1 1 VLRFLEWLLY 0,001
3-16.2 |1 IMITFGGVIVI 0,001
6-6.3 1 V*QLV 0,001
6-13.3 |1 V*QQLV 0,001

Tabela 78: Utilizacdo de segmentos JH

JH1 |17
JH2 |31
JH3 |452
JH4 636
JH5 |32
JH6 |251

Exemplo 6: ADN wobbled para CDR3 de HC 16d
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A Tabela 400 mostra um segmento de ADN de um local Xbal em
FR3 para um local BstEII em Fr4. A CDR3 de HC consiste em
SYSY::D2-2(2) ::QH seguido pela regido FR4 de JHl1. A QH ¢é
encontrada na linha germinativa de JHl1. Na unido V-D-J, as
células imunes modificam frequentemente as extremidades de
V, D, e J. Assim sendo, a construcdo corresponde ao que é
muito possivel na construcdo e maturacdo de genes de
imunoglobulina reais. Por wobbling da sintese obtemos uma
grande colecdo de genes que se assemelham ao que resultaria
da unido de 3-23 com uma regido D ou com uma JH1 pouco
modificada seguida por algumas mutacdes. Na biblioteca 1le6d
existem duas cisteinas que formam presumivelmente um

dissulfeto, estas ndo foram wobbled.

A Tabela 500 mostra a distribuicdo esperada de tipos de
aminoadcidos em cada posicdo na biblioteca 16d. O doping do
wobbling foi definido a 73:9:9:9. A sequéncia mais provavel
é¢ aquela mostrada na Tabela 21 e deve estar presente a uma
frequéncia de 4,8 E -5. Somente 55% das sequéncias estéo
isentas de paragem e 74% estdo isentas de ochre ou opel. Se
a biblioteca for expressa em células supE, este é& um numero
importante. Seria valioso remover as sequéncias com coddes
de paragem como discutido noutro lugar aqui. Pode-se ver
que ¢é previsto que aquelas posicdes que comegcam como S
tenham S 54% das vezes e Y 5,4% enquanto aquelas que
comecam como Y tenham Y 44% das vezes e S 7,2%. Em cada
posicdo existem 7-9 tipos de AA gque aparecem a >1%. Existem
14 posicgdes variegadas. As sequéncias gque serdo o mais

eficazmente amostradas sdo cerca de 8 = 4,3 E 12.
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Tabela 900: Diversidade de CDR1

Diversidade
Posicéao 24 |25 |26 |27 |28 |29 130 |31 |32 |33 |34
0l2 R A S 0 S I S S Y L N
diversidade 2 2 1 1 3 1 2 2 4 1 3 576
permitidos Q M D R N D A
G W G
A
Tabela 1000: Grande diversidade de CDR1
Diversidade
Posicéao 24 |25 |26 |27 |28 |29 130 |31 |32 |33 |34
0l2 R A S 0 S I S S Y L N

diversidade 3 2 4 1 5 1 4 5 5 1 [ 72000
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Tabela 1000:

Grande diversidade de CDR1

Diversidade
permitidos Q M E D R N D A
B R G E B W G
Y R Y R A D
Y Y R R
Tabela 1100: Diversidade de CDR2
POSICAOQ 50 51 52 53 54 55 56 Diversidade
0l2 A A S S L Q S
diversidade 2 1 1 3 1 2 2 24
permitidos D N E T
T
Tabela 1200: Grande diversidade de CDR2
POSICAOQ 50 |51 52 |53 |54 |55 |56 |Diversidade
012 A A S S L Q S
diversidade 4 1 4 o 1 4 5 1920
permitidos D D EN E N E T
R R T R Y
Y Y B Y R
R B
Y
Tabela 1300: Diversidade de CDR3
Posicdao 93 |94 95 196 |97 |98 |99 |100 101 div. tot.
012 0 Q S Y S S P W T
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Tabela 1300: Diversidade de CDR3

diversidade 2 2 6 3 3 5 2 1 1 2160

permitidos L K Y D N T S

Tabela 1400: Grande diversidade de CDR3
Posicdo 93 194 95 196 197 98 99 1100 101 div. tot.
012 0 0 S Y S S P W T
diversidade © 1 7 7 [ 5 2 [ 1 105840
permitidos L Y D N T S F

E H N Y L Y

R F R D Y H

Y A A R F L

A D L A E I

R S R

Exemplo 7: Exemplos adicionais de CDR3s de HC sintéticas

Uma colecdo de 22.063 Fabs com CDR3 distintas que tinham
sido selecionados da biblioteca de FAB-310 ou FAB-410 e que
eram positivos quanto a ELISA quanto a pelo menos um
antigénio foi examinada. A utilizacdo de cadeias de JH ¢é
mostrada na Tabela 1001; a parte de FR4 de cada JH &
mostrada negrito. A Tabela 1010 mostra a utilizacdo de
aminodcidos nas CDR3 de HC. A Tabela 1020 mostra a
distribuicdo de comprimentos de CDR3. O comprimento médio é

11,5.
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A Tabela 1030 mostra a utilizacdo de segmentos D nas CDR3s.
Um segmento D foi identificado ¢é 70% dos aminoacidos
correspondidos; existiram 5.654 casos (25,6%). 0Os Ds mais
usados foram 3-3.2 (743, sequéncia: YYDFWSGYYT), 3-22.2
(617, sequéncia: YYYDSSGYYY), 6-19.1 (441, sequéncia:
GYSSGWY), 6-13.1 (399, sequéncia: GYSSSWY), e 4-17.2 (392,
sequéncia: DYGDY). Dos Ds contendo residuos de Cys
emparelhados, 2-15.2 (seguéncia: GYCSGGSCYS) foi o mais

usado; existiram 139 exemplos que sdo 0,6% da colecéo.

Quando V ou V::D ¢é wunido com J existe frequentemente
modificacdo da extremidade 3° de V ou V::D e a extremidade
57 e J. A inspecédo de muitas sequéncias CDR3-FR4 mostra que
existe frequentemente uma porcdo de JH constituindo parte
de CDR3. Existem frequentemente mutacdes nos residuos de
CDR3 correspondendo aos residuos de JH 1-9. Aqui, a porcéo
de CDR3 que se pensa que deriva de JH é chamada a “J
stump”. A JH usada numa cadeia pesada ¢é determinada por
comparacdo de cada um dos residuos das seis cadeias de JH a
partir da posicdo 6 a 20 com fusdo dos ultimos quatro
aminodcidos de CDR2 com FR4. A JH gue tenha menos néo
correspondéncias ¢é selecionada. A sequéncia de CDR3 ¢é
examinada quanto a uma J stump trabalhando para tréas na JH
selecionada a partir da posicdo 9 na direcdo da primeira
posicdo da JH selecionada comparando com CDR2 até a procura
ser terminada por a) a extremidade de JH, b) a extremidade
de CDR3, ou c) duas ndo correspondéncias consecutivas. Se
uma das cadeias terminar e a Ultima posicdo comparada for
uma correspondéncia, entdo é incluida na J stump. Se néo,
ndo é. A Tabela 1070 mostra varios exemplos. A CDR ¢é
escrita acima, a JH estd em baixo, e a J stump esté

sublinhada. Em 1070 A comecamos em 9, V correspondéncias V,



172

e continuamos para a posicdo ©6 com correspondéncias. A
procura para em 4 devido a ndo correspondéncia dupla. GMDV
vai para a pilha de J stump e GL segue para a pilha
“Leadin”. EM 1070 B, a procura termina com a extremidade de
JH6. Os residuos sublinhados védo para a pilha de J stump e
EPIWG segue para a pilha Leadin. EM 1070 E, a procura
termina devido a extremidade de JH4, mas o residuo final
testado (D na CDR vs. J em JH4) & uma ndo correspondéncia e

logo a J stump é FDS e DSGVVAAAD segue para a pilha Leadin.

A Tabela 1015 mostra a distribuicdo de aminoadcidos de CDR3
que ndo tém nenhuns segmentos D dos quais a J stump tenha
sido removida. Note-se que a frequéncia de Tyr é muito mais
baixa do que gquando as CDR3s inteiras foram compiladas.
Isto indica que Tyr vem para as CDR3 em larga medida
através de incorporacdo de segmentos D e J stumps. Estas
Tyr n&do sdo aleatoriamente inseridas, mas ocorrem numa
sequéncia que foi selecionada através da evolucdo dos
mamiferos. E uma caracteristica da presente invencdo gque
elevados niveis (mais do que 20%) de Tyr devam ser
inseridos em bibliotecas através da incorporacdo de Ds e J
stumps que contenham Tyr. Em ©posicdes Ieadin e de
enchimento de DJ, Tyr é permitida, mas a ndo mais do que

20%.
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Tabela 1870: Exenplo=z de atribnigic de J stump

a)
3 GLEMDY
JKé FYYYYGHDVNGOSTTVTVES
123456789
B)
JKE YY T Y GMOVNGOGTTVTVSS
)
g BFFTSYFDY-
Jua ~w oY FOYHGQGTLVIVES
B
12  DRGVSLLGAFDI
JH3 ~mom = R DI HGQGTMYTVS S
Ej
12 DSGVVARRDFDS
Jnd e X FDYWGUSTLVTVS S
6789

A Tabela 1082 mostra a distribuicdo do uso de aminoacidos
nas J stumps de cada JH. Uma vez gue as JHs mais comuns s&o
JH3, JH4, e JH6, estas sdo as JHs preferenciais para se
construirem bibliotecas. A Tabela 1082 mostra gque a maioria
dos exemplos de JH2 retém a sequéncia tetrapeptidica AFDI
em CDR3. Com JH4, uma maioria retém DY e uma grande fracéao
retém a sequéncia FDY em CDR3. Com JH6, uma grande maioria
retém a sequéncia DV, uma maioria retém a sequéncia MDv, e
uma fracdo substancial retém a sequéncia GMDV. Uma fracédo
ndo negligencidvel retém a sequéncia YGMDV, YYGMDV, ou

YYYGMDV.

Bibliotecas tais como 5.001 (Tabela 1097) estdo incluidas
nas bibliotecas da presente invencdo. A biblioteca 5.001
contém CDR1-2 de LC e HC como descrito noutro lugar no
presente pedido. A biblioteca contém uma VH de HC (tal como
3-23) seguida 6, 7, ou 8 aminocdcidos permitindo [GSRDLY] em
proporcdo mostrada na Tabela 1097. Na J stump, o aminoacido

parente estd presente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 wvezes té&o
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provavelmente como “outros” tipos de aminoacidos. Os
“outros” tipos de aminodcidos compreendem Y, S, D, R, G.
Assim sendo, em A6 permitimos 7/12 de A, mais 1/12 cada um
de Y, S, D, R, € G. Em F7 permitimos 7/12 de F mais 1/12
cada um de Y, S, D, R, e G. Em D8 permitimos 7/11 de D mais
1/1 de Y, S, R, e G. Em 19 permitimos 7/12 de I mais 1/12
de Y, S, R, D, G. A sequéncia de aminoidcidos parente
poderia ser 5, 6, 7, 8, 10 vezes mais provavel do que o0s

outros tipos de amino&cidos.

A Dbiblioteca 5.002 na Tabela 1097 estd incluida nas
bibliotecas da presente invencéo. Esta biblioteca
compreende CDR3 de comprimentos 13, 14, e 15 e nenhum
segmento D. Existem 6, 7, ou 8 residuos leadin permitindo
G, S, R, D, L, ou Y nas razdes 1:0,57:0,46:0,42:0,306:0,35
ou aproximacdo razoadvel a elas. A CDR3 & completada com uma
porcdo de JH6: YYYGMDV. O ADN que codifica a sequéncia
parente YYYGMDV é sintetizado com o aminoacido parente a 5,

6, 7, 8, ou 10 vezes mais provavelmente do que o0s outros.

A  Dbiblioteca 5.003 na Tabela 1097 estd incluida na
biblioteca da presente invencdo. FR3 é seguida por 4, 5, ou
6 residuos leadin permitindo G, S, R, D, L, Y na razéio
1,0:0,57:0,46:0,42:0,36:0,35. De seguida vem o segmento D
3-3.2; o ADN que codifica esta regido favorece o aminoéacido
parente por 5 vezes e permite como outros aminoacidos Y, G,
D, R, S. Nido existe nenhum enchimento de DJ e os quatro
aminodcidos finais vém da J stump de JH3. O ADN codificando
a J stump é sintetizado com o aminodcido parente 5 vezes

mais provavelmente do que os outros: YSGRD.

A biblioteca 5.004 na Tabela 1097 é uma parte da presente

invencdo. Existem 2, 3, ou 4 residuos Ieadin permitindo
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GSRDLY nas razdes mostradas. O ADN codificando a sequéncia
GYSSGWY ¢ sintetizado tal gque o aminodcido parente seja 6 X
tdo provavel como os outros, dois residuos de enchimento de
DJ s&o permitidos com GSRDLY permitido nas razdes
1,0:0,57:0,46:0,42:0,36:0,35. O ADN para codificar AFDI &
sintetizado com o aminodcido parente 6 x tdo provavelmente

como OSs outros.

A Dbiblioteca 5.005 ¢é parte da presente invencdo. A
biblioteca 5.005 compreende membros com comprimentos de
CDR3 11-14. Apds FR3 existem 0, 1, ou 2 residuos Ieadin
permitindo GSRDLY nas razdes mostradas seguidos por ADN que
codifica a sequéncia parente GYSSGWY com variabilidade que
permite YGSRD tal que o aminodcido parente seja 6 X mais
provavel como os outros tipos permitidos. Apds a regido D
existem 0 ou 1 residuo de enchimento de DJ permitindo
GSRDLY nas razdes mostradas. Finalmente existe JH3 com
variabilidade na J stump (sequéncia: YFDY) que permite
YGSRD com o aminoadcido parente 6 X tdo provavel como o0s

outros tipos permitidos.

A biblioteca 5.006 na Tabela 1097 ¢é parte da presente
invencdo. A CDR3 pode ter comprimento 19-25. Existem zero a
trés residuos leadin permitindo  GSRDLY nas razdes
mostradas. Apds o leadin estd a regido D 2-2.2. O ADN
codificando 2-2.2 ¢é sintetizado tal que o aminoécido
parente seja 6 X tdo provavel como os outros (viz. YGSRD)
exceto que os dois residuos de Cys estdo fixados. Apds 2-
2.2 estdo zero a trés residuos de enchimento de DJ
permitindo GSRDLY nas razdes mostradas. O ADN que codifica
0s primeiros nove residuos de JH6 permite o aminoéacido
parente mais YSGDR com o tipo parente sendo 6X mais

provavel do que os outros.



Tabela 1010:

Tabela 1001:

Utilizacdo de JHs

) 11111111112
JH Numero %
12395678901239567890
JH1 1356 6,15 -—-AEYFQHWGQGTLVTVSS
JH2 1720 7,80 -—-YWYFDLWGRGTLVTVSS
JH3 5601 25,39 |-——-- AFDIWGQGTMVTVSS
JH4 7658 34,71 |-——-- YEDYWGQGTLVTVSS
JH5 1062 4,81 -—-—-—-NWEDPWGQGTLVTVSS
JHG6 4666 21,15 |YYYYYGMDVWGQGTTVTVSS
Total |22063

Utilizacdo de Aminoédcidos em CDR3 de HC

AA|NUmero|% Rel para cima |Rel para baixo
Y |42863 |15,47 |35,87 1,00
G |37512 |13,54 |31,39 0,88
D |34051 |12,29 |28,49 0,79
S |23068 |8,33 19,30 0,54
F 17813 |6,43 14,091 0,42
A |15150 |5,47 12,68 0,35
R |14090 |5,09 11,79 0,33
vV |13834 4,99 11,58 0,32
L 12351 |4,46 10,34 0,29
I |10014 |3,061 8,38 0,23
P |9514 3,43 7,96 0,22
W ]9340 3,37 7,82 0,22
T |7544 2,72 6,31 0,18
M 6093 2,20 5,10 0,14
E |6042 2,18 5,06 0,14
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AA|NUmero|% Rel para cima |Rel para baixo
N |5901 2,13 4,94 0,14
H |4403 1,59 3,68 0,10
K |3147 1,14 2,63 0,07
Q 3097 1,12 2,59 0,07
Cc 1195 0,43 1,00 0,03
277022
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Tabela 1015:

Frequéncia de aminoacidos em Leadin de CDR3s

ndo tendo regides D

AA |Nuamero percentagem rel para cima rel para baixo
G 23134 18,24 46,45 1,000
S 13555 10,69 27,22 0,586
R 10562 8,33 21,21 0,457
D 9704 7,65 19,49 0,419
L 8255 6,51 16,58 0,357
Y 8099 6,39 16,26 0,350
A 7188 5,67 14,43 0,311
v 6599 5,20 13,25 0,285
P 5768 4,55 11,58 0,249
W 4804 3,79 9,65 0,208
T 4769 3,76 9,58 0,206
E 4497 3,55 9,03 0,194
N 3733 2,94 7,50 0,161
F 3616 2,85 7,26 0,156
I 3464 2,73 6,96 0,150
H 2787 2,20 5,60 0,120
K 2460 1,94 4,94 0,106
0 2124 1,67 4,27 0,092
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Tabela 1015:

Frequéncia de aminocacidos

ndo tendo regides D

em Leadin de CDR3s

AA |Numero percentagem rel para cima rel para baixo
M 1225 0,97 2,46 0,053
C 498 0,39 1,00 0,022

126841

Tabela 1020: Comprimentos de CDR3s de HC
Comprimento Numero %

1 0 0,00
2 6 0,03
3 36 0,16
4 153 0,69
5 121 0,55
6 669 3,03
7 756 3,43
8 1066 4,83
9 2227 10,09
10 2701 12,24
11 2240 10,15
12 2071 9,39
13 2006 9,09
14 1594 7,22
15 1396 6,33
16 1254 5,68
17 1102 4,99
18 783 3,55
19 588 2,67
20 474 2,15




Tabela 1020:

Comprimentos de CDR3s de HC

Comprimento Numero %

21 285 1,29
22 237 1,07
23 133 0,60
24 81 0,37
25 32 0,15
26 25 0,11
27 11 0,05
28 6 0,03
29 2 0,01
30 3 0,01
31 2 0,01
32 1 0,00
33 1 0,00
34 0 0,00
35 0 0,00
36 1 0,00

22063

Tabela 1030: Utilizacdo de segmentos D.
Id Numero Sequéncia

1-1.1 29 GTTGT

1-1.2 6 VQLER

1-1.3 151 YNWND

1-7.1 34 GITGT

1-7.2 0 V*LEL

1-7.3 65 YNWNY

1-20.1 0 GITGT
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Tabela 1030:

Utilizacdo de segmentos D.

Id Numero Sequéncia
1-20.2 0 V*LER
1-20.3 0 YNWND
1-26.1 48 GIVGAT
1-26.2 3 V*WELL
1-26.3 220 YSGSYY
2-2.1 0 RIL**YQLLY
2-2.2 102 GYCSSTSCYT
2-2.3 37 DIVVVPAAI
2-8.1 0 RILY@WCMLY
2-8.2 23 GYCTNGVCYT
2-8.3 1 DIVLMVYAT
2-15.1 0 RIL*WW*LLL
2-15.2 139 GYCSGGSCYS
2-15.3 12 DIVVVVAAT
2-21.1 0 SILWWSLLF
2-21.2 24 AYCGGDCYS
2-21.3 6 HIVVVTAI
3-3.1 28 VLRFLEWLLY
3-3.2 743 YYDEWSGYYT
3-3.3 15 ITIFGVVII
3-9.1 41 VLRYFDWLL(@
3-9.2 8 YYDILTGYYN
3-9.3 0 ITIF*LVII
3-10.1 26 VLLWFGELLG@
3-10.2 136 YYYGSGSYYN
3-10.2 32 ITMVRGVII
3-16.1 0 VLSLRLGELSLY
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Tabela 1030: Utilizacdo de segmentos D.

Id Numero Sequéncia
3-16.2 109 YYDYVWGSYRYT
3-16.2 8 IMITFGGVIVI
3-22.1 0 VLL***WLLL
3-22.2 617 YYYDSSGYYY
3-22.3 2 ITMIVVVIT
4-4.1 0 SLQEL
4-4.2 75 DYSNY
4-4.3 165 TTVT
4-11.1 0 SLQORL
4-11.2 0 DYSNY
4-11.3 0 TTVT
4-17.1 0 SLRQL
4-17.2 392 DYGDY
4-17.3 0 TTVT
4-23.1 0 SLRWRL
4-23.2 60 DYGGNS
4-23.3 16 TTVVT
5-5.1 25 VDTAMV
5-5.2 29 WIQLWL
5-5.3 292 GYSYGY
5-12.1 13 VDIVATI
5-12.2 0 WI*WLRL
5-12.3 200 GYSGYDY
5-18.1 0 VDTAMV
5-18.2 0 WIQLWL
5-18.3 0 GYSYGY
5-24.1 9 VEMATI
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Tabela 1030: Utilizacdo de segmentos D.
Id Numero Sequéncia
5-24.2 21 *RWLQL
5-24.3 44 RDGYNY
6-6.1 87 EYSSSS
6-6.2 122 SIAAR
6-6.3 1 V*QLV
6-13.1 399 GYSSSWY
6-13.2 170 GIAAAG
6-13.3 0 V*QQLV
6-19.1 441 GYSSGWY
6-19.2 104 GIAVAG
6-19.3 3 V*QWLV
7-27.1 257 LTG
7-27.2 0 QLG
7-27.3 64 NWG
nenhuma 16409

Tabela 1040: JH vs. Comprimento
Comprimento |JH1 |JH2 |JH3 |JH4 |JHS5 |JH6
1 0 0 0 0 0 0
2 1 4 0 1 0 0
3 20 ]2 3 9 0 2
4 75 |3 |10 |45 8 |12
5 47 |6 10 |38 8 12
6 273|114 |43 280 |26 |33
7 88 |27 |194]337 |30 |80
8 134143 |243]503 |41 |102
9 121]70 |855]886 |6l |234
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Tabela 1040: JH vs. Comprimento
Comprimento |JH1 |JH2 |JH3 |JH4 |JHS5 |JH6
10 11616931623 ]979 |68 222
11 105181 |675]1003 (|84 292
12 107184 552|905 |121)302
13 87 274538672 |113]322
14 48 |81 480532 105|348
15 50 |83 |372]1421 |80 390
16 28 |54 3161322 |87 447
17 27 |49 |239]334 |69 |384
18 11 |64 |174]140 |49 345
19 8 28 104 |99 41 1308
20 4 23 159 |56 20 312
21 0 13 |40 |30 24 1178
22 3 14 131 |30 13 |146
23 1 3 22 |12 7 88
24 0 5 9 12 4 51
25 1 0 1 3 1 26
26 0 0 5 5 0 15
27 0 1 2 1 1 6
28 1 0 0 2 0 3
29 0 0 0 0 0 2
30 0 0 0 0 0 3
31 0 0 1 0 0 1
32 0 1 0 0 0 0
33 0 0 0 1 0 0
34 0 0 0 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0
36 0 0 0 0 1 0
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Tabela 1050:

segmento D

AA |Numero|% Rel para cima|Rel para baixo
G |23134 |18,24]46,45 1,00
S |13555 J10,69)27,22 0,59
R J10562 |8,33 |21,21 0,46
D 19704 7,65 |19,49 0,42
L |8255 6,51 |16,58 0,36
Y |8099 6,39 |16,26 0,35
A |7188 5,67 |14,43 0,31
vV 6599 5,20 13,25 0,29
P |5768 4,55 |11,58 0,25
W 4804 3,79 19,65 0,21
T |4769 3,76 19,58 0,21
E 4497 3,55 19,03 0,19
N |3733 2,94 17,50 0,16
F |3616 2,85 17,26 0,16
I |3464 2,73 16,96 0,15
H |2787 2,20 15,60 0,12
K 12960 1,94 14,94 0,11
Q 2124 1,67 14,27 0,09
M |1225 0,97 2,46 0,05
C 498 0,39 1,00 0,02
126841

Tabela 1080:

Dipéptidos em CDR3s de HC, parte 1

YY

13565

FG

1073

PL

591

vV

397

FD

11637

RS

1072

TT

589

TP

390
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Utilizacdo de aminodcidos em Leadin com nenhum



Tabela 1080:

Dipéptidos em CDR3s de HC, parte 1

DY 8337 SW 1014 ID 588 NA 389
SG 5979 DW 1003 DD 583 NS 388
GY 5805 LR 990 AS 570 ER 387
YG 5461 DG 989 KG 566 HG 386
DI 5448 PG 976 VD 556 VW 381
AF 4975 LL 974 VP 551 QL 378
DV 4968 AY 962 LT 540 RI 374
GG 4575 DR 923 LF 539 WN 365
SS 4491 VR 882 VL 539 YT 365
MD 4436 YM 877 FY 534 Cs 360
GS 4047 AR 872 PD 533 DH 359
GM 3501 Y 869 RV 531 EA 359
YFE 3438 YR 865 RF 525 WD 353
YD 3430 VA 857 AL 521 ES 350
RG 3118 RA 844 PsS 510 FR 349
SY 2770 SPb 820 EY 508 YC 343
GA 2611 GN 812 LW 508 PT 337
YS 2576 HY 809 PA 505 TL 326
DA 2285 SD 805 LP 500 KR 325
DS 2087 GI 804 Vs 497 VF 324
WY 2079 NW 785 IR 493 MG 314
GD 2017 LS 760 YV 493 PN 313
GR 1985 LY 757 VY 478 RE 312
GL 1800 TY 749 IG 476 v 311
DL 1777 PR 742 VT 475 KS 310
DF 1763 GE 737 TR 472 sC 310
GW 1725 SA 736 DN 471 FL 309
WS 1675 SF 728 SI 469 FE 306
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Tabela 1080: Dipéptidos em CDR3s de HC, parte 1
AR 1671 PF 725 AD 462 CY 303
LD 1651 ND 693 LA 459 SH 302
EG 1610 ST 684 PP 451 LK 300
AG 1606 GH 683 RT 451 IT 298
RY 1558 YP 676 DT 448 LE 298
DP 1547 WL 675 RW 447 FS 296
GV 1500 SN 667 GQ 446 ED 294
RR 1498 TS 652 QG 4406 RK 294
LG 1387 RD 648 TD 446 HF 292
GF 1386 YA 648 TA 437 VI 290
VG 1366 SL 644 TF 426 RH 287
GP 1339 RP 643 GK 422 MV 285
WE 1282 YL 638 YW 421 KY 284
FW 1277 IA 634 HD 420 Al 282
NY 1271 RL 627 IL 417 HS 281
PY 1209 EL 622 LV 406 YH 281
GT 1194 YN 607 IS 402 LN 278
WG 1177 AV 605 NG 398 PV 276
SR 1162 AP 600 RN 398 QY 276
TG 1142 AT 592 SV 397 WA 271
Tabela 1080: Dipéptidos em CDR3s de HC, parte 2
267 KD 176 II 102 NQ 53
264 SK 176 HI 101 CF 51
257 YK 176 KP 101 MP 50
255 EF 174 MY 100 CP 49
253 FN 174 RM 99 RC 47
250 HN 171 AQ 98 HE 46
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Tabela 1080:

Dipéptidos em CDR3s de

HC, parte 2

250 FH 165 EQ 96 vC 46
248 YO 165 QT 96 QI 45
242 KN 164 M 95 MN 44
242 MA 163 HV 94 MFE 43
240 NN 160 IK 93 HO 41
239 KA 159 PM 93 CD 38
239 SO 157 ON 93 CL 38
238 PE 156 CG 91 NC 38
229 WV 154 QF 91 HM 37
228 ET 153 FI 90 FM 36
227 TH 153 HW 90 ME 36
225 EvV 152 WH 90 MK 35
221 AK 151 ()% 89 oM 35
220 TK 151 WI 89 NM 34
220 WT 151 KH 88 KM 32
219 PK 150 MI 88 TC 31
217 KK 148 MS 87 CR 29
214 Iw 145 TO 86 Ccv 25
212 VH 145 NV 85 HC 25
210 VE 141 EM 84 WM 25
210 EE 138 HK 84 AC 24
208 DE 136 IN 83 FC 24
208 KL 136 NH 82 CA 23
201 PO 136 NI 82 CH 21
201 QP 135 HT 81 CN 21
201 SM 134 WK 79 MW 21
201 QD 133 KF 77 PC 19
199 QS 131 VM 73 LC 17
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Tabela 1080: Dipéptidos em CDR3s de HC, parte 2
198 VO 130 MT 71 IC 16
198 Q0 129 IH 69 MM 16
196 WW 129 EH 68 MH 15
196 NT 128 IE 67 WC 15
193 DC 118 QK 65 EC 12
192 KT 118 WQ 65 CK 10
191 QA 118 GC 64 CW 10
191 NK 113 KE 6l MQ 10
186 Kw 112 KI 6l CI 9
185 EK 109 CT 58 ccC 8
182 FT 108 FK 58 CM 8
180 KV 108 IM 57 CQ 6
180 MR 105 KO 57 QcC 6
178 TE 104 ML 55 CE 5
177 HH 103 QE 55 KC 5
177 I0 103 NE 53 MC 3
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Tabela 1060a Comprimentos de CDR3s de HC vs.

que segmentos D ocorrem

(se algum) para comprimentos 3-17
Conmprimento
Nome Sequéncia 3 14 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 |16 |17
1-1.1 GTTGT 0 |o 0 0 0 0 2 2 3 6 2 3 3 4 0
1-1.2 VQLER 0 10 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 2 1
1-1.3 YNWND 0 |0 0 0 0 2 6 14 16 19 16 14 17 |16 |9
1-7.1 GITGT 0 |o 0 0 0 0 0 1 2 7 6 4 4 0 4
1-7.3 YNWNY 0 10 0 0 1 0 2 5 7 8 8 6 5 9 4
1-26.1 |GIVGAT 0 |0 0 1 0 0 2 4 10 4 © 9 3 2 2
1-26.2 |V*WELL 0 |o 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1
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Tabela 1060a Comprimentos de CDR3s de HC vs.

(se algum)

para comprimentos 3-17

que segmentos D ocorrem

Comprimento
Nome Sequéncia 3 14 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 116 |17
1-26.3 |YSGSYY 0 |o 0 0 1 2 10 14 24 24 27 21 |26 |13
2-2.2 GYCSSTSCYT 0 |o 0 0 0 0 0 0 2 2 9 15 |15 |11
2-2.3 DIVVVPAAI 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 2 5 5
2-8.2 GYCTNGVCYT 0 |o 0 0 0 0 0 0 1 0 2 4 3 4
2-8.3 DIVLMVYAI 0 |o 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
2-15.2 |GYCSGGSCYS 0 |o 0 0 0 0 0 1 3 5 12 10 |25 |22
2-15.3 |DIVVVAAT 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 0 1
2-21.2 |AYCGGDCYS 0 |o 0 0 0 0 0 0 1 1 3 5 2 5
2-21.3 |HIVVVTAI 0 |0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 2 0 1
3-3.1 VLRFLEWLLY 0 10 0 0 0 0 0 0 0 1 2 2 2 3
3-3.2 YYDFWSGYYT 0 |0 0 0 0 0 1 5 8 22 38 44 172 |69
3-3.3 ITIFGVVII 0 |o 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 5
3-9.1 |VLRYFDWLL@ 0 |o 0 0 0 0 0 1 0 0 4 5 5 5
3-9.2 YYDILTGYYN 0 |o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1
3-10.1 |VLLWFGELL@ 0 10 0 0 0 0 0 2 1 2 4 2 3 5
3-10.2 |YYYGSGSYYN 0 |0 0 0 0 0 2 4 7 10 13 15 |18 |14
3-10.2 JITMVRGVII 0 |o 0 0 0 0 0 0 3 1 2 7 5 2
3-16.2 |YYDYVWGSYRYT|O |O 0 0 0 0 0 0 0 0 1 7 7 7
3-16.2 |IMITFGGVIVI |0 |O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2
3-22.2 |YYYDSSGYYY 0 |o 0 0 0 0 0 6 30 45 56 59 1108|101
3-22.3 |ITMIVVVIT 0 |o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4-4.2 DYSNY 0 |0 0 0 0 3 4 6 14 4 7 4 10 |6
4-4.3 TTVT 0 |0 0 0 2 11 19 23 19 25 19 10 |11 |°
4-17.2 |DYGDY 0 10 2 6 12 38 40 48 47 50 40 29 |21 |10
4-23.2 |DYGGNS 0 |0 0 0 0 7 4 5 17 4 8 5 1 1
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Tabela 1060a Comprimentos de CDR3s de HC vs.

que segmentos D ocorrem

(se algum) para comprimentos 3-17
Comprimento

Nome Sequéncia 3 14 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 116 |17
4-23.3 |TTVVT 0 10 0 0 0 0 2 0 1 1 2 1 2 0 0
5-5.1 VDTAMV 0 |o 0 0 0 0 0 1 4 8 1 3 2 0 1
5-5.2 WIQLWL 0 |o 0 0 0 0 0 3 2 0 3 1 4 3 3
5-5.3 |GysyGey 0 |0 0 0 1 6 9 20 43 29 |27 |22 32 |26 |27
5-12.1 |VDIVATI 0 |0 0 0 0 0 0 2 0 1 2 4 0 2 1
5-12.3 |GYSGYDY 0 |o 0 0 4 10 13 15 19 15 22 27 16 |15 |9
5-24.1 |VEMATI 0 10 0 0 0 0 1 1 0 0 6 0 0 0 0
5-24.2 |*RWLQL 0 |0 0 0 1 0 3 1 3 2 2 1 2 22 |2
5-24.3 JRDGYNY 0 |o 0 0 0 0 0 1 8 12 6 7 3 2 1
6-6.1 EYSSSS 0 10 0 0 0 0 9 7 16 19 13 2 4 2
6-6.2 SIAAR 0 |0 0 1 1 0 17 8 7 13 17 1o |16 |7
6-6.3 V*QLV 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
6-13.1 JGYSSSWY 0 10 0 0 0 1 6 11 35 40 56 44 50 |42 |35
6-13.2 |GIAAAG 0 |o 0 0 1 2 18 14 15 20 |20 15 16 |14 |11
6-19.1 |GYSSGWY 0 |0 0 0 1 1 4 27 57 58 48 52 45 |35 |30
6-19.2 |GIAVAG 0 |o 0 0 1 1 0 7 8 20 8 13 1o |8 10
6-19.3 JV*QWLV 0 10 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
7-27.1 JLTG 0 |0 1 0 2 8 12 7 14 11 17 17 24 124 |31
7-27.3 NWG 0 |o 0 1 2 11 6 5 10 6 7 5 7 1 0
nenhum 361153118660 ]726|1007)2063|2463|1851]11596]|1502]1075]|874]681]609

Tabela 1060b Comprimentos de CDR3s de HC vs.

ocorrem

(se algum)

para comprimentos 18-32

que segmentos D

Comprimento

Nome

Sequéncia

18 19

20

21

22

23

24

25 |26

217

28

29

30

31

32
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Tabela 1060b Comprimentos de CDR3s de HC vs.

que segmentos D

ocorrem (se algum) para comprimentos 18-32
Comprimento
Nome Sequéncia 18 19 20 21 |22 123 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 |32
1-1.1 GTTGT 0 1 0 o Jr Jz |1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
1-1.2 VQLER 0 0 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
1-1.3 YNWND 6 3 4 [ |2 |2 Jo Jo |1 Jo Jo Jo Jo Jo
1-7.1 GITGT 2 2 1 0 o Jo J1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
1-7.3 YNWNY 5 2 1 o0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo |]r Jo Jo |o
1-26.1 |GIveaT 0 0 3 1 Jr Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
1-26.2 |V*WELL 0 0 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
1-26.3 |vsGsyy 14 11 |7 8 |6 I3 I3 |o I3 |r Jo Jo Jo Jo |o
2-2.2 GYCSSTSCYT 11 |7 2 1011 ]a |2 Jo Jo Jo |1 Jo Jo Jo Jo
2-2.3 DIVVVPAAT 2 6 3 4 13 12 |1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
2-8.2 GYCTNGVCYT 3 0 1 1 |3 |z Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
2-8.3 DIVLMVYAT 0 0 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
2-15.2 |GycsGGscys 20 |10 |7 4 18 19 I3 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
2-15.3 |pIvvvvaar 0 1 1 1 Jo Jo Jo Jo 1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo
2-21.2 |avceepeys 1 3 1 1 Jr Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
2-21.3 |arvvvraz 0 0 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
3-3.1 VLRFLEWLLY 6 2 4 3 ]2 Jo Jo Jo 1 Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-3.2 YYDFWSGYYT 82 |97 104 |67 |61 |32 |23 |7 I3 |2 Jo o |2 |1 |o
3-3.3 ITIFGVVII 3 2 0 0 |2 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
3-9.1 VLRYFDWLLR 7 2 2 6 1 |2 |1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-9.2 YYDILTGYYN 3 2 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-10.1 |VLLWFGELL® 3 4 0 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-10.2 |yYvvGsGsyyn 15 |10 |8 7 16 |3 |2 |2 |1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo
3-10.2 |1TMVRGVII 3 3 6 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-16.2 |vYDYVWGSYRYT 11 J11 J1a Jio |is J13 |5 |2 |2 o Jo Jo |1 Jo |o
3-16.2 |IMITFGGVIVI 1 3 1 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
3-22.2 |YYyDSsSGYYY 77 |54 |28 |22 ]|is s |1 |2 |1 |2 Jo Jo Jo Jo |o




Tabela 1060b Comprimentos de CDR3s de HC vs. que segmentos D
ocorrem (se algum) para comprimentos 18-32
Comprimento

Nome Sequéncia 18 19 20 21 |22 123 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 |32
3-22.3 |ITMIVVVIT 1 1 0 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
4-4.2 DYSNY 7 2 2 1 Jr Jo J1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
4-4.3 TTVT 4 2 2 1 |3 Jo Jo Jo Jo Jo J1 Jo Jo Jo |o
4-17.2 |pYGDY 17 |7 8 3 J2 |2 |2 Jo 1 Jo |1 Jo Jo Jo Jo
4-23.2 |DYGGNS 3 1 0 2 lo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
4-23.3 |TTVVT 2 2 1 1 Jr Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-5.1 VDTAMV 0 1 1 2 11 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-5.2 WIQLWL 3 3 1 0 Jr Jo Jo Jo Jo |r Jo Jo Jo |1 |o
5-5.3 GYSYGY 13 |18 |7 2 12 |6 o Jo |2 Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-12.1 |VDIVATI 0 0 0 1 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-12.3 |GYSGYDY 11 |10 |s 6 o |2 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
5-24.1 |VEMATI 0 1 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-24.2 |*RWLQL 2 0 0 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
5-24.3 |RDGYNY 2 2 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
6-6.1 EYSSSS 9 3 1 1 Jo Jo Jo |t Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
6-6.2 STIAAR 2 3 2 6 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
6-6.3 V*QLV 0 0 0 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
6-13.1 |Gyssswy 24 22 |17 |4 5 |2 I3 |2 o Jo |1 Jo Jo Jo Jo
6-13.2 |GIAAAG 10 |a 2 5 12 |+ Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo
6-19.1 |Gysscwy 23 25 13 |7 |7 |3 Jo |2 |1 o |1 Jo Jo Jo Jo
6-19.2 |GIAVAG 6 2 2 o0 o Jo J2 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
6-19.3 |vrQwLv 0 1 0 o o Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
7-27.1 |ute 29 |23 12 |9 |7 |4 |3 |1 Jo |1 Jo Jo Jo Jo Jo
7-27.3 |uwG 1 0 0 0 |2 Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo Jo |o
nenhum 339 217 198 |85 |60 |36 |27 |13 ]9 |2 |1 |1 o o |1

Tabela 1082:

Inventario de

J stumps
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Tabela 1082: Inventario de J stumps
1
JH1 | ---AEYFQHWGQGTLVTVSS 6,15%
A D F G I L M v Y
C E H N P Q R S T W
4 41 0 |0 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 |0 0 0 605
5 1 0 J1 64 |0 6 0 1 0 0 0 0 1 2 11 1 10 0 0 568
6 o 0 |o 0 |o 1 1 |o 3 0 2 1 Jo 2 |z o |o 0 |211 |42s
7 1 0 |1 0 |363 |3 1 0 8 0 0 1 0 1 |s6 0 13 0 6 252
8 |8 0 |59 |23]4 17 |11 |3 19 o 8 |3 |221]i1]e |8 |5 0 |4 231
9 2 1 13 2 |13 3 447]119 6 3 20 1 2 0 J20 |3 |5 4 9 71
JH2 | -—-YWYFDLWGRGTLVTVSS 7,80%
A D F G I L M \ Y -
o E H m o Jo IR s |t W
4 0 0 |0 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 |0 0 159 |1519
5 o 0 |2 0 |2 11 Jo |o 1 0 1 o Jo |7 11 11 92921 |7o01
6 3 2 19 0 |40 5 7 4 9 0 7 1 0 1 J11 12 |0 1 1083492
7 1 6 |1 0 |1209]2 6 |23 89 30 |1 |2 |1 1 |1z Jo |Jax |1 |4z |240
8 31 2 11241 )90 |4 38 30 |3 0 1 29 |3 4 2 ]2 3 119 0 15 160
9 I3 1|9 3 132 |2 26 |17 106436 |17 |30 |38 [33]20 |8 |83 |1 [177 |71
Ju3 |----- AFDIWGQGTMVTVSS 25, 4%
A D F G I L M \ Y -
o E H m o Jo IR |s |t W
6 |4374]0 |o 0 |o 0 o Jo 0 0 o Jo Jo Jo Jo Jo Jo o |o 1074
7 |1 4 |o 1 |4612|2 0 |8 56 |3 2 J1 1 o |29 |2 |15 |12 |7a |s25
8 |23 o |4765]|51 0 28 |14 |Jo 0 0 1512 |1 |2 ]2 |2 |5 0 |4 531
9 |7 5 |s 0o |73 |2 1 4439 64 |64 |43 |2 |1 11|54 J49)113 |2 |18 |ao1
JH4 |----- YFDYWGQGTLVTVSS 34, 7%
A D F G I L M v Y
C E H N P Q R S T W -
6 0 0 |0 0 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |0 0 |]o 0 197515683
7 e 1 |0 |7 |3950|31 |5 |26 109 |4 5 |24 |4 |5 |35 |7 |28 |16 |59 [3322
8 |26 o |5991]32]s 91 |19 |2 6 1 21 |7 o |s |13 |3 |5 2 |14 ]1410
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Tabela 1082: Inventario de J stumps
9 5 1817 0 J119 |2 0 0 1410 2 64 115 |16 |J10]216}11}]3 6 63171823
JH5 | -——-NWFDPWGQGTLVTVSS 4,8%
A D E |F G I L v Y -
C H K M N P Q R |S T W
5 0 0 |o 0 |o 0 0 0 0 |o 0 274]0 0 0 |o 0 10 0 0 764
6 2 1 ]0 0 |o 1 0 0 0 |o 0 0 0 0 0 |o 0 10 644 )0 390
7 1 1 10 0 |768 |2 1 1 0 113 0 0 0 0 0 11 0 ]2 0 4 244
8 2 0 |810 |3 |oO 1 0 0 0 |o 0 1 0 0 0 |0 1|1 0 1 218
9 3 0 13 0 13 0 3 0 0 14 0 4 814 )1 0 114 |12 |0 0 0 187
JH6 | YYYYYGMDVWGQGTTVTVSS 21,1%
A D F G I L M v Y -
C E H K N P Q R |S T W
1 0 0 10 0 10 0 0 0 0 ]0 0 0 0 0 0 10 0 |]o 0 690 3967
2 4 0 |15 0 |16 31 12 |2 1 14 0 8 7 4 14118 |7 |4 1 1694 12815
3 3 0 J19 3 14 23 16 |1 5 19 0 16 19 5 124120 |4 |1 4 2440]2053
4 4 0 |14 2 |31 16 25 13 2 |10 0 13 |6 5 15|35 |5 |5 4 2815|1647
5 2 1 19 1 123 19 21 |1 113 1 15 |3 1 7 126 |3 |0 1 33501169
6 69 5 |14 1 |4 3057 |8 1 0 |0 0 8 7 5 4 115 |3 |7 0 657 |792
7 3 0 J1 0 |4 5 0 18 2 1108 |3866 |0 2 2 3 |1 7 |18 3 1 613
8 7 0 40645 |1 17 4 1 0 ]2 0 11 ]2 0 0 13 2 13 2 6 527
9 9 0 J1 0 |6 1 1 19 0 17 2 1 1 0 1 14 0 |4092|0 1 511
Tabela 1097: Bibliotecas de CDR3 de HC
Biblioteca|Comprimento |Leadin |Sequéncia Sequéncia |Sequéncia de|Sequéncia
de CDR3 da regi&o DJde J stump de FR4
enchimento
de DJ
5.001 10,11,12 6, 7, |nenhuma nenhuma AFDI WGQGTMVTVSS
ou 8 X (diversidade|] (JH4)
X = no texto)
(1,0 de
G, 0,57
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Tabela 1097:

Bibliotecas de CDR3 de HC

Biblioteca

Comprimento

de CDR3

Leadin

Sequéncia

da regido D

Sequéncia
de
enchimento

de DJ

Sequéncia de

J stump

Sequéncia

de FR4

de
0,46 de
R, 0,42
de
0,36 de
0,35

de Y)

L,

5.002

13, 14, 15

nenhuma

nenhuma

YYYGMDV
(diversidade

no texto)

WGQGTTVTVSS
(jJho)

5.003

18, 19,20

YYDFWSGYYT
(3-3.2)

nenhuma

YEDY

WGQGTLVTVSS
(JH3)

5.004

15, 16, 17

GYSSGWY
19.1)

(6-

2X, X =
(L,0 de G,
0,57 de s,

AFDI

WGQGTMVTVSS
(JH4)
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Tabela 1097: Bibliotecas de CDR3 de HC
Biblioteca|Comprimento |Leadin |Sequéncia Sequéncia |Sequéncia de|Sequéncia
de CDR3 da regi&do DJde J stump de FR4
enchimento
de DJ
0,57 de 0,46 de R,
S, 0,46 0,42 de D,
de R, 0,36 de L,
0,42 de 0,35 de Y)
D, 0,36
de L,
0,35 de
Y)
5.005 11-14 , 1, 2]GYSSGWY (6-]0, 1 X =]YFDY WGQGTLVTVSS
X =119.1) (1,0 de G, (JH3)
(1,0 de 0,57 de s,
G, 0,57 0,46 de R,
de S, 0,42 de D,
0,46 de 0,36 de L,
R, 0,42 0,35 de Y)
de D,
0,36 de
L, 0,35
de Y)
5.006 19-25 0,1,2,3]GYCSGGSCYs |0, 1, 2, 3]YYYYYGMDV WGQGTTVTVSS
X =1(2-2.2) X = (lL,0](AA parente](jho)
(1,0 del (residuos de G, 0,57]8X outros)
G, 0,57]de Cys|de S, 0,46
de S, lconstantes) |de R, 0,42
0,46 de de D, 0,36
R, 0,42 de L, 0,35
de D, de Y)
0,36 de
L, 0,35
de Y)

Lisboa,

21 de Janeiro de 2015




REIVINDICACOES

Uma biblioteca de vetores ou pacotes genéticos que
exibem, exibem e expressam, ou compreendem um membro de
uma familia diversa de péptidos, polipéptidos e
proteinas relacionados com anticorpos humanos e exibem
coletivamente, exibem e expressam, ou compreendem pelo
menos uma porcdo da diversidade da familia dos
anticorpos, em qgue os vetores ou pacotes genéticos

compreendem sequéncias de ADN variegadas que codificam:

(i) uma cadeia pesada, compreendendo:

(a) uma CDR1 tendo a seguinte sequéncia de
aminodcidos: X31YX33MXs35, em que Xiz1, X33 e Xs5 Séo
qualgquer aminoadcido exceto Cys ou Met;

(b) uma CDR2 tendo a seguinte sequéncia de
aminocdcidos: XgplXg5yX5r25GGXTX53YADSVKG, em que Xsggp,
X5y, Xsg € Xsg 880 qualguer aminoacido exceto Cys ou
Met e X5, € selecionado do grupo consistindo em
Gly, Ser, Pro ou Tyr; e

(c) uma CDR3;

e

(11) uma cadeia leve.

2. A biblioteca da Reivindicacédo 1, em que 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, ou 35 das posigcdes na CDR3 de HC da familia
estdo variadas entre residuos de Tyr, Gly, Asp, Ser, e
Arg, e em que cerca de 50% de todas as posicdes da

CDR3 de HC sdo Tyr, Gly, Asp, Ser, ou Arg.



3.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que 1, 2, 3, 4, 5,
e, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
ou 35 das posicdes na CDR3 de HC da familia estéo
variadas entre residuos de Tyr, Gly, Asp, Ser, e Arg, e
em que um residuo de Arg estd presente numa regido de

enchimento entre V e D, entre D e J, ou entre V e J.

A Dbiblioteca da reivindicacdo 1, em gue a CDR3 de
cadeia pesada (HC) consiste em 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, ou 35
residuos, cada um dos quais varia independentemente
entre residuos de Tyr, Gly, Asp, Ser, e Arg, em gue uma
regido de framework (FR) 3 estd localizada no terminal
amino da CDR3, e uma porcdo de FR4 de uma regido JH
estd localizada no terminal carboxi da CDR3; e em que a

FR3 é uma FR3 de VH 3-23.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que mais do que
cerca de 20% da sequéncia de CDR3 de HC consiste em
residuos de Tyr, e em que regides D e J stumps da CDR3
de HC consistem em mais do que cerca de 20% de residuos

de Tyr.

A Dbiblioteca da Reivindicacdo 1, em gque menos do que
cerca de 20% da sequéncia de CDR3 de HC consiste em
residuos de Tyr, e em qgue posicdes Ileadin ou de
enchimento de DJ da CDR3 de HC consistem em menos do

que cerca de 20% de residuos de Tyr.



7.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que a CDR3 de HC
tem trés aminocdcidos de comprimento e: o primeiro
residuo de CDR3 de HC varia entre F, S, Y, D, e R numa
razdo 3:1:1:1:1; o segundo residuo de CDR3 de HC varia
entre Q, E, R, S, Y, e L numa razdo 3:1:1:1:1:1; o
terceiro residuo de CDR3 de HC varia entre H, D, R, S,
Y, e L numa razdo 3:1:1:1:1:1, em que uma FR3 esté
localizada no terminal amino da CDR3, e o ultimo

residuo da FR3 varia entre K e R numa razdo 3:1.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que a CDR3 de HC
tem quatro aminodcidos De comprimento e: o primeiro
residuo de CDR3 de HC varia entre L, S, Y, D, e R numa
razdo 4:1:1:1:1; o segundo residuo de CDR3 de HC varia
entre L, S, Y, D, e R numa razdo 4:1:1:1:1:1; o
terceiro residuo de CDR3 de HC varia entre F, S, Y, D,
e R Numa razédo 4:1:1:1:1:1; e o quarto residuo de CDR3
de HC wvaria entre F, S, Y, D, e R numa razédo
4:1:1:1:1:1, e em gque uma FR3 estd localizada no
terminal amino da CDR3, e o Ultimo residuo da FR3 varia

entre K e R numa razédo 4:1.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que a CDR3 de HC
tem dezasseis aminocdcidos de comprimento e: o primeiro
residuo de CDR3 de HC varia entre Y, S, R, D, e L numa
razdo 3:1:1:1:1; o segundo residuo de CDR3 de HC varia
entre Y, S, R, D, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o terceiro
residuo de CDR3 de HC varia entre Y, S, R, D, e L numa
razdo 3:1:1:1:1; o quarto residuo de CDR3 de HC varia
entre D, Y, S, R, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o guinto
residuo de CDR3 de HC varia entre S, Y, R, D, e L numa
razdo 3:1:1:1:1; o sexto residuo de CDR3 de HC varia

entre S, Y, R, D, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o sétimo



10.

residuo de CDR3 de HC varia entre G, A, S, Y, R, D, e L
numa razdo 3:1:1:1:1; o oitavo entre Y, S, R, D, e L
numa razdo 3:1:1:1:1; o nono residuo de CDR3 de HC
varia entre Y, S, R, D, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o
décimo residuo de CDR3 de HC wvaria entre Y, S, R, D, e
L numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo primeiro residuo de
CDR3 de HC wvaria entre A, S, Y, R, e D numa razdo
3:1:1:1:1; o décimo segundo residuo de CDR3 de HC varia
entre E, R, S, Y, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo
terceiro residuo de CDR3 de HC varia entre Y, S, R, D,
and L numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo quarto residuo de
CDR3 de HC wvaria entre F, Y, S, R, e D numa razdo
3:1:1:1:1; o décimo quinto residuo de CDR3 de HC varia
entre Q, E, R, 3, e Y numa razdo 3:1:1:1:1; e o décimo
sexto residuo de CDR3 de HC varia entre H, E, R, S, Y,
e L numa razdo 3:1:1:1:1, e em qgque uma FR3 esté
localizada no terminal amino da CDR3, e o ultimo

residuo da FR3 wvaria entre K e R numa razdo 3:1.

A Dbiblioteca da Reivindicacdo 1, em que a CDR3 de HC
tem dezasseis aminoacidos de comprimento e: o primeiro
residuo de CDR3 de HC varia entre G, S, Y, D, e L numa
razdo 3:1:1:1:1; o segundo residuo de CDR3 de HC varia
entre Y, S, D, R, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o terceiro
residuo de CDR3 de HC & C; o quarto residuo de CDR3 de
HC varia entre S, Y, R, D, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o
quinto residuo de CDR3 de HC varia entre S, Y, R, D, e
L numa razdo 3:1:1:1:1; o sexto residuo de CDR3 de HC
varia entre T, Y, R, D, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o
sétimo residuo de CDR3 de HC wvaria entre S, Y, R, D, e
L numa razdo 3:1:1:1:1; o oitavo residuo de CDR3 de HC
varia & C; o nono residuo de CDR3 de HC varia entre Y,

S, D, R, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo residuo de



11.

CDR3 de HC wvaria entre T, Y, R, D, e L numa razdo
3:1:1:1:1; o décimo primeiro residuo de CDR3 de HC
varia entre A, S, Y, R, e D numa razdo 3:1:1:1:1; o
décimo segundo residuo de CDR3 de HC varia entre E, R,
S, Y, e L numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo terceiro
residuo de CDR3 de HC wvaria entre Y, S, D, R, and L
numa razdo 3:1:1:1:1; o décimo quarto residuo de CDR3
de HC wvaria entre F, Y, S, R, e D numa razdo 3:1:1:1:1;
o décimo quinto residuo de CDR3 de HC varia entre Q, E,
R, S, Y, e L numa razdo 3:1:1:1:1; e o décimo sexto
residuo de CDR3 de HC varia entre H, D, S, Y, e L numa
razdo 3:1:1:1:1, e em que uma FR3 estd localizada no
terminal amino da CDR3, e o Ultimo residuo da FR3 varia

entre K e R numa razdo 3:1.

A biblioteca da reivindicacdo 1, em que a cadeia leve é
uma cadeia leve (LC) A27,

em que CDR1 da LC é diversificada, em que a posicdo 27
& cerca de 55% de Q, e cerca de 9% cada um de E, R, Y,
S, e L; a posicdo 28 & cerca de 46% de S e cerca de 9%
cada um de N, T, Y, E, R, e L; a posicdo 30 é cerca de
55% de S e cerca de 9% cada um de D, N, R, T, e Y; a
posicédo 30a é cerca de 46% de S e cerca de 9% cada um
de G, N, R, T, Y, e D, e cerca de 8% com nenhum
aminodcido; a posicdo 31 é cerca de 44% de S e cerca de
8% cada um de D, F, G, N, R, T, e Y; a posicdo 32 é
cerca de 44% de Y e cerca de 7% cada um de F, D, L, N,
Q, R, S, e Y; e a posicdo 34 é& cerca de 70% de A e
cerca de 15% cada um de S e Y, e

em que CDR2 da LC é diversificada, em que a posicdo 50
é cerca de 55% de G, e cerca de 9% cada um de D, R, S,

Y, e L; a posicdo 53 é cerca de 52% de S e cerca de 8%
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cada um de N, T, S, Y, E, e R; e a posicdo 56 & cerca

de 64% de T e cerca de 9% cada um de E, R, S, e Y.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em gue a cadeia leve é
uma cadeia leve (LC) AZ27,

em que CDR1 da LC é diversificada, em que a posicdo 27
& cerca de 55% de Q, e cerca de 9% cada um de E, R, Y,
S, e L; a posicdo 28 é cerca de 46% de S e cerca de 9%
cada um de N, T, Y, E, R, e L; a posicdo 30 & cerca de
55% de S e cerca de 9% cada um de D, N, R, T, e Y; a
posicdo 30a é cerca de 46% de S e cerca de 9% cada um
de G, N, R, T, Y, e D, e cerca de 8% com nenhum
aminodcido; a posicdo 31 é cerca de 44% de S e cerca de
8% cada um de D, F, G, N, R, T, e Y; a posicdo 32 ¢&
cerca de 44% de Y e cerca de 7% cada um de F, D, L, N,
Q, R, 3, e Y; e a posicdo 34 & cerca de 70% de A e
cerca de 15% cada um de S e Y, e

em que CDR3 da LC é diversificada, em que a posicdo 91
& cerca de 64% de Y, e cerca de 9% cada um de F, E, R,
e S; a posicdo 92 é cerca de 52% de G e cerca de 8%
cada um de A, D, R, S, T, e Y; a posicdo 93 é cerca de
52% de S e cerca de 8% cada um de D, F, N, R, T, e Y; a
posicdo 94 é cerca de 55% de S e cerca de 9% cada um de
W, E, R, Y, e S; a posicdo 95 é cerca de 64% de P e
cerca de 9% cada um de E, R, Y, e S, e cerca de 8% com
nenhum aminodcido; e a posicdo 96 & cerca de 55% de L e

cerca de 9% cada um de E, R, P, Y, e S.

A biblioteca da Reivindicacdo 1, em que a cadeia leve é
uma cadeia leve (LC) A27

em que CDR2 da LC é diversificada, em que a posicdo 50
é cerca de 55% de G, e cerca de 9% cada um de D, R, S,

Y, e L; a posicdo 53 é cerca de 52% de S e cerca de 8%
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cada um de N, T, S, Y, E, e R; e a posicdo 56 & cerca
de 64% de T e cerca de 9% cada um de E, R, S, e Y, e

em que CDR3 da LC é diversificada, em que a posicdo 91
é cerca de 64% de Y, e cerca de 9% cada um de F, E, R,
e S; a posicdo 92 é cerca de 52% de G e cerca de 8%
cada um de A, D, R, S, T, e Y; a posicdo 93 é cerca de
52% de S e cerca de 8% cada um de D, F, N, R, T, e Y; a
posicédo 94 & cerca de 55% de S e cerca de 9% cada um de
W, E, R, Y, e S; a posicdo 95 ¢é cerca de 64% de P e
cerca de 9% cada um de E, R, Y, e S, e cerca de 8% com
nenhum aminodcido; e a posicédo 96 & cerca de 55% de L e

cerca de 9% cada um de E, R, P, Y, e S.

A Dbiblioteca de qualgquer uma das Reivindicacdes 1-10,
em que a cadeia leve tem diversidade numa ou em mais de

CDR1 de LC, CDR2 de LC, e CDR3 de LC.

A biblioteca da Reivindicacédo 14, em que a cadeia leve
compreende uma CDR1 de LC, uma CDR2 de LC, ou uma CDR3
de LC de uma LC A27,

em que CDR1 da LC é diversificada, em que a posicdo 27
& cerca de 55% de Q, e cerca de 9% cada um de E, R, Y,
S, e L; a posicdo 28 & cerca de 46% de S e cerca de 9%
cada um de N, T, Y, E, R, e L; a posicdo 30 é cerca de
55% de S e cerca de 9% cada um de D, N, R, T, e Y; a
posicdo 30a é cerca de 46% de S e cerca de 9% cada um
de G, N, R, T, Y, e D, e cerca de 8% com nenhum
aminodcido; a posicdo 31 é cerca de 44% de S e cerca de
8% cada um de D, F, G, N, R, T, e Y; a posicdo 32 é
cerca de 44% de Y e cerca de 7% cada um de F, D, L, N,
Q, R, S5, e Y; e a posicdo 34 é cerca de 70% de A e

cerca de 15% cada um de S e Y;
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em que CDR2 da LC ¢é diversificada, em que a posicdo 50
é cerca de 55% de G, e cerca de 9% cada um de D, R, S,
Y, e L; a posicdo 53 & cerca de 52% de S e cerca de 8%
cada um de N, T, S, Y, E, e R; e a posicdo 56 é cerca
de 64% de T e cerca de 9% cada um de E, R, S, e Y, ou

em que CDR3 da LC é diversificada, em que a posicdo 91
& cerca de 64% de Y, e cerca de 9% cada um de F, E, R,
e S; a posicdo 92 & cerca de 52% de G e cerca de 8%
cada um de A, D, R, S, T, e Y; a posicdo 93 & cerca de
52% de S e cerca de 8% cada um de D, F, N, R, T, e Y; a
posicdo 94 é cerca de 55% de S e cerca de 9% cada um de
W, E, R, Y, e S; a posicdo 95 & cerca de 64% de P e
cerca de 9% cada um de E, R, Y, e S, e cerca de 8% com
nenhum aminodcido; e a posicdo 96 é cerca de 55% de L e
cerca de 9% cada um de E, R, P, Y, e S, ou suas

combinacbes.

Um método de preparacdo da biblioteca de qualquer uma
das Reivindicacgbes 1 a 15, compreendendo o método

wobbling digital.

Lisboa, 21 de Janeiro de 2015
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