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RESUMO

"APRESENTAQﬁO DE UM RECEPTOR DAS CELULAS T"

Uma particula proteica, por exemplo um bacte-
riéfago, um ribossoma ou uma célula, que apresenta na sua
superficie um receptor de células T (TCR). O TCR apre-
sentado ¢é, de preferéncia, um heterodimero tendo uma
ligagao dissulfureto nédo nativa entre residuos do dominio
constante. Tais particulas apresentadoras podem ser usadas
para a criacao de bibliotecas diversificadas de TCR para a
identificacdo de TCRs de elevada afinidade. Sao descritas

varias afinidades elevadas.
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DESCRICAO

"APRESENTAQAO DE UM RECEPTOR DAS CELULAS T"

O presente invento estd relacionado com parti-
culas proteicas, por exemplo particulas fagicas ou
ribossomas, gque apresentam receptores de células T (TCRs) e

bibliotecas diversificadas dos mesmos.

Fundamento do invento

TCRs nativos

Como descrito, por exemplo, em W099/60120 os TCRs
medeiam o reconhecimento de complexos major de histo-
compatibilidade (MHC)-péptido pelas células T e, como tal,
sdo essenciais ao funcionamento da vertente celular do

sistema imune.

Os anticorpos e TCRs sao os Unicos dois tipos de
moléculas gue reconhecem antigénios de forma especifica e,
assim, o TCR é o UuUnico receptor de antigénios peptidicos
particulares apresentados por MHC, o péptido estranho sendo
por vezes o0 Unico sinal de uma anormalidade dentro de uma
célula. O reconhecimento pelas células T ocorre guando uma
célula T e uma célula apresentadora de antigénio (APC)
estdo em contacto fisico directo e inicia-se pela ligacao

de TCRs especificos de antigénio a complexos pMHC.
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O TCR nativo é uma proteina heterodimérica da
superficie celular, da superfamilia das imunoglobulinas,
que estd associada a proteinas invariantes do complexo CD3
envolvidas na mediagdao do sinal de transducao. Os TCRs
existem em duas formas, aff e ad, as quais sdo estru-
turalmente semelhantes mas possuem localizacgdes anatdmicas
e, provavelmente, também fung¢des muito distintas. Os
ligandos de MHC classe I e de classe II sao igualmente
proteinas da superfamilia das imunoglobulinas mas sao
especializados na apresentacadao de antigénio, com um local
altamente polimdérfico de ligacao ao péptido, o gue permite
apresentar um arranjo diverso de pequenos fragmentos

peptidicos na superficie da célula APC.

Duas outras classes de proteinas sao conhecidas
como sendo capazes de funcionar como ligandos de TCR. (1)
Os antigénios CD1 sadao moléculas relacionadas com MHC classe
I, cujos genes estao localizados num cromossoma diferente
dos antigénios MHC classe I e classe II cléassicos. As
moléculas CD1 sdo capazes de apresentar grupos peptidicos e
nao peptidicos (e.g., lipidos, glicolipidos) a células T,
numa forma andloga aos complexos convencionais de MHC
classe I e classe II-pep. Ver por exemplo (Barclay et al.,
(1997) "The Leucocyte Antigen Factsbook" 2nd Edition,
Academic Press) e (Bauer (1997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-
1373)); (2) 0Os superantigénios Dbacterianos sao toxinas
soluveis que sdo capazes de se ligar a moléculas MHC classe

IT e a uma sub-série de TCRs. (Fraser (1989) Nature 339:
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221-223). Muitos superantigénios apresentam especificidade
para um ou doils segmentos Vbeta, enquanto que outros
apresentam ligacadao mais promiscua. Em qualquer dos casos,
0s superantigénios sao capazes de induzir um aumento da
resposta imune devido a sua capacidade para estimular sub-

séries de células T de forma policlonal.

A porgao extracelular dos TCRs heterodiméricos
nativos off e ad consiste em dois polipéptidos, cada um dos
quais possul um dominio constante prdéximo da membrana e um
dominio varidvel afastado da membrana. Cada um dos dominios
constante e varidvel inclui uma ligagdo dissufureto intra-
cadeia. O0Os dominios varidveis possuem ansas altamente
polimérficas analogas a regides determinantes de
complementaridade (CDRs) dos anticorpos. CDR3 dos TCRs af
interagem com o péptido apresentado por MHC e as CDRs 1 e 2
dos TCRs off interagem com o péptido e com o MHC. A
diversidade das sequéncias de TCR é gerada através do
rearranjo somatico dos genes ligados das regides variavel

(V), de diversidade (D), de ligacao (J) e constante.

Os polipéptidos das cadeias a e y funcionais séo
formados por rearranjo das regides V-J-C, enquanto que as
cadeias B e O consistem em regibdes V-D-J-C. O dominio
constante extracelular ©possui uma regiao prdxima da
membrana e uma regido de imunoglobulina. Existem dominios
constantes simples das cadeias o e 8, conhecidos como TRAC
e TRDC respectivamente. O dominio constante da cadeia B é

composto por um de dois dominios constantes [ diferentes,
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conhecidos como TRBC1 e TRBCZ2 (nomenclatura IMGT). Existem
quatro diferencas entre o0s aminodcidos destes dominios
constantes P, trés das quais estdo dentro dos dominios
usados para produzir os TCRs de cadeia simples apresentados
nas particulas fagicas do presente invento. Estas
diferencas estao todas dentro do exdo 1 de TRBC1 e TRBC2:
NsKs—K N5 e F3;—=>Y (numeracao IMTG, diferencas TRBC1—>TRBCZ2),
a Ultima alteracdo de aminodcidos entre as duas regides
constantes da cadeia B de TCR sendo no exdo 3 de TRBCl e
TRBC2: V;—E. O dominio constante y é composto por um de
entre TRGC1l, TRGC2(2x) ou TRGC2(3x). O0Os dois dominios
constantes TRGC2 diferem apenas no numero de cdpias dos
amiodcidos codificados pelo exdo 2 deste gene que estao

presentes.

A extensdo de cada um dos dominios extracelulares
de TCR é algo variavel. No entanto, os familiarizados com a
drea podem facilmente determinar a posicdo das fronteiras
do dominio wusando uma referéncia como seja "The T Cell

Receptor Facts Book", Lefranc, Publ. Academic Press 2001.

TCRs recombinantes

A produgdo de TCRs recombinantes € benéfica, uma

vez que proporciona andlogos sollveis de TCR adequados para

0s seguintes fins:

- estudo das interacg¢des TCR/ligando (e.g., pMHC para TCRs

af)
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— rastreio de inibidores das interacgdes associadas a TCR

- proporcionar a base para potenciails terapias

Até agora, foi projectada uma série de constru-
cdes para a producao de TCRs recombinantes. Estas constru-
cdes classificam-se em duas classes, TCRs de cadeia simples
e TCRs diméricos, a literatura relevante destas construcdes
estd resumida abaixo. As TCRs de cadeia simples (scTCR) séo
construgdes artificiais consistindo numa uUnica cadeia de
aminodcidos, a qual a semelhanca de TCRs heterodiméricos
nativos se liga a complexos de MHC-péptido. Infelizmente,
foram infrutiferas as tentativas para produzir andlogos
SscTCRs alfa/beta de cadeia simples ligando simplesmente as
cadeias alfa e beta, de forma que ambas fossem expressas
numa unica grelha de leitura aberta, presumivelmente devido
a instabilidade natural do emparelhamento dos dominios

soltveis alfa-beta.

Assim, técnicas especiais usando varias trunca-
gens de uma ou de ambas as cadeias alfa e beta tém sido
necessadrias para a producdo de scTCRs. Estes formatos
parecem ser aplicdveis apenas a uma gama muito limitada de
sequéncias de scTCR. Soo Hoo et al. (1992) PNAS, 89
(10) :4759-63 descrevem a expressao de um TCR de murganho,
no formato de cadeia simples, a partir do clone 2C de
células T usando uma cadeia beta e uma cadeia alfa truncada
ligadas através de um elemento de ligacdo de 25 aminodcidos
e expressdao no periplasma bacteriano (ver também Schodin et

al. (1996) Mol. Immunol. 33 (9): 819-29). Esta estratégia
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também constitui a base do TCR m6 de cadeia simples
descrito por Holler et al. (2000) PNAS 97 (10):5387-92 que
deriva do scTCR 2C e se liga ao mesmo aloepitopo
restringido por H2-Ld. Shusta et al. (2000) Nature
Biotechnology 18:754-759 e Us 6423538 descrevem a
utilizagao de uma construcao de TCR de cadeia simples 2C
murina em experiéncias de apresentacdo em levedura, as
quais produziram TCRs mutados com maior estabilidade
térmica e solubilidade. Esta descricdo também demonstrou a
capacidade destes TCRs 2C para selectivamente se ligarem a
células gue expressam O seu pPMHC cognato. Khandekar et al
(1997) J. Biol. Chem. 272 (51):32190-7 descrevem uma
estratégia semelhante para o TCR D10 murino, ainda que este
scTCR seja fundido com MBP e expresso no citoplasma
bacteriano (ver também Hare et al. (1999) Nat. Struct.
Biol. 6(6):574-81). Hilyard et al. (1994) PNAS 91(19):9057-
61 descrevem um scTCR humano especifico para a proteina da
matriz da gripe-HLA-A2, usando uma construcao Voa-elemento

de ligagdo-VP e expressdo no periplasma bacteriano.

Chung et al. (1994) PNAS 91(26) 12654-8 descrevem
a produgao de scTCR humano usando uma construgcao Vo-
elemento de ligagdo-VP-CPB e expressdo na superficie de uma
linha celular de mamifero. Esta descricdao nao inclui
qualquer referéncia a 1ligacdo especifica péptido-HLA da
SCcTCR. Plaksin et al (1997) J. Immunol. 158 (5):2218-27
descrevem uma construgdo Vo-elemento de ligacdo-VB-Cp
semelhante para a produgado de um scTCR murino especifico de
um epitopo gpl20 de HIV-H-2D%. Este scTCR foi expresso como

corpos de inclusao bacterianos e renaturado in vitro.
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Uma série de publicacgdes descrevem a producao de
heterodimeros de TCR que incluem a ligacadao dissulfureto
nativa que liga as respectivas subunidades (Garboczi, et
al., (1996), Nature 384(6605): 134-41,; Garboczi, et al.,
(1996), J Immunol 157(12):5403-10; Chang et al., (1994),
PNAS USA 91: 11408-11412; Davodeau et al., (1993), J. Biol.
Chem. 268(21):15455-15460; Golden et al., (1997), J. Imm.
Meth. 206:163-169; Patente uS N° 6080840). No entanto,
ainda que tais TCRs possam ser reconhecidos por anticorpos
especificos de TCR, nenhum reconheceu o seu ligando nativo
sem ser em concentracdes relativamente elevadas e/ou néo

eram estdveis.

Em WO 99/60120, foi descrito um TCR soltvel que
atinge a sua conformacgcado correcta de forma a ser capaz de
reconhecer o seu ligando nativo, é estavel durante um longo
periodo de tempo e pode ser produzido em quantidades
razodveis. Este TCR compreende um dominio extracelular da
cadeia o ou 0 de TCR dimerizado com um dominio extracelular
de uma cadeia B ou 0 respectivamente, por meio de um par de
péptidos de dimerizacadao C-terminais, tais como fechos de
leucina. Esta estratégia de producadao de TCRs €, de um modo

geral, aplicdvel a todos os TCRs.

Reiter et al., Immunity, 1995, 2:281-287,
descreve detalhadamente a construcdo de uma molécula
soltivel compreendendo dominios varidveis de TCR o e [

estabilizados com ligacgdes dissulfureto, um dos quais esta
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ligado a uma forma truncada da exotoxina de Pseudomonas
(PE38). Uma das razdes estabelecidas para a producao desta
molécula foi ultrapassar a instabilidade inerente dos TCRs
de cadeia simples. A posicao da nova ligacgao dissulfureto
nos dominios variaveis de TCR foi identificada via
homologia com os dominios variaveis de anticorpos, nos
quais esta fol previamente introduzida (por exemplo ver
Brinkmann, et al. (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90.7538-7542 e Reiter, et al. (1994) Biochemistry 33:5451-
5459) . No entanto, uma vez gue nao existe tal homologia
entre os dominios constantes de anticorpos e de TCR, tal
técnica poderd ndo ser empregue para identificar os locais
adequados para novas ligacgdes inter-cadeias entre o0s

dominios constantes de TCR.

Conforme referido atréds Shusta et al. (2000)
Nature Biotechnology 18:754-759 descrevem a utilizacao de
construgdes do TCR 2C de cadeia simples em experiéncias de
apresentacao em levedura. O principio de apresentacdao de
ScTCRs em particulas fagicas foil anteriormente discutido.
Por exemplo, WO/19129 descreve detalhadamente a producdo de
ScTCRs e sumariza um potencial método para a producgao de
particulas fagicas que apresentam scTCRs do formato Vo-
elemento de 1ligagdo-VB CB. No entanto, este pedido néo
possuil exemplos gque demonstrem a produgao das referidas
particulas fagicas apresentadoras de TCR. O pedido, no
entanto, refere-se a um pedido de patente copendente: "A
construgao de vectores de DNA incluindo um segmento de DNA

codificador de uma molécula de sc-TCR fundida com uma
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proteina externa do bacteridéfago (gene II ou gene VIII) foi
descrita no referido pedido de patente U.S. copendente N°

08/813781."

Ainda, este pedido de patente Dbaseia-se na
capacidade dos anticorpos anti-TCR ou complexos de
superantigénio e MHC para reconhecerem scTCRs soluveis, nao
apresentados por fagos, produzidos para verificar a sua
conformacao correcta. Assim, a verdadeira especificidade da
ligacao a péptido-MHC dos scTCRs, em qualquer formato, nao
foi conclusivamente demonstrada. Finalmente, um outro
estudo (Onda et al., (1995) Molecular Immunology 32 (17-18)
1387-1397) descreve a apresentacao por fagos de duas
cadeias o de TCR murino na auséncia das suas respectivas
cadeias P. Este estudo demonstrou que as particulas fégicas
apresentadoras de uma das cadeias o de TCR (derivada do
hibridoma murino Al.l) ligaram-se preferencialmente aos
mesmos péptidos imobilizados em alvéolos de microtitulacgao
a que o TCR completo normalmente responderia quando

apresentados por MHC I classe I-A% murino.

Utilizagdo do rastreio

Varias interaccgdes celulares e respostas
celulares importantes, incluindo a sinapse imune mediada
por TCR, s&o controladas por contactos feitos entre os
receptores da superficie celular e ligandos apresentados
nas superficies de outras células. Estes tipos de contactos

moleculares especificos sdo de importédncia crucial para a
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regulagcdo biogquimica correcta do corpo humano e estao,
consequentemente, a ser intensamente estudados. Em muitos
casos, O oObjectivo de tais estudos € procurar um meio de
modular as respostas celulares de forma a prevenir ou

combater doencas.

Assim, métodos com os quais identificar compostos
que se liguem, com algum grau de especificidade, a
moléculas de receptores humanos ou a moléculas de ligandos
sdao importantes como novas moléculas promissoras para a
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos. Em
particular, os compostos que interferem com determinadas
interacgdes de receptor-ligando possuem potencial imediato

como farmacos ou veiculos.

Os avangos na quimica combinatdéria, permitindo a
produgdo, relativamente facil e eficiente em termos de
custos, de bibliotecas muito grandes de compostos
aumentaram enormemente o admbito da testagem de compostos.
Agora, as limitacdes dos programas de rastreio geralmente
residem na natureza dos ensaios que podem ser empregues, na
producao de moléculas de receptor e de ligando e em como
todos estes ensaios podem ser adaptados a métodos de

rastreio em grande escala.

Métodos de apresentacdo

E muitas vezes desejdvel apresentar um deter-

minado péptido ou polipéptido na superficie de uma
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particula proteica. Tais particulas podem servir como
auxiliares de purificacdo para o péptido ou polipéptido
(uma vez qgue as particulas portadoras do péptido ou
polipéptido podem ser separadas dos contaminantes indese-
javels, através da sedimentacdo ou de outros métodos).
Podem também servir como vacinas de particulas, a resposta
imune ao péptido ou polipéptido apresentado na superficie
sendo estimulada pela apresentacdao de ©particulas. A
proteina p24 do retrotransposao de levedura e a proteina de
superficie da hepatite B sadao exemplos de proteinas que se
auto—-associam em particulas. A fusdao do péptido ou
polipéptido com interesse com estas proteinas formadoras de
particulas €é uma forma reconhecida de apresentacao do
péptido ou polipéptido na superficie das particulas

resultantes.

No entanto, os métodos de apresentacao de
particulas tém sido usados principalmente para identificar
proteinas com propriedades desejiveis, como seja rendi-
mentos de expressao elevados, caracteristicas de ligacao
e/ou estabilidade. Estes métodos envolvem a criacdao de um
conjunto diversificado ou "biblioteca" de proteinas ou
polipéptidos expressos na superficie de particulas
proteicas. Estas particulas possuem duas caracteristicas
chaves, em primeiro lugar cada uma das particulas apresenta
uma proteina ou polipéptido variante simples e em segundo
lugar o material genético codificador da proteina ou
polipéptido expresso estd associado ao da particula. Esta

z

biblioteca é entdao sujeita a um ou mais ciclos de seleccao.
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Por exemplo, estes podem consistir no contacto de um
ligando com uma biblioteca de particulas apresentadoras de
receptores mutados e identificacdo de quais o0s receptores
mutados se ligam com maior afinidade ao ligando. Uma vez
completado o processo de seleccao, o receptor ou receptores
com as propriedades pretendidas pode ser isolado e o seu
material genético pode ser amplificado de forma a permitir

que 0s receptores sejam sequenciados.

Estes métodos de apresentacdao classificam-se em

duas grandes categorias, apresentacado in vitro e in vivo.

Todos os métodos de apresentagao 1in vVvivo se
baseiam num passo em gue a Dbiblioteca, geralmente
codificada no ou com o 4&cido nucleico genético de uma
particula replicdvel, como seja um replicdo plasmidico ou
fadgico, ¢é usada para transformar células para permitir a
expressao das proteinas ou polipéptidos. (Pluckthun (2001)
Adv Protein Chem 55:367-403). Existe uma série de sistemas
de replicao/hospedeiro que se demonstrou serem adequados
para a apresentacao in vivo da proteina ou polipéptidos.

Estes incluem os seguintes:

Fago/células bacterianas

Plasmideo/células CHO

Vectores baseados no plasmideo 2 um de levedura/células de
levedura

Baculovirus/células de insecto

Plasmideo/células bacterianas
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Os métodos de apresentacao 1in vivo incluem o0s
métodos de apresentacdao na superficie celular, em que um
plasmideo ¢é introduzido na célula hospedeira codificadora
de uma proteina de fusdao consistindo na proteina ou
polipéptido com interesse fundido com uma proteina ou
polipéptido da superficie celular. A expressao desta
proteina de fusdo conduz a apresentacdo da proteina ou
polipéptido com interesse na superficie da célula. As
células que apresentam estas proteinas ou polipéptidos com
interesse podem entdao ser sujeitas a um processo de
seleccao, como seja FACS, e os plasmideos obtidos a partir
da célula ou células seleccionadas podem ser isolados e
sequenciados. Os sistemas de apresentacdao na superficie
celular foram ©projectados para células de mamifero
(Higuschi (1997) J Immunol. Methods 202: 193-204), células
de levedura (Shusta (1999) J Mol Biol 292: 949-956) e
células bacterianas (Sameulson (2002) J. Biotechnol 96 (2)

129-154).

Foram publicadas numerosas revisdes das varias
técnicas de apresentacao in vivo. Por exemplo, (Hudson
(2002) Expert Opin Biol Ther (2001) 1(5) 845-55) e (Schmitz

(2000) (Supp A) S106-S112).

Os métodos de apresentacdao in vitro sao baseados
na utilizacado de ribossomas para traduzir bibliotecas de
mRNA num arranjo diversificado de variantes de proteinas ou

polipéptidos. A ligacdo entre as proteinas ou polipéptidos



PE1558643 - 14 -

formados e o mRNA codificador destas moléculas € mantido
por um de dois métodos. A apresentacdao por ribossomas
convencional wutiliza mRNA, sequéncias que codificam uma
curta sequéncia de um elemento de ligacao (tipicamente 40-
100 aminoédcidos) e a proteina ou polipéptido a ser
apresentado. A sequéncia do elemento de ligacdo confere
espaco a proteina ou polipéptido apresentado para renaturar
sem impedimento espacial pelo ribossoma. A sequéncia de
mRNA nao possui um codao de paragem, 1isto assegura que a
proteina ou polipéptido expresso e o RNA se mantém ligados
a particula de ribossoma. O método de apresentacdao de mRNA
relacionado baseia-se na preparacdao de sequéncias de mRNA
codificadoras da proteina ou polipéptido com interesse e em
elementos de ligacao de DNA portadores de um grupo de
puromicina. Logo gque os ribossomas atinjam a juncgéao
mRNA/DNA, a traducdo ¢é parada e a puromicina forma uma
ligacao covalente com o ribossoma. Para uma revisao recente
destes doils métodos relacionados de apresentacdo in vitro

ver (Amstutz (2001) Curr Opin Biotechnol 12: 400-405).

E particularmente preferida a técnica de
apresentacdo fagica que se Dbaseia na capacidade das
particulas bacteriofdgicas para expressarem um péptido ou
polipéptido heterdlogo fundido com as suas proteinas de
superficie. (Smith (1985) Science 217:1315-1317). 0
procedimento estd muito generalizado e bem compreendido na
drea da apresentacdo de mondémeros de polipéptidos. No
entanto, no caso de polipéptidos que na sua forma nativa se
associam como dimeros, apenas a apresentacdo de anticorpos

em fagos parece ter sido bem investigada.
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Para a apresentacdo de polipéptidos monoméricos

existem dois procedimentos principais:

Em primeiro lugar (Método A), através da insercéo
no vector (fagemideo) de um DNA codificador do péptido ou
polipéptido heterdlogo fundido com o DNA codificador de uma
proteina externa do bacteridfago. A expresséao das
particulas fagicas apresentadoras do péptido ou polipéptido
heterdlogo € entdo realizada através da transfeccgdo de
células bacterianas com o fagemideo e depois infeccédo das
células transformadas com um "fago auxiliar"™. O fago
auxiliar actua como fonte das proteinas féagicas nao
codificadas pelo fagemideo necessdrias para produzir uma

particula féagica funcional.

Em segundo lugar (Método B), através da insercao
de DNA codificador do péptido ou polipéptido heterdlogo num
genoma fagico completo fundido com o DNA codificador de uma
proteina externa do bacteridfago. A expressao das
particulas fagicas apresentadoras do péptido ou polipéptido
heterdlogo é entdo realizada através da infeccdo de células
bacterianas com o genoma fagico. Este método tem a
vantagem, relativamente ao primeiro método, de ser um
processo de um unico passo. No entanto, o© tamanho da
sequéncia de DNA heterdloga que pode ser encapsidada com
éxito nas particulas fagicas resultantes ¢é reduzida. M13,
T7 e lambda sao exemplos de fagos adequados para este

método.
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Uma variacdo do Método B envolve a adigcado de uma
sequéncia de DNA codificadora de um dominio de ligacao a
nucledétidos ao DNA no genoma fagico codificador do péptido
heterdlogo a ser apresentado e, ainda, adicao do
correspondente local de ligacdao nucleotidico ao genoma
fadgico. 1Isto faz com gque o péptido heterdlogo fique
directamente ligado ao genoma fagico. Este complexo
péptido/genoma € entdo encapsidado numa particula fagica
gque apresenta o péptido heterdlogo. Este método esta

totalmente descrito em WO 99/11785.

As particulas féagicas podem entdo ser recuperadas
e usadas para estudar as caracteristicas de 1ligacao do
péptido ou polipéptido heterdlogo. Uma vez isolado, o DNA
do fagemideo ou do fago pode ser recuperado a partir da
particula fagica apresentadora do péptido ou polipéptido e
este DNA pode ser replicado através de PCR. O produto de
PCR pode ser usado para sequenciar o péptido ou polipéptido
heterdlogo apresentado por uma determinada particula

fagica.

A apresentacdo fédgica de anticorpos de cadeia
simples, e seus fragmentos, tornou-se um método de rotina
do estudo das caracteristicas de ligacao destes
polipéptidos. Existem disponiveis numerosos 1livros que
revéem as técnicas de apresentacdo fagica e a biologia dos
bacteridfagos. (Ver, por exemplo, "Phage Display - A
Laboratory Manual", Barbas et al., (2001) Cold Spring

Harbour Laboratory Press).
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Um terceiro método de apresentacdo fagica (Método
C) Dbaseia-se no facto de os polipéptidos heterdlogos
possuindo um  residuo de cisteina numa localizacéao
pretendida poderem ser expressos, numa forma soluvel, por
um fagemido ou genoma fagico e levados a associarem-se a
uma proteina da superficie do fago modificada também tendo
um residuo de cisteina numa posicado exposta na superficie,
através da formacdo de uma ligacdao dissulfureto entre as
duas cisteinas. WO 01/05950 descreve detalhadamente a
utilizacao deste método de ligacdo alternativo para a
expressao de péptidos derivados de anticorpos de cadeia

simples.

Breve descrigcdo do invento

Os TCRs nativos sadao heterodimeros gque possuem
dominios transmembranares longos, 0sS quais sao essenciais
para manter a sua estabilidade como dimeros funcionais.
Como discutido atrds, os TCRs s&o Uteils nas suas formas
soluveis para fins de pesquisa e terapéuticos, de forma que
a apresentacao da sua forma nativa 1insoluvel tem pouca
utilidade. Por outro lado, as formas soluveis de TCRs sao
dificeis de projectar e, uma vez que a maioria dos métodos
parece ter sido descrita apenas para péptidos e
polipéptidos monoméricos, os métodos de apresentacgao
adequados para o8 TCRs diméricos soluveis nao foram
investigados. Ainda, uma vez que a funciocnalidade do TCR

apresentado depende da associagdo correcta dos dominios
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varidveis do dimero TCR, a apresentacdo com éxito de um TCR

dimérico funcional ndo é facil.

WO099/18129 contem a afirmacdo: "As construcdes de
DNA codificadoras das proteinas de fusdo sc-TCR podem ser
usadas para preparar uma biblioteca de apresentacdo fagica
de acordo com os métodos descritos no pedido de patente US
pendente N° de Série 08/813781 entregue em 7 de Marco,
1997, cuja descricao é aqui incluida como referéncia." mas
de facto nenhuma descricdo de tal apresentacdo esta
incluida neste pedido. Os inventores deste pedido de
patente publicaram um artigo (Weidanz (1998) J Immunol
Methods 221 59-76) que demonstra a apresentacao de dois

scTCRs murinos em particulas fagicas.

WO 01/62908 descreve métodos para a apresentacao
fadgica de scTCRs e proteinas de fusdao de scTCRs/Ig. No
entanto, a funcionalidade (ligacdo especifica a pMHC) das

construgdes descritas nao foi avaliada.

Finalmente, um método mediado por retrovirus para
a apresentacao de bibliotecas diversificadas de TCR na
superficie de células T imaturas foi demonstrado para um
TCR murino. A biblioteca de TCRs mutados apresentados na
superficie das células T imaturas foi testada ©por
citometria de fluxo wusando tetrédmeros de pMHC e isto
conduziu a identificacdo de variantes de TCR que eram
especificas para o pMHC cognato ou para uma sua variante.

(Helmut et al., (2000) PNAS 97(26) 14578-14583).
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Este invento baseia-se, em parte, no facto de
TCRs de cadeia simples e diméricos poderem ser expressos
como fusbes de superficie em ©particulas fagicas e
disponibiliza particulas fagicas apresentadoras de
construgdes scTCR e dTCR de andlogos de alfa/beta e de
andlogos gama/delta. Tais TCRs apresentados por particulas
fdgicas sdo Uteis para fins de purificacdo e rastreio,
particularmente como uma biblioteca diversificada de TCRs
apresentados por fagos para seleccao por 1imobilizacao
("biopanning") no sentido de identificar TCRs com
caracteristicas desejavels, tails como elevada afinidade
para o complexo MHC-pétido alvo. Ainda relacionado, os
sScTCRs apresentados por fagos podem ser Uteis para a
identificacdo dos TCRs pretendidos, mas essa informacao
pode ser melhor aplicada na construcdao de TCRs diméricos
andlogos para utilizacdo terapéutica. O invento também
inclui TCRs de elevada afinidade identificdveils por estes

métodos.

Descricgdo detalhada do invento

Num aspecto mais lato, O presente invento
proporciona particulas fagicas apresentando na sua
superficie um polipéptido TCR de cadeia simples (scTCR) ou
o par de polipéptidos de TCR dimérico (dTCR), o referido

polipéptido scTCR sendo constituido por

um primeiro segmento constituido por uma sequéncia do
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dominio varidvel da cadeia o ou & de TCR fundida com o
extremo N de uma sequéncia extracelular do dominio

constante da cadeia o de TCR,

um segundo segmento constituido por um dominio variavel da
cadeia P ou y de TCR fundido com o extremo N de uma
sequéncia extracelular do dominio constante da cadeia P de

TCR,

uma sequéncia de um elemento de ligacdao que liga o extremo
C do primeiro segmento ao extremo N do segundo segmento, ou

vice versa, e

uma ligacao dissulfureto entre o primeiro e segundo
segmentos, a referida ponte dissulfureto sendo uma que nao
tem equivalente nos receptores de células T aff ou YO

nativos;

o referido par de polipéptidos dTCR sendo constituido por

um primeiro polipéptido em que uma sequéncia do dominio
varidvel da cadeia o ou 0 de TCR estd fundido com o extremo
N de uma sequéncia extracelular do dominio constante da

cadeia a de TCR e

um segundo polipéptido em que uma sequéncia do dominio
varidvel da cadeia B ou y de TCR estd fundido com o extremo
N de uma sequéncia correspondendo a uma sequéncia

extracelular do dominio constante da cadeia B de TICR,
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o primeiro e o segundo polipéptidos, estando ligados
através de uma ligacao dissulfureto gue ndo tem equivalente

nos receptores de células T aff ou Y0 nativos,

a referida 1ligacdo dissulfureto entre o primeiro e o
segundo segmento do scTCR ou entre o primeiro e o segundo
polipéptidos do dTCR, sendo entre cisteinas que substituem
0s seguintes pares de residuos do exdao 1 de TRAC*01 para a

cadeia TCRa e TRBC 1*01 ou TRBC2*01 para a cadeia P de TCR:

Cadeia a de TCR Cadeia B de TCR
Thr 48 Ser 57
Thr 45 Ser 77
Tyr 10 Ser 17
Thr 45 Asp 59
Ser 15 Glu 15

As sequéncias do dominio varidavel do par de
polipéptidos dTCR ou do polipéptido scTCR estdao mutuamente
orientadas, substancialmente como nos TCRs nativos, e a
ligacao dissulfureto entre o primeiro e o segundo segmento
do scTCR ou entre o primeiro e o segundo polipéptido do
dTCR nao tem equivalente nos receptores de células T

nativas.

No caso dos scTCRs ou dTCRs o e [ apresentados
de acordo com o invento, o facto das sequéncias do dominio

varidvel dos segmentos ou polipéptidos a ou [ estarem
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mutuamente orientados como nos receptores de células T af
nativos implica gque os TCRs sao funcionais e isto pode ser
testado através da confirmacdo de que a molécula se liga ao
ligando de TCR relevante (complexo pMHC, complexo CDIl-
antigénio, complexo superantigénio/pMHC) - caso se ligue,
entdo estd preenchido o requisito. As interaccgdes com 0s
complexos pMHC podem ser medidas usando um instrumento
Biacore 3000™ ou Biacore 2000™, W099/6120 proporciona
descricbdes detalhadas dos métodos necessdrios para analisar
a ligacdo de TCR aos complexos MHC-péptido. Estes métodos
sdo 1dgualmente aplicadveis ao estudo das interacgdes de
TCR/CD1 e TCR/superantigénio. Para aplicar estes métodos
ao estudo das interacc¢des TCR/CD1l, sdo necessarias formas
soluveis de CD, a producdo das quals estd descrita em
(Bauer (1997) Eur J Immunol 27 (6) 1366-1373). No caso dos
TCRs ¢80 do presente invento, os ligandos cognatos para
estas moléculas sao desconhecidos, assim podem  ser
empregues meios secundarios de verificacao da sua
conformacao, como seja reconhecimento por anticorpos. O
anticorpo monoclonal MCCA991T (disponivel na Serotec),
especifico para a regido varidvel da cadeia 8, é um exemplo

de um anticorpo adequado para este objectivo.

Os scTCRs ou dTCRs do presente invento podem ser
apresentados em particulas fagicas, de preferéncia
particulas fagicas filamentosas através, por exemplo, dos

seguintes meios:

i) o extremo C de um membro do par de polipéptidos dTCR ou
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o extremo C do polipéptido scTCR ou o extremo C de um
elemento de ligacdo peptidico curto ligado ao extremo C de
um deles, pode ser directamente ligado através de uma
ligacao peptidica a um residuo exposto na superficie da
particula féagica. Por exemplo, o referido residuo exposto
na superficie estéd, de preferéncia, no extremo N do produto
do gene II ou do gene VIII do bacteridéfago; e

ii) o extremo C de um membro do par de polipéptidos dTCR,
ou o extremo C do polipéptido scTCR, ou o extremo C de um
curto elemento de ligacadao peptidico ligado ao extremo C de
um deles, estd ligado por uma ligacdo dissulfureto a um
residuo de cisteina exposto na particula fadgica através de
um residuo de cisteina introduzido. Por exemplo, o referido
residuo exposto na superficie esta novamente, de
preferéncia, no extremo N do produto do gene do gene III ou

do gene VIII do bacteridéfago.

Prefere-se o método (i) atréds descrito. No caso
de um scTCR, o Aacido nucleico codificador do TCR pode ser
fundido com o &cido nucleico codificador do fago. No caso
de um dTCR, o acido nucleico codificador de uma cadeia do
TCR pode ser fundido com o acido nucleico codificador do
fago e a segunda cadeia do par de polipéptidos TCR pode ser
deixada a associar—-se com a particula expressa resultante
apresentadora da primeira cadeia. A associacao bifuncional
adequada das duas cadeias ¢é ajudada pela presenca das
cisteinas introduzidas no dominio constante das duas
cadeias gque sao capazes de formar uma ligacao dissulfureto

entre cadeias, como mais detalhadamente discutido a frente.
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Par de polipéptidos dTCR e polipéptido scTCR

As sequéncias extracelulares do dominio constante
presentes nos scTCRs ou nos dTICRs, de ©preferéncia,
correspondem as de um TCR humano, tal como as sequéncias do
dominio varidvel. No entanto, a correspondéncia entre tais
sequéncias nao necessita de ser 1:1 ao nivel dos
aminodcidos. A truncagem N ou C e/ou a delecdao e/ou
substituicdo de aminocdcidos relativamente as correspon-
dentes sequéncias de TCR humanas ¢é aceitdvel. Em parti-
cular, devido as sequéncias extracelulares do dominio
constante presentes no primeiro e segundo segmentos nao
estarem directamente envolvidas nos contactos com o ligando
a que scTCR ou dTCR se liga, podem ser mais curtos, podem
conter substituig¢des ou delecgdes relativamente as sequén-

cias extracelulares do dominio constante dos TCRs nativos.

A sequéncia extracelular do dominio constante
presente num polipéptido do par dTICR, ou no primeiro
segmento de um polipéptido scTCR, pode incluir uma sequén-
cia correspondente ao dominio constante extracelular Ig de
uma cadeia TCR a e/ou a sequéncia extracelular do dominio
constante presente num outro membro do par ou no segundo
segmento pode 1incluir uma sequéncia correspondente ao

dominio constante extracelular Ig de uma cadeia TCR f.

Numa realizacgcao do invento, um membro do par de

polipéptidos dTCR, ou o primeiro segmento do polipéptido
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scTCR, corresponde a substancialmente todo o dominio
variavel de uma cadeia TCR o fundido com o extremo N de
substancialmente todo o dominio extracelular do dominio
constante de uma cadeia TCR a; e/ou o outro membro do par
ou o segundo segmento corresponde a substancialmente todo o
dominio varidvel de uma cadeia TCR [ fundido com o extremo
N de substancialmente todo o dominio extracelular do

dominio constante de uma cadeia TCR P.

Numa outra realizacadao, as sequéncias extrace-
lulares do dominio constante presentes no par de
polipéptidos dTCR ou no primeiro e no segundo segmento do
polipéptido scTCR, correspondem aos dominios constantes das
cadeias o e B de um TCR nativo truncado no seu extremo C,
de forma que os residuos de cisteina que formam a ligacao
dissulfureto nativa entre cadeias do TCR sao excluidos.
Como alternativa, os residuos de cisteina podem ser
substituidos por um outro residuo de aminodcido, como seja
serina ou alanina, de forma que a ligacgcao dissulfureto
nativa seja eliminada. Ainda, a cadeia de TCR P nativa
possui um residuo de cisteina desemparelhado e esse residuo
pode ser eliminado ou substituido por um residuo que nao

seja cisteina na sequéncia [ do scTCR do invento.

Numa realizacdo particular do invento, as sequén-
cias do dominio varidvel das cadeias TCR a e [ presentes no
par de polipéptidos dTCR, ou no primeiro e no segundo
segmentos do polipéptido scTCR, podem em conjunto corres-

ponder ao dominio wvaridvel funcional de um primeiro TCR e
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as sequéncias extracelulares do dominio constante das
cadeias TCR a e P presentes no par de polipéptidos dTCR ou
no primeiro e segundo segmentos do polipéptido scTCR podem
corresponder aos de um segundo TCR, o primeiro e segundo
TCRs sendo da mesma espécie. Assim, as sequéncias do
dominio varidvel das cadeias a e [ presentes no par de
polipéptidos dTCR ou no primeiro e no segundo segmento do
polipéptido scTCR, podem corresponder aos de um primeiro
TCR humano e as sequéncias extracelulares do dominio
constante das cadeias a e [ podem corresponder aos de um
segundo TCR humano. Por exemplo, as sequéncias extra-
celulares do dominio constante de scTCR A6 Tax podem ser
usadas como estrutura a qgual podem ser fundidos dominios

varidveis o e P heterdlogos.

Numa outra realizacdo do invento, as sequéncias
do dominio varidvel das cadeias TCR & e Yy presentes no par
de polipéptidos dTCR ou no primeiro e no segundo segmento
do polipéptido scTCR, respectivamente, podem em conjunto
corresponder a um dominio varidvel funcional de um primeiro
TCR, e as sequéncias extracelulares do dominio constante
das cadeias TCR o e P presentes no polipéptido dTCR ou no
primeiro e no segundo segmento do polipéptido sScTCR
respectivamente, podem corresponder aos de um segundo TCR,
0 primeiro e segundo TCRs sendo derivados da mesma espécie:
Assim, as sequéncias do dominio varidvel das cadeias a e P
presentes no par de polipéptidos dTCR ou no primeiro e no
segundo segmentos do polipéptido scTCR podem corresponder

aos de um primeiro TCR humano e as sequéncias extrace-
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lulares do dominio constante das cadeias a e [ podem
corresponder aos de um segundo TCR humano. Por exemplo, as
sequéncias extracelulares do dominio constante de scTCR A6
Tax podem ser usadas como uma estrutura a qual podem ser

fundidos dominios varidveis a e P heterdlogos.

Numa realizacdo particular do invento, as sequén-
cias do dominio varidvel das cadeias o e f ou & e y de TCR
presentes no par de polipéptidos dTCR ou no primeiro e no
segundo segmento do polipéptido scTCR podem em conjunto
corresponder ao dominio varidvel funcional de um primeiro
TCR humano e as sequéncias extracelulares do dominio
constante das cadeias a e [ de TCR presentes no par de
polipéptidos dTICR ou primeiro e segundo segmentos do
polipéptido scTCR podem corresponder as do segundo TCR néao
humano. Assim, as sequéncias do dominio varidvel das
cadeias o e P ou O e y presentes no par de polipéptidos
dTCR ou nuos primeiro e segundo segmentos do plipéptido
SCTCR podem corresponder aos de um primeiro TCR humano e as
sequéncias extracelulares do dominio constante das cadeias
o e P podem corresponder as do segundo TCR ndo humano. Por
exemplo, as sequéncias extracelulares do dominio constante
de TCR murino podem ser usadas como uma estrutura a gqual
podem ser fundidos dominios varidveis de TCR a e [ humano

heterdlogo.

Elemento de ligacdo no polipéptido scTCR

Para as particulas fagicas apresentadoras de
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scTCR do presente invento, uma sequéncia do elemento de
ligacadao liga o primeiro e o segundo segmento de TCR, para
formar um polipéptido de cadeia simples. A sequéncia do
elemento de ligacao pode, por exemplo, ter a fédrmula -P-AA-
P em que P é prolina e AA representa uma sequéncia de

aminodcidos em que os aminodcidos sdo glicina e serina.

Para scTCR, apresentado pelas particulas fégicas
do presente invento, se ligar a um ligando, o complexo MHC-
péptido no caso dos TCRs aff, o primeiro e segundo segmentos
sao emparelhados de forma gue as sequéncias dos seus
dominios varidveis figquem orientadas para tal ligacéo.
Assim, o elemento de ligacdo devera ter tamanho suficiente
para abranger a disténcia entre o extremo C do primeiro
segmento e o extremo N do segundo segmento ou vice versa.
Por outro 1lado, o comprimento excessivo do elemento de
ligacao deverd ser preferencialmente evitado, no caso do
extremo do elemento de ligacado presente no extremo N da
sequéncia do dominio varidvel blogquear ou reduzir a ligacéo

do scTCR ao ligando alvo.

Por exemplo, no caso das sequéncias extracelu-
lares do dominio constante presentes no primeiro e segundo
segmentos corresponderem aos dominios constantes das
cadeias a e P de um TCR nativo truncado no extremo C, de
forma que os residuos que constituem a ligacgdo dissulfureto
nativa entre cadeias sejam excluidos e a sequéncia do
elemento de ligacao ligue o extremo C do primeiro segmento

ao extremo N do segundo segmento, a sequéncia do elemento
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de ligacao pode consistir em, por exemplo, 26 a 41
aminocdcidos, de preferéncia 29, 30, 31 ou 32 aminodcidos ou
33, 34, 35 ou 36 aminodacidos. Elementos de ligacao
particulares possuem a férmula -PGGG-(SGGGG)s-P- e -P-GGG-

(S-GGGG)¢—P— em que P & prolina, G é glicina e S é serina.

Ligagdo dissulfureto inter-cadeias

Um principio que caracteriza os dTICRs e scTCRs
apresentados pelas particulas fagicas do presente invento,
¢ a ligacadao dissulfureto introduzida especificamente entre
as sequéncias extracelulares do dominio constante do par de
polipéptidos dTICR ou entre o primeiro e segundo segmentos
do polipéptido scTCR. Tal ligagdo nao tem contraparte nos
TCRs nativos, sendo entre cisteinas especificamente
incorporadas nas sequéncias extracelulares do dominio
constante do par de polipéptidos dTCR ou do primeiro e
segundo segmentos do polipéptido scTCR. Nalguns casos,
tanto uma ligacao nativa como uma ligacado dissulfureto nao

nativa podem ser desejaveis.

A ligagado dissulfureto pode ser formada através
da mutacgdo de residuos nédo cisteina no primeiro e segundo
segmentos para cisteina e levando a formacdo da ligacéo
entre os residuos mutados. 0Os residuos substituidos com
cisteina sdo aqueles cujos carbonos [ respectivos distam
aproximadamente 6 A (corrida 0,6) ou menos e, de
preferéncia, na gama de 3,5 A (0,35 nm) a 5,9 A& (0,59 nm)
no TCR nativo. A ligacgdo dissulfureto é entre os residuos

do dominio constante de imunoglobulina. Os locais em que
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sao introduzidas cisteinas para formar a ligacéao
dissulfureto sao os residuos gque se seguem no exao 1 de
TRAC*01 para a cadeia a de TCR e de TRBC*01l ou TRBC2*01

para a cadeia [ de TCR.

Cadeia a de TCR Cadeia P de TCR | Separagdo dos carbonos
B nativos (nm)
Thr 48 Ser 57 0,473
Thr 45 Ser 77 0,533
Tyr 10 Ser 17 0,359
Thr 45 Asp 59 0,560
Ser 15 Glu 15 0,59

Os motivos qgue se seguem nas respectivas cadeias
TCR humanas podem ser usados para identificar o residuo a
ser mutado (o residuo a sombreado € o residuo para mutacao

de uma cisteina).

Cadeia o Thr 48:
DSDVYITDKHVLDMRSMDFK

(aminodcidos 39-58 do exdo 1 do gene TRAC*01) (SEQ ID 1)

Cadeia o Thr 45:
QSKDSDVYIEDKTVLDMRSM

(aminodcidos 36-55 do exdo 1 do gene TRAC*01) (SEQ ID 2)

Cadeia o Tyr 10:

DIQNPDPAVQLRDSKSSDK

(aminodcidos 1-20 do exdo 1 do gene TRAC*01) (SEQ ID 3)
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Cadeia o Ser 15:
DPAVYQLRDSKSSDKSVCLF

(aminodcidos 6-25 do exdo 1 do gene TRAC*(01) (SEQ ID 4)

Cadeia B Ser 57:
NGKEVHSGVETDPQPLKEQF

(aminodcidos 48-67 do exdo 1 do gene TRBC1*01 & TRBC2*01)
(SEQ ID 5)

Cadeia B Ser 77:
ALNDSRYALSSRLRVSATFW

(aminodcidos 68-87 do exdao 1 do gene TRBC1*01 & TRBC2*01)
(SEQ ID 6)

Cadeia B Ser 17:

PPEVAVFEPSEAEISHTQKA

(aminodcidos 8-27 do exdo 1 do gene TRBC1*01 & TRBC2*01)
(SEQ ID 7)

Cadeia B Asp 59:

KEVHSGVSTEPQPLKEQPAL

(aminodcidos 50-69 do exdao 1 do gene TRBC1*01 & TRBC2*01)
(SEQ ID 8)

Cadeia B Glu 15:
VFPPEVAVFEPSEAEISHTC

(aminodcidos 6-25 do exdo 1 do gene TRBC1*01 & TRBC2*01)
(SEQ ID 9)
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Noutras espécies, as cadeias TCR podem nao ter
uma regiao que possua 100% de identidade com os motivos
atrds descritos. No entanto, os familiarizados com a
matéria poderao usar o0s motivos atrds descritos para
identificar a parte equivalente da cadeia de TCR a ou P e,
portanto, o residuo a ser mutado para cisteina. As técnicas
de alinhamento podem ser usadas para este fim. Por exemplo,
pode ser usado ClustalW, disponivel no sitio do European

Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/index.htmi)

para comparar 0s motivos acima com uma sequéncia da cadeia
TCR particular, de forma a localizar a parte relevante da
sequéncia de TCR relativamente a mutacdes da sequéncia de

TCR.

O presente invento inclui, dentro do seu ambito,
andlogos de aff e de Y0 de scTCRs apresentados em particulas
fadgicas, assim como os de outros mamiferos, incluindo mas
nao estando limitados a murganho, rato, porco, cabra e
ovelha. Como referido atréds, os familiarizados com a
matéria serdo capazes de determinar locais equivalentes aos
locais humanos atrds descritos em que os residuos cisteina
podem ser introduzidos para formar uma ponte dissulfureto
entre cadeias. Por exemplo, O gque se segue mostra as
sequéncias de aminodcidos dos dominios soluveis Coa e Cp,
juntamente com motivos possuidores dos residuos murinos
equivalentes aos residuos humanos atrds referidos que podem
ser mutados para cisteina para formar uma ligacéo
dissulfureto entre cadeias de TCR (em gue os residuos

relevantes estao a sombreado) :
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Dominio soluvel de Co murino:

PYIQNPEPAV’YQLKD’P‘RSQDSTL-CLFTDFDSQINVPKTMESGTFITDKW'LE}MK
AMDSKSNGAIAWSNQTSFTCOQDIFKETNATYPSSDVP (SEQ 1D 10)

Dominio soluvel de CB murino:

EDLRNVTPPKVSLFEPSKAEIANKQKATLVCLARGFFPDHVELSWWVNGREV
HSGVSTDPQAYKESNYSYCLSSRLRVSATFWHNPRNHFRCQVQFHGLSEEDK
WPEGSPEPVTONISAEAWGRAD (SEQ 1D 11) )

Equivalente murino da cadeia o humana Thr 48:
ESGTFITDRTVLOMKAMDEK (SEQ 1D 12)

Equivalente murino da cadeia a humana Thr 45:
KTMESGTRITORTVLEOMKAM (SEQ D13

Equivalente murino da cadeia o humana Tyr 10:
YHINPEPAVYOLKDPRSQLDES {(SEQ I 14

Equivalente murino da cadeia o humana Ser 15:

AVYQLKDPROSQUSTLCLFTE {SEQ 1D 18)

Equivalente murino da cadeia P humana Ser 57:
NGREVHSGVETRPOA YREGHN | (SEQ 1D 18}

Equivalente murino da cadeia [ humana Ser 77:
KESNYSYULSSRLEVIATFW (SEQ IR

Equivalente murino da cadeia B humana Ser 17:
FRKY SLFERSKAEIANKGKS {SEQ 1D 18)

Equivalente murino da cadeia [ humana Asp 59:
REVHSGVETUPRAYKESHYS [SEQ D19}

Equivalente murino da cadeia B humana Glu 15:

VTPPRVYSLFEPSKAEIANKO (SEQ 1D 2¢)
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Como discutido atréds, os dominios extracelulares
constantes scTCR A6 Tax podem ser usados como estrutura com
a qual podem ser fundidos dominios varidveis heterdlogos.
Prefere-se que as sequéncias do dominio varidavel heterd-
logas sejam ligadas as sequéncias do dominio constante em
qualgquer ponto entre a ligacao dissulfureto e os extremos N
das sequéncias do dominio constante. No caso das sequéncias
dos dominios constantes o e [ de TCR A6 Tax, a ligacgéao
dissulfureto pode ser efectuada entre residuos de cisteina
introduzidos nos residuos de aminodcidos 158 e 172,
respectivamente. Assim, prefere-se que os pontos de ligacao
das sequéncias dos dominios varidveis das cadeias a e f
heterélogas sejam entre os residuos 159 e 173 e o extremo N
das sequéncias dos dominios constantes o e [, respecti-

vamente.

Apresentacdo de TCR

0O método de apresentacdo de TCR 1in vivo para
seleccdao por 1imobilizagao para identificar TCRs tendo as
propriedades pretendidas, tais como afinidade elevada para

um complexo péptido alvo-MHC, é a apresentacdo fagica.

Em primeiro lugar, foi construida uma biblioteca
de DNA qgue codifica um arranjo diversificado de scTCRs ou
dTCRs mutados. Esta biblioteca foi construida usando DNA
codificador de um TCR nativo como matriz de amplificacgao.

Existe uma série de métodos, conhecidos dos familiarizados
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com a matéria, para a introducdo das mutagdes pretendidas
no DNA de TCR e, finalmente, na proteina TCR expressa.
Meios adequados para introducdao de mutacdes nas sequéncias
de TCR podem ser PCR com introducao de erros (EP-TCR),
técnicas mistura de DNA ("shuffling") e a utilizacao de
estirpes bacterianas mutagénicas tais como XL-1-Red. E
particularmente preferido que estas mutacoes sejam
introduzidas no dominio definido dos TCRs. Por exemplo, as
mutacdes no dominio wvaridvel, particularmente as regides
determinantes de complementaridade (CDRs) e/ou regides
estruturais sao provavelmente os locais mais adequados para
a introducdo de mutacdes conduzindo a producdo de uma
biblioteca diversificada de TCRs para a producao de TCRs
com melhores propriedades de ligacgdo ao ligando. EP-PCR é
um exemplo de um método através do qual tais mutacdes
especificas de regidao podem ser introduzidas nos TCRs.
Foram usadas sequéncias iniciadoras de ER-PCR
complementares das sequéncias de DNA que delimitam a regiao
a ser mutada para amplificar multiplas cdpias desta regiao
do DNA de TCR, as quais possuem um nivel controldvel de
mutagdes ao acaso. Estas sequéncias de DNA codificadoras de
regides mutadas sado inseridas nas sequéncias de DNA, as
quais codificam as secg¢gdes nao mutagenizadas do TCR,
através da ligagdo ou de PCR sobreponivel. O DNA
codificador do TCR com a regidao mutada pode entdo ser
ligado ao DNA codificador de um polipéptido heterdlogo de
forma a produzir uma proteina de fusdo adequada para
apresentacdo. No caso da apresentacdao fagica, o vector de

expressado utilizado é um fagemideo ou um genoma fagico em
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que o DNA de TCR pode ser ligado ao DNA codificador de uma
proteina de superficie, de ©preferéncia a proteina de
superficie gIII ou gVIII. No caso de um sScTCR tal ligacao é
realizada por apresentacdo fagica de qualguer péptido ou
polipéptido monomérico. No caso de dTCRs, apenas uma das
cadeias de TCR ¢é ligada, como referido. A outra cadeia ¢é
codificada no dcido nucleico para co-expressao com
fagemideo e com o acido nucleico do fago auxiliar, de forma
que a segunda cadeia expressa encontre e se associe ao fago
expresso com a primeira cadeia apresentada na superficie.
Em ambos o0s casos, como discutido mais detalhadamente
abaixo, as cisteinas adequadamente posicionadas nos
dominios constantes sao uteis para fazer com que 0S8
dominios wvaridveis do TCR adoptem as suas posicdes
funcionais, através da formacado de uma ligacao dissulfureto

entre aquelas cisteinas.

Para a expressao, um vector de expressao
compreendendo (a) um 4&acido nucleico codificador de uma
cadeia de um par de polipéptidos dTCR e (b) a outra cadeia
do par de polpéptidos dTCR fundida com uma sequéncia de
dcidos nucleicos codificadora de uma proteina formadora de
particulas ou uma proteina da superficie celular; ou &cido
nucleico codificador de um polipéptido scTCR fundido com
uma sequéncia de 4cido nucleico <codificadora de uma
protéina formadora de particulas ou uma proteina da
superficie celular, o par dTCR, ou uma composicao
compreendendo um primeiro vector compreendendo Aacido

nucleico (a) e um segundo vector compreendendo &acido
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nucleico (b), sao postos em contacto com as células
hospedeiras capazes de causar a expressao do material
genético codificado, em condicgdes adequadas a transformacao
das referidas células. Tais vectores de expressao, sistemas
de expressadao compreendendo vectores fagemideos ou de genoma
fagico codificadores de dTCRs e SCTCRs e células
hospedeiras portadoras dos mesmos, constituem outros
aspectos do presente invento. Numa realizagao preferida do
invento, o8 vectores de fagemideo ou de genoma fagico

derivam de um fago filamentoso.

As células transformadas sao entao incubadas para
permitir a expressdo das particulas fagicas apresentadoras
de TCR. Estas particulas podem entdo ser usadas para o
rastreio ou em ensaios para identificar variantes de TCR
com caracteristicas especificas melhoradas. Quaisquer
particulas que possuam caracteristicas melhoradas podem ser
entdo isoladas. O DNA codificador destes TCRs pode ser

entdo amplificado por PCR e determinada a sua sequéncia.

E conhecido que niveis de expressdo elevados de
um polipéptido exdgeno podem ser tdéxicos para a célula
hospedeira. Em tais casos, deve ser encontrada uma estirpe
hospedeira gque seja mais tolerante para o polipéptido
exdgeno ou o0s niveis de expressdao na célula hospedeira
devem ser limitados a um nivel que seja tolerado. Por
exemplo, (Beekwilder et al., (1999) Gene 228 (1-2) 23-31)
descreve que apenas as formas mutadas de um inibidor da

protease de batata (PI2) gque continha delec¢cdes ou coddes de
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paragem amber seriam seleccionadas com éxito de uma
biblioteca fagica. No presente caso, uma observacdao no
decurso do trabalho descrita nos Exemplos sugere dque pode
ser desejavel limitar os niveis de expressdo da proteina
TCR apresentada em particulas do invento, pelo menos
nalgumas estirpes de E. coli. Assim, a TCR A6 seleccionada
no Exemplo 4, apds ciclos repetidos de cultura, demonstrou-
se que deriva de células em que o fagemideo foi mutado
relativamente ao introduzido no inicio. A mutagao criou um
coddo de paragem "opal"™ na cadeia TCR P. Este coddo é
"ultrapassado sem reconhecimento" com uma frequéncia baixa
pelos ribossomas da estirpe E. coli utilizada, resultando
na insercao de um residuo de triptofano neste local e num
nivel global muito reduzido da expressdo da cadeia [ de

tamanho completo.

Existem vadrias estratégias para limitar os niveis
de expressao de um polipéptido exdgeno a partir de um
determinado sistema de expressao num hospedeiro, o qual
pode ser adequado para limitar os niveis de expressao de um
scTCR ou de uma ou de ambas as cadeias TCR de um dTICR. Por

exemplo:

Utilizagdao de uma sequéncia de promotor fraco - O
nivel de expressdo obtido para um determinado produto, como
seja a cadeia a ou B de TCR, pode ser manipulado usando
sequéncias de promotor de diversas forcgas. O promotor Pgy do

fago lambda é um exemplo de um promotor fraco.
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Locais de ligacao a ribossomas mutados (RBS's) -
A mutacdo de um &dcido nucleico simples no RIBS associado a
um produto de gene, como seja a cadeia a ou B de TCR, pode
resultar num nivel reduzido de expressdo. Por exemplo, a

mutacdo de uma sequéncia selvagem AGGA para AGGG.

"Coddes de partida™ mutados - A mutacao de um
dcido nucleico simples no coddao de partida associado a um
produto de gene, como seja a cadeia o ou [ de TCR, pode
também resultar num nivel reduzido de expressao. Por
exemplo, a mutacao de um codao de partida selvagem AUG para

GUG.

Mutacdes supressoras codificadoras de coddes de
paragem - Estas sao inseridas nas regides codificadoras da
cadeia B de TCR. Exemplos incluem o coddo de paragem "opal"
(UGA), este <codao de paragem que pode ser ignorado
("leaky") resulta na insercédo, com baixa frequéncia, de um
aminodcido triptofano e leitura do resto da sequéncia

codificadora.

Modificacdo mediada por metabolitos da forcga do
promotor - O nivel de expressao de um produto de gene, como
seja a cadeia o ou B de TCR, sob o controlo de determinados
promotores pode ser regulado negativamente pela adigao um
metabolito relevante as células contendo o promotor. Por
exemplo, as adigdes de glucose podem ser usadas para
regular negativamente a expressao de um produto de gene sob

o controlo de um promotor Lac.
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Utilizacdo de coddes - Células bacterianas e, por
exemplo, células de mamifero possuem diferentes
"preferéncias" relacionadas com o0s coddes que usam para
codificar determinados aminodcidos. Por exemplo, as células
bacterianas normalmente usam o codao CGU para codificar
arginina, enquanto que as células eucaridéticas geralmente
usam AGA. E possivel reduzir o nivel de expressdo de um
produto, como seja a cadeia o ou P de TCR, através da
utilizacdo de sequéncias de DNA qgque possuam uma série de
codbes menos preferidos para o sistema de expressao a ser

usado.

Os detalhes relacionados com os meios atras
referidos para regular negativamente a expressao de
produtos de genes podem ser encontrados em Glass (1982)
"Gene Function - E. coli and its heritable elements", Croom
Helm) e (Rzinoff (1980) "The operon" 2nd Edition, Cold

Spring Harbor Laboratory).

E também conhecido que o fornecimento as culturas
bacterianas de uma concentracao relativamente elevada de um
agucar, como seja a sucrose, pode aumentar os niveis de
expressdo periplasmatica de proteinas soluveis. (Ver por
exemplo, (Sawyer et al., (1994) Protein Engineering 7 (11)

1401-1406)) .

Apds expressao, o emparelhamento correcto das

sequéncias do dominio wvaridvel do polipéptido scTCR &, de
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preferéncia, auxiliado pela introdugdo de uma ligacgao
dissulfureto no dominio constante extracelular da scTCR.
Sem pretender estar limitado pela teoria, cré-se gque a nova
ligacdao dissulfureto proporcione estabilidade extra ao
ScTCR durante o processo de renaturacgao e facilite assim o

emparelhamento correcto do primeiro e do segundo segmento.

Também, como referido atrds, para a apresentacao
fdgica de TCR, um dos polipéptidos do par de dTCR &
expresso como se fosse eventualmente apresentado como
polipéptido monomérico no fago e o outro elemento do par de
polipéptidos de dICR €& co-expresso na mesma célula
hospedeira. Como a particula fagica € auto-montéavel, os
dois polipétidos auto-associam—-se para serem apresentados
como um dimero no fago. Novamente, na realizacdo preferida
deste aspecto do invento, o enrolamento correcto durante a
associacdao do par de polipéptidos ¢ auxiliado por uma
ligacao dissulfureto entre as sequéncias constantes, como
discutido atrds. Outros detalhes de um procedimento para a
apresentacao fagica de um  dTCR tendo uma ligacao
dissulfureto entre cadeias surgem nos Exemplos

apresentados.

Como alternativa, a o fago apresentador da
primeira cadeia do TCR pode ser expresso em primeiro lugar
e o segundo polipéptido da cadeia pode ser posto em
contacto com o fago expresso num passo subsequente, para

associacdo como um dTCR funcional na superficie fagica.
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0O método de apresentacdo de TCR, 1in vitro,
preferido para seleccao por i1imobilizacdo bioldgica para
identificar TCRs tendo as propriedades pretendidas, tais
como elevada afinidade para um complexo péptido alvo-MHC é
a apresentacéao ribossémica. Em primeiro lugar, foi
construida uma biblioteca de DNA que codifica um arranjo
diversificado de polipéptidos scTCRs ou dTCRs mutados
usando as técnicas discutidas atrds. A biblioteca de DNA é
entdo colocada em contacto com a RNA polimerase de forma a
produzir uma biblioteca de mRNA complementar.
Facultativamente, para as técnicas de apresentacdao de mRNA,
as sequéncias de mRNA podem ser entdo ligadas a uma
sequéncia de DNA compreendendo um local de ligagao a
puromicina. Estas construgdes genéticas sao entao colocadas
em contacto com vribossomas 1in vitro, em condicgcdes que
permitam a traducado do polipéptido scTCR ou do primeiro
polipéptido do par de dTCR. No caso do dTCR, o segundo
elemento do par dTCR é expresso separadamente e colocado em
contacto com o polipéptido primeiro apresentado pelos
ribossomas, para associacao entre os dois, de preferéncia
ajudado pela formacao da ligacao dissulfureto entre os
dominios constantes. Como alternativa, o mRNA codificador
de ambas as cadeias do TCR pode ser colocado em contacto
com ribossomas in vitro, em condig¢gdes que permitam a
traducao das cadeias de TCR, de forma gque se forme um
ribossoma apresentador de um dTCR. Estes ribossomas
apresentadores de scTCRs e de dTCR podem entadao ser usados
para o rastreio ou em ensailos para identificar variantes de
TCR com caracteristicas especificas melhoradas. Quaisquer

particulas que possuam caracteristicas melhoradas nestes
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estudos podem entao ser isoladas. O mRNA codificador destes
TCRs pode entdao ser convertido em sequéncias de DNA
complementares usando transcriptase reversa. Este DNA pode
depois ser amplificado por PCR e determinada a sua

sequéncia.

Aspectos adicionais

Uma particula fagica apresentadora de um scTCR ou
de um dTCR (que preferencialmente ¢é constituido por
sequéncias constantes e varidveils correspondendo as sequén-
cias humanas) do presente invento pode ser proporcionada na
forma substancialmente pura ou como preparacao purificada
ou 1solada. Por exemplo, pode ser proporcionada numa forma

que esteja substancialmente livre de outras proteinas.

Uma particula fagica apresentadora de uma
pluralidade de scTCRs ou dTCRs do presente invento pode ser
proporcionada num complexo multivalente. Assim, o0 presente
invento proporciona, num aspecto, um complexo de receptores
de células T (TCR) multivalente, que compreende uma
particula fagica apresentadora de uma pluralidade de scTCRs
ou de dTCRs como aqui descrito. Cada um da pluralidade dos

referidos scTCRs ou dTCRs €&, preferencialmente, idéntico.

Isolamento de variantes de TCR com caracteris-

ticas melhoradas

Um outro aspecto do invento ¢ um método para a
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identificacdo de TCRs com uma caracteristica especifica, o
referido método compreendendo a submissdao de uma biblioteca
diversificada de TCRs apresentados em particulas fagicas a
um processo de seleccao que escolhe as referidas
caracteristicas e 1isolamento das particulas fégicas dque
apresentem um TCR tendo a referida caracteristica e,
facultativamente, a um processo de amplificacao para
multiplicar as ©particulas isoladas, e/ou processo de
rastreio que mede a referida caracteristica, identificacao
das particulas fagicas que apresentam um TCR com a
caracteristica pretendida e isolamento destas particulas
fadgicas e, facultativamente, a um processo de amplificacéo

para multiplicar as particulas isoladas.

As sequéncias de DNA codificadoras dos TCRs
variantes podem entdo ser obtidas e amplificadas por PCR
para permitir que sejam determinadas as suas sequéncias. As
caracteristicas que podem ser melhoradas incluem, mas nao
estdao limitadas a afinidade de ligacao do ligando e

estabilidade da construcgao.

Utilizagdo do rastreio

As particulas féagicas apresentadoras de TCR do
presente invento sao susceptiveis de serem utilizadas nos
métodos de rastreio destinados a identificar moduladores,
incluindo inibidores, da sinapse imune celular mediada por

TCR.
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Como ¢ do conhecimento dos familiarizados com a
matéria, existe uma série de formatos de ensaio que
proporcionam uma base adequada para rastreios da interaccao

proteina-proteina deste tipo.

Os sistemas de Ensaio Homogénio de Luminescéncia
Amplificada pela Proximidade ("Amplified Luminescent
Proximity Homogeneous Assay") tais como o AlphaScreen™,
baseiam-se na utilizacdo de esferas "Dadora" e "Aceitadora"
que estdo revestidas com uma camada de hidrogel a qual
podem ser ligados receptores e ligandos. A interacgao entre
estas moléculas de receptor e de ligando conduz a
proximidade entre as esferas. Quando estas esferas sao
expostas a luz laser, um foto-sensibilizador na esfera
"Dadora" converte o oxigénio ambiente para um estado de
singeleto mais excitado. As moléculas de oxigénio no estado
singeleto difundem-se para reagirem com uma sSubstancia
gquimioluminescente na esfera "Aceitadora" que ainda activa
os fluordforos contidos na mesma esfera. Os fluordforos,
subsequentemente, emitem luz a 520-620 nm, esta sinaliza a
ocorréncia da interaccdo receptor-ligando. A presencga de um
inibidor da interacgado receptor-ligando faz com gque este

sinal seja diminuido.

A ressondncia de plasmbes de superficie (SPR) é
um ensaio é6ptico interfacial, em que um parceiro de ligacao
(normalmente o receptor) ¢é imobilizado num "chip" (a
superficie do sensor) e é detectada a 1ligacdao do outro

parceiro de ligagao (normalmente o ligando), que & soluvel
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e que flui ao longo do chip. A ligagcao do ligando resulta
num aumento na concentracdo da proteina perto da superficie
do chip que causa uma alteracao no indice de refraccao
naquela regido. A superficie do chip tem uma composicdo tal
gque a alteracdo no indice de refraccao pode ser detectada
por ressondncia de plasmbdes de superficie, um fendmeno
6ptico através do qual a luz, num determinado &angulo de
incidéncia num filme de metal fino, ©produz um feixe
reflectido de intensidade reduzida devido a excitacdo de
ressondncia de ondas de densidade oscilante da carga de
superficie (plasmdes de superficie). A ressondncia é muito
sensivel a alteracgdes no indice de refraccgcao no lado distal
do filme de metal e é este sinal que é usado para detectar
a ligacdo entre as proteinas imobilizada e soluvel. Estao
comercializados sistemas que permitem a utilizacao
conveniente da deteccao SPR das interacg¢gdes moleculares e
andlise de dados. Sao exemplos as maquinas Iasys™ (Fisons)

e as maguinas Biacore™,

Outros ensaios 6pticos interfaciais incluem
fluorescéncia de reflexdo interna total ("total internal
reflectance fluorescence", TIRF), espelho ressonante (RM) e
sensores de acoplagem com grelhas dpticas ("optical grating
coupler sensor", GCS) e estao discutidos mais
detalhadamente em Woodbury e Ventn (J. Chromatog. B. 725
113-137 (1999)). O ensaio de cintilacao de proximidade
(SPA) foi usado no rastreio de bibliotecas de compostos
relativamente a inibidores de interaccado de baixa afinidade

entre CD28 e B7 (Kgq provavelmente na regidao de 4 uM (Van
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der Merwe et al., J. Exp. Med. 185:393-403 (1997), Jenh et
al., Anal Biochem 165(2) 287-93 (1998)). SPA & um ensaio
radicactivo que utiliza a emissdao de particulas beta por
certos isdtopos radiocactivos com transferéncia de energia
para um cintilador imobilizado na superficie indicadora. O
percurso curto das particulas beta em solugao assegura que
a cintilacdo apenas ocorre qgquando as particulas beta séao
emitidas em estreita proximidade relativamente ao
cintilador. Quando aplicado na deteccao das interaccdes
proteina-proteina, um parceiro de interacgao é marcado com
o isdétopo radioactivo, enquanto o outro é ligado a esferas
contendo cintilador ou usado ©para revestir uma superficie
juntamente com o cintilador. Se o ensaio puder ser
estabelecido de forma ideal, o 1isdtopo radioactivo sera
colocado em contacto suficientemente estreito com o
cintilador para dgque a emissao de fotdes seja activada

apenas quando ocorre a ligacdo entre as duas proteinas.

TCRs de elevada afinidade

O presente invento permite a identificacao de
TCRs mutados especificos para um determinado ligando de
TCR, com maior afinidade para o referido ligando de TCR do
que o TCR selvagem. Espera-se qgque estes TCRs de elevada
afinidade sejam particularmente Uteis para o diagndstico e

tratamento de doencas.

Como aqui €& wusado, o termo "TCR de elevada

afinidade" refere-se a um scTCR ou dTCR mutado que interage
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com um ligando de TCR especifico e possui um Kd para o
referido ligando de TCR inferior ao do TCR nativo
correspondente, conforme medido pela Ressonédncia de
Plasmbdes de Superficie ou tem uma constante de dissociacao
("off-rate", K.r) para o referido ligando de TCR inferior a
do correspondente TCR nativo conforme medido pela

Ressonadncia de Plasmdes de Superficie.

SCcTCRs ou dTCRs de elevada afinidade proporcio-
nados pelo presente invento sado, de preferéncia, mutados
relativamente a TCR nativa em pelo menos uma regido

determinante de complementaridade e/ou regides estruturais.

Num aspecto, o ligando de TCR para o gqual um
determinado TCR de elevada afinidade ¢ especifico é um

complexo péptido-MHC (pMHC) .

Num outro aspecto, o ligando de TCR para o qual
um determinado TCR de elevada afinidade ¢é especifico é um

tipo ou tipos de MHC.

Num outro aspecto, o ligando de TCR para o qual
um determinado TCR de elevada afinidade ¢é especifico é o

complexo HLA-A2 péptido tax (LLFYPVYV) (SEQ ID 21).

Num outro aspecto o ligando de TCR para o gual um
determinado TCR de elevada afinidade é especifico é o

complexo HLA-A2 péptido NY-ESO (SLLMITQC) (SEQ ID 22)
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Um scTCR de elevada afinidade, ou uma ou ambas as
cadeias de dTCR de elevada afinidade, pode ser marcado com
um composto que confira uma imagem, por exemplo uma marca
que ¢ adequada para fins de diagnéstico. Tais TCRs de
elevada afinidade marcados sao Uteis num método para
deteccao de um ligando de TCR seleccionado a partir de
complexos CDl-antigénio, superantigénios Dbacterianos e
complexos de MHC-péptido/superantigénio, método esse dque
compreende o contacto do 1ligando de TCR com um TCR de
elevada afinidade (ou um complexo de TCR tetramérico de
elevada afinidade) o qual é especifico do ligando de TCR; e
deteccao da ligacao ao ligando de TCR. Em complexos de TCR
tetraméricos de elevada afinidade (formados, por exemplo,
usando heterodimeros biotinilados) pode ser usada estre-
ptavidina fluorescente (comercial) para se conseguir uma
marca detectdvel. Um tetré@mero marcado com fluorescéncia é
adequado para usar na analise por FACS, por exemplo para
detectar células apresentadoras de antigénio portadoras do
péptido para o qual é especifico o TCR de elevada

afinidade.

Uma outra forma em que os TCRs soluveis de
elevada afinidade proporcionados pelo presente invento
podem ser detectados é através da utilizacdo de anticorpos
especificos de TCR, em particular anticorpos monoclonais.
Existem muitos anticorpos comerciais anti-TCR, como seja
oFl e PFl, os quais reconhecem os dominios constantes das

cadeias a e P, respectivamente.
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Um TCR de elevada afinidade (ou seu complexo
multivalente) proporcionado pelo presente invento pode, em
alternativa ou em adicionalmente, estar associado (e.g.,
ligado covalentemente ou de outra forma) a um agente
terapéutico que pode ser, por exemplo, um grupo tdxico para
usar na morte celular ou um agente imunoestimulador como
seja uma interleucina ou uma citocina. Um complexo TCR de
elevada afinidade multivalente pode ter maior capacidade de
ligacdao a um ligando de TCR comparativamente com um
heterodimero do receptor de células T selvagem multimérico
ou de elevada afinidade. Assim, os complexos de TCR de
elevada afinidade multivalentes sado particularmente uteis
para seguir ou atingir células apresentadoras de antigénios
particulares in vitro ou in vivo e sao também uteis como
intermedidrios para a producdo de complexos de TCR de
elevada afinidade multivalentes tendo tais utilizacgdes. O
TCR de elevada afinidade ou o complexo de TCR de elevada
afinidade multivalente pode assim ser proporcionado numa

formulacédo farmaceuticamente aceitdvel para usar in vivo.

Um agente terapéutico pode ser entregue numa
célula alvo através do contacto de potenciais células alvo
com um TCR de elevada afinidade ou com um complexo de TCR
de elevada afinidade multivalente em condi¢des que permitam
a ligacadao do TCR de elevada afinidade ou do complexo de TCR
de elevada afinidade multivalente a célula alvo, o referido
TCR de elevada afinidade ou o complexo de TCR de elevada
afinidade multivalente sendo especifico para o ligando de

TCR e tendo o agente terapéutico associado a ele.
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Em particular, o TCR soluvel de elevada afinidade
ou o complexo de TCR de elevada afinidade multivalente pode
ser usado na entrega de agentes terapéuticos a células que
apresentem um antigénio particular. Isto serda util em
muitas situacdes e, em particular, contra tumores. Um
agente terapéutico poderad ser entregue de forma a exercer o
seu efeito localmente mas nao apenas sobre as células a que
se liga. Assim, uma estratégia particular tem como alvo
moléculas anti-tumorais ligadas a receptores de células T
de elevada afinidade ou complexos de TCR de elevada
afinidade multivalentes especificos para antigénios

tumorais.

Muitos agentes terapéuticos poderao ser empregues
para este uso, por exemplo compostos radiocactivos, enzimas
(perforina por exemplo) ou agentes qgquimioterapéuticos (por
exemplo, cis-platina). Para assegurar dgque o0s efeitos
tdéxicos sdo exercidos no local pretendido, a toxina podera
estar dentro de um lipossoma ligado a estreptavidina de
forma que o composto seja libertado lentamente. Isto
evitard efeitos danosos durante o transporte no corpo e
assegurard que a toxina tem um efeito maximo apds ligacao

do TCR as células apresentadoras de antigénio relevantes.

Outros agentes terapéuticos adequados incluem:

- pequenas moléculas de agente citotdxico, 1i.e.

compostos com a capacidade para matar células de mamifero
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tendo um peso molecular inferior a 700 daltons. Tais
compostos poderdo também conter metais tdxicos capazes de
ter um efeito citotdxico. Ainda, deve ser entendido que
estas pequenas moléculas de agentes citotdxicos também
incluem pré-farmacos, 1i.e. compostos que decaem ou sédo
convertidos, em condigdes fisioldgicas, para libertarem os
agentes citotdxicos. Exemplos de tais agentes incluem cis-
platina derivados de maitansina, raquelmicina, calique-
amicina, docetaxel, etopdsido, gencitabina, ifosfamida,
irinotecano, melfalan, mitoxantrona, sorfimer sodiofoto-
frina II, temozolmida, topotecano, trimetreato glucuronato,
auristatina E vincristina e doxorrubicina:

- citotoxinas peptidicas, i.e. proteinas ou
fragmentos das mesmas, com capacidade para matar células de
mamifero. 0Os exemplos incluem ricino, toxina da difteria,
exotoxina A bacteriana de Pseudomonas A, DNAse e RNAse;

- radionuclidos, i.e. isdétopos instdveilis de
elementos que decaem com a emissdo simultdnea de uma ou
mais particulas o ou B, ou raios y. Exemplos incluem iodo
131, rénio 186, indio 111, itrio 90, bismuto 210 e 213,
actinio 225 e astamina 213; podem ser usados agentes
quelantes para facilitar a associacgdo destes radionuclidos
a TCRs de elevada afinidade ou seus multimeros;

- préo-farmacos, tais como enzimas pré-farmacos
direccionadas por anticorpos;

- imuno-estimuladores, i.e. grupos que estimulam
a resposta imune. Os exemplos incluem citocinas tais como
IL-2, q9quimiocinas tais como IL-8, factor das plaquetas 4,

proteina estimuladora do crescimento de melanoma, etc.,
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anticorpos ou fragmentos dos mesmos, activadores do
complemento, dominios proteicos xenogeneicos, dominios
proteicos alogeneicos, dominios de proteinas virais/bacte-

rianas e péptidos virais/bacterianos.

Os TCRs soltveis de elevada afinidade ou
complexos multivalentes de TCR de elevada afinidade
proporcionados pelo invento podem ser ligados a uma enzima
capaz de converter uma prdé-fadrmaco num fdrmaco. Isto
permite que o pré-farmaco seja convertido no fadrmaco apenas

no local onde €& necessdrio (i.e., dirigido pelo STCR).

Uma variedade de tratamentos de doencgas pode,
potencialmente, ser aumentada pela localizacdo do farmaco
através da especificidade de TCRs soluveis de elevada
afinidade. Por exemplo, espera-se que os TCRS A6 de elevada
afinidade, especificos de HLA-A2-tax (LLFGYPVYV) (SEQ 1ID
21), aqui descritos possam ser usados em métodos para o
diagndéstico e tratamento de HTLV-1 e que TCRs NY-ESO de
elevada afinidade especifico de HLA-A2-NY-ESO (SLLMITQC)
(SEQ ID 22) aqui descritos possam ser usados em métodos

para o diagndéstico e tratamento de cancro.

As doencas virais para as quais existem farmacos,
e.g., HIV, SIV, EBV, CMV, beneficiardo se o farmaco for
libertado ou activado na vizinhanca das células infectadas.
Para o cancro, a localizacao na vizinhanca de tumores ou
metdstases aumentara o) efeito das toxinas ou

imunocestimuladores. Nas doencas auto-imunes, os fdarmacos
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imuno-supressores poderao ser libertados lentamente, tendo
maior efeito local ao longo de mais tempo, ao mesmo tempo
afectando minimamente a imunocapacidade global do
individuo. Na prevencdo da rejeicao de enxertos, o efeito
dos farmacos imuno—-supressores poderdo ser optimizados da
mesma forma. Para a administracao de vacinas, o antigénio
da vacina poderd ser localizado na vizinhanca de células
apresentadoras de antigénio, aumentando assim a eficédcia do
antigénio. O método pode também ser aplicado para fins de

imagiologia.

Os TCRs soluveis de elevada afinidade
proporcionados pelo presente invento podem ser usados para
modular a activacao de células T através da ligagao a
ligandos de TCR especificos e assim inibir a activacgado de
células T. As doencas auto—-imunes que envolvem inflamacao
mediada por células T e/ou destruicao de tecidos serao
susceptiveis a esta abordagem, por exemplo diabetes tipo I.
O conhecimento dos epitopos especificos apresentados pelo

PMHC relevante é necessdrio para esta utilizacdao.

Os TCRs de elevada afinidade terapéuticos, ou
para imagiologia, proporcionados pelo invento serao
geralmente fornecidos como parte de uma composicao
farmacéutica estéril que, normalmente, incluirda um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Esta composicdo farmacéutica
pode ser em qualguer forma adequada, (dependendo do método
pretendido de administracao ao doente) . Pode ser

administrado na forma de dosagem unitdria, serd geralmente
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fornecido num recipiente selado e pode ser oferecido como
parte de um kit. Tal kit, normalmente, incluird (ainda que
ndo necessariamente) instrucdes para utilizacdo. Podera

incluir uma pluralidade das referidas formas de dosagem.

A composicao farmacéutica pode ser adaptada para
administracao por uma via adequada, por exemplo parenté-
rica, transdérmica ou através de inalacédo, de preferéncia
uma via parentérica (incluindo subcutédnea, intramuscular
ou, mais de preferéncia intravenosa). Tais composicdes
podem ser preparadas por qualgquer método conhecido no campo
farmacéutico, por exemplo através da mistura do ingrediente
activo com um ou mais veiculos ou excipientes em condicgdes

estéreis.

As dosagens das substidncias do presente invento
podem variar entre limites largos, dependendo da doenca ou
perturbacdo a ser tratada, da idade e da condicao do
individuo a ser tratado, etc. e um médico determinard em

tltimo caso as dosagens adequadas a serem usadas.

Exemplos

O invento ¢ ainda descrito nos exemplos que se
seguem, o0s quais ndo limitam, de forma alguma, o ambito do

invento.

A seguir é feita referéncia aos desenhos juntos

em que:
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As Figuras la e 1lb mostram, respectivamente, as
sequéncias de &cido nucleico de cadeias TCR 26 o e J,
mutadas de forma a introduzir um coddo cisteina. O

sombreado indica os coddes cisteina introduzidos.

A Figura 2a mostra a sequéncia de aminodacidos
extracelular da cadeia o de TCR A6, incluindo a mutacao
Tis—>C (sublinhado) wusada para produzir a nova ligacao
dissulfureto intercadeias e a Figura 2b mostra a sequéncia
de aminodcidos extracelular da cadeia P de TCR A6,
incluindo a mutacado Ss;—>C (sublinhada) usada para produzir

a nova ligagao dissulfureto intercadeias.

A Figura 3 Descreve a clonagem das cadeias TCR «
e B nos vectores fagemideos. O diagrama descreve um vector
de apresentacdo fagica. RSB €& o local de 1ligacdo ao
ribossoma. S1 e S2 sao péptidos sinal para secrecgao de
proteinas para o periplasma de E. coli. * indica o codao de
paragem da tradugdo. Quer a cadeia o quer a cadeia P podem
ser fundidas com a proteina externa do fago, no entanto
neste diagrama apenas a cadeia B de TCR é fundida com a

proteina externa do fago.

Figura 4 descreve detalhadamente a sequéncia de

DNA do fagemideo pEX746:A6.

Figura 5. Expressao Dbacteriana de particulas

fagicas com fusdes da proteina externa e TCR A6
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heterodimérico em E. coli. As proteinas de fusdo de TCR A6
heterodimérico::gIII sao detectadas usando transferéncias
Western. As particulas fagicas sdo preparadas a partir de
E. coli XL-1-Blue e concentradas com PEG/NaCl. As amostras
foram aplicadas em tampao de amostra redutor e nao redutor.
A pista 1 é a amostra do clone 7 contendo a sequéncia
correcta e a pista 2 é a amostra do clone 14 contendo uma
delecdo no gene codificador da cadeia a. A proteina de
fusdo de TCR A6 heterodimérica::gIII foi detectada nos 125

kDa.

A Figura 6 ilustra a detecgcadao por ELISA da
actividade de ligacao do complexo péptido pMHC de um TCR A6
heterodimérico apresentado no fago. O clone 7 liga-se
espcificamente ao complexo HLA A2-Tax. O clone 14 nao se
pode ligar a gqualquer pMHC, uma vez que nenhum TCR esta
ligado as particulas fégicas.

A Figura 7a € uma ilustracdo esquemdatica da
construgao de apresentacdo nos ribossomas do DNA de TCR A6

de cadeia simples-C-kappa.

As Figuras 7b e 7c descrevem detalhadamente a
sequéncia de DNA codificadora e a sequéncia de aminodacidos
completas da construcao de apresentacao nos ribossomas de
DNA de TCR A6 de cadeia simples-C-kappa codificada em

pUC19, respectivamente.

A Figura 8 descreve detalhadamente a sequéncia de

DNA de pUC19-T7.
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A Figura 9 descreve detalhadamente a sequéncia de
DNA da construcao de apresentacao nos ribossomas de DNA de
TCR A6 de cadeia simples-C-kappa que foi clonada em pUC19-

T7.

A Figura 10 ¢é wuma transferéncia Western que
mostra a deteccao de TCR A6 de cadeia simples-C-kappa
traduzido in vitro usando os lisados de reticuldcitos de

coelho Ambion.

A Figura 11 RT-PCR do mRNA de TCR A6 de cadeia
simples-C-kappa em esferas recuperadas das reacgdes de

apresentacao em ribossomas.

A Figura 1l2a descreve detalhadamente a sequéncia
de DNA da cadeia B do clone 9 de TCR A6 mutada; o acido

nucleico mutado estd indicado a cheio.

A Figura 12b descreve detalhadamente a sequéncia
de aminodcidos da cadeia B do clone 9 de TCR A6 mutado, a
posicao correspondendo ao codao de paragem opal introduzido

estd indicada com um *.

A Figura 13 descreve detalhadamente a sequéncia
de DNA da cadeia P do clone 49 de TCR A6 mutado; o &cido
nucleico mutado estd indicado a negrito. Uma vez que esta é

uma mutacao "silenciosa", através da mutacao nao foi
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introduzida qualquer alteracdo na sequéncia de aminodcidos

resultante.

A Figura l4a descreve detalhadamente a sequéncia
de DNA da cadeia B do clone 134 de TCR A6 mutado; os &acidos

nucleicos mutados estao indicados a negrito.

Figura 14b descreve detalhadamente a sequéncia de
aminodcidos da cadeia [ do clone 134 de TCR A6 mutado
testada pelo ensaio BIAcore; os aminodcidos mutados estdao

indicados a negrito.

Figura l4c descreve detalhadamente a sequéncia de
aminodcidos da cadeia [ do clone 134 de TCR A6 mutado
testada pelo ensaio de ELISA para fagos; os aminodcidos

mutados estao indicados a negrito.

Figura 15 Dados de BIAcore para a ligacao de TCR

A6 clone 134 a HLA-A2? Tax e a HLA-A2 NY-ESO.

Figura 16 Dados de BIAcore usados para determinar

Tore para a ligacgcdao de TCR A6 clone 134 a HLA-A2 Tax

As Figuras 17a e 17b mostram as sequéncias de DNA

das cadeias a e B do TCR NY-ESO, respectivamente.

As Figuras 18a e 18b mostram as sequéncias de
aminoacidos das cadeias a e § do TCR NY-ESO,

respectivamente.
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AS Figuras 19a e 19b mostram as sequéncias de DNA
e de aminodcidos da cadeia [ do TCR NY-ESO no fagemideo

PEX746:NY-ESO, respectivamente.

A Figura 20 mostra a ligacdao especifica de
particulas fagicas apresentadoras do TCR NY-ESO a HLA-A2-

ESO num ensaio de ELISA para fagos.

A Figura 21 mostra a sequéncia de DNA da cadeia
DRlo que inclui os coddes codificadores do péptido de
dimerizacao Fos ligado ao extremo 3' da sequéncia DRAO101.
O sombreado indica os coddes Fos e o0s coddes da marca de

biotinilacao estdao indicados no texto a negrito.

A Figura 22 mostra a sequéncia de DNA do vector
bi-cistrénico pAcAB3 usado para a expressao de complexos
HLA classe II-péptido em células de insecto Sf9. O local de
restricao BglII (AGATCT) usado para inserir a cadeia o de
HLA e o 1local de restricao BamHI (GGATCC) wusado para

inserir a cadeia P de HLA estdo indicados a sombreado.

A Figura 23 mostra a sequéncia de DNA da cadeia P
de DRl que inclui os coddes codificadores do péptido de
dimerizacdo Jun ligado ao extremo 3' da sequéncia DRRB0401 e
os codbes codificadores do péptido que se complexa com HLA
ligado ao extremo 5' da sequéncia DRF0401. O sombreado
indica os coddes Jun e o0s coddes do péptido Flu HA que se

complexa com HLA estao sublinhados.
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A Figura 24 mostra um registo BIAcore da ligacéao

de TCR A6 clone 134 de elevada afinidade a células de fluxo

revestidas como se segue:

Célula de fluxo 1 (FC 1) - Branco

Célula de fluxo 2 (FC 2) - HLA-A2 (LLGRNSFEV)
(SEQ ID 23)

Célula de fluxo 3 (FC 3) - HLA-A2 (KLVALGINAV)
(SEQ ID 24)

Célula de fluxo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LLGDLFGV) (SEQ

ID 25)

A Figura 25 mostra um registo BIAcore da ligacao
do TCR A6 clone 134 de elevada afinidade a células de fluxo

revestidas como se segue:

Célula de fluxo 1 (FC 1) - Branco

Célula de fluxo 2 (FC 2) - HLA-B8 (FLRGRAYGL)
(SEQ ID 26)

Célula de fluxo 3 (FC 3) - HLA-B27 (HECQAIRKK)
(SEQ ID 27)

Célula de fluxo 4 (FC 4) - HLA-Cw6 (YRSGIIAVV)
(SEQ ID 28)

A Figura 26 mostra um registo BIAcore da ligacao
do TCR A6 clone 134 de elevada afinidade a células de fluxo

revestidas como se segue:
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Célula de fluxo 1 (FC 1) - Branco

Célula de fluxo 2 (FC 2) - HLA-A24 (VYGFVRACL)
(SEQ ID 29)

Célula de fluxo 3 (FC 3) - HLA-A2 (ILAKFLHWL)
(SEQ ID 30)

Célula de fluxo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LTLGEFLKL)
(SEQ ID 31)

A Figura 27 mostra um registo BIAcore da ligacao
do TCR A6 clone 134 de elevada afinidade a células de fluxo

revestidas como se segue:

Célula de fluxo 1 (FC 1) - Branco

Célula de fluxo 2 (FC 2) - HLA-DR1 (PKYVKQNTLKLA)
(SEQ ID 32)

Célula de fluxo 3 (FC 3) - HLA-A2 (GILGFVFTL)
(SEQ ID 33)

Célula de fluxo 4 (FC 4) - HLA-A2 (SLYNTVATL)
(SEQ ID 34)

A Figura 28 mostra um registo BIAcore da ligacao
do TCR A6 clone 134 de elevada afinidade a células de fluxo

revestidas como se segue:

Célula de fluxo 1 (FC 1) - Branco

Célula de fluxo 4 (FC 4) - HLA-A2 (LLEGYPVYV)
(SEQ ID 21)



PE1558643 - 63 -

As Figuras 29%9a e 29b mostram os graficos BIAcore
da interacgdo entre TCR NY-ESO soluvel de elevada afinidade

e HLA-AZ2 NY-ESO.

As Figuras 30a e 30b mostram graficos BIAcore da
interaccédao entre TCR NY-ESO soluvel selvagem e HLA-A2 NY-

ESO.

As Figuras 3la e 31b mostram graficos BIAcore da
interaccdo entre TCR A6 soluvel mutante (Clone 1) e HLA-A2

Tax.

As Figuras 32a e 32b mostram os graficos BIAcore
da interaccado entre TCR A6 soluvel mutante (Clone 111) e

HLA-A? Tax.

As Figuras 33a e 33b mostram os graficos BIAcore
da interacgdao entre TCR A6 soluvel mutante (Clone 89) e

HLA-A2 Tax.

As Figuras 34a e 34b mostram os graficos BIAcore
da interacgdo entre TCR A6 solavel mutante (contendo as

mutacdes do Clone 71 e do Clone 134) e HLA-A2 Tax.

A  Figura 35 mostra um grafico BIAcore da
interacgdo entre TCR A6 soluvel mutante (contendo as

mutacdes do Clone 1 e BGLl02—>A) e HLA-A2 Tax.
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As Figuras 36a a 36c mostram os graficos BIAcore
da interacgao entre TCR A6 soluvel mutante (contendo as

mutacgdes do Clone 89 e do Clone 134) e HLA-AZ2 Tax.

As Figuras 37a e 37b mostram os graficos BIAcore
da interacgao entre TCR A6 soluvel mutante (contendo as

mutacdes do Clone 71 e do Clone 89) e HLA-A2 Tax.

A Figura 38 descreve detalhadamente as sequéncias
de aminodcidos do dominio varidvel da cadeia [ dos

seguintes clones de TCR Ab6:

38a - selvagem, 38b - Clone 134, 38c - Clone 89, 38d -

Clone 1 e 38e — Clone 111

Os residuos mutados estdo apresentados a negrito,
os residuos entre paréntesis sao residuos alternativos que

podem estar presentes num determinado local.

Figuras 39A e 39BI

Exemplo 1 - Desenho das sequéncias iniciadoras e
mutagénese das cadeias a e f para introduzir os residuos de
cisteina necessarios para a formag¢do de uma nova ligacdo

dissulfureto entre cadeias

Para a mutacao da treonina 48 de A6 Tax do exao 1

em TRAC*01 para cisteina, foram projectadas as sequéncias
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iniciadoras que se seguem (a mutacdo estd apresentada em

minusculas) :

5'-C ACA GAC AAA tgT GTG CTA GAC AT (SEQ ID 35)

5'-AT GIC TAG CAC Aca TTT GTC TGT G (SEQ ID 36)

Para a mutacao da serina 57 do exao 1 de A6 Tax
em TRBC1*01 e TRBC2*01 para cisteina, foram desenhadas as
seguintes sequéncias iniciadoras (a mutacao esté

apresentada em minuUsculas) :

5'-C ACT GGG GTC Tgc aca gac cc (SEQ ID 37)

5'-GG GIC TGT Gca GAC CCC ACT G (SEQ ID 38)

Mutagénese por PCR:

Os plasmideos de expressao contendo 0s genes para
a cadeia o ou B de TCR Tax A6 foram mutados wusando as
sequéncias iniciadoras da cadeia o ou da cadeia J,
respectivamente, como se segue. 100 ng de plasmideo foi
misturado com 5 ul de dNTPs 10 mM, 25 ul de tampado Pfu 10X
(Stratagene) e o volume final foi ajustado a 240 pl com
H,O0. 48 unl desta mistura foi suplementado com sequéncias
iniciadoras diluidas para dar uma concentracdo final de 0,2
uM em 50 pnl de volume final de reacgdo. Apds um passo
inicial de desnaturacao de 30 segundos a 95°C, a mistura de
reaccao foi sujeita a 15 ciclos de desnaturacao (95°C, 30
seg.), emparelhamento (55°C, 60 seg) e elongacao (73°C, 8

min) num aparelho de PCR Hybaid PCR Express (New England
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Biolabs). 10 punl da reaccao digerida foi wusada para
transformar Dbactérias XL1-Blue competentes e crescidas
durante 18 horas a 37°C. Uma coldénia isolada foi picada e
crescida durante a noite em 5 ml de TYP + ampicilina (16
g/l de Bacto-Tryptona, 16 g/l de Extracto de levedura, 5
g/l de NaCl, 2,5 g/l de K ;HPO,, 100 mg/l de ampicilina). O
DNA do plasmideo foi purificado numa coluna de minipre-
paracao Qiagen de acordo com as instrugdes do fabricante e
a sequéncia foi verificada por sequenciacdo automdtica no
servico de sequenciacao do Departamento de Bioquimica,
Universidade de Oxford. As sequéncias do &cido nucleico e
de aminocdcidos mutados estdao apresentadas, respectivamente,
nas Figuras la e 2a para a cadeia o e Figuras 1lb e 2b para

a cadeia B.

Exemplo 2 - Construgcdo de vectores de apresen-
tagdo fégica e clonagem das cadeias TCR A6 «a e [ nos

vectores fagemideos

Para apresentar um TCR A6 heterodimérico contendo
uma ligacdao dissulfureto nao nativa entre cadeias em
particulas fagicas filamentosas, foram construidos vectores
fagemideos ©para a expressao de proteinas de fusao
compreendendo o TCR A6 heterodimérico contendo uma ligacao
dissulfureto nao nativa entre cadeias com uma proteina
externa do fago. Estes vectores possuem uma origem de
pUC19, uma origem M13, um gene bla (resisténcia a

ampicilina9, o promotor/operador Lac e um local de ligagéo
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a CAP. O desenho destes vectores estd descrito na Figura 3,
a qual descreve vectores codificadores de ambas as
proteinas de fusdo, cadeia B de TCR A6-gp3 ou cadeia B de
TCR A6-gp8, para além da cadeia a de TCR A6 soluvel. Os
vectores de expressao contendo as sequéncias de DNA das
cadeias a e B de TCR A6 mutadas incluindo os residuos de
cisteina adicionais necessdrios a formacdo de uma nova
ligacao dissulfureto entre cadeias, preparados no Exemplo 1
e mostrados nas figuras la e 1lb foram usados como fonte das
cadeias o e P de TCR A6 para a produgdo de um fagemideo
codificador deste TCR. A sequéncia de DNA completa da
construcdo do fagemideo (pEX746) utilizado estd apresentada

na Figura 4.

Os métodos de clonagem molecular para a
construgcadao dos vectores estao descritos em "Molecular
Cloning: A laboratory manual", de J. Sambrook and D.W.

Russell.

As sequéncias iniciadoras apresentadas na lista
da Tabela 1 foram usadas para a construcao dos vectores. Um
exemplo do programa de PCR é 1 ciclo de 94°C durante 2
minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C durante 5 segundos,
53°C durante 5 segundos e 72°C durante 90 segundos, seguido
de 1 ciclo de 72°C durante 10 minutos e, depois, mantido a
4°C. A DNA polimerase Tag de alta fidelidade Expand foi

adguirida a Roche.
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Tabela 1. Sequéncias iniciadoras usadas na construcao dos

vectores de apresentacdo fagica de TCR A6

Nome da sequéncia ini- | Sequéncia 5' para 3

ciadora

voL1 TAATAATACCTATAATAATATICTATTTCAAS
cacacagre (SEQID 39)

YOL2 CRAATCCAGCEGUTACCOTAGESCARTAGETATY
TCATTATGRACTOTOTCC TTGARATARG
(SEQ ID 40)

3 CtaCOGrAGCoolIGEATIGCTTATTACTOGCG

YOL
GCOCCALCCOEILATEECocay
(SEQ ID 41)

vOL4 STTCTGCTCCACTICCTIOTGEGECCATERCCE

sorgeeces (SEQ ID 42)

YOLS CAGAAGEAAGTOEAGUAGAAL (SEQ 1D 43)

YOLE CTTCTTAMAGRATICTTAATTAACCTAGETTA

TTAGGARCTTTCTOGECTAGEARG (SEQ
Ib 44)

GTTAATTARGAATTCTTT AAGARGGAGATATA
CATATGAABARATTATTATTCGCANTTC
(SEQ 1D 45}

YOL7

CGCGCTGTCAGAATAGARMGGARCAACTAARG
CARTTGCGARTAATAATTTTTTCATATS
(SEQ ID 46)

YOLS8

CTTTCTATICTCACAGCGCHCACGOTERTETC
acrcagac (SEQ ID 47)

YOLS

ATGATCTCTAGATGCGECCECETCTECTCTAC
cocasgecre (SEQID 48)

YOL10

OL11 GCATCTAGACATCATCACCATCATCACTAGAL
YOL

TETTGARAGTIGTTTAGCARAAS (SEQ 1D
49)

CTAGAGGOTACCTTATTAAGACTCCTTATTAC
BCAGTATG ﬁg@&@lz)sﬂ&

YOL12
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Exemplo 3 - Expressdo bacteriana de fusbes da

proteina externa e TCR A6 heterodimérico em E. coli

De forma a validar a construgao preparada no
Exemplo 2, prepararam-se particulas fdgicas apresentadoras
de TCR A6 heterodimérico, contendo uma ligacdo dissulfureto
nao nativa entre cadeias, usando os métodos anteriormente
descritos para a geracao de particulas fagicas
apresentadoras de anticorpo scFvs (Li et al., 2000, Journal
of Immunological Methods 236:133-146) com as modificacgdes
que se seguem. Células FE. coli XL-1-Blue contendo o
fagemideo pEX746:26 (i.e. o fagemideo codificador da cadeia
o de TCR A6 soluvel e da cadeia P de TCR A6 fundida com a
proteina gIII fagica produzido como descrito no Exemplo 2)
foram usados para inocular 5 ml de Lbatg (meio 1liquido
Lennox L contendo 100 upg/ml de ampicilina, 12,5 upg/ml de
tetraciclina e 2% de glucose) e depois a cultura foi
incubada, com agitacao, a 37°C durante a noite (16 horas).
50 pul da cultura crescida durante a noite foi usado para
inocular 5 ml de TYPatg (TYP é 16 g/l de extracto de
levedura, 5 g/l de NaCl e 2,5 g/1 de K;HPO,) e em seguida a
cultura foi incubada com agitacdao a 37°C até uma DOsoomm
0,8. O fago auxiliar M13 KO7 foi adicionado a cultura para
a concentracdo final de 5 x 10° pfu/ml. A cultura foi entédo
incubada a 37°C, em repouso durante trinta minutos e depois
com agitacao a 200 rpm durante mais 30 minutos. O meio da
cultura atréds referida foi entdo mudado para TYPak (TYP

contendo 100 pg/ml de ampicilina, 25 png/ml de canamicina),
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a cultura foi depois incubada a 25°C com agitacao a 250 rpm
durante 36 a 48 horas. A cultura foi entdo centrifugada a
4°C durante 30 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
filtrado através de um filtro de seringa de 0,45 um e

guardado a 4°C para posterior concentracdo ou andlise.

A proteina de fusao da proteina externa
filamentosa e TCR A6 heterodimérico contendo uma ligacao
dissulfureto entre cadeias ndo nativa foi detectada no
sobrenadante através de transferéncias Western.
Aproximadamente 10 cfu particulas fégicas foram aplicadas
em cada uma das pistas de um gel de SDS-PAGE em tampao de
aplicacao redutor e nao redutor. As proteinas separadas
foram testadas com anticorpos primadrios usando o mAb anti-
gIII de M13, seguido de um anticorpo secunddrio conjugado
com peroxidase de rabano silvestre (HRP). A actividade de
HRP foil entao detectada com o kit de substrato Opti-4CN da
Bio-Rad (Figura 5). Estes dados indicaram que TCR A6 ligado
por dissulfureto do clone 1 estd fundido com a proteina

externa do fago filamentoso, proteina gIII.

Exemplo 4 - Detecgdo de TCR A6 heterodimérico
funcional com uma liga¢do dissulfureto ndo nativa entre

cadeias nas particulas fagicas filamentosas

A presenca de TCR A6 funcional (ligacao a HLA-A2-
tax), apresentado nas particulas fagicas, foli detectada

usando um método de ELISA para fagos.
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ELISA para TCR-fago

A ligacado das particulas fagicas apresentadoras
de TCR A6 a péptido-MHC imobilizado em ELISA foi detectada
com anti-soros de coelho anti-fd (Sigma) seguido de mAb
anti-coelho conjugado com fosfatase alcalina (AP) (Sigma).
Os locais de ligacdao nao especifica de proteinas nas placas

podem ser blogueados com 2% MPBS ou 3% BSA-PBS.

Materiais e reagentes

1. Tampao de revestimento, PBS

2. PBS: 138 mM NaCl, 2,7 mM KCl 10 mM Na,HPO, 2

mM KH,PO,

3. MPBS, 3% Marvel-PBS

4. PBS-Tween: PBS, 0,1% Tween-20

5. Solucdo de substrato, Sigma FAST pNPP, Cat#
N2770

Método

1. Lavar com PBS, duas vezes, das placas

revestidas com NeutrAvidin.
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2. Adicionar 25 pl de biotina-HLA-AZ Tax ou
biotina-HLA-A2 NYESO em PBS numa concentracdo de 10 ug/ml e

incubar a temperatura ambiente durante 30 a 60 min.

3. Lavar os alvéolos duas vezes com PBS.

4. Adicionar 300 pl de 3% Marvel-PBS e incubar a
temperatura ambiente durante 1 hr. Misturar a suspensao de
TCR-fago com 1 volume de 3% Marvel-PBRS e incubar a

temperatura ambiente.

5. Lavar os alvéolos duas vezes com PBS.

6. Adicionar 25 pl da mistura de fago-TCR/Marvel-

PBS, incubar em gelo durante 1 hr.

7. Lavar os alvéolos trés vezes com PBS-Tween

arrefecido em gelo e trés vezes com PBS arrefecido em gelo.

8. Adicionar 25 ul de anticorpo de coelho anti-fd
arrefecido em gelo diluido a 1:1000 em Marvel-PBS e incubar

em gelo durante 1 hr.

9. Lavar os alvéolos trés vezes com PBS-Tween

arrefecido em gelo e trés vezes com PBS arrefecido em gelo.

10. Adicionar 25 ul de conjugado mAb anti-coelho-
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Ap diluido a 1:50000 em Marvel-PBS e incubar em gelo

durante 1 hr.

11. Lavar os alvéolos trés vezes com PBS Tween

arrefecido em gelo e trés vezes com PBS arrefecido em gelo.

12. Adicionar 150 pl de substrato de fosfatase

alcalina a cada alvéolo e ler o sinal a 405 nm.

Os resultados apresentados na Figura 6 indicam
que o clone 1 produziu uma particula fagica apresentadora
de um TCR A6 que se pode ligar especificamente ao seu pMHC

cognato (HLA-A2 Tax).

A andlise da sequéncia de DNA deste TCR A6
apresentado revelou a presenca de um codao de paragem opal
na cadeia TCR P ndo presente na sequéncia correspondente da
construgao do vector de expressao do Exemplo 2. Este codao
¢ ignorado com baixa frequéncia pelos ribossomas da estirpe
de E. coli utilizada, resultando na insercdao de um residuo
triptofano neste 1local e num nivel global muito mais
reduzido de expressdo da cadeia [ de tamanho completo. A
partir desta observacdo foi inferido que apenas as células
que expressam esta sequéncia TCR A6 mutada sobreviveram os
ciclos de cultura do Exemplo 3 e que portanto os elevados
niveis de TCR A6 que se previu serem expressos pelo vector
de expressao original foram téxicos para as células

hospedeiras.
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Exemplo 5 - Apresentac¢do por ribossomas de TCR de

cadeia simples (scTCR)

Construcdo de vectores de apresentacdo de scTCR
por ribossomas para usar na geracdo de matrizes de PCR para

apresentagdo por ribossomas.

As construcgcdes de apresentacadao por ribossomas
foram clonadas no DNA do plasmideo pUC1l9, facilmente
disponivel, de forma a gerar uma matriz de DNA para PCR sem
erros e estédvel, a partir da qual seja possivel realizar
subsequentes experiéncias de apresentacdo por ribossomas. A
construgcao de vectores foi efectuada em dois passos de
forma a evitar a utilizacdo de grandes sequéncias
iniciadoras oligonucleotidicas (com os seus problemas de
erros associados). A construcao final de apresentacao por
ribossomas do DNA de scTCR-C-kappa estd apresentada numa
forma esquemdtica na figura 7a e as sequéncias de DNA e da
proteina estdao apresentadas na Figura 7b. Esta construcgao
pode ser removida de pUClY9 como produto de digestao dupla

com PstI/EcoRI.

Os métodos de clonagem molecular para construcao
dos vectores estdo descritos em "Molecular cloning: A
Laboratory manual", de J. Sambrook e D.W. Russell. As
sequéncias iniciadoras apresentadas na Tabela 2 foram
usadas na construgao dos vectores. O programa de PCR
utilizado foi como se segue - 1 ciclo de 94°C durante 2

minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C durante 30 segundos,
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55°C durante 20 segundos e 72°C durante 120 segundos,
seguido de 1 ciclo de 72°C durante 5 minutos e depois
mantido a 4°C. A DNA polimerase Pfu foi adguirida a
Stratagene. As sequéncias iniciadoras oligonucleotidicas

usadas estdo descritas na Tabela 2.
Construgcdo de pUCI19-T7 - Passo 1

A construcdo de pUC19-T7 estd descrita abaixo, a
construgao resulta num vector pUClY9 contendo uma regiao do
promotor de T7 seguida de uma curta regiao espacgadora e da
sequéncia Optima eucaridética Kozak. Esta ¢é uma parte
essencial da construcao apresentada pelo ribossoma, uma vez
que € necessdaria para a iniciacdo da transcricdo de
qualquer sequéncia ligada em lisados de reticuldcitos de
coelho. As sequéncias para apresentagcdao por ribossomas,
tais como a A6scTCR-C-kappa, podem ser ligadas ao vector

PUC19-T7 entre os locais de restricido Ncol e EcoRI.

Quantidades equimolares da sequéncia iniciadora
Rev-1link e For-1link foram emparelhadas através do
aquecimento a 94°C durante 10 minutos e arrefecimento lento
da reaccdo até a temperatura ambiente. Isto resulta na
formacao de um complexo de DNA de cadeia dupla que pode ser

observado abaixo.

5 AGCTGCAGCTAATACGACTCACTATAGCGARCAGGCCACCATGE
CGTCCGATTATCCTCAGTGATATCCTTGTCCGGTGETACCCTAG 37
(SEQ ID 51)
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A regidao 5' possul um extremo coesivo saliente
complementar de um local de restricao HindIII, enquanto que
o extremo 3' possul um extremo coesivo que é complementar

de um local de restricao BamHI.

Os oligonucledétidos emparelhados foram ligados a
pUC19 duplamente digerido com HindIII/BamHI, o qual tinha
sido purificado por electroforese em gel de agarose,
recuperado e ainda purificado com um kit Qiagen para
extracgcao do gel. As ligacgdes foram usadas para transformar
E. coli XL1-BLUE. Os clones pUC19-T7 individuais foram
sequenciados para confirmar a presenca da sequéncia

correcta. A sequéncia estd apresentada na Figura 8.

Construg¢do do vector A6scITCR-C-kappa - Passo 2

A construcado da sequéncia de DNA de cadeia sim-
ples A6scTCR-C-kappa requer a geragao de trés fragmentos de
PCR que devem ser montados num fragmento A6scTCR-C-kappa.
Os fragmentos consistem em (a.) A regidao varidvel da cadeia
TCR A6 alfa flanqueada por um local Ncol na regidao 5' e uma
segmento do elemento de ligac¢ao Glicina Serina na regiao 3
flanqueado por um local de restricao BamHI. Este produto
foi gerado através de um PCR convencional do vector pEX202
com as sequéncias iniciadoras 45 e 50 (ver Tabela 2).
Fragmento (b.) A regido variavel e a regido constante de

TCR A6 beta flangqueadas por um local de restrigao BamHI na
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regiao 5' seguido de um segmento do elemento de ligacao
Glicina Serina. Este produto foi gerado através de um PCR
convencional do vector pEX207 com as sequéncias iniciadoras
72 e 73 (Ver Tabela 2). Fragmento (c.) Porcdao de uma regiao
C-kappa humana gerada por um PCR convencional do vector
pld7 com as sequéncias iniciadoras 61-60 (Ver Tabela 2).
Todos os produtos de PCR foram corridos num gel de 1,6% de
agarose e as bandas de DNA do tamanho correcto cortadas e
purificadas usando o kit Qiagen de extraccao do gel. Os
fragmentos (b.) e (c.) foram fundidos por um PCR de
sobreponivel convencional através da complementaridade nas
suas sequéncias iniciadoras 73 e 61 (Ver Tabela 2). Os
produtos de PCR foram corridos num gel de 1,6% de agarose
TBE e as bandas de DNA do tamanho correcto removidas e
purificadas usando o kit Qiagen de extracgcao do gel. Este
fragmento ¢ designado (d.). O fragmento (a.) foi duplamente
digerido com Ncol e BamHI, enquanto o fragmento (d.) foi
duplamente digerido com BamHI e EcoRI. pUC19-T7 foi
duplamente digerido com Ncol e EcoRI. Todos os produtos de
DNA digeridos foram corridos num gel de 1,2% de agarose TBE
e as bandas de DNA do tamanho correcto foram removidas e
purificadas wusando o kit Qiagen de extracgcao do gel. O
pUC19-T7 digerido, fragmentos (a.) e (d.) foram ligados e
usados para transformar E. coli XL1-BlUE. Os transformantes
foram sequenciados para confirmar a sequéncia correcta. A
sequéncia da construcgcdao de apresentacdo pelo ribossoma de
A6scTCR-C-kappa, clonada em pUCl9, esta apresentada na

Figura 9 flanqueada pelos locais PstI e EcoRI.
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Tabela 2

Oligonucledétidos usados

(adquiridos a MWG) .

Rev-Link SWATOCCATAGTGEOCTGTTCOTATAGTGAGTOGTATTAGLTEC {SEQ D 52)
For-Link FAGUTGUAGUTAATACGATTOACTATAGRAACAGELCACCATGE {SEQ ID 53)
45-26 EUOCACCATEEEOCASAAGEAACTGGAGCAGRAACTC {SEQ ID 84)
7aé-beta | L OGAGAGCCORTAGAACTGRACTTG {SEQ I 55)
(RTPCR (a)
49-A6- 5 ¢ GIGGATCCOECGETEGCEGETCGAACGCTGETATCA
BamHI-F CTCAGADCCC

{SEQ 1D 56)
50-2A6— 57 CORGATCUACCTCOGCUTEAACCACCTCCACCOR TGACTCACANS
BamuI-r | CTGGGICCCTG (SEQIDST
60-kappa- |5 QTGAGAATTCTTATRACTOTOOGOGETTRAAGCTC {SEQ 1D §8)
rev—-EcoRI
61-Betac- |5 TGACGAATTCTEACTCTCCROGATTEAAGCTC (SEQ 1D 58)
kappa-for
1
71 PtmmrE?QGGTGCﬁGCT&%TAGG&GTG%QT%T&GGWSEQEﬂﬁm
T7
72 A7t | B GROCACCATGOBGCAACBCTEGATGTCACTCAGACCOE (SEG ID §1)
73-R6- STEAADCRCCTORACCETCETEGOTCTACUOCAGGUCTOGEDE {SEG D &)
cons-rev
75-kappa- &' TGACTOTOCGOGRATTGAAGOTE {SEQ 1D 83)
rev

Demonstracdo da produ¢do de sc A6 TRC-C-kappa por

transcrigcdo e tradugdo in vitro.

Preparagcdo do produto de PCR sc A6 TCR-C-kappa

para transcricdo e traducdo in vitro.

Descrevemos agqui a sintese de sc A6 TCR-C-kappa
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através de transcricdo e traducao in vitro na presenca de
lisina biotinilada e sua subsequente deteccao em
transferéncias Western e deteccdo com estreptavidina

marcada com fosfatase alcalina.

O produto de PCR sc A6 TCR-C-kappa foli preparado
numa reacg¢ao de PCR convencional usando o vector sc A6 TCR-
C-kappa como matriz e as sequéncias iniciadoras de PCR 71 e
60. A sequéncia iniciadora 60 possui um codédo de paragem
para permitir a libertacao da scTCR do ribossoma. A
polimerase Pfu (Stratagene) foi usada para aumentar a
fidelidade durante a sintese de PCR. 0Os produtos de PCR
foram corridos num gel de 1,6% de agarose TBE e as bandas
do tamanho correcto foram removidas do gel e purificadas
usando o kit Qiagen de extracgao do gel. As reaccgdes de
transcricao e tradugdao foram realizadas usando o kit de
transcricao e traducao associadas Ambion PROTEINscript II
Cat 1280-1287 com 300 ng do produto de PCR atrds descrito.
Foram efectuadas trés reaccgdes de transcricao traducao de
acordo com o protocolo do fabricante. A Unica modificacao
foi a adicao de lisina biotinilada do sistema de deteccéao
de tradugdo nédo radioactivo Transcend™ Non-Radioactive

Translation Detection System.

Reacg¢cdo 1 sc A6 TCR-C-kappa, 300 ng com 2 ul de
lisina biotinilada

Reacgao 2 sc A6 TCR-C-kappa, 300 ng sem 2 ul de
lisina biotinilada

Reacgao 3 sem DNA, controlo com 2 ul de lisina

biotinilada.
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Dois microlitros de cada uma das reacg¢des foram
corridos num gel de SDS-PAGE de gradiente 4-20% Novex
(Invitrogen). Ainda, foi também corrido wuma série de
diluigcdes de wum TCR controlo biotinilado. O gel foi
transferido e as proteinas detectadas com estreptavidina
fosfatase alcalina e subsequentemente revelado colori-
metricamente com Western Blue® Stabilized Substrate para
fosfatase alcalina, como descrito no protocolo do sistema
de deteccdo da traducdao ndo radioactivo Transcend™., A

transferéncia Western estd apresentada na Figura 10.

No controlo sem DNA e na reaccao de A6 sc TCR-C-
kappa na auséncia de lisina biotinilada, conforme esperado,
ndao pode ser observada uma banda com o tamanho aproximado
do tamanho correcto, enquanto na reacgao A6scTCR-C-kappa na
presenga de lisina biotinilada pode ser observada uma banda
com aproximadamente o tamanho correcto. Isto demonstra a
sintese da scA6 TCR-C-kappa através da transcricdo traducao

in vitro.

Preparacdo do produto de PCR para apresentacdo

por ribossomas de sc A6 TCR-C-kappa

O produto de PCR sc A6 TCR-C-kappa foli preparado
numa reacc¢ao de PCR convencional usando o vector A6scTCR-C-
kappa como matriz e as sequéncias iniciadoras de PCR 71 e
75 (Ver Tabela 2). A sequéncia iniciadora 75 nao possui um
codao de paragem. A polimerase Pfu (Stratagene) foi usada

para aumentar a fidelidade durante a sintese de PCR. Os
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produtos de PCR foram corridos num gel de 1,6% de TBE-
agarose e as bandas de DNA do tamanho correcto foram
removidas do gel e purificadas com o kit Qiagen de

extraccao do gel.

Processo de apresentacdo por ribossomas

Transcrig¢do e tradugdo de sc A6 TCR-C-kappa

As reaccgdes de transcricao/traducéo foram
realizadas com o kit de transcrigcao tradugao Ambion
PROTEINscript II (Cat N° 1280-1287).

Reacgbes de transcrigdo

Efectuaram-se as reacgdes de transcricao que se

seguem em tubos nao aderentes Ambion de 0,5 ml (Cat N°
12350).
Conteudo Tubo 1 (A6 normal) |Tubo 2 (Controlo)
Agua 4,53 ul 5,7 ul
Matriz (produto de|lProduto de PCR Sc|Sem DNA
PCR) A6 TCR-C-kappa 1,17
| (300 ng)
Mix de transcrigdo|2 ul 2 ul
5X
Mistura de enzimas |2 ul 2 ul
Superasininipidor ael0, 3 ul 0,3ul
RNase ambion
Volume final 10 pl 10 pl
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Os tubos foram incubados a 30°C, durante 60 min,

num bloco de PCR sem a tampa de aquecimento.

Reacc¢des de traducgéao

As reacgdes de traducao dgque se seguem foram

efectuadas em tubos nao aderentes de 0,5 ml Ambion.

Contetudo 1 (A6 normal) 2 (Controlo)
Lisado de 105 ul 105 ul
reticuldcitos

Mg-Acetato 25 mM 3 ul 3 ul
Mistura de traducgao|7,5 ul 7,5 ul
Metionina 7,5 wnl 7,5 nl

Agua 18 ul 18 ul
Superasininipidor de 0,3 nl 0,3ul

RNase ambion

Reaccgao de 6 ul do tubo 1 6 ul do tubo 2
transcricao atras atras

Cada um dos tubos contém o suficiente para 3 x 50
nl selecgdes. O conteudo dos tubos foil misturado e incubado
a 30°C, durante 60 min, num bloco de PCR sem a tampa de
aquecimento. Apds 30 min, adicionou-se 3 Unidades de DNAse
RQ1 sem RNAse (Promega), para destruir a matriz de DNA
original, ao tubo 1 e 3 Unidades de DNAse RQ1 sem RNAse
(Promega) ao tubo 2. Apdés 60 min, 18 pul de solugédo de

Heparina foram adicionados a reacgdo de tradugao 2 e 18 ul
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de solucdo de Heparina foram adicionados a reaccgdo de
traducdo 1. As amostras foram guardadas em gelo até serem

usadas na seleccao com esferas revestidas com HLA.

Revestimento das esferas magnéticas.

20 pnl de particulas magnéticas com estreptavidina
ressuspensas (Roche Cat: N° 1641778) foram transferidas
para um tubo eppendorf de 1,5 ml, estéril, sem RNases. As
esferas foram imobilizadas com um separador de particulas
magnéticas (Roche Cat. N° 1641794) e o sobrenadante foi
removido. As esferas foram entdo lavadas com 100 ul de PBS
1X sem RNase (10X PBS Ambion Cat. N° 9624, H,O0 Ambion Cat.
9930) as esferas foram imobilizadas e o sobrenadante foi

removido. Fez-se um total de 3 lavagens com PBS.

As esferas foram ressuspensas em 20 ul de PBS eo
conteudo dividido por dois tubos (10 pl cada). Um tubo
seria usado para produzir esferas blogqueadas controlo e os
outros tubos para produzir esferas revestidas com HLA-AZ2-

Tax.

As esferas do tubo controlo adicionou-se 80 ul de
SA/Biotina e misturou-se. A solucdo de BSA/Biotina foi
preparada como se segue. 10 pl de uma solucgado de base Tris
0,2M e biotina 0,1M foram adicionados a 990 ul de PBS 0,1%
BSA (Ambion Ultrapure Cat. N° 2616). Igualmente, 20 pl de

solucdo de Heparina (138 mg/ml de Heparina (Sigma H-3393)
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em PBS 1X) foram adicionados e a solucao misturada. As
esferas foram incubadas a temperatura ambiente durante 1
hora com mistura intermitente. As esferas foram entao
lavadas trés vezes com 100 pl de PBS e foram ressuspensas

em 10 pl de PBS, 0,1% BSA.

As esferas revestidas com HLA-Tax foram
preparadas como se segue. 40 pul de HLA-A2-Tax (1,15 mg/ml
preparado como descrito em W099/60120) foram adicionados
aos 10 upl de esferas e misturados. As esferas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 15 min e depois
adicionou-se 20 pul de BSA 50 mg/ml Ambion Cat 2616 e 20 ul
de solucdo de heparina (ver atrds) e misturou-se. As
esferas foram incubadas durante mais 45 min e depois
adicionou-se 20 ul da solugado de BSA/Biotina. As esferas
foram entdo lavadas trés vezes com 100 ul de PBS e foram

ressuspensas em 10 ul de PBS, 0,1% BSA.

Selecgdo com esferas magnéticas

A reaccgao de traducao de sc A6 TCR foi dividida
em trés aliquotas de 50 pul e cada uma das aliquotas recebeu

2 ul das seguintes esferas:

Controlo (sem HLA)
HLA-A2-Tax

HLA-A2-Tax mais 10 ug de scA6 TCR soluvel
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Realizou-se uma reaccao de controlo da traducgao e
dividiu-se em trés aliquotas de 50 unl e cada uma das

aliquotas recebeu 2 ul das seguintes esferas:

Controlo (sem HLA)
HLA-A2-Tax

HLA-A2-Tax mais 10 pug de sc A6 TCR soluvel

Isto deu um total de seis tubos. Os tubos foram
incubados num bloco de PCR a 5°C, durante 60 minutos, com
mistura intermitente. As esferas foram entdo lavadas trés
vezes com 100 pnl de tampdo arrefecido em gelo (PBS, Mg-
acetato 5 mM, 0,2% Tween 20 (Sigma, sem RNase). Cada uma
das aligquotas de esferas foil entdo ressuspensa em 50 ul de
tampdo de digestdo com DNase RQ1 1X contendo 1 upl (40 U) de
Superasin e 1 ul (1U) de DNase RQ1l. As esferas foram
incubadas num bloco de PCR durante 30 min a 30°C. As
esferas foram entdo lavadas trés vezes com 100 pl de tampéao
arrefecido em gelo (PBS, Mg-acetato 5 mM, 0,2% Tween 20) e
uma vez com H,0 arrefecida em gelo. As esferas foram
ressuspensas em 10 pul de H;O sem RNase. As esferas foram

entdo congeladas até serem usadas em RT-PCR.

RT-PCR de mRNA de sc A6 TCR-C-kappa em esferas

recuperadas das reaccgbes de apresentacdo de ribossomas.

As reaccdes de RT-PCR nas esferas foram
realizadas usando o kit Titan One Tube RT-PCR cat 1855476

como descrito no protocolo do fabricante. Dois microlitros
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das esferas foram adicionados a cada uma das reacgdes de
RT-PCR juntamente com as sequéncias iniciadoras 45 e 7 e
0,3 ul de inibidor de RNase Superasin. Para cada reacgao de
RT-PCR realizou-se apenas uma segunda reaccao de PCR que
diferiu apenas no facto de nado estar presente transcriptase
reversa, mas apenas polimerase de alta fidelidade da Roche.
Esta segunda reacgao serviu como controlo para a
contaminacdao com DNA. Ainda, realizou-se um controlo

positivo de RT-PCR usando 1 ng do vector sc A6 TCR-C-kappa.

As reacgdes foram sujeitas a ciclos térmicos como
se segue. Um passo de RT-PCR foi realizado por incubacéao
das amostras a 50°C, durante 30 min, seguido da inactivacao
da transcriptase reversa por incubacdao a 94°C, durante 3
min, num bloco de PCR. As reaccgdes foram sujeitas a ciclos

de PCR, num total de 38 ciclos:

94°C 30 segundos
55°C 20 segundos

68°C 130 segundos.

A reacgadao de PCR foil terminada por incubacao a

72°C durante 4 minutos.

Foi tido cuidado durante 0s Passos de
apresentacao por ribossomas para evitar a contaminagdao com
RNases. As reaccbes de RT-PCR e PCR foram corridas num gel

de 1,6% de agarose TBE, que pode ser observado na Figura
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11. A andlise do gel mostra que ndo existe contaminacdo e
que todos os produtos de PCR sao derivados do mRNA. A banda
de DNA do tamanho correcto na pista 2 demonstra qgque o0s
ribossomas que apresentam sc A6 TCR-C-kappa foram
seleccionados das esferas revestidas com HLA-A2-Tax. A
pista 3 mostra que podemos inibir esta seleccdo especifica
de sc A6 TCR-C-kappa apresentado por ribossomas pela adicao
de scA6 TCR soluvel. A reducgado significativa na intensidade
da banda na pista 3 relativamente a amostra ndo inibida na
pista 2 demonstra isto. Nao se pode mostrar ligacgao de schAb
TCR-C-kappa apresentada por ribossomas ao controlo de

esferas nao revestidas com HLA.

Exemplo 6 - Andlise das sequéncias dos clones de
TCR A6 apresentados em particulas fdgicas e métodos para

melhorar as caracteristicas da apresentacdo.

Apbs a construcgdo de vectores para a apresentacao
de TCR A6 em fagos por PCR e clonagem molecular, os clones
bacterianos que podem produzir particulas fagicas
apresentadoras de TCR A6 foram testados por ELISA de fagos
como descrito no Exemplo 4. Foram identificados trés clones
diferentes que deram ligacadao especifica a HLA-A2-tax no
ensaio de ligacao de ELISA. Estes clones continham todos
mutacdées no DNA de TCR A6 selvagem ou nas sequéncias
reguladoras associadas, as quais estao descritas na tabela

que se segue:
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Clones funcionais do rastreio de TCR A6 apresentado em

fagos

Nome Caracteristica

Clone 7 O terceiro local de ligacao ao
ribossoma, que estd situado antes do

gene v, estd mutado de AAGGAGA para

AAGGGGA.
Clone 9 Um codao opal foi introduzido em Sequéncia completa de
CDR3 de vf. DNA e de aminoacidos
nas Figuras 1l2a & 12b
Clone 49 |Um codao amber foi introduzido em Sequéncia completa de

FR1 de vp. Esta mutagdo introduz uma |DNA na Figuras 13a

mutacao silenciosa que nao afecta a

sequéncia de aminoacidos resultante

Estes clones continham todos mutacoes que
provavelmente causam uma reducao nos niveis de expressao da
cadeia P de TCR A6. Foi inferido que os clones com baixo
nivel de expressao foram seleccionados relativamente aos
clones de elevado nivel de expressdo como resultado de
toxicidade celular causado ©pelos niveis elevados de

expressao de TCR.

Exemplo 7 Mutagénese das regibes CDR3 de TCR A6

Nas regibdes CDR3 de TCR A6 foram introduzidas

mutacdes para estudar a possibilidade de gerar mutantes de

elevada afinidade.

O PCR sobreponivel foi wusado para modificar a
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sequéncia das regibdes CDR3 de a e B, para introduzir dois
locais de restricdo uUnicos, HindIII para a cadeia o, com
0os oligos de YOL54, 5'CAGCTGGGGGAAGCTTCAGTTTGGAGCAG3'" (SEQ
ID 64) e YOL55, 5'CTGCTCCAAACTGAAGCTTICCCCCAGCTG3' (SEQ ID
65) e Xho I para a cadeia fp, com oligos de YOL56
5'GTACTTCTGTGCCTCGAGGCCGGGACTAGS! (SEQ ID 66) e YOL57

5"'CTAGTICCCGGCCTCGAGGCACAGAAGTAC3 ' (SEQ ID 67).

O PCR foi wusado para introduzir mutacdes para
maturacao da afinidade. O clone 9 de TCR A6 (incorporacao
de um coddo opal introduzido na sequéncia CDR3 da cadeia B)
foi usado como fonte de DNA matriz e as cadeias de TCR
foram amplificadas com as sequéncias 1iniciadoras das
mutacdes (detalhado na tabela que se segue) e YOL22
5'CATTTTCAGGGATAGCAAGC3' (SEQ ID 68) (cadeia [B) ou YOL13

5'TCACACAGGAAACAGCTATG3" (SEQ ID 69) (cadeias ).

Sequéncias iniciadoras para introducdo de mutagdes em CDR3

da cadeia B e da cadeia a

Nome da sequén-—|Sequéncias 5' a 3!

cia iniciadora

OGO O TC AN KN NKNNERNEN

YOL59 FKCGACCAGAGCAGTADTTICG

{SKEC 1D 70)
TGTCCC T CAGGCC NN KN N KN N HNRN

YOL60 NKHNKCCAGAGCAGTACTICCEEC

{SEQ ID 71}
TETECOTCEAGGCCONNENNEMNEKNNKY
YOL61 NENNKCGACCAGAGCAGTACTICR

(8EQ ID 72}
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(continuacao)

Nome da sequén-—|Sequéncias 5' a 3!

cia iniciadora

IETGCOTOGARGUCGNNENNENNKNNRN

YOL62 NKHNKGGAGGECGACCAGRGLAG

(SEQ ID 73)

TETGCCTCGAGGUCGEEANNR NN KNNEKR

YOL63 NKHNKMNRGGGCGACCAGACCAGTAC

(SEQ ID 74)
TETGCCTCHEAGENNINN R MNNINE

YOL68 NKCCAGAGCAGTACTTCGgge

(SEQ ID 75)

e GO T A GO N M K N NN ENRY

YOL69 NRGAGCAGTACTTOSggC ey

(SEQ ID 76)

TETCCOTCGAGNNENNIINKNNENNEN

YOL70 NECAGTACTTOGaguCcOgoge

{SEQ 1D 7D
TGTGCCTCCAGGEC Cg NN KN RN NN

YOL71 gaCGACCAGRGCAGTALTTICE

(SEQ ID 78)

ARACTGAAGC T THI M D NN IR

YOL58 ETRACGEUACACGAGLTAG

(SEQ ID 7%)

AAACTGAAGCTTMNNMNNG ot gt oHNNT
YOL72 BTARCGGCACAGAGETAG

{SEQ (D 80)

AAACTGAAGC TTIMNMEINMNNG S tatol
YOL73 NN TRACCGOCACAGAGETRE

(SEQ 1D 81)

AAACTGAAGC TTINNINNG CLgLCHNA
YOL74 ACGHUACABAGOTAS

{(SEQ ID 82)

Os fragmentos da cadeia o foram digeridos com
NcoI e HindIII, novamente purificados usando um kit Qiagen,
e o vector foi preparado através da digestao do clone 9 com
NcoI e HindIII, seguido de purificacao em gel usando um kit
Qiagen. Os fragmentos da cadeia B foram digeridos com Xhol

e NotI e novamente purificados usando um kit Qiagen e o
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vector foil preparado por digestao do clone 9 com Xhol e
NotI, seguido de purificacdao em gel usando um kit Qiagen.
Os insertos purificados e o0s vectores, numa proporg¢ao molar
de 3:1, foram misturados com tampao ligase de T4, ligase de
T4 e &dgua sem nuclease. As ligacdes foram realizadas num
banho-maria a 16°C, durante a noite. Para cada biblioteca
de mutac¢des, um total de 0,5 a 1 pug dos produtos ligados
purificados foram electroporados em E. coli TGl numa
proporcao de 0,2 pug de DNA por 40 pl de células competentes
para electroporacao (Stratagene), seguindo o0s protocolos
proporcionados pelo fabricante. Apds electroporacao, as
células foram ressuspensas imediatamente em 960 ul de meio
SOC a 37°C e semeadas numa placa de cultura de tecidos de
244 mm x 240 mm com YTE (15 g de Bacto-Agar, 8 g de NaCl,
10 g de Triptona, 5 g de Extracto de levedura em 1 1litro)
suplementado com 100 pug/ml de ampicilina e 2% de glucose. A
placa foi incubada a 30°C durante a noite. As células foram
entdao raspadas das placas com 5 ml de DYT (16 g de
Triptona, 10 g de extracto de levedura e 5 g de NaCl em 1
litro, autoclavado a 125°C durante 15 minutos) suplementado

com 15% de glicerol.

Para preparar particulas fagicas apresentadoras
de TCR A6, 500 ml de DYTag (DYT contendo 100 upg/ml de
ampicilina e 2% de glucose) foi inoculado com 500 a 1000 pl
dos stocks de bibliotecas. A cultura foili crescida até ser
atingida uma DO (600 nm) de 0,5. 100 ml da cultura foi
infectada com fago auxiliar (M13 K07 (Invitrogen)) ou HUPER
PHAGE (Progen Biotechnik, GmbH 69123 Heidelberg) e incubada

a 37°C num banho-Maria durante 30 minutos. O meio foi
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substituido por 100 ml de DYTak (DYT contendo 100 upg/ml de
ampicilina e 25 pg/ml de canamicina). A cultura foi entéo
incubada com agitacao a 300 rpm e 25°C, durante 20 a 36

horas.

Exemplos 8 - Isolamento de mutantes TCR A6 de

elevada afinidade

O isolamento dos mutantes TCR A6 de elevada

afinidade foil realizado usando dois métodos diferentes.

O primeiro método envolve a seleccdo de parti-
culas féagicas apresentadoras de TCRs A6 mutantes, capazes
de se ligarem ao complexo HLA-AZ Tax, usando imunotubos
Maxisorp (Invitrogen). Os imunotubos foram revestidos com 1
a 2 ml de estreptavidina a 10 ug/ml em PBS, durante a
noite, a temperatura ambiente. Os tubos foram lavados duas
vezes com PBS e depois 1 ml do complexo HLA-AZ Tax a b5
pg/ml  em PBS foi adicionado e incubado a temperatura
ambiente durante 30 minutos. O resto do protocolo para
seleccdao de ligandos de elevada afinidade foi descrito
anteriormente (Li et al. (2000) Journal of Immunological
Methods 236: 133-146), excepto para as modificacdes que se
seguem. A seleccdo foi realizada durante trés a quatro
ciclos. As concentracgdes do complexo de HLA-A2 Tax
biotinilado foram de 5 ung/ml para o primeiro ciclo de
seleccao, 0,5 ung/ml para o segundo, 0,05 ung/ml para o
terceiro e 0,005 png/ml para o quarto ciclo de selecgédo. O
fago auxiliar M13 K07 foi usado nos ciclos um e dois e o

hiper-fago foi usado em ciclos subsequentes para selecgao.
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O segundo método wutilizado foi a seleccdo de
particulas fagicas apresentadoras de TCRs mutantes capazes
de se ligarem ao complexo HLA-A2 Tax em solugao. As esferas
paramagnéticas revestidas com estreptavidina (Dynal M280)
foram pré-lavadas de acordo com 0s protocolos do
fabricante. As particulas fagicas apresentadoras de TCR A6
mutado, numa concentracao de 10 a 10Y cfu, foram pré-
misturadas com o complexo HLA-AZ Tax Dbiotinilado em
concentracdes de 2 x 10°, 2 x 10°M, 2 x 10'M e 2 x 10 M
respectivamente para o primeiro, segundo, terceiro e quarto
ciclo de seleccdo. A mistura das particulas féagicas
apresentadoras de TCR A6 e o complexo HLA-A2 Tax foram
incubados durante uma hora, a temperatura ambiente, com
rotacdo suave e as particulas fagicas apresentadoras de TCR
A6 ligadas ao complexo HLA-A Tax Dbiotinilado foram
capturadas usando 200 ul (ciclo 1) ou 50 ul (ciclo 2, 3 e
4) de esferas magnéticas M280 revestidas com
estreptavidina. Apds captura das particulas fagicas, as
esferas foram lavadas num total de dez vezes (trés vezes em
PBS Tween 20, duas vezes em PBS Tween 20 contendo 2% de
leite em pd desnatado, duas vezes em PBS, uma vez em PBS
contendo 2% de leite em pd desnatado e duas vezes em PBS)
usando um concentrador de particulas magnéticas Dynal. Apds
a lavagem final, as esferas foram ressuspensas em 1 ml de
trietilamina 100 mM pH 11,5 preparada de fresco e incubadas
durante 5 a 10 minutos a temperatura ambiente com rotacdao
suave. As particulas fédgicas eluidas das esferas foram
neutralizadas imediatamente com 300 pl de Tris-HCl1 1M pH

7,0. Metade do eluato foi usada para infectar 10 ml de E.
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coli TGl a um DO (600 nm) = 0,5, preparadas de fresco, para
a amplificacao das particulas fégicas seleccionadas de
acordo com os métodos anteriormente descritos (Li, et al.,

(2000) Journal of Immunological Methods 236:133-146).

Apds o terceiro ou quarto ciclo de seleccao, 95
coldénias foram picadas das placas e usadas para inocular
100 pl de DYTag numa placa de microtitulacao de 96
alvéolos. A cultura foi incubada a 37°C com agitacao
durante a noite. 100 upul de DYTag foi entdao sub-inoculada
com 2 a 5 ul das culturas crescidas durante a noite e
incubadas a 37°C com agitacdo durante 2 a 3 horas, ou até a
cultura ficar turva. Para infectar as células com o fago
auxiliar, a cultura foi infectada com 25 ul de DYTag
contendo 5 x 10° pfu de fagos auxiliares e incubada a 37°C
durante 30 minutos. O meio foi substituido por DYTak. As
placas foram incubadas a 25°C durante 20 a 36 horas com
agitacédo a 300 rpm. As células foram precipitadas por
centrifugacao a 3000 g durante 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes foram usados para testar mutantes de TCR A6
de elevada afinidade através de ELISA competitivo para

fagos.

Alvéolos Nunc-Immuno Maxisorp revestidos com
estreptavidina foram lavados duas vezes com PBS. 25 ul do
complexo HLA-A2 Tax biotinilado, 5 png/ml, foram adicionados
a cada alvéolo e estes foram incubados a temperatura
ambiente durante 30 a 60 minutos, seguido de duas lavagens
com PBS. Os locais de ligacdo nao especifica a proteinas

nos alvéolos foram bloqueados pela adigao de 300 ul de
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leite desnatado a 3% em PBS, seguido de incubacdo a
temperatura ambiente durante 2 horas. Para preparar as
particulas fadgicas apresentadoras de TCR A6 heterodimérico,
as particulas féagicas foram misturadas com 3% de leite
desnatado em PBS contendo HLA-A2-Tax 0, 20 e 200 nM,
seguido de incubacdo a temperatura ambiente durante 1 hora.
Os fagos foram adicionados aos alvéolos revestidos com HLA-
A2-Tax e incubados a temperatura ambiente durante 1 hora,
seguido de 3 lavagens com PBS contendo 0,1% Tween 20 e
depois 3 lavagens com  PBS. As particulas fagicas
apresentadoras de TCR 1ligadas foram detectadas com um

anticorpo anti-fd (Sigma), como descrito no Exemplo 4.

Varios mutantes TCR A6 de elevada afinidade
putativos foram identificados e as sequéncias CDR3 estao
apresentadas nas duas tabelas que se seguem Jjuntamente com
as sequéncias selvagens correspondentes. Os coddes de
paragem amber (X) foram encontrados em todos o0s mutantes da

cadeia B e para um mutante da cadeia a.

Mutantes da cadeia B de TCR 26

clone Sequéncia CDR3
L GUCTCEAGGUOGEBACTAGCGGEAGEERGACCAGAGLAGTAT {(BEQ 1D AT
selva-—
ASARPGLAGORPEQYISEQID B3
gem

GOCTOGAGLLOGLLGUTGAT GAGTGUG TAGCCAGAGCAGTAL (SEQ ID 05)
134 |ASRPGLMSAXPEQY({SEQID 85)

BT GAGC LG OG0T BAGGTCOEUGT AGUCAGAGUAGTAC (SEQID B
86 ASRPGLRSAXPEGY(SEQID 88

GUCTCHAGOCCHGARACTAGLGORAGRGRUGAGLAGAGHGCATAG (REQ ID B
87 ASRPGLAGGRPE AX{SED IS0}

GOCTCAAGECCGEEACTABC GEGAGRGLGACCAGAGRATTAG (SEQ 1D 01)
89 ASRPGLAGGRPEDX({SEGID o)
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(continuacao)

clone

Sequéncia CDR3

85

GEOTCEAGROCEEGACT AGUEREABREOGACCAGATCAGTAG {(SEQ I 83}
ASRPGLAGGRPROX({SEG D 84}

83

GUOTOGAGEUOGEETCTAGTAGRCTGRELGACCAGAGTAGTAT (BEQ D 85)
SRPFGLXAGRPEQY(SEGID o

CCTCEAGRCCGEGRELTEETHCEEGERLEGACCAGAGCAGTAG {BEQ 1D 87}

A
&
1 ASRPGLVPGRPEQX(SEQID o)
BCCTCOAGRLLGLAGLTTGTOTOTGL T TABLUAGAGLAGTAC (SEQ 1D 98]
2 ASRPGLVSAXPEQY(SEQID 100)
BOCTOGAGGOCGHOACT AGCGGGAGGRGCGACCACATCLGTAG (SEQ ID 101)
111 | A2 RPGLAGGRPHPX{SEQID 103
GCCTCGAGRLCGHRGAL T AGCGLEGAGGULGAUCAGATELGTAG (SEQ 1D 103)
125 |ASRPGLAGGRPDAXISEQID 104
GOOTOGAGGOCGGATC TGATTAGTAO TTABCCAGAGCAGTAC (SEQ 1D 108)
133 |AsRPGLISAXPEQY(SEQID 106)
Mutantes da cadeia o de TCR A6
clone Sequéncia CDR3

selvagem | ayTTDSWGKLD (SEGID-108)

GUCATTACAACTEACAGUTOGEERAAGOTTOAS (BEQ IR 1T

BOCATTACSACTRACAGCTLGREGOOGOTTCAS (SEQ D 108}

149 AVTITDSEWGPLG{SEQID 110)
) GOOGTTACAACTRACAGOT BGGGGAAGATGUAG (SEQED 111)
5

AVTTODSWGK M G (SECHD 1423

66

GUCHTTACAAUTGALAGOTGLEGEAAGTTGCAT (SEQ ID 113
AVTTDREWGKLH{BEQID 11

GQOGTTACAACTGACAGCTRGEGEETAGUTTCAT (SEQ ID 118

153 AVTTORWGXLH{SEQID 118)
BOOGITACAACTGACAGL T BRGLGGAGCTTLAT (BEQ D 117)
71 AVTTDSWGELH{SEQID 118
GOCRTTADAACTRACAGOTRGGEGAGROTGCAT (SEQ D 118)
70 AVTTODSW GRLHSEQID 120
GCCETTACAACTGACAGOTOGGRGGDAGOTTCAT (SEQ 1D 121)
121 AVTTDSWGOLH{SEQID 122)
OO TTALAAC TEACAGC T GO GGGLAGLTTCAT (SEQ D 121)
117 AVTTDSWGQLH(SEQID 122
BOCETTACAACTOACABCTGGRAGAAGRTAAAT (SEQ 1D 125)
72 AVTTDSW G K VN(SEQ ED 126}
oo GOCATTACAACTEACAGCTGOLGGARGOTTCTG (SEQ 1D 127)

AVTTOEWGKLL{SEQID138)
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Exemplo 9 - Produgdo de TCR Aé heterodimérico
soluvel com 1ligacdo dissulfureto, ndo nativa, entre as

regides constantes com mutacbes em CDR3

O DNA de fagemideo codificador de mutantes de TCR
A6 de elevada afinidade identificados no Exemplo 8 foi
isolado a partir de células de E. coli relevantes usando um

kit Mini-Prep (Qiagen, UK).

A amplificagdao por PCR, usando o DNA de fagemideo
como alvo e as sequéncias iniciadoras que se seguem, foi
usada para amplificar as sequéncias de DNA das cadeias a e

B de TCR.

Sequéncia iniciadora directa da cadeia alfa de
TCR A6
ggaattc atcgatg cagaaggaagtggagcag (SEQ ID 129)

(O local de restricdo Clal esta sublinhado)

Sequéncia iniciadora reversa universal da cadeia alfa de
TCR
gtacacggccggccgggttctggatatac (SEQ ID 130)

(o local de restricdo Eagl estd sublinhado)

Sequéncia iniciadora directa da cadeia beta A6
tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagaccce (SEQ ID 131)

(o local de restricdo Asel estd sublinhado)
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Sequéncia iniciadora reversa universal da cadeia beta de
TCR
tagaaaccggtggccaggcacaccagtgtgge (SEQ ID 132)

(o0 local de restricdo Agel esta sublinhado)

No caso da cadeia P de TCR, foi efectuado um
outro PCR de reparacao para substituir o codao de paragem
amber na regido CDR3 com um coddo codificador de 4&cido
glutédmico. Quando um coddo de paragem amber & ignorado em
E. coli, um residuo de glutamina € normalmente introduzido
em lugar da traducao ser parada. Assim, quando o TCR
contendo o coddo amber ¢é apresentado na superficie dos
fagos, possui um residuo de glutamina nesta posicdo. No
entanto, quando o gene da cadeia P de TCR foi transferido
para o plasmideo de expressdo, um residuo de acido
glutédmico foi wusado como alternativa a glutamina. As
sequéncias iniciadoras usadas para este PCR de reparacao
foram as seguintes.

YOLI124 CTGROTOTGATTOCGOASTE {(SEQ HY 138)
FOLI2E GAGTAGEGEAACCAGAGBCAG (SEQ ID 134}

A sequéncia do DNA da cadeia P de TCR A6 soluvel
mutada foi verificada por sequenciacdo automdatica (ver
Figura l4a para a sequéncia do DNA da cadeia [ de TCR 26 e
14b para a respectiva sequéncia de aminodcidos codificada).
A Figura l4c mostra a sequéncia de aminodcidos da cadeia f
de TCR A6 sem a substituicdo da glutamina por &acido
glutédmico, i.e. a sequéncia qgue estava presente no clone

134 conforme isolado por ELISA de fagos.
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Estas sequéncias de DNA de TCR A6 a e B foram
entdo usadas para produzir um TCR A6 soluvel como descrito
em WO 03/020763. Resumidamente, as duas cadeilas foram
expressas como corpos de inclusao em culturas de FE. coli
separadas. O0Os corpos de inclusao foram entao isolados,

desnaturados e renaturados em conjunto in vitro.

Exemplo 10 - Caracterizagcdo por ressondncia de
plasmbées de superficie BIAcore de um TCR A6 de elevada

afinidade que se liga a HLA-AZ Tax.

Um biosensor de ressondncia de plasmbdes de
superficie (BIAcore 3000™) foi wusado para analisar a
ligacao do clone 134 de elevada afinidade (Ver Figuras 15a
& 15b para as sequéncias completas de DNA e de aminodacidos
da cadeia P de TCR mutada, respectivamente) ao ligando HLA-
A2 Tax. Isto foi facilitado através da producdo de
complexos pMHC (descrito abaixo) que foram imobilizados a
uma superficie de ligacdo revestida com estreptavidina numa
forma semi-orientada, permitindo a testagem eficiente da
ligagao de um receptor de células T soluvel a um maximo de
quatro pMHC diferentes (imobilizados em células de fluxo
separadas) simultaneamente. A injeccao manual do complexo
HLA permite que o nivel preciso das moléculas classe I

imobilizadas seja facilmente manipulado.

Os complexos HLA-A2 classe I tax Dbiotinilados

foram renaturados in vitro a partir de corpos de inclusao
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expressos em bactérias contendo as proteinas das subuniades
constituintes e o péptido sintético, seguido de purificacao
e biotinilagdo enzimdtica in vitro (0'Callaghan et al.
(1999) Anal. Biochem. 266:9-15). A cadeia pesada de HLA foi
expressa com uma marca de biotinilacdo C-terminal dque
substitui os dominios transmembranar e citoplasmatico da
proteina numa construcdo adequada. Foram obtidos niveis de
expressdo dos corpos de inclusédo de = 75 mg/litro de culura
bacteriana. A cadeia leve de HLA ou a P2-microglobulina foi
igualmente expressa como corpos de inclusao em E. coli a
partir de uma construgdo adequada, num nivel de = 500

mg/litro de cultura bacteriana.

As células de E. coli foram lisadas e 0s corpos
de inclusdo foram purificados até aproximadamente 80% de
pureza. A proteina dos corpos de inclusdao foi desnaturada
em guanidina-HCl 6M Tris 50 mM pH 8,1, NaCl 100 mM, DTT 10
mM, EDTA 10 mM e foi renaturada numa concentracgcao de 30
mg/litro de cadeia pesada, 30 mg/litro de f2m em L-
arginina-HCl1 0,4M, Tris 100 mM, pH 8,1, cistamina 3,7 mM,
cisteamina mM, 4 mg/ml de péptido (e.g., tax 11-19),
através da adicdo de um Unico pulso de proteina desnaturada
no tampao de renaturacadao a <5°C. A renaturacao decorreu até

estar completa, a 4°C, durante pelo menos 1 hora.

O tampdo foi mudado por didlise em 10 volumes de
Tris 10 mM pH 8,1. Foram necessarias duas mudangas de
tampao para reduzir suficientemente a forca indnica. A

solucao proteica foi entdo filtrada através de um filtro de
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acetato de celulose de 1,5 um e aplicada numa permuta
anidénica POROS 50HQ (volume de 8 ml). A proteina foi eluida
com um gradiente linear de NaCl 0-500 mM. O complexo HLA-
A2-péptido eluiu a aproximadamente NaCl 250 mM e as
fracgdes do pico foram colhidas, adicionado uma mistura de
inibidores de protease (Calbiochem) e as fraccdes

arrefecidas em gelo.

Mudou-se o tampao dos complexos HLA-A2 marcados
por biotinilacdo para Tris 10 mM pH 8,1, NaCl 5 mM, usando
uma coluna para remocdo rapida de sal Pharmacia equilibrada
no mesmo tampdo. Imediatamente apds a eluicdo, as fraccgdes
contendo proteina foram arrefecidas em gelo e adicionada a
mistura de 1nibidores de proteases (Calbiochem) . Os
reagentes de biotinilacao foram entao adicionados: biotina
1 mM, ATP 5 mM (tamponado para pH 8), MgCl2 7,5 mM e 5
ng/ml da enzima BirA (purificada de acordo com O'Callaghan
et al. (1999) Anal. Biochem. 266: 9-15). A mistura foi
entdao deixada a incubar a temperatura ambiente durante a

noite.

Os complexos HLA-A2 biotinilados foram
purificados por cromatografia de filtracao em gel. Uma
coluna Pharmacia Superdex 75 HR 10/30 foi pré-equilibrada
com PBS filtrado, aplicou-se 1 ml da mistura de reaccgao de
biotinilacdo e a coluna foi eluida com PBS a 0,5 ml/min. Os
complexos HLA-A2 Dbiotinilados eluiram como um Unico pico a

aproximadamente 15 ml. As fracg¢des contendo proteina foram
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reunidas, arrefecidas em gelo e adicionada a mistura de
inibidores de ©proteases. A concentragao proteica foi
determinada wusando um ensaio de ligacao de Coomassie
(PerBio) e aliquotas dos complexos de HLA-A2 biotinilados
foram guardadas congeladas a -20°C. A estreptavidina foi
imobilizada por métodos convencionais de acoplagem de

amina.

As interaccgdes entre TCR A6 Tax de elevada
afinidade contendo uma nova 1ligacao entre cadeias e o0
complexo HLA-A2 Tax ou uma combinacao irrelevante HLA-A2
NY-ESO, cuja producdo estd descrita atréds, foram analisadas
num biosensor de ressonadncia de plasmbes de superficie
(SPR) BIAcore 3000™, SPR mede alteragbdes no 1indice de
refracgcao expressas em unidades de resposta (RU) perto da
superficie de sensor dentro de uma pequena célula de fluxo,
um principio que pode ser usado para detectar interaccgdes
de receptor e ligando e para analisar a sua afinidade e
pardmetros cinéticos. As células de fluxo sonda foram
preparadas através da imobilizacdo dos complexos peptidicos
individuais HLA-A2 em células de fluxo separadas através da
ligacdo entre a Dbiotina ligada de forma cruzada a B2m e
estreptavidina, que tinham sido ligadas de forma cruzada a
superficie activada das células de fluxo. O ensaio foi
entdo realizado através da passagem de scTCR sobre as
superficies das diferentes células de fluxo, a um fluxo
constante, medindo a resposta SPR ao fazé-lo. Inicialmente,

a especificidade da interaccdo foi verificada através da
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passagem de TCR A6 soluvel num fluxo constante a 5 pul min-1
sobre quatro superficies diferentes; uma revestida com =
1000 RU do complexo HLA-AZ Tax, a segunda revestida com =
1000 RU do complexo HLA-A2 NY-ESO e duas células de fluxo
brancas revestidas apenas com estreptavidina (ver Figura

15).

O aumento da afinidade do TCR A6 soluvel mutado
tornou dificeis os calculos de Kd para a interaccdo deste
grupo com o compelxo HLA-A2 Tax. No entanto, a semi-vida
(t1/2) para a interacgcdo foi calculada como sendo 51,6
minutos (ver Figura 16), que se compara com uma ti,; da

interaccgao selvagem de 7,2 segundos.

Exemplo 11 - Produgdo de vector codificador de um

TCR NY-ESO soluvel com uma nova ligacdo dissulfureto.

A cadeia B do TCR A6 soluvel preparada no Exemplo
1 possul na sequéncia nativa um local de restricdo BglII

(AAGCTT) adeguado para usar como um local de ligacao.

A mutagénese por PCR foi realizada como detalhado
abaixo para introduzir um local de restrigcao BamHI (GGATCC)
na cadeia o de TCR A6 soluvel, 5' relativamente ao novo
codao cisteina. A seqguéncia descrita na Figura 2a foi usada
como matriz para esta mutagénese. Foram usadas as

sequéncias iniciadoras que se seguem:
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| BamHY |
5 ¢ = ATATCCAGAACCCGBALCCTECOETETA-3 ! (SEQ ID 135)

ELTACAGGGCAGGARTLRBETTUTEGRATAT-I {(BEQ D 138}

100 ng de plasmideo foram misturados com 5 ul de
dNTP 10 mM, 25 wpnl de tampdo Pfu 10X (Stratagene), 10
unidades de polimerase Pfu (Stratagene) e o volume final
foi ajustado a 240 ul com Hz0. 48 pl desta mistura foram
suplementados com sequéncias iniciadoras diluidas para dar
uma concentrag¢do final de 0,2 uM em 50 pl de volume final
de reaccao. Apds um passo de desnaturacao inicial de 300
segundos a 95°C, a mistura de reaccao foi sujeita a 15
ciclos de desnaturacao (95°C, 30 seg.), emparelhamento
(55°C, 60 seg.) e elongacao (73°C, 8 min) num aparelho de
PCR Hybaid PCR Express. O produto foi entdao digerido
durante 5 horas, a 37°C, com 10 unidades da enzima de
restri¢cdo Dpnl (New England Biolabs). 10 upul da reaccao de
digestao foram usados para transformar bactérias
competentes XL1-Blue e estas crescidas durante 18 horas a
37°C. Uma coldénia isolada foi picada e crescida durante a
noite em 5 ml de TYP + ampicilina (16 g/1 de Bactotriptona,
16 g/1 de extracto de levedura, 5 g/l de NaCl, 2,5 g/l
K;HPO4s, 100 mg/l de ampicilina). O DNA de plasmideo foi
purificado numa coluna mini-prep Qiagen de acordo com as
instrugdes do fabricante e a sequéncia foi verificada por
sequenciacdo automdtica na seccdo de sequenciacao do

Departamento de Bioquimica, Universidade de Oxford. O cDNA
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codificador do TCR NY-ESO foi isolado a partir de células T
de acordo com técnicas conhecidas. O c¢DNA codificador de
TCR NY-ESO foi produzido por tratamento do mRNA com

transcriptase reversa.

Para produzir vectores codificadores de um TCR
NY-ESO soluvel contendo uma nova ligacao dissulfureto, os
plasmideos TCR A6 contendo os locais BamHI na cadeia a e
BglII na cadeia B foram usados como matrizes. Foram usadas

as sequéncias iniciadoras que se seguem:

| Ndel |
5’ -GGAGATATACATATGCAGGAGGTGACACAG ~37(SEQID 137)
5 ¢ - TACACGOCAGCATCCGRCTTCTGGATATT-3 ¢ (SEQ ID 138)

| BamMI}

: iNdex |
57 ~GGAGATATACATATGGGTGTCACTCAGACC-3 (SEQ ID 139)

S ' ~CCCARGCTTAGTCTGCTOTACCCCAGGCOTCGGC —37 (SEQ I} 148)
| BglIT}

As construgbes das cadeias a e B de TCR NY-ESO
foram obtidas por clonagem de PCR como se segue. As
reacgdes de PCR foram efectuadas wusando as sequéncias
iniciadoras mostradas acima e as matrizes contendo as
cadeias de TCR NY-ESO nativas. Os produtos de PCR foram
sujeitos a digestao com enzimas de restricao e clonados em
PGMT7 para se obter plasmideos de expressao. A sequéncia

dos insertos dos plasmideos foram confirmadas por sequen-
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iacdo automadtica de DNA. As Figuras 1l7a e 17b mostram a
sequéncia de DNA das cadeias a e P, respectivamente, e as
Figuras 18a e 18b mostram as sequéncias de aminoacidos

resultantes.

Exemplo 1z - Construg¢do de vectores de
apresentagcdo fagica e clonagem de DNA codificador das

cadeias a e [ de TCR NY-ESO nos vectores fagemideos.

O DNA codificador das cadeias o e B de TCR NY-ESO
com novos coddes de cisteina para facilitar a formagado de
uma ligacao dissulfureto, nao nativa, entre cadeias,
produzidos como descrito no Exemplo 11 foram incluidos no

vector fagemideo pEX746 como se segue.

O DNA codificador das duas cadeias TCR NY-ESO
foram sujeitos, individualmente, a PCR de forma a
introduzir 1locais de clonagem compativeis com o vector
fagemideo pEX746 (contendo DNA codificador do clone 7 de

TCR A6) usando as seguintes sequéncias iniciadoras:

Para a cadeia alfa de TCR NY-ESO

TRAVE]
ECCEALCATEGCCARACAGGAGETGACGOAGATTOCT (BEQ I 141}
YOLS

CTTCTYAAAGAATTCTTAATTAACCTAGGTTATTAGGAACTTTCTGGGCTG
GGGAAG (SEQ ID 142)
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Para a cadeia beta de TCR NY-ESO

TREVE- 122588780 TCACAGUGCOLAGEETEOTETCALTCAGACCLCARA (BEG 1D 143)
AT CEAGAGCCCETAGAALTGARACTTG {(SEQ D 144)

Os métodos de clonagem molecular para a
construgao dos vectores estdao descritos em "Molecular
cloning: A laboratory manual”, de J. Sambrooke D.W.
Russell. As sequéncias iniciadoras apresentadas na Tabela 1
foram usadas para a construcao dos vectores. Um exemplo do
programa de PCR ¢é 1 ciclo de 94°C durante 2 minutos,
seguido de 25 ciclos de 94°C durante 5 segundos, 53°C
durante 5 segundos e 72°C durante 90 segundos, seguido de 1
ciclo de 72°C durante 10 minutos e depois mantido a 4°C. A
DNA polimerase Tag Expand HighFidelity foi adguirida a

Roche.

O DNA codificador do clone 7 da cadeia [ de TCR
A6 fol removido de pEX746 por digestao com enzimas de
restricdo BssHII e BglII. O correspondente DNA de PCR
digerido, codificador da cadeia [ de NY-ESO, foi entédo
substituido no fagemideo através de ligacdo. A sequéncia do
produto de clonagem foil verificada por sequenciacgao

automatica.

De forma semelhante, o DNA codificador do clone 7
da cadeia o de TCR A6 foi removido de pEX746 através da
digestao com as enzimas de restricdao Ncol e AvrII. O
correspondente DNA de PCR digerido, codificador da cadeia

o de NY-ESO, foi entdo substituido no fagemideo ja
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contendo o DNA codificador da cadeia [ de TCR NY-ESO
através de ligacgao. A sequéncia do produto de clonagem foi

verificada por sequenciacdo automatica.

As Figuras 19a e 19b descrevem de forma detahada,
respectivamente a sequéncia de DNA e de aminodcidos da
cadeia o e P de TCR NY-ESO, assim como a sequéncia releante
incluida no fagemideo (pEX746:NY-ESO). A sequéncia que

precede o local Ncol é a mesma de pEX746.

Exemplo 13 - Expressdo bacteriana de fusbes da

proteina externa e de TCR NY-ESO heterodimérico em E. coli.

As particulas fagicas apresentadoras de TCR NY-
ESO heterodimérico, contendo uma ligagado dissulfureto nao
nativa entre cadeias, foram preparadas usando métodos
descritos anteriormente para a geracadao de particulas
fdgicas apresentadoras de anticorpos scFvs (Li et al.,
2000, Journal of Immunological Methods 236: 133-146) com as
modificacdes que se seguem. Células E. coli TGl contendo o
fagemideo pEX746:NY-ESO (i.e. o fagemideo codificador da
cadeia a de TCR NY-ESO soluvel e uma cadeia [ de TCR NY-ESO
fundida com a proteina fagica gIII, produzido como descrito
no Exemplo 12) foram usadas para inocular 10 ml de TY 2x
(contendo 100 pug/ml de ampicilina e 2% de glucose) e depois
a cultura foi incubada com agitacao, a 37°C, durante a
noite (16 horas). 50 pul da cultura crescida durante a noite

foram usados para inocular 10 ml de TY 2x (contendo 100
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ng/ml de ampicilina e 2% de glucose) e a cultura foi
incubada com agitacdo a 37°C até uma DOgoyp mm = 0,8. O fago
auxiliar HYPERPHAGE foi adicionado a cultura para uma
concentracdo final de 5 x 10° pfu/ml. A cultura foi entédo
incubada a 37°C sem agitacao, durante trinta minutos, e
depois com agitacao, a 200 rpm, durante mais 30 minutos. O
meio da cultura atrds referida foi entdo aumentado para 50
ml com TY 2x (contendo 100 pg/ml de ampicilina e 25 pg/ml
de canamicina), a cultura foi incubada a 25°C com agitacao
a 250 rpm durante 36 a 48 horas. A cultura foi depois
centrifugada a 4°C, durante 30 minutos, a 4000 rpm. O
sobrenadante foi filtrado através de uma seringa com filtro
de 0,45 um e guardado a 4°C para ser mais concentrado. O
sobrenadante foi entdo concentrado por precipitacao com PEG

e ressuspenso em PBS a 10% do volume original guardado.

Exemplo 14 - Detecgdo de TCR NY-ESO heteroimérico
funcional com uma l1igag¢do dissulfureto, ndo nativa, entre

cadeias em particulas fadgicas filamentosas.

A presenga de TCR NY-ESO funcional (ligacao a
HLA-A2-NY-ESO), apresentado nas ©particulas fagicas da
suspensao concentrada preparada no Exemplo 13, foi
detectada usando os métodos de ELISA para fagos descritos
no Exemplo 4. A Figura 20 mostra a ligacdo especifica de
particulas fagicas apresentadoras de TCR NY-ESO a HLA-A2-

NY-ESO num ensaio de ELISA para fagos.
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Exemplo 15 - C(Construgdo de plasmideos para a

expressdo celular dos genes HLA-DRA.

As sequéncias de DNA codificadoras da fracgao
extracelular das cadeias HLA-DRA foram amplificadas a
partir de cDNA isolado a partir do sangue de um individuo
saudavel, usando a reaccdo em cadeia da polimerase (PCR),
com pares de sequéncias iniciadoras de DNA sintético que

foram projectadas para incluir um local de restricao BglII.

A mutagénese por PCR foi entdo wusada para
adicionar DNA codificador do fecho de leucinas Fos ao

extremo 3' da sequéncia amplificada.

As manipulacgdes de DNA e clonagem descritas atrés
foram realizadas como descrito em Sambrook, J et al.,
(1989). "Molecular Cloning - A laboratory Manual". Second

edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA.

A Figura 21 proporciona a sequéncia de DNA da
cadeia [ de HLA-DR pronta para insercdo no vector de
expressao bi-cistrénico. Esta figura indica a posicdo dos
coddes codificadoras do péptido fecho de leucinas Fos e da

marca de biotinilacao.

A numeragdo de aminodcidos baseia-se na sequéncia
de murganho (Kabat, 1991, "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", 5th edition, US Dept of Health &
Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda, MD 1-

1137).
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Esta sequéncia de DNA foi entdao inserida num
vector baculovirus bicistrdénico pAcAB3 (Ver Figura 22 para
a seqguéncia deste vector) juntamente com DNA codificador da
correspondente cadeia B de HLA Classe II em células de
insecto Sf9. Este vector pode ser usado para expressar
qualguer complexo HLA Classe II-péptido em células de

insecto.

Exemplo 16. Construgcdo de plasmideos para a

expressdo celular de HLA-DRB selvagem e genes mutantes.

Sequéncias de DNA codificadoras da fraccgéao
extracelular das cadeias HLA-DRB foram amplificadas a
partir de cDNA isolado de sangue de um ser humano saudavel,
usando a reaccao em cadeia da polimerase (PCR) com pares de
sequéncias iniciadoras de DNA sintético que foram

projectadas para incluirem um local de restricao BamHI.

A  mutagénese por PCR foi entdao wusada para
adicionar DNA codificador do fecho de leucinas Jun ao
extremo 3' da sequéncia amplificada e o DNA codificador do
péptido Flu HA carregado pela molécula HLA-DR1 ao extremo

5' da sequéncia.

As manipulacdes de DNA e clonagem descritas atras
foram efectuadas como descrito em Sambrook, J et al.,
(1989). "Molecular Cloning - A laboratory Manual". Second

edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA.
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A Figura 23 apresenta a sequéncia de DNA da
cadeia [ de HLA-DR pronta para insercdao no vector de
expressao bicistrdénico. Esta figura indica a posicdao dos
coddes codificadores do péptido fecho de leucinas Jun e o

péptido Flu HA.

A numeragdo de aminodcidos baseia-se na sequéncia
de murganho (Kabat, 1991, "Sequences of proteins of
Immunological Interest"™, 5th edition, US Dept of Health &
Human Services, Public Health Service, NIH, Bethesda, MD 1-

1137) .

Esta sequéncia de DNA foi entdao inserida num
vector Dbicistrdénico de baculovirus pAcAB3 (Ver Figura 22
para a sequéncia deste vector) juntamente com DNA
codificador da cadeia a Classe II correspondente para
expressao em células Sf9. Este vector pode ser usado para
expressar qualquer complexo HLA Classe II-péptido em

células de insecto.

Exemplo 17 - Expressdo e renaturag¢do de complexos

HLA-DR1 Classe II-Flu HA

A expressao de MHC Classe II foil realizada usando
os vectores de expressao bicistrdénicos, produzidos como
descrito nos Exemplos 15 e 16, contendo as cadeias o e B de
HLA-DR1 Classe II e o péptido Flu HA. 0Os métodos de

expressao e de purificacdo wusados estdao descritos em
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(Gauthier (1998) PNAS USA 95 pll828-118333). Resumidamente,
HLA-DR1 soluvel foi expresso no sistema de baculovirus
através da substituicdo das regides transmembranares
hidrofdébicas e segmentos citoplasmaticos das cadeias o e P
DR com dominios de dimerizacdao fecho de leucina dos
factores de transcricdo Fos e Jun. Na construcao de
expressdo, a sequéncia necessdria MHC Classe II carregado
com Flu HA foi ligada covalentemente ao extremo N da cadeia
B DR madura e a cadeia o DR possul uma sequéncia de
biotinilacao para facilitar a formacao de ligandos
bifuncionais usando a metodologia de multimerizacao
biotina/estreptavidina. A proteina recombinante foi
secretada pelas células Sf9 infectadas com o baculovirus
recombinante e purificada por cromatografia de afinidade. A

proteina foi ainda purificada por HPLC de permuta anidnica.

Exemplo 18 - Construgdo de moléculas soluveis de

péptido-HLA Classe T

Para investigar melhor a especificidade do clone
134 de TCR A6 de elevada afinidade, foram produzidas as

seguintes moléculas soluveis de péptido-HLA Classe I:

HLA-A2 — péptido (LLGRNSFEV) (SEQ ID 23)

HLA-A2

péptido (KLVALGINAV) (SEQ ID 24)

HLA-A2

péptido (LLGDLFGV) (SEQ ID 25)
HLA-B8 - péptido (FLRGRAYGL) (SEQ ID 26)
HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEQ ID 27)

HLA-Cw6 - péptido (YRSGIIAVV) (SEQ ID 28)
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HLA-A24 — péptido (VYGFVRACL) (SEQ ID 29)

HLA-A2 - péptido (ILAKFLHWL) (SEQ ID 30)

HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL) (SEQ ID 31)
HLA-A2 - péptido (GILGFVEFTL) (SEQ ID 33)
HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL) (SEQ ID 34)

Estes péptidos-HLAs soluveis foram produzidos

usando os métodos descritos no Exemplo 10.

Exemplo 19 - Medigcdo por ressondncia de plasmées
de superficie BIAcore da especificidade da 1ligacdo de

elevada afinidade do Clone 134 de TCR A6 ao péptido-HLA.

Um biosensor de ressondncia de plasmbes de
superficie (BIAcore 3000™) foi wusado para analisar a
especificidade da ligacao do clone 134 de TCR A6 de elevada
afinidade. (Ver Figuras 15a & 15b para as sequéncias
completas de DNA e de aminodcidos, respectivamente, da
cadeia P de TCR mutada). Isto foi efectuado wusando o0s
complexos HLA-DR1 Classe II-péptido produzido como descrito
nos Exemplos 15-17 e HLA Classel-péptido apresentado no
Exemplo 18, produzido usando 0s métodos descritos
detalhadamente no Exemplo 10. A tabela que se segue

apresenta os complexos péptido-HLA utilizados:

1. HLA-A2 - péptido (LLGRNSFEV) (SEQ ID 23)

2. HLA-A2 - péptido (KLVALGINAV) (SEQ ID 24)
3. HLA-A2 - péptido (LLGDLFGV) (SEQ ID 25)
4. HLA-B8 - péptido (FLRGRAYGL) (SEQ ID 26)
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5. HLA-B27 - péptido (HRCQAIRKK) (SEQ ID 27)
6. HLA-Cw6 - péptido (YRSGIIAVV) (SEQ ID 28)
7. HLA-A24 - péptido (VYGFVRACL) (SEQ ID 29)
8. HLA-A2 - péptido (ILAKFLHWL) (SEQ ID 30)
9. HLA-A2 - péptido (LTLGEFLKL) (SEQ ID 31)
10. HLA-DR1 - péptido (PKYVKQNTLKLA) (SEQ ID 32)
11. HLA-A2 - péptido (GILGFVEFTL) (SEQ ID 33)

12. HLA-A2 - péptido (SLYNTVATL) (SEQ ID 34)

Os péptidos-HLAs acima foram imobilizados em
superficies revestidas com estreptavidina nas células de

fluxo de um BIAcore 3000™ numa forma semi-orientada.

O BIAcore 3000™ permite testar a ligacdo do
receptor de células T soluvel a até quatro pMHC diferentes
(imobilizados em células de fluxo separadas) em simultaneo.
Para esta experiéncia, trés HLAs-péptidos diferentes foram
imobilizados nas células de fluxo 2-4 e a célula de fluxo 1
foili deixada como branco como controlo. A injecc¢cdao manual
dos complexos HLA-péptido permitiu que fosse manipulado o

nivel preciso das moléculas imobilizadas.

Apds avaliada a capacidade do clone 134 de TCR A6
de elevada afinidade para se ligar aos 3 ©primeiros
complexos de HLA-péptido na lista acima, os trés seguintes
foram imobilizados nestas células de fluxo directamente por
cima dos anteriores. Este processo foi continuado até a
ligacao do clone 134 de TCR A6 de elevada afinidade a todos

os 12 complexos de HLA-péptido ter sido avaliada.
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Dez injecg¢des de 5 ul do clone 134 de TCR A6 de
elevada afinidade foram passadas por cada uma das células a
5 ul/min, em concentracg¢des que variam entre 4,1 ng/ml a 2,1

mg/ml. (Ver Figuras 24-28).

Como controlo final, o clone 134 de TCR A6 de
elevada afinidade foi passado numa célula de fluxo contendo
HLA-A2 Tax (LLFGYPVYV) (SEQ ID 21) imobilizado, o ligando

cognato deste TCR.

A ligacao especifica do clone 134 de TCR A6 de
elevada afinidade foi apenas observada com © seu ligando
cognato. (HLA-AZ Tax (LLEGYPVYV) (SEQ ID 21)). Estes dados
ainda demonstram a especificidade do clone 134 de TCR A6 de

elevada afinidade. (Ver Figuras 24-28).

Exemplo 20 - Mutagénese das regibes CDR3 de TCR

NY-ESO

As regides CDR3 de TCR NY-ESO foram consideradas
para a introducdo de mutagdes para estudar a possibilidade
da geracao de mutantes de elevada afinidade. 1Isto foi
conseguido usando as sequéncias iniciadoras de PCR
especificas de TCR NY-ESO em combinagcdo com métodos
substancialmente iguais aos descritos detalhadamente no

Exemplo 7.
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Exemplo 21 - Isolamento de mutantes de TCR A6 de

elevada afinidade

O 1isolamento de mutantes TCR NY-ESO de elevada
afinidade foi realizado usando o primeiro dos dois métodos

descritos no Exemplo 8.

Foli identificado um uUnico mutante TCR NY-ESO de

elevada afinidade.

Exemplo 22 - Produgdo de TCR NY-ESO soluvel hete-
rodimérico de elevada afinidade, com ligacdo dissulfureto
ndo nativa entre as regides constantes, com mutagbes nas

regides varidveis.

O DNA de fagemideo, codificador do mutante de TCR
NY-ESO de elevada afinidade, identificado no Exemplo 21 foi
isolado a partir de células de E. coli relevantes usando um

kit Mini-Prep (Qiagen, UK)

A amplificagao por PCR usando o DNA de fagemideo
como alvo e as sequéncias iniciadoras que se seguem foi
usada para amplificar a sequéncia de DNA da regido variavel

da cadeia P de TCR NY-ESO soluvel mutada.

Sequéncia iniciadora directa da cadeia beta NY-ESO
tctctcattaatgaatgctggtgtcactcagaccce (SEQ ID 145)

(o local de restricdo Asel estd sublinhado)
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Sequéncia iniciadora reversa universal da cadeia beta
tagaaaccggtggccaggcacaccagtgtgg (SEQ ID 146)

(0 local de restricdo Agel esta sublinhado)

O produto de PCR foi entdo digerido com Agel/Asel
e clonado em pEX821 (produzido como descrito no Exemplo 11)

cortado com Nde/Agel.

A sequéncia de DNA da cadeia [ de TCR NY-ESO
mutada amplificada como descrito atrds, e a cadeia o de
TCR NY-ESO produzida como descrito no Exemplo 11, foram
entdo usadas para produzir wum TCR NY-ESO de elevada
afinidade soluvel como descrito em WO 03/020763.
Resumidamente, as duas cadeias foram expressas Ccomo COrpos
de inclusao em culturas separadas de FE. coli. Os corpos de
inclusao foram entdao isolados, desnaturados e renaturados

em conjunto in vitro.

Exemplo 23 - Caracterizagcdo por ressondncia de
plasmbées de superficie BIAcore da ligagdo de um TCR NY-ESO

de elevada afinidade a HLA-A2 NY-ESO.

Um biosensor de ressondncia de plasmbes de
superficie (BIAcore 3000™) foi wusado para analisar a
ligacdao do TCR NY-ESO de elevada afinidade ao ligando HLA-
A2 NY-ESO. Isto foi facilitado pela producgcao de complexos
PMHC (como descrito no Exemplo 10) que foram imobilizados
numa superficie de 1ligacdo revestida com estreptavidina

numa forma semi-orientada, permitindo a testagem eficiente
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da ligagao de um receptor de células T soluvel a até quatro
PMHC diferentes (imobilizados em células de fluxo
separadas) simultaneamente. A injeccao manual do complexo
de HLA permite que seja facilmente manipuldvel o nivel

preciso de moléculas classe 1.

As 1interacgcdes entre o TCR NY-ESO de elevada
afinidade contendo uma nova 1ligagcao entre cadeias e o
complexo HLA-A2 NY-ESO ou uma combinagao HLA-A2 Tax
irrelevante, a producdo do gqual estd descrita descrita no
Exemplo 10, foram analisadas num bio-sensor de ressonédncia
de plasmbées de superficie (SPR) Biacore 3000™, novamente

como descrito no Exemplo 10.

O Kd para a interaccao do NY-ESO de elevada
afinidade soluvel com o HLA-A2 NY-ESO foi calculado como
sendo 4,1 um, (Ver Figuras 29a e 29b) gque se compara com um
kd de 15,7 um para a interaccg¢do selvagem. (Ver Figuras 30a

e 30b).

Exemplo 24 - Produgdo e testagem de outros TCRs

A6 de elevada afinidade

TCRs soluveis contendo as mutagdes que seguem
correspondendo as identificadas nos clones 89, 1, 111 e 71
(ver Exemplo 8) foram produzidos usando o©os métodos
detalhados no Exemplo 9. A ligacao destes TCRs soluveis a
HLA-A2 Tax foi entdo avaliada com o ensaio BIAcore descrito

detalhadamente no Exemplo 10.
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Mutantes da cadeia 3 de TCR A6

Clone Sequéncia CDR3
GOOTOGAGRCCERGACTAGOGGRAGALGGACCAGAGTAGTAG (SEG D 83}
selvagem | Ao BPGLAGGRPEQY (SEQIDSS
GOOTOGEAGROOGGRACTAGCGERAGGEORACCARAGOATTAG (SEQ D 91)
89 ASEPGLAGGRPEDX SEQ DAY
GOCTCGAGROCGEAGUTERRTTCCOGEECRACCAGAGCAGTAG {SEQ 2 37
1 ASRPGQLVPOEEFREQY (SEQ W)
HOCTOGAGROOGEEACTAGUGREAGRGCCACCACATCOLTAS {(SEQID
111 101}
ASEPGLAGGEPHPX{SEGID 102)
Mutante da cadeia a de TCR A6
Clone Sequéncia CDR3
SUOGTTACAACTEGACAGOUTRRNGGGAAGOTTCAG {SEG ID 10T
selvagem AVTTDSWOKLG{SEQ 1D 108)
GLOGTTACAACTRACAGOTGGRGRGAGCTTCGAT {SEQ 1D 11T
71 AVTTOSWGEL H{SEQID 118)
Mutacdes combinadas usadas como base para a
produgao de TCRs A6 soluveis mutados:
Mutacgdes do Clone 89 + mutacdes do Clone 134
Mutacgdes do Clone 71 + mutacgdes do Clone 134
Mutacgdes do Clone 71 + mutacdes do Clone 89

Clone 1 + mutagdo BGl02—A

Resultados:

A tabela gque se segue compara a afinidade de HLA-

A2 Tax para os TCRs A6 mutados sollveis acima com a obtida

usando um TCR A6

mutadas.

afinidade

soluvel contendo regides varidveis nao

Note-se que a afinidade dos mutantes com mais alta

é expressa como semi-vida para a interaccao.
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(T1/2) Estes TCRs A6 mutantes soluvels apresentaram maior
afinidade para HLA-A2 Tax do que TCR A6 soluvel nao mutado,
conforme demonstrado pelo seu kd mais baixo ou Ti,; mais

elevada para a interaccéao.

As Figuras 31-37 mostram os perfis de BIAcore
usados para calcular a afinidade para HLA-A2 Tax destes
TCRS mutados soluveis. As Figuras 38a-e mostram a sequéncia

de aminodacidos das cadeias TCR A6 mutadas.

TCR A6 Kd (M) Ti/2 (segs)
Selvagem 1,9 7
Clone 1 810
Clone 89 0,41
Clone 111 1,18
Clone 71 1,37
Mutagcdes do Clone 114 (fase 1)
89 + clone 134 4500 (fase 2)
Mutagdes do Clone 882
71 + clone 134
Mutacdées do Clone | 0,35
71 + clone 89
Clone 1 + mutacao 738
BG102—>A
Exemplo 25 - Coloragdo de células usando tetrd-

meros de mondémeros de TCR A6 de elevada afinidade

As células apresentadoras de antigénio T2 foram
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incubadas com B2m (3 pg/ml) pulsada com o péptido Tax numa
gama de concentracdes (107° - 10”M), durante 90 minutos, a
37°C. Os controlos, usando também células T2 incubadas com
B2m (3 ug/ml), foram pulsados com o péptido Flu 10°M ou
incubados sem péptido (ndo pulsados). Apds o pulso, as
células foram lavadas em RPMI sem soro e 2 x 10° células
foram incubadas com o tetrémero de TCR A6 Clone 134 de
elevada afinidade 1ligado a estreptavidina marcado com
ficoeritrina (PE) (Molecular Probes, The Netherlands) (10
ng/ml) ou com os mondémeros de TCR A6 Clone 134 de elevada
afinidade marcados com Alexa 488 (Molecular Probes, The
Netherlands) durante 10 minutos, a temperatura ambiente.
Apds lavagem das células, a ligacado dos tetrdmeros e
monémeros de TCR marcados foi avaliada por citometria de

fluxo usando um FACSVantage SE (Bencton Dickinson).

Resultados

Como ilustrado na Figura 39%a a coloracao
especifica de células T2 pelos tetrdmeros de TCR A6 de
elevada afinidade foi observada para concentragdes do

péptido Tax até 10 M.

Como ilustrado na Figura 39b a coloracgao
especifica de células T2 pelos mondmeros de TCR A6 de
elevada afinidade foi observada para concentracdes do

péptido Tax até 10 °M.
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Organizagao requerente

Rua: 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado: Oxfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Endereco de correio electrdnico: martin.green@avidex.com

<110> Nome da Organizacao: Avidex Ltd

Requerente Individual

Rua: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado:0xfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Endereco de correio electrédnico: bent.jakobsen@avidex.com

<110> Ultimo Nome: Jakobsen
<110> Primeiro Nome: Bent
<110> Inicial do Meio: K
<110> sufixo: Dr

Requerente Individual

Rua: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado:0xfordshire

Pais: Inglaterra

Cébdigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Enderego de correio electrdnico: torben.andersen@avidex.com

<110> Ultimo Nome: Andersen
<110> Primeiro Nome: Torben
<110> Inicial do Meio: B
<110> sufixo: Dr

Requerente Individual

Rua: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado:0xfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Endereg¢o de correio electrédnico: peter.molloy@avidex.com
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<110> Ultimo Nome: Molloy
<110> Primeiro Nome: Peter
<110> Inicial do Meio: E
<110> sufixo: Dr

Requerente Individual

Rua: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado:0xfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Endereco de correio electrdénico: jonathan.boulter@avidex.com

<110> Ultimo Nome: Boulter
<110> Primeiro Nome: Jonathan
<110> Inicial do Meio: M
<110> sufixo: Dr

Requerente Individual

Rua: Avidex Ltd, 57C Milton Park

Cidade: Abingdon

Estado:0xfordshire

Pais: Inglaterra

Cédigo Postal: 0X14 4RX

Numero de Telefone: +44 1235 438600

Numero de Fax: +44 1235 438601

Enderec¢o de correio electrdnico: yi.li@avidex.com

<110> Ultimo Nome: Li
<110> Primeiro Nome: Yi
<110> Inicial do Meio:
<110> sufixo: Dr

Projecto do Pedido de Patente

<120> Titulo: substéncias

<130> Referéncia do Ficheiro do Pedido de Patente: pasta N° 19
<140> Presente Numero de Pedido de Patente: GB 0226227.7

<141> Data da Entrega: 2002-11-09

Pedidos de Patente Anteriores
<150> Numero do Pedido de Patente Anterior: GB0226227.7
<151> Data de Entrega Anterior: 2002-11-09

Pedidos de Patente Anteriores
<150> Numero do Pedido de Patente Anterior: GB 0301814.0
<151> Data de Entrega Anterior: 2003-01-25

Pedidos de Patente Anteriores
<150> Numero do Pedido de Patente Anterior: GB 0304067.2
<151> Data de Entrega Anterior: 2003-02-22
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Pedidos de Patente Anteriores

<150> Numero do Pedido de Patente Anterior:

<151> Data de Entrega Anterior: 2003-05-16

Pedidos de Patente Anteriores

<150> Numero do Pedido de Patente Anterior:

<151> Data de Entrega Anterior: 2003-07-11

Pedidos de Patente Anteriores

<150> Numero do Pedido de Patente Anterior:

<151> Data de Entrega Anterior: 2003-04-16

Sequéncia

<213> nome do organismo: sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:
DSDVYITDKT VLDMRSMDFK

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 1
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:
QSKDSDVYIT DKTVLDMRSM

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 2
Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:
DIQNPDPAVY QLRDSKSSDK

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 3
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:
DPAVYQLRDS KSSDKSVCLF

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 4
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

GB 0311397.4

GB 0316356.5

US 60/436 323

20

20

20

20
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<400> segmento de pré-sequéncia:
NGKEVHSGVS TDPQPLKEQP

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 5
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ALNDSRYALS SRLRVSATEW

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 6
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

PPEVAVFEPS EAEISHTQKA

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 7
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

KEVHSGVSTD PQPLKEQPAL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 8
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

VFPPEVAVFE PSEAEISHTQ

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 9
Descricgao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

PYIQNPEPAV YQLKDPRSQD STLCLFTDED SQINVPKTME SGTFITDKTY LDMKAMDSKS
NGATAWSNGT SFTCQDIFKE TNATYPSSDV P

20

20

20

20

20

80
91
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<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 91

Nome da sequéncia: SEQ ID 10
Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

EDLRMVTPPK VSLFEPSKAE TANKQKATLY CLARGEFPDH VELSWWVNGR EVHSGVSTOP

QAYKESNYSY CLSSRLRVSA TFWHNPRNHE ROQVQFHGLS EECKWPEGSP KPVTONISAE
AWGRAD '

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 126

Nome da sequéncia: SEQ ID 11
Descricgao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ESGTFITDKT VLDMKAMDSK

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 12
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

KTMESGTFIT DKTVLDMKAM

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 13
Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

YIQNPEPAVY QLKDPRSQDS

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 14
Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

60
120
126

20

20

20
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AVYQLKDPRS QDSTLCLEFTD
<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
NGREVHSGVS TDPQAYKESN

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
KESNYSYCLS SRLRVSATEW

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
PPKVSLFEPS KAEIANKQKA

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
REVHSGVSTD PQAYKESNYS

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
VIPPKVSLFE PSKAEIANKQ

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ

ID 15

sintética

ID 16

sintética

ID 17

sintética

ID 18

sintética

ID 19

sintética

ID 20

20

20

20

20

20

20



PE1558643 - 129 -

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
LLFGYPVYV

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
SLLMITQC

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 8

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
LLGRNSFEV

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
KLVALGINAV

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 10

Nome da sequéncia: SEQ

Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
LLGDLEFGV

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 8

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

sintética

ID 21

sintética

ID 22

sintética

ID 23

sintética

ID 24

sintética

ID 25

sintética

10
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FLRGRAYGL
<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
HRCQATIRKK

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
YRSGIIAVV

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
VYGFVRACL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
ILAKFLHWL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
LTLGEFLKL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

ID 26

sintética

ID 27

sintética

ID 28

sintética

ID 29

sintética

ID 30

sintética

ID 31
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Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
PKYVKQNTLK LA

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 12

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
GILGFVFTL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
SLYNTVATL

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 9

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
cacagacaaa tgtgtgctag acat

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 24

Nome da sequéncia: SEQ

Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 35

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
atgtctagca cacatttgtc tgtg

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 24

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

sintética

ID 32

sintética

ID 33

sintética

ID 34

sintética

ID 35

sintética

ID 36

12

24

24
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Nome da sequéncia: SEQ ID 36
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
cagtggggtc tgcacagacc cC

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 21

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 37
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
gggtctgtgc agaccccact

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 21

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 38
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

taataatacg tataataata ttctatttca aggagacagt c

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 41

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 39
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

caatccagcg gctgccgtag gcaataggta tttcattatg actgtctcct tgaaatag

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 58

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 40
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

ctacggcagc cgctggattg ttattactcg cggcccagcc ggccatggcce

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 53

sintética

ID 37

sintética

ID 38

sintética

ID 39

sintética

ID 40

sintética

21

21

41

58

53
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Nome da sequéncia: SEQ ID 41
Descricgao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 41

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gttctgctcc acttccttcect gggccatggce cggctgggcece g
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 41

Nome da sequéncia: SEQ ID 42
Descricdo da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 42

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

cagaaggaag tggagcagaa c

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 21

Nome da sequéncia: SEQ ID 43
Descrigao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 43

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

cttcttaaag aattcttaat taacctaggt tattaggaac tttctgggct ggggaag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 57

Nome da sequéncia: SEQ ID 44
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 44

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

41

21

57

gttaattaag aattctttaa gaaggagata tacatatgaa aaaattatta ttcgcaattc 60

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 21

Nome da sequéncia: SEQ ID 45
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 45
Sequéncia
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<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

cgcgctgtga gaatagaaag gaacaactaa aggaattgcg aataataatt ttttcatatg 60

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 60

Nome da sequéncia: SEQ ID 46
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 46

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ctttctattc tcacagcgcg caggctggtg tcactcagac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 40

Nome da sequéncia: SEQ ID 47
Descricgao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 47

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

atgatgtcta gatgcggccg cgtcgctct accccaggcec tce
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 48
Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 48

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcatctagac atcatcacca tcatcactag actgttgaaa gttgtttagc aaaac

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 55

Nome da sequéncia: SEQ ID 49
Descrigcao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 49

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ctagagggta ccttattaag actccttatt acgcagtatg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 40

Nome da sequéncia: SEQ ID 50

40

42

55

40
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Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 50

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

agergoaget aatacgactc actataggaa caggocacca tggogtogat tatgotgagt
gatatcottg tocggtggta coctag

<211> Comprimento: 86

Nome da sequéncia: SEQ ID 51
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 51

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gatcccatgg tggcctgttc ctatagtgag tcgtattagce tgc
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 43

Nome da sequéncia: SEQ ID 52
Descrigao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 52

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

agctgcagct aatacgactc actataggaa caggccacca tgg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 43

Nome da sequéncia: SEQ ID 53
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 53

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ccaccatggg ccagaaggaa gtggagcaga actc

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 34

Nome da sequéncia: SEQ ID 54
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 54

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

43

43

34

86
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<400> segmento de pré-sequéncia:
cgagagcccg tagaactgga cttg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 24

Nome da sequéncia: SEQ ID 55
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 55

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

gtggatccgg cggtggcggg tcgaacgctg gtgtcactca gacccc
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 46

Nome da sequéncia: SEQ ID 56
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 56

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ccggatccac ctccgcectga accgcectcecca ccggtgacca caacctgggt ccctg

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 55

Nome da sequéncia: SEQ ID 57
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 57

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ctgagaattc ttatgactct ccgcggttga agctc

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 35

Nome da sequéncia: SEQ ID 58
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 58

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

tgacgaattc tgactctccg cggttgaage tc

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 32

Nome da sequéncia: SEQ ID 59
Descrigao da sequéncia:

24

46

55

35

32
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Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 59
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
tgacgaattc tgactctccg cggttgaage tc
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 32

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 59
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
agctgcagct aatacgactc actatagg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 28

Nome da sequéncia: SEQ
Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 60

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
ggccaccatg ggcaacgctg gtgtcactca ga
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 36

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 61
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
tgaaccgcct ccaccgtctg ctctacccca gg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 40

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 62
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
tgactctccg cggttgaagc tc

sintética

ID 59

sintética

ID 60

sintética

cccc

ID 61

sintética

ccteggeg

ID 62

sintética

32

28

36

40

22
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<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 22

Nome da sequéncia: SEQ ID 63

Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 63
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
cagctggggg aagcttcagt ttggagcag
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento:

29

Nome da sequéncia: SEQ

Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 64
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
ctgctccaaa ctgaagcttc ccccagcetg
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento:

29

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 65
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
gtacttctgt gcctcgaggce cgggactag
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento:

29

Nome da sequéncia: SEQ

Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 66

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
ctagtcccgg cctcgaggca cagaagtac
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 29

Nome da sequéncia: SEQ

Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

sintética

29
ID 64
sintética

29
ID 65
sintética

29
ID 66
sintética

29
ID 67
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Nome da sequéncia: SEQ ID 67

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

cattttcagg gatagcaagc 20
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 20

Nome da sequéncia: SEQ ID 68
Descrigao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 68

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tcacacagga aacagctatg tcacacagga aacagctatg 40
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 40

Nome da sequéncia: SEQ ID 69
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 69
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctega ggnnknnknn knnknnknnk cgaccagagc agtacttcg 49
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 49

Nome da sequéncia: SEQ ID 70
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 70:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacado até: 49

Outra informacdo: m é a ou c¢; n é a ou t ou g ou g; k é
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 70

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggccgnnknn knnknnknnk nnkccagagc agtacttcgg gc 52
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 52

Nome da sequéncia: SEQ ID 71
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Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 71:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacdo: m é a ou ¢c; n &€ a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 71:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 52

Outra informagcdo: m € a ou ¢; n € a ou t ou g ou g; k &€ g
ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 71

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggccgnnknn knnknnknnk nnkcgaccag agcagtactt cg 52
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 52

Nome da sequéncia: SEQ ID 72
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 72:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacado até: 52

Outra informacdao: m é a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 72

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggccgnnknn knnknnknnk nnkggagggc gaccagagca g 51
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 51

Nome da sequéncia: SEQ ID 73
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Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 73:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 51

Outra informacdo: m é a ou ¢c; n & a ou t ou g ou g;
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 73

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggccgggann knnknnknnk nnknnkgggc gaccagagca gtac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 54

Nome da sequéncia: SEQ ID 74
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 74:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de:

<222> Localizacdo até:

Outra informacdo: m € a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g;
ou t

Liga sequéncia codificadora: Nao
Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 74:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 54

Outra informacdo: m € a ou c¢c; n é a ou t ou g ou g;
ou t

Liga sequéncia codificadora: Néao
Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 73:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacdo até: 51

Outra informacdo: m é a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g;
ou t

Liga sequéncia codificadora: Néao

Coddes por encomenda

k é

54

k é

k é
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Nome da sequéncia: SEQ ID 74

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggnnknnknn knnknnknnk ccagagcagt acttcgggc
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 49

Nome da sequéncia: SEQ ID 75
Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 75:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagdo a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacdo: m é a ou ¢; n & a ou t ou g ou g;
ou t

Liga sequéncia codificadora: N&o
Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 75:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 49

Outra informagdo: m é a ou ¢; n € a ou t ou g ou g;
ou t

Liga sequéncia codificadora: N&o
Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 73:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacado até: 51

Outra informagdo: m € a ou c¢c; n é a ou t ou g ou g;
ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 75

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggnnknnknn knnknnknnk gagcagtact tcgggccg
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 48

Nome da sequéncia: SEQ ID 76
Descricao da sequéncia:

Caracteristica
Sequéncia: SEQ ID 76:

49

k

k

k

48

é

é

é

g

g

g
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<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1
<222> Localizacdo até: 48

OQutra informacdo: m € a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: Nao

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 76

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggnnknnknn knnknnknnk cagtaccttcg ggccgggce 48
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 48

Nome da sequéncia: SEQ ID 77
Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 77:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 48

Outra informacdo: m é a ou ¢c; n € a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 77

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tgtgcctcga ggeccgnnknn knnknnkggg cgaccagagc agtacttcg 49
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 49

Nome da sequéncia: SEQ ID 78
Descricdo da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 78:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de:

<222> Localizacdo até:

OQutra informacdo: m € a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Caracteristica
Sequéncia: SEQ ID 78:
<221> Caracteristica chave: "misc_feature"




PE1558643 - 144 -

<222> localizacao a partir de: 1
<222> Localizacao até: 49

Outra informacdo: m € a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 78

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

aaactgaagc ttmnnmnnmn nmnnmnntgt aacggcacag aggtag 46
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 46

Nome da sequéncia: SEQ ID 79
Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 79:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 46

Outra informacdo: m é a ou ¢c; n & a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 79

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

aaactgaagc ttmnnmnngc tgtcmnntgt aacggcacag aggtag 46
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 46

Nome da sequéncia: SEQ ID 80
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 80:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacdo até: 46

Outra informacdo: m € a ou ¢c; n é a ou t ou g ou g; k é g
ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 80

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética



PE1558643 - 145 -

<400> segmento de pré-sequéncia:

aaactgaagc ttmnnmnnmn ngctgtcmnn tgtaacggca cagaggtag 49
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 49

Nome da sequéncia: SEQ ID 81
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 81:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacdo: m é a ou c; n é a ou t ou g ou g; k
ou t

Liga sequéncia codificadora: Néao
Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 81:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 49

Outra informacdo: m é a ou c¢c; n é a ou t ou g ou g; k
ou t
Liga sequéncia codificadora: Néao

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 81

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

aaactgaagc ttmnnmnngc tgtcmnnaac ggcacagagg tag 43
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 43

Nome da sequéncia: SEQ ID 82
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 81:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 43

é

é

Outra informagcdo: m é a ou c; n é a ou t ou g ou g; k é

ou t
Liga sequéncia codificadora: N&o

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 82

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:
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gcctcgagge cgggactagc gggagggcga ccagagcagt ag
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 83
Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 83

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PEQY

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 84
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cggggctgat gagtgcgtag ccagagcagt ac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 85
Descrigao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 85

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLMSAX PEQY

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 86
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 86:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizagdo até: 14

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgaggce cggggctgag gtcggcgtag ccagagcagt ac

42

14

42

14

residuo de aminoacidos

42
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<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 87
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 87

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLRSAX PEQY

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 88
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 88:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cgggactage gggagggcga ccagaggcegt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 89
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 89

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PEAX

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 90
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 90:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de:

<222> Localizacdo até:

14

residuo de aminodcidos

42

14
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Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 90:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cgggactagc gggagggcga ccagaggatt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 91
Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 91

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PEDX

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 92
Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 92:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informagao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cgggactagc gggagggcga ccagatcagt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

residuo de aminoacidos

residuo de aminoacidos

42

14

residuo de aminodcidos

42
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Nome da sequéncia: SEQ ID 93
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 93

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PDQX

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 94
Descricdo da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 94:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature”
<222> localizagao a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacdo: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 94:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacdo: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 94:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgaggce cgggtctgta ggctgggcga ccagagcagt ac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 95
Descrigao da sequéncia:

14

residuo de aminodcidos

residuo de aminodcidos

residuo de aminodcidos

42
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Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 95

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLXAGR PEQY

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 96
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 96:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de:

<222> Localizacdo até:

Outra informacdo: x significa um residuo de
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 96:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizagdo até: 14

Outra informacdo: x significa um residuo de
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Nao

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgaggce cggggctggt tccggggcga ccagagcagt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 97
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 97

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLVPGR PEQX

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 98
Descrigao da sequéncia:

14

aminoacidos

aminoacidos

42

14
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Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 98:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagéo a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 98:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informagao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cggggettgt gtcetgcttag ccagagcagt ac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 99
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 99

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLVSAX PEQY

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 100
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 100:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacédo até: 14

Outra informacdo: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Néao

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

residuo de aminodcidos

residuo de aminodcidos

42

14

residuo de aminodcidos
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<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cgggactagc gggagggcga ccacatccgt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 101
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 101

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PHPX

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 102
Descricgao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 102:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informacao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgagge cgggactagc gggagggcga ccagatgcgt ag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 103
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 103

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLAGGR PDAX

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 104
Descricao da sequéncia:

Caracteristica
Sequéncia: SEQ ID 102:

42

14

residuo de aminoacidos

42

14
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<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1
<222> Localizagédo até: 14

Outra informacdo: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: Nao

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gcctcgaggce cgggtctgat tagtgcttag ccagagcagt ac
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 42

Nome da sequéncia: SEQ ID 105
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 105

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

ASRPGLISAX PEQY

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ ID 106
Descrigao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 106:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizagao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 14

Outra informagao: x significa um
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gccgttacaa ctgacagctg ggggaagctt cag

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ ID 107
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 107

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

residuo de aminodcidos

42

14

residuo de aminoacidos

33
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AVTTDSWGKL Q 11
<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 14

Nome da sequéncia: SEQ
Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
gccgttacaa ctgacagctg ggggccgctt ca
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 109
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
AVTTDSWGPL Q

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:
Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
gccgttacaa ctgacagctg ggggagatg cag
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 111
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
AVTTDSWGKM Q

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ
Descrig¢ao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

54 -

ID 108

sintética

g

ID 109

sintética

ID 110

sintética

ID 111

sintética

ID 112

sintética

gccgttacaa ctgacagcectg ggggaagttg cat

<212> Tipo: DNA

33

11

33

11

33
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<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ ID 113
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 113
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

AVTTDSWGKL H

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ ID 114
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gccgttacaa ctgacagctg ggggtagctt cat

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ ID 115
Descricao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 115

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

AVTTDSWGXL H

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ ID 116
Descricgao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 116:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de:

<222> Localizacdo até:

Outra informagdo: x significa um residuo de
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 116:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 11

11

33

11

aminoacidos
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Outra informacao: x significa um residuo de
codificado por um codao amber
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gccgttacaa ctgacagctg ggggaggctg cat

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ ID 119
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 119

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

AVTTDSWGRL H

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ ID 120
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gccgttacaa ctgacagctg ggggcagctt cat

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ ID 121
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 115

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

AVTTDSWGQL H

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ ID 122
Descricgao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

gccgttacaa ctgacagctg ggggaaggtt cat

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 33

aminoacidos

33

11

33

11

33
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Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 123
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
AVTTDSWGKV H

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ
Descrig¢ao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

57 -

ID 123

sintética

ID 124

sintética

gccgttacaa ctgacagctg ggggaaggtg aat

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ
Descricdo da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 125

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
AVTTDSWGKV N

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

ID 125

sintética

ID 126

sintética

gccgttacaa ctgacagctg ggggaagctt ctg

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 33

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 127
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
AVTITDSWGKL L

<212> Tipo: PRT

<211> Comprimento: 11

ID 127

sintética

11

33

11

33

11
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Nome da sequéncia: SEQ ID 128
Descricgao da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

ggaattcatc gatgcagaag gaagtggagc ag 32
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 32

Nome da sequéncia: SEQ ID 129
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 129

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

gtacacggcc gggtcagggt tctggatata c 31
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 31

Nome da sequéncia: SEQ ID 130
Descricao da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 130

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tctctcatta atgaatgctg gtgtcactca gacccc 36
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 36

Nome da sequéncia: SEQ ID 131
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 131

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tagaaaccgg tggccaggca caccagtgtg gc 32
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 32

Nome da sequéncia: SEQ ID 132
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 132

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:
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ctgctctggt tccgcactce 19
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 19

Nome da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 133

Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:
gagtgcggaa ccagagcag

<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 19

Nome da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 134
Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:
atatccagaa cccggatcct gccgtgta
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 28

Nome da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 135
Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:
tacacggcag gaatccgggt tctggatat
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 29

Nome da sequéncia:

Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 136
Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:
ggagatatac atatgcagga ggtgacacag
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 30

SEQ
Descricdo da sequéncia:

Sequéncia

SEQ
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia

SEQ
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

SEQ
Descricao da sequéncia:

Sequéncia

Nome da sequéncia: SEQ
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

159 -

ID 133

sintética

19
ID 134
sintética

28
ID 135
sintética

29
ID 136
sintética

30
ID 137
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Nome da sequéncia: SEQ ID 137
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
tacacggcag gatccgggtt ctggatatt
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 29

Nome da sequéncia: SEQ
Descricdo da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 138
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:
ggagatatac atatgggtgt cactcagacc
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 30

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbées por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 139
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

60 -

sintética

ID 138

sintética

ID 139

sintética

cccaagctta gtctgctcta ccccaggcect cggce

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 34

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Codbdes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 140
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

ID 140

sintética

gccggcecatg gccaaacagg aggtgacgca gattcct

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 37

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 141

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia
<400> segmento de pré-sequéncia:

cttcttaaag aattcttaat taacctaggt tattaggaac tttctgggct ggggaag

<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 57

Nome da sequéncia: SEQ
Descricao da sequéncia:

ID 141

sintética

ID 142

29

30

34

37

57
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Codbes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 142

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tcacagcgcg caggctggtg tcactcagac cccaaa 36
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 36

Nome da sequéncia: SEQ ID 143
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 143

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

cgagagcccg tagaactgga cttg 24
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 24

Nome da sequéncia: SEQ ID 144
Descricao da sequéncia:

Codbdes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 144

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tctctcatta atgaatgctg gtgtcactca gacccc 36
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 36

Nome da sequéncia: SEQ ID 145
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 145

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética

<400> segmento de pré-sequéncia:

tagaaaccgg tggccaggca caccagtgtg g 31
<212> Tipo: DNA

<211> Comprimento: 31

Nome da sequéncia: SEQ ID 146
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda
Nome da sequéncia: SEQ ID 146
Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:
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atgcagaagg
roretcadct
totgggaaas.
aggtttacag
CAYCCTagLy
cagtttggag
gtgtaceage
gattcicaaa
gtgctagaca
tetgactity
cLgagooccag

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

Coddes por

aagtggagea
goactracag
geectgagtt

CaCagrrcaa

arycageeac

cagggacoca
tgagagacte
caaatgtgte
tgaggrctat
catgrgcaaa
aaagtteota

DNA

gaactetgga
tgaccgaggt
gataatgtec
tadageoage
ctacctetygt
ggregtygc
taaatceagt
acazagtaag
ggacttedag
cgecttcaac

3

621

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 147

162

cCoetcagty
teocagtoct
atitacrcca
cagrargttt
grogttacaa
accocagata
gacaagtcty
gattctgatyg
agcaacagty

aacagcatta

SEQ ID 147

<400> segmento de pré-sequéncia:

atgaacgctg
acartgeagt
ggeatyguge
gtococaatg
teggergete
gagogaccay
aacgrgrice
caadaggeoa
tagrgegtga
gagcageeeg
ac;tt;tggc
gagaargacy
gectgaggta

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

Coddes por

ticcagaggy
torLctgyta

atgotyacaa

crcrgeteat
ctgacagery
TCCAQAILCC
tctgeotatt
tgtatatrac
ctgtggectg

trccaglaga

Sequéncia sintética

ageeatrgee
cagacaatat
agaagatgga
tagagactes
gogygaaattg
tgacectgee
caccgatiye
agacaaarge
gagcaacaaa

CRCTLLOLLC

getgtcactca gaccecaaaa trocaggroe

gtgcccagga
tgaggctgat
getacaatgr
cotectagac
agcagractt
cacccgaggt
cactggigty
atgggaagga
coccteaatga
aggaccoecy
agtggaccea
gageagacta

DNA

tatgaaccat
tcatrtactea
CLCCAgAtea |
atctgtgrac
€ggIcCagee
cgergtottt
cotggeeaca
ggrgcacagt
ctccagatac
CaACLACTLE
ggatagggec
a

7411

Nome da sequéncia:
Descricdao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

SEQ ID 148

gaaracatgr
girggtgceg
ACCRCAZAQY
TtCTgtgeca
accaggeea
gagccatoag
ggcttctace
ggggtoctyca
getctgagca
cgotgteaag

aasccogtea

Tg3agacagy
cotggtatog
gtatcactga
attteccget
graguacggy
tggreacaga
aageagagat
coegaccacgt
cagaccoges
grcgectgag
tcoagrieta

cceagategt

SEQ ID 148

acagageaty
avaagaccea
Leaaggagaa
caggetgety
actagagaga
ggaccrgaaa
CLToCacact
guagetgage
goecoteasy

ggtetegoee

Cygagetetcyg

cagegoogay

60
120

380

240
300
360
420
480
540
500
860
720
741

60
120
180
240
300
350
420
480
540
600
621
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Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MOKEVEGNSG PLSVPEGATA SLNCTYSDRG SQSFEWYRQY SCKSPELIMS IYSNGDKEDG &0
RFTAGLNEAS QYVSfLIRDS QPSDSATYLC.&VTTDSWGKL QFGAGTQVVV TPDIGNPDPA 120
VYQLRDSKSS DKSVCLFTDF DSQTNVSOSK DSBVYITDEC VIDMRSMDFK SNSAVAWSNE 13ﬂ
SDFACANAFN NSIIPEDTFF PSPESS 206
<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 206
Nome da sequéncia: SEQ ID 149
Descricao da sequéncia:
Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:
MNAGVIQTPK FQVLKTGQSM TLOCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRUIHYS VGAGLTDQGE &0
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL-SAAFSQTSvY FCASRPGLAG GRPEQYFGPG TRLTVTEDLK 120
NVEPFPEVAVF EPSEAETISHT QKATLV&LAT.GFYPDHVELS NNVNGKEVHS'GVCTDPQPLK 180
EQPALNDSRY ALSSRLRVSA TFRQDERNHF RIQVOFYGLS ENDEWTQDRA KPVTQIVSAE 244
AWGRAD 246
<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 246
Nome da sequéncia: SEQ ID 150
Descrigao da sequéncia:
Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:
gtiaactacy teagotggca ortticagyy aaatgtucge ggaaccocta trrgtttatt &0
thicrasata cattcaaata tgtatooget Catgagacya taaccotgat saatgotica 1240
ataatatiga R_AaggaagE QLatQagiaEt toalcatiic cgrgtogooe ttattoocott 180G
TLEtQUgges TLELGUOTTC CTEttitige tcacccayya acoctggtya aagtaasaga 240
tgctyaagat cagttgggly cacgagltygdo ttacatdgaa ctggatotca acagoggiaa 300 -
garcortgag agtiticgoe oogaayaacyg ttctecaaty atgagoactt ttagagtict 360
gotatgtgge goggtattat cccgtytigd cgtogogeaa gagcaactog greyccgoat 420
acactattct cagaatgact tggtrtgagta cicaccagte acagaaaags atcriacgga 480
tggratgaca graagagaal tatgcagrol tgccataacce atgagtgata acacrgogge 540
Cagcttactt ctgacaatga tOQYagUace galggagera ACCgottitt tycacaacar 600
ggggyatcar graactoegoe Ttgatcgtty ggaaccggag ctgaatgaag ccataccaaa 6EG
cgacgagogt gacaccacya tgociglage aatgglaaca acgtrgogea sactattaac 720
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tggogaacta.
agttgoaggs
tggagoeggt
ctecogtate
Aragateget
ctcatatata
fagartgrat
AatTTLLLgLL
ARATCARAARY
Cctattaaags
ceactacgig
aatcggaace
gaaaggaagy
cgorgrgogt
atcraggiga
ttccaﬁtgag
ctgogrgtaa
cocggatcaag
ceaaatacty
cegeckacat
fogrgicrta
tgaacyoaay
tacctacage
tateeggtaa
geotggtate
tgatgeregt
tteetggoct
accctaggct
acaatkttcag
crattteasg
ateactogeg
cagtgttoca
grootecte
ctecaatygt

crtactctag
ceaciictge
gagcgtyggt
gtagrratct
gagataggtg
ctttagattg
azgcaaatat

aaatcagote

asxtagooogs
acgtggactc
aacgatcacc
ctaaagygag
gaagaaageg
aacgaccaca
agatcorty
£gteagacce
TCLGOEQOLT
ageraccaac
ttettetagt
agctegetet
cegggtigga
grtegtgeac
grgagctatg
grggcagggr
ttratagted
caggayggcy
Tttgetggee
tracactita
acaggadacsa
gagacagtea
ghecagecay
gagggageea
togracagac

gacasagaag

cttocrgyca
gereggeect

cregeggtat
acacgacggg

coteactyat

atttaccccg

rtaaattgra
attrirraac
gatagggttg
caacgtesaa
caaatcaagt
cgecegatit

aasggagogy

ceegecgege

Tgataatoec

cgtagaaaag
gralacasl’
tetttticeg
gtagecgtay
getaatecty
cteaagacya
acageocdge
agazagogec
CgnaacTAY
tgrcgggrit
gageotatgg
ttitgotaac
tgohtocyge
getatgacea
taargaaata
cLatggooea
tigectetct
s_tattotygy
atggaaggrt

- 164 -

acaatrasta
torggcrgge
catrgeagea

gagtcaggca

tadgeattyg
gttgataatc
aacgttaata
caataggoeg
agrgrrgtte
gugegaasaa
ttrttggggt
agagettgac
grgotagyec
ttaatgeges
atgaccasaa
at¢aaaggay
aazLCacegn
aaggtaaétg
ttaggeeane
Ttactagtyy
tagiiaceyy
t1ogagrgaa

acgetteoeg

gagegeacya
CHoeacctoy
aaaaacglla
atgtaatgig
Tegtargleg
tgatrtacgoec
cetattgecy
gaaggaﬁgtg
caactgeact
gasaagedes

tacageacag

gactggatgg
tggtEratiy
cigauaclag
actatggaty
taacryreay
agalaapeec
trtgrtaaa
aaatcggeaa
cagrrrggaa
cegretatea
cgaggtgccg
ggggaaagey
getggeaagy
getacayges
tecottaacy
cricttgaga
taccageagt
gettcageag
actteaxgaa
cLycrgecay
ataaggegca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagettec
gactrgagey
gcaacgogge
agttagetea
tgtggaarty
aageracgra
acggeagoey
gagcagaact
racagtgace
gagtrgataa
ctcaataaag

aggtggataa 
crgagaaate
atggraagoe
ascgasatag
accaagrita

CARIABCAGY

atrogegrta

aarcccttat
caagagreca
gggcgatgge
tazageacta
aacgtggoga
grageoggtea
gcgraasagg
tgageitteg
TCELLLLLLL
ggritgtity
agegeagata
Lrotgtagea
tggcgatasy
grggrogyge
cgaactgaga
ggcggacagg
aggoggaaac
Togatttreg
crrtttacag
cteatiagge
tgagegoata
taataatatt
ciggattgtt
ctggaccect
gaggticcca
tgtecatata

ceagocagta

80
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

- 2160

2220
2280
2340
2480
2460
2520
2580
2640
2760
2760
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tgLLtetoty
tat&&ﬁtéaﬁ
agatatccan
gretgretge
tgatgtgrat
cagrgetgty

Lattarecga .

taagaattey

trgttecttt

teetgasgac
tgtoctggta
ctggtateac
aggatiteee
CeAYTRYYCe
tcacggteac
cagaagéaga
apceegacea
geacagaces
geageogeet
aagrecagey
teacccagat
atcaccatca
Tractaacgt
tytgyaatec
gogticcrat
£Lgagegtyg
ttocgogeta

accoogoraa

agaataatag

azggeartga
atgacgorta

arccattegt

ctggeggeag
gcggrterga

crcateagag
agrtgggyga
azcecrgace
crattoacey
atcacagaca
geetggagea
gaagacacer
ttaagaagoa
crattcicac
aggacagage
tegacaAgac
tgaccaagga
goreaggcty
gagacragey
agaggacety
gatcteocac
cgrggagety
geageeeete
gagggtcteg
ctacggoote
cgtragogee
teactagact
ctguadsgac
Tacaggogrt
toggrttoct
cggrctgag
Tacrratate
toetaatocy
gtrergaaat
coeegtraaa
crggaacyt
ttgtgaatrat
cretggtyat
gagtggeggc

actoooageo
aattgoagre
ctgecgtyta
atttrgatte
aatgegtget
acaaatcrga
LOLICOCCag
gatatacata
agcgegeagy
atgacactge
coaggcatag
gaagtoooca
ctgtogycty
ggagggcgac
Adaaacytgt
accrasaang
agctoytagg
aaggagoage
goéacotter
teggagasty
gaggeetagy
gtigaaagtt
gacaaaactt
gtagerigra
arcectgaaa
gorggegnta
aacecototeg
TLLETLRagg
aggcagyngy
aﬁttattgcc
alatrcagay
caaggocast
ggttciggty
tetgagggag

165 -

cagrgattca
tggagcagyg
ccagctgaga
tCasacadat
agacatgagy
ctitgoatgt
cccagaaagt
tgaaaaaatt
ctggrgreac
agtgtgceca
gactgagget
atggctacaa
crooctooca
cagageagta
tercaccoga
ccacactggt
Tgaataggaa
cegooctcaa
ggraggacec
acgagtagac
gragageaga
gtttagcasa
ragarcgrta
ctggrgacga
atgaggytygg
Ctaaacctod
acggcactta
agrcicagec
cattaactyt
agtacactce
actgegeree
cgretgacet
geggetetyga
geggrocgy

geeacctace
atocaggtLy
gactctasat
gtotcacaaa
rotatggacy
gtaaacgect
tCetaarasc
attattcgea
tcagacceea
ggatatgaac
gaticattac
tgterocaga
gaﬁatttgtg
ctieggacey
ggtogetgty
gtgcotggec
ggagglgcac
rgactoecaga
cLgcaaceac
ceaggatagg
cgeggeegea
accecataca
cgcraactar
aactcagtgt
tagctctgag
tgagtacggt
recgectggt
tcttaatact
tratacaaoe
tgtatcatea
CCRttotgne
gecteascey
gagtggtgge
tggtgactet

tetgtygeegt
tggleaccoe
ccagtgacaa
gtaaggartc
tcaagageaa
teaacaacag
craggrtaat
attectttag
azattolagy
catgaataca
teagttgaty
teaaccacay
tacttctatg
ggcaﬁaaégc
titgageoat
acaggetiat
agtggggtct
tacgetetga
tEoogetyte
gocaaaccoy
Totagacate
gaaaaticat
2aGgetTgLC
tacggracat
ggrggeagty
gatacacita
actgageaas
Tteatgrite
actgttacte
aaageeargt
Treaatylge
cetgtoaaty
toxganggty
ggttceggty

2820
2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4030

. 4140

4200
4260
4320
4380
4449
4500
4560
4620
4680
4740
4800
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artytgatta
aaaacgegel
ctgetatega
gtgattttge
taatgaataa
ttgtottag
tecgtggtat
ttgctaécat
tgagtcgtat
tacccaactt
guccegrace
ttagtaataa

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

Coddes por

tgaaaagatg
acagtctgac
tggtrrcatt
rggotctaax
tttecgtcaa
cgetggtaaa
ctttgegttt
Actgogtaat
tacggactgy
aatcgecteg
gategeeett
agoeogottc

DNA

gradacgoera
gotaaaggea
ggrgacgttt
teonaaateg
tatttadctt
ceatatgaat
ctittatatg
aagyagrert
cegrogrity
cageacatee
cccascagtt

gQegggettt

5495

Nome da sequéncia:
Descrigao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 151

166

ataagagugc
aactigarsc
ceggecttge
Ctcaagtogg
cecticctaa
TTtctattga
ttgecacett
aaraaggtac
scaacgtegt
ceotttegec
gtgeageoty
E A4 AY

SEQ ID 151

<400> segmento de pré-sequéncia:

agrtgcagey
CAgAICTTCTY
agrgaccgay
trgataatgt
darazagecd
AnCtALCLCT
capgrtgtog
aacgetggty
cigoagtgty
ataggactga
cecaatgget
getgoreest
Lgaccagage
gtatteccac
ARGGCEACAL

rgugtgaaty

zatacgacte
gacgectoayg
gtecoecaghe
cratatacte
goeagtatgt
gtgocgttac
tﬁatﬁggtgg
TCACTOAgac
cecaggatat
ggctgatica
acastgrete
rocagacate
agtacticgy
cegagatoge
tggrgtgeet
pgasggaget

acrataggaa
tgtrocagag
crrerretag
caatggtoac
ttetetgote
FACTYACAGE
aggogottea
Tecaazatte
gaaccatgan
tractoagty
cagarcaace

Tgtgtactie
JCCHYGLILT

igtgtttgag

QYT CALIYYC
[racagteug

CAGHTCICCR
ggagecattg
tacagacaat
gaagagaty
AtCagagact
tgggogaaat
ggragagata
caggtectga
tacatgroct
guractonta
acagaggatt
tgtgccagea
aggcteacgy
coatcagaag
TECTICOLey

gtoagratan

tatgaccgaa
tgtegotact
taatggtaat
tgacggtyat
atcggtrgaa
ttgtgacaaa
tatgtatgta
tetetagtea
gactgggaaa
agctggogta
aatggcgaat

Sequéncia sintética

LHRECCAnad
LorcteTcas
attorougas
gaagytirac
CRCARPECCAR
tgcagttigy
gateoguogy
agacsHygacs
gytategacs
tEactgaces
togogetaay
guccgggact
teacagagns
cRHg_/GALLEC
accacgtogy
ACTLHLAGET

aatgeegaty
gattacqgytyg
gorgortaceyg
aarteacctt
tgtogeoott
ataaacttat
ttttcracgt

aggectatag -

acccrggegt

atagogaaga
ggcgcttege

ggasgtggag
CEQLEcTTac
FAgroctgag
ageacagore
rTgatraagee
agraggoace
rgacggatey
gageatgaca

AGACCCIGYE ...

aggagaagec
gergctatog
agegggaguy
COEgARRAAL
cracaccoaa
gotgagetay
LELCasgyan

4850
4920
4980
5640
5100
5160
5224
5286
5340
5400
3460
5495

&0
124
180
240
300
360
420
480
540
800

660

720
FRG
840
00
560
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Lot i Lal s
tretggcagy
aatgacgagt
tggggtagag
gactacgaga

groadaadga
<212> Tipo:

<211> Comprimento:

Codbes por

teaatgactc cagatacglt

aﬁﬁﬁ(ﬁgﬁ&& efacreoige

ggacccagga tagggecaaa
cagacggtay aggcgattea
AACACARANT CLICGLCLGT

gortdaadog Cygagagiaa

DNA

1303

Nome da sequéncia:
Descrigao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:

NEGKEVEQNS
GEFTAGLNKA
SEGGESNAGY
TROGEVPNGY
TEDLRNVFPP
POPLKEQPAL
IVSAEAWGRA

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SYVSLLIRD

GPLSVPEGAT

TQTPRFOVLK
NVSRETTEDF
EVAVFEPSEA
ROSRYALSSR
BGGLESLEST

PRT

SEQ ID 152

146

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

- 167

TTgaQlager goorgagyyt cuocggocacs
tgtcaagtes AQLLLtacyy gototengag
CCOQLEAtes agatcgtedg Cgoegaggee
croaglagea cootgatget gagosasgea

gaagrcaces atcaggucct gagttcogeco

TRAIHAITLLE Cag

SEQ ID 152

SEQ ID 153

<400> segmento de pré-sequéncia:

ctgottioce
gaatctgeag
agatttatgt
ttataactit
aacgeegtaa
gacttotagt
aggaacTere
atacaccgeg
tgataagagt
cgtactgtca

ggagcactat
tecaccgtga
aagttiatac
tteogtetea
aacggaagga
gaacccacgt
2233907999
ccataatagg
crractgaac
ttetettaat

geggataaaa
asgageocett
ataggcgagt
tactcataag
casaazcgag
getcaccoaa
cttcttgcaa
geatasctge
caacteatga

aTgtoacgac

araiccaatt
tacacgogen
actectgttat
Trgtaaagge
tgggtertty
tgrageriga
aaggrracta
ggocoegtict
gtggtcagrg
ggrattgygta

Sequéncia sintética

Sequéncia sintética

acagtactat
trggggataa
taggactatt
acagogggasa
cgaccactrt
rcragagttg
cregtgaaaa
cgttgageca
tertrtegta

cteactateg

ASLNCTYSDR GSQSFFWYRQ YSGKSPELIM SIYSNGDRED
SPQBSATYLC AVTTDSWGKL. QFGAG%QVVV TEHGGEGEGE
TGOSMTLGCA QUMNEEYMSH YRODPGRHGLR LYHYSVGAGY
PLRLLSAAPS QTSVYFCASR PGLAGGRPEQ YFGPGTRLTV
ETSHTOQKATL VOLATGRYPD HVELSWWYNG KEVHSGYSTD
LRVSATFUQD PRNHFROGVQ FYGLSESDEW TODRAKPVTQ
LTLSKADYEX HKVYACEVTH QGLSSPVTKS FNRGES

tattaccaaa
acaaataaaa
tacgaagtra
taagggaaaa
catLticrae
Tegeeattey
trteaagacy
gcggcgtatg
gaatgeetac

tgacgecgot

G20
1ost
1140
1200
1268
1303

&0
120
180
240
300
360
416

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
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tgaatgaaga
cecragtaca
tgetegeact
cgctrgatga
FacCgTCCTE
croggeact
gggratagea
tetagegacy
gtataratga
aggaddsact
gretggggca
cgacgaacyt
atgattgaga
asgatcacat
agugagacga
ceaaccrgag
geacgratat
tegatactot
ggreccagec
tatcaggaca
Ceeeegeete
cgaccggaaa
aatggcggaa
gteacteget
getaagtaat
tgcgttaatt
geecgagoata
tggtactaat
aggggeceat
gagaccgeaa
-ategetteLe
cgeggacac
gtgagagtca
tgggegacty

ctgtegerag
tigagougas
gtyggegotac
atgagatiga
tgaagacgeg
cgeaccoaga
tcaatagaty
ctatccacgy
aatcraacta
attagagtac
tcttttctay
TLOrTToeLt
aaaaggettc
cggcatcaét
ttaggacaat
ttetgetate
cgggregaac
Tregeggtge
trgtoctete
geecaaageg
guataccitt
acgagtgtac
acteactega
certogeett
tacgrogace
acacteaaic
cadracacet
gegaticgac
ggoregaget
togottgaat
cgagegtyyc
gocataaasg
tgttagacga
cggggacty

cLtectggct
Crageaced
ggacatcgit
agggcegtiy
agoogggaag
gegoeatagt
tgetgoeect
agtgaétaag
aattitgaayg
tgottLtagg
grecctagaa
gotogeyaty
cartgaccga
ceaatygtoa
ggtcaccgac
aatggoctat
CECQLETaCt
gaaggactte
gegtgetoce
gtggagactg
Trgegetent
AAgaIagygac
oratggegan
CLegeygett
gtgorgteca
gagtgagtas
raacactege
gregattaty
taaﬁtgacng
ragcggascy
Tagrgggaag
aggaatgogt
gactacggoy
coogaacaga

- 168 -

tectegatiy
ttggectega
accgtegity
ttaattatcy
googacogac
aacgtogtga
cagreogty
togtasecay
tagaaattas
gaatigeact
gaactotagg
groegeeacea
agtegrotog
agtrettgag
gacggtcace
teegegtege
gaatgtgyct
geietticeg
togaaggted
aactegeage
tqcoccggaa
gcaatagggy
Lggegteygge
atgcgthQQ
aagggctgac
recegtygget
Crattytiaa
Crgagtaata
geagcaaast
tegrogtagag
ggrigteaac
dgacacgica
tatcaavtog
cgagygecgt

£rggcagagg coctogacgt acacagicld caaaagtgge

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

DNA

2699

gegaaaasac
ctracticgg
caacgegttt
gaccraccyc
caaataacga
ceeeggreta
atacciactt
tygacagtoty
attitcctag
casdageaag
aaaaaaagéc
Facaaacqgc
cytctatggt
acatcgtgge
geratteage
cagtecgact
tgattétatg
cotgtecata
coetttgogy
tagagacact
Jaatgeeaag
actaagacac
Trgerggete
Cguagagyayg
crrtegecey
ccgaaatglg
agtgtgtoet
toottgioeg
gttgcageac
goRaBECYYT
gqgtcggact
tazagtgteg
greggagcty
aggogaztgy

agtagtagct

grgtegracs
tatggeitye
garzartgac
cgoctattte
ctatttagac
ccattoggga
geritatorg
gticasatga

atccacttet

_grgactcgea

gegeattaga
ctagticteg
ttatgacagg
ggatglatgg
acagaatyyc
TECLCoCeas
gatgtogeac
gaecattege
accatagaas
acgageagtc
gaceqgazas
ctattgyear
gegtogetea
CQCgCaaccy

TeACTCgogt

aaatacgaag

trgtegatac
gtggtacecy
tgacectttt
cgaccgeatt
tacecgettac
cgtataccac
ToggCoattg

ctgtrogaca -

ttgcgeget

660

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
2640

2699
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Coddes por

Nome da s

equéncia:

- 169 -

SEQ ID 154

Descricgao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 154

<400> segmento de pré-sequéncia:

ceatgggeca
ttgectotcr
aarattctgg
atggaaggtt
acteocagee
aattgragtt
gtggatecgg
TYaaYACANG
cctggtateg
gratcactga
atticeocget
geaguccegg
cggteacaga
aagcagagat
cogaceacgt
cagaccogea
goegectgag
tecagttcta
cecagategt
geaccotgac
cceateagyy
tc
<212> Tipo:

<211> Comprimento:

Coddes por

gaaggaagtg
Camctgeact
gaanageect
tacagcacag
cagtgattea
tggageaggg
€gatgocegs
acagagcatg
ACARGRCCTA
ccaaggagaa
caggetgerg
actageggga
guacctgaaa
CTLCLacace
ggagctgage
geeceteaag
ggtereggee
€gogCtCteq
£agcgregag

gagcagaact
tacagtgace
gagrigataa
crcaatazag
gccacctact
acceagytty
togaacgety
acactgcagt
9gCatygeec
grocccaatg
TCggergote
gagcgaccay
aacgtgtrec
cazaaggeca
tggtgggtoa
gagrageocy
accrietgge
gagaatgacg
goctggngta

ctogaceeet
gaggrtccca
tgtecatata
ccagecagta
tetgrgoogt
tggtcacegy
grgteactea
gtgcccagga
tgaggctgat
gctacaatgt
CCTCOCAgAS
agcagtacrt
caccegaggt
ractyggtatg
atgggaagga
coctcaatga
aggaceecey
agrggaccca
gageagacgy

gotgageaaa geagactacy agasacacaa

CCTYAgTICH Cocgrcacaa agageiteaa

DNA
12

Nome da s

62

equéncia:

SEQ ID 155

Descricao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SE

Q ID 155

<400> segmento de pré-sequéncia:

Sequéncia sintética

cagrgrrecy
gtecrtette
ctecaatggt
Tgtiictctg
tacaacrgac
tggaggegagt
gacccraaan
tatgaaccat
Teattactea
crocagatea
atctgtgtac
€G9geeagge
cgetotgtet
colggecaca
ggtgcacagt
ctecagatac
cazccactts
guatagggec
tggaggagr
agreracgec

ccgeggagag

Sequéncia sintética

gaggpageea
tggtacagac
gacaaagaag
ClLcatcagag
agctggagoa
tcaggcggag
ttecaggtec
gaatacatgt
griggtactg
accacagagy
Ttctgtgoca
accaggetea
gageeateag
gactictace
gagytcagea
getctgagea
cgetgtcaag
@aaccegrea
Teactocagoa
tgcgaagrea

tcataagaat

&0
120
180 .
240
300
360
420
480
540
580
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1262



PE1558643

gerggtgtca
cagtgrgeee
gggctgagge
aatgoctaca
geLecctece
ccagageagt
treccaceeg
groacactyg
gtgaatgeya
ccegeectea
tggeaggace
gaLgagrgga
ggtagagcag

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

CTCagacces
aggatatgaa
tgattcatta
atgterecag
agacatcrgt
actregggee

aggregetgt

tgtgectgge
aggaggtgea
argactecag
ceegoaacca
cecaggatag
ac

DNA

azaattccag
ceatgaatac
cteagttogt
atcaaccaca
gractrotgt
gugeaccagy
qttigagecca
cacaggette
cagtggagte
atacgototyg
crtocgoetge
ggoecadacee

732

Nome da sequéncia:
Descrigao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 156

- 170 -

gtcctgaaga
atgtectggt
gctggtatea
gagyatttcc
geeageagge
cteacggtea
teagaageag
tﬂCECCgaCC
tgracagace
agcageogec
caagtecagy

gteacccaga

SEQ ID 156

<400> segmento de pré-sequéncia:

caggacagag
atcgacaaga
ctgaccaagy
cgeteagget
cgggactage
cagaggacct
agaterceca
acgtggaget
cgeageeect
tgagggtete
teLacggect
tegtoagege

Sequéncia sintética

catgacacty
ceeaggeaty
agaagteoce
gergtegget
gggaggytga
gaaasacyty
catccaaaag

gageragteg

caaggageag
ggceacctte
cicggagaat

cgaggectgy

AGVTOTPEFG VLETGOSMTL GCAGUMNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG AGITDQGEVR
NGYNVSRSTT EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASRPGLAGGX PEQYFGPGTR LTVTEDLKNY

FPPEVAVFEP SEAEISHTOK ATLVCLATGF YPDHVELSWW VNGKREVHSGY CTDPUPLKEQ
P&LﬁDSRYAL SSELRVSATF WOQDPRNHFRC QVQFYGLSEN DEWTQDRAKP VTOQIVSAEAW

GRAD

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

PRT

244

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia:

SEQ ID 157:
<221> Caracteristica chave:

<222> localizacao a partir de:

<222> Localizacao até:

Outra

244

informagao:

codificado por um codao opal,

triptofano

SEQ ID 157

x significa um residuo de aminoacido
este é normalmente traduzidp como um

"misc_feature"
1

Liga sequéncia codificadora: N&o

80
120
180
240
300
360
420
480
540
500
660
720
732

B0
120
180
240
244
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Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:

gerggratca
tagtgtaces
gagctgagge
aatggotaca
getoooctoee
tcagageagt
treccaceed
gecacactyy
gtgaatggga
ceegecetea
tggcaggace
gacgagtgga
ggtaQaQC&Q

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

Coddes por

cteagacees
aggatatgaa
tgarteatta
agygtotocag
agacatcige
acttegggec
aggregergy
Tgtgretgoc
aggaggrgca
argacteeag
€CCELaacca
cooaggatag
&L

DNA

aaaartceay
ccatygaatac
ctcagttggt
atcaaccaca
gracrretgt
gggraccagy
gretgageca
cacaggette
cagtggggtc
aracgereey
cttccgetgt

ggroaaacec

732

Nome da sequéncia:
Descrigao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 158

- 171 -

grectgaaga
atgteetggt
getggtatca
gaggatttce
geeageagge
ctcacggtea
Tcagaageoag
taccoegace
tgeacagace
ageageogee
caagtocagt

gitacccaga

SEQ ID 158

<400> segmento de pré-sequéncia:

goLGYTGLCa CLCAGACLEE

cagtgtyeoe aggatatgaa

gagcrgayee
aatggeraca
getoeereec
ccagageagt
troceaccey
gecacactag
gtyaatggga
ccegeectea
tggcaggact
gacgagtgga
ggtagageag

Tgatteatta
atgrecteeay
agacatorgt
acreeggycc
aggregetgt
tgtgoctgge
aggaggrgca
dtgactccag
TCCHCAACC
cocaggatay
actaagcttg

a3t

aaaattccag gtoctgaags
ceatgaatac atgtectogtr
crcagttoge getggratea
ateaaccaca gaggattice
gtacttctgﬁ goetegagge
gggraccagy croacggrea
grrrgagoed teagaagesg
CaCCggtite tacegcgace
cagrgggygte tgcacagacc
atacgctety ageagecgee
cttecootgt caagtcéagt

Sequéncia sintética

<aggacagag
atcgacaans
Ltgaccaagy
€gereagact
cgggactage
cagaggacct
dgatctecea
acgtggaget
cgeageegct
tgagggtote
totacgyget
LCgLeagoae

Sequéncia sintética

caggacagag
atcgacasga
ctgaccasgg
cgcteagget
cgyggyctgat
Cagagéacct
agatctreca
acgtggaget
cgcagoeecy
tgagggtete
teTacggyet

ggccaaacce greacecaga togtoagege

catgacacty
cccaggcaty
agaagtecer
gergtogoct
gggagggiya
gaaaaacglg
Cacceanaag
gageLgntgy
caaggageag
ggecacette
cteggagaat
cgagacctag

catgacacty
cccaggeaty
agaagroooe
grtgtogont
gagtgoogaa
fasazacgty
caccoaaaag
gagrrggtag
caagyageay
gaccacotc
Croggagaat
cgaggectgy

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
660
720
732

60
120
180
40
300

360

420

480

340
600
660
720
745
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<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 745

Nome da sequéncia: SEQ ID 159
Descricdo da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia: SEQ ID 159

Sequéncia

<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MNAGVTQTPK FQVLKTGQSM TLQUAGDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNEYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASHPGLMS ADPEQYFGPG TRLTVYEDLK
NYFPPEVAVF EPSEAEISHT QRATLVCLAT GFYPOHVELS WWVNGKEVHS GVCTRRGMLK
EQPALNDSRY ALSSRLRVSA TFWQDPRNHF RCQVQFYGLS ENDEWTQDRA KPVTQIVSAE

AWGRAD

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 246

Nome da sequéncia: SEQ ID 160
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

AGVTQTPKFD VLKXTGQSMYL QCAQDMNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG AGITDQGEVR
NGYNVSRETT EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASRPGLMSAQ PEQYFGPGTR LTVYEDLKNY
FPPEVAVFER SEAEISHTOX ATLVCLATGF YPOHVELSWW VRGKEVHSGY CTDPQPLKEQ
PALNDSRYAL SSRLRVSATF WQDPRNHFRC QVOFYGLSEN DEWTGDRAXP VTQIVSAEAW |

GRAD

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 244

Nome da sequéncia: SEQ ID 161
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

60
120
180
240
246

120
180
240
244
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atgcaggagy
ctcaactgea
gggaaaggtc
agactiaaty
cageetggty
atacctacat
corgeegtyt
gattttgatt
aaatgrgryc
aacaaatctg

tigrtoeeca

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

Coddes por

THRCACAGAT
grttcactga
tcacatctc;
cetegetgga
acteagecac
ttggaagagy
accagetgag
crcaAaTIa
tagacatgag
acttrgeaty

goccagaaag

DNA

TCETgCaget
tagogotaty
grigottatx
taaatcatca
ctaccictagt
aaccagtctt
agactcraaa
tgtatcacaa
gtctatggac
tgcaaacgec

tteetaa

627

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 162

- 173 -

crgagrgted
tagaacctes
cagrcaagec
ggacgtagta
gergtaggc
atigticatc,
ttcagtgaca
agtaaggatt
ttcaagagea
trcaacaaca

SEQ ID 162

<400> segmento de pré-sequéncia:

atgagtgtea
. gagrgrgect
9gyctoagyc
aatggcraca
gereecteee
crgttiittg
Cﬂcgaggtcg
ctggtgtace
9ggaageaga
ctcaatgack
gaccecegea
tggacceagy
gcagactaa

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

Coddes por

Creagagecc
aggatatgaa
tgattcatta
atgrtotecag
agacateige
gagazggeic
ctytgrttga
tggocacagy
tgcacagtgy
ccagatacge
accactteey

ataggoocasa

DNA

aaaatreeag
ccatgaatac
creagttygt
attaaccaca
gtacttetgt
taggetgace
gceatcagaa
cercraceee
ggtcrgoaca
totgageage

crgteaagte

gtocotgaaga
atgtcotggt
gerogtatea
gaggatrece
geeageagre
gtactggagy
gcagagatct
gaccacgtay
gaACCCYCAge
cgeectgaggy
cagtrctacg

cagaaggaga
agragttvay
agagagagea
ctrtatacat
CCACATCANS
cgtatateca
agtcrgtety
crgargtgra
acagtgergt
geattattce

Sequéncia sintética

caggacagag
étcgacaaga
ctgaccaagy
€geteagger
acgtegggaa
accrgaaaaa
cocaraccsa
agetgagery
£eetLaagga
tctogygeeac
ggeretagga

acccgteace cagategtea gegeegagoe

729

Nome da sequéncia:
Descrigao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

SEQ ID 163

SEQ ID 163

aaacriggtt
geaggacoct
aacaagtgga
tgcagotrct
aggaagetac
gaaccctgas
coraticace
tatcacagac
ggcerggage
agaagacace

catgacactg
cocaggeatg
agaagteoce
getgtegget
caccggyay
cgrortecea
3aaggccaca
gtgggtgaat
gcageooged
crretggeay
gaatgacgag
crygugtaga

60
120
180
240
300
igo
420
4B0
540
§00
827

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
724
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Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MOQEVTQIPAA L3VPEGENLY LNCSFTDSAT YNLQWFRODF GKGLTSLLLI O5SQREQTSG
RLNASLDKSS GRSTLYIAAS QPGRSATYLC AVRPTSGGSY IPTFOGRGTSL IVHPYIOQMPD
FAVYOLRDSK SSOKSVCLFT DFEDSQTNVSQ sxbsavvan KCVLDMREMD FKSNSAVAWS
NKSDFACANA FUNSIIPEDY FFPSPESS |

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 208

Nome da sequéncia: SEQ ID 164
Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MGVTOQTPKFQ VLKTGRSMTL QCAQDMRNHEY MSWYRQDPGM GLRLIHYSVG AGITDQGEVP
NGYNVSRSTYT EDFPLRLLSA APSQTSVYFC ASSYVGNTGE LFFGEGSRLY VLEDLKNVEP
PEVAVFEPSE AEISHYQKAT LVCLATGFYP DHVELSWWYN GKEVHSGYCY DPOPLKEQPA
LNDSRYALSS RLRVSATFWG ﬂPRHHFRCQV-QFVELSEﬁ&E WTQDRAKPVT QIVSAEAWGR
AD

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 242

Nome da sequéncia: SEQ ID 165
Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

&0
120

130

208

120
180
240
242
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tioctggoct
RAACHACCYY
ttacarttta
acgaaggeig
getatgacca
tgattacgee
TILGatgeat
atggeagery
gaccraacaa
crgcageet
gagtgteeca
crtectottt
tggtitaggc
teetgggaces
caagtygaag
actitaatgee
agegacctat
tcagccécct
tagagacacy
ccageettat
tottoatoeg
atataggutcet
tergtetgce
atasgtgdct
TRacagacaa

atgtgtgcta

TTLgotgece
aaaacgagty
tgerrccgee
agcatacaac
acagotriaac
aagetacgta
gaat-tcata g
crggaregry
taatgagege
COgaregycs
ga3993gaaa
tyaaccaaga
aggACLLtyy
ctttccagag
tgtagagaca
Togoetggata
ttagtagtoe
acctorgtge
Acacteeyuy
tgtagtecte
tatatccaga
tgggectagg
tattcaccga
aaaacraaga
gritgtitac
gacatgagyt

trttgotcac
tacattacac
tcgtatgttg
tgtagaatty
acregectat
ctraagrart
garaaaglrc
atraciegey
gooeageeyy
ggtaccggrt
acerggrtet
gttgacgtca
gaaaggtore
acatcroegy
ACgaataagt
aatcateagy
rgearcatga
tgtgagoece
acatcaggag
cttegatgta
aceggatee
acggcacaty
TrLtgartct
£aaacaaatg
acagtgtttc
ctatggactt

- 175 -

atgraatgty
teaategage
gagraatcceg
tgagcggats
tgtraaagtg
ctatttcaag
cretgteagt
diracretar
ceatggesaa
tgtcetocac
caactgcaygt
aagrgactar

cgegataaat

gorratica

cagrteagte
acgragtact
aatatgtaac
grtegaagagt
gaagrtacar
tggatgtaaa
tgccgtgtéc
gtegactote
tgagatttag
tgtcacaaay
attectaaga
caagagcaac

agtragetca
cteattagge
tgggatecga
acaattteac
tgtecttige
gagacagtea
taatgaaata
ggataacgga
Acaggaggrg
tgcgtoraag
ttcaetgats
gcgeeattea
grrggaggrc
gtoaagteag
etcragrtt
tratacattg
cagerictea
cggaccactg
accracatrt
cotictoctt
cagergagag
actctaaate
gteacrgeye
taaggattct
ctacacatat
agtgctgtag

aaggacegea
accceagget
aatgtgaaat
acaggaaaca
cgatacrgyt
actaatgegy
cotategect
Tgregogel
acgcagatye
gacgrogaga
c1cacaggge
caaccrocag
accaaatecy
agagageaaa
gttcacette
tRAATLRCYY
gectggtgac
agrcggtaga
ggaagaggaa
gotcggaata

ataagtagge

cagtgacaag
agacagacygg
gatgtgtata
agtgtetatt
tacacacgat

120
180
240
300
360
420
480
540
660
£60
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
ino
1380
1440
1500
1560
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ctgtacteca gatacctgaa gricrogity toacgacace cotggageaa caaatctgac 1620
Trtgeatgty caaacgcCil Caacaacage ggaccicgit gritagacty aaacgtacac 1680
gtttgeggaa grigttgtcg attattccag aagacagclt cttecocage ccagaaagrt 1740
cCtaataacc taataaggrc tictgtggas gaaggogteg ggtétttcaa ggattattgy 1800
taggttaatt aagaatictt taagaagggg atatacatat gaaasaaatta atccaattas 1860
tEcttaagaa artgLLocoe tatatgtata cttttttaat ttattcgeaa ttootttagt 1820
Tgitcettic tattctcaca gegcgcagge aataagogtt aaggaaatea acaaggaaag 1980
ataagagtgt Cgogootocg tggtgtcact cagaceccaa asttocaggt cotgaagaca 2040
ggacagagea accacagrga gtotgoggtt ttaaggteca ggacttotge ccrgretegt - 2100
tgatactgca gtgtgeocag gatatgaacc atgaatacat gtociggrat actgtgacge 2160
Cacacgggie Ctatactigg tacttatgla caggaccata cgacaagads caggoatgay 2220
getgagaetg attcattact cagtigotgo gctgttctgg grocgtases Cgactocgac 2280
taagraatga gtcaaccacg tgotatcact gaccasggag asgtooccaa tggotacaat 2340
gECTotagat accatagtga Ctguticcts LLCagogett docgatgtta cagaggicta 2406
ﬂaaccataga.ggatttc¢¢§ cteagyetge tgtoggerge toocteccag grrggtgict 2460
COTARIGYYC HAQTCCgACH ACAGULgacy agypapggie acatotgrgr actrotgtge ‘ 2520
cagtagttac grogggaaca coggggaget tgtagacaca tgaagaﬁaﬂg'gtcgtcaatg 2580
cageoorigt ggccﬁctcga grrtritgga gaagyotota ggetgaccgt actggaggac 2640
Ctgadaaacy caaaaaacet crtocgagat cogactgoea tgacciooty gactitrtge 2700
tgttcccacc £gaggteget gratthgage Carcagaage agagatctce acaagugryg 2780
gttccégcga cacaaacteg gragrertoy tototagagy cacacccaaa aggeocacact 2820
gotgtgecty gocacagget totacocoga gtgtougttt tccggtgtga ceacacggac 2880
cggrotecga agatggouct ccacgtggag ctgagetggt ggatgaatgy gaapgaggtg 2944
Cacagtgguy getgoacctc gactogacca cocacttace Cricciacac grgraacece 30080
tetgoacaga COCgCagoes CLaagyage agecogooet Caatgacice agacytytet 3060
gaucgtegog gagttoctog tCgQgcgggs grlactgags agatatgltl tgagoagog 3326
CCLGagggLe togUccacct totggeagya totatygegag actoegogge ggactoccag 3180
aéccggtgga agaccghoct coocogeaac cacrtooget gicaagtoca gttotacyyg 3240
ctetoggaga ggogocgrig gtoiagoega cagttcaggt £a3AGAtYCCC gagagootct 3300
atgacgagty gacCcCcAggat augoccazac cogroaceca gatogtoage tactgotoad 3360
ctoogtceta toccgottty ggeagtgagt ctagoagreyg CCgaguect ggggragage 3424
AgRCGegeee geacggetes ggaétccatt tegtetgoge cggegt ' 3466
<212> Tipo: DNA
<211> Comprimento: 3466

Nome da sequéncia: SEQ ID 166
Descricdo da sequéncia:
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Coddes por

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

SEQ ID 166

- 177 -

<400> segmento de pré-sequéncia:

KYLLPTAAAG
POKGLYSLLL
YIPTFGRGTS
DKCVLOMRSM
VPEYSHSAQA
GITDQGEVPN
LEOLKNVFPP
POPLKEQPAL
TVSAEAWGRA

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

Sequéncia

<213> nome do organismo:

LLLLAAQPAM
IQSSQREQTS
LIVHPYIQNP
DFKSNSAVAW
GVTQTPKFQY
GYNVSRSTTE
EVAVFEPSEA
NDSRYALSSR
DAAA

PRT

AKQEVTQIPA ALSYPEGENL VLNCSFTDSA
GRLNASLDKS SGRSTLYTAA SUPGDSATYL
DPAVYGLRDS KSSDKSVCLF TOFDSQTNVS
SNKSDFACAN AFNNSIIPED TFEPSPESSM
LKTGQSMTLA CAQDMNHEYM SWYRQDPGMS
DEPLRELSAA PSQTSVYECA SSYVGNTGEL
EXSHTQKATL VCLATGFYPD HVELSWWVNG
LRVSATFWQD PRNHFRCQVQ FYGLSENDEW TQDRAKPVTQ

494

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

SEQ ID 167

<400> segmento de pré-sequéncia:

ggatccatgg
agegeteagy
crgaarectyg
gtggatatgy
tttgaggcte
acaaageget
aacageety
ceagcagtyg
gagacagter
ctgeecteas
CTrotLaage
gatggaggrc
gegttgraga
geagcttacy
cargagtagy

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

ceataaglyy
aatcatgoac
accaatcagy
gaaagaagga
aaggtgcartt
ceaactatac
togaactgag
tcaatgreac

tcotgoceag

ctgagygacgr -

acrgggagrt
tgactgatac
cogagatige
gatctagtoy
atce

DNA

agteectgtg
tatcaaagaa
cgagtttatg
gacggtctgy
gotcaacata
teegatcace
agagcecaac
gtggcrtoga
ggaagaccac
ttacgactge
tgatgoteca
acrccaageg
caatctacty
tggtctgaac

854

ctaggattit
gaacatgtga
tttgactrty
cggettgaag
goetgrggaca

aatgraccte

gtooteatet
aztqgaaaac
crrttecgea
agggtggage
ageegtetec
gagacagatc
azagagaags
gatattittg

Sequéncia sintética

Sequéncia sintética

Lcatcatage
tcatecagge
atggtgatga
aatttyggacg
aagccaaccet
cagaggtaac
gttrcatoega
ctgroaccac
agttccacta
actggggctt
CRPIYACTRC
aacttgaaga
azaaactaga
aageteagas

tgtoctgaty
cgagttctat
gatrtiecat
atttgorage
ggaaatcatg
tgtgoroacg
caagtteace

aggagrgrca.

tetogentte
ggatgagect
agagaacgig
céagaagtct
grrearecty
aatcgaatgg

IYNLOQWFROGD
CAVRPTSGGS
OQSKDSDVYIT
KRLLFAIPLY
LRLIHYSVGA
FFGEGSRLTV
KEWHSGVWITD

129
180
240
300
360
429
480
494

&0
120
18¢
240
300
360
420
480
344
600 -
660
720

840
854
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Coddes por

Nome da sequéncia:

- 178 -

SEQ ID 168

Descricao da sequéncia:

encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:

aaricracic
aaagcacgty
Tazaagatlc
tgactagega
gagcaataat
cgggeetgrt
ttcaagaatt
gogtgcactg
acatootygy
aaattgaaag
ttaacaaata
gereogotty
attaggcegg
grittecacy
QCACAACACK
caccactrty
crrtigeaty
gacctgeaaa
crettgtyt
gtgcteggty
tEtgatogeg
ccattettgt
ggaritagta
gregttagag
gtctacatga
CrLYgecacy
ttctccaaat
ttgcaacaac
atgggogaac
grgcaagegy

griaaagoyay
taaaatgitt
taztotgata
agaagatgtg
cgatitaace
atacaaaaaaz
tattgacacy
CICACATHYT
tattgogecy
acaazattag
ctrtatcecta
creegrEag
atatrercca
tacgtetrer
ggargretge
GraACTtARATL
grrocotgga
tetttggect
Traacaagty
aatgtogeaa
guatcgtact
aattotatyg
atgagcacty
gragggeoce
acacgtatag
JACCGPACCT
ttaaatrcxe
tattgtttet
atgegeeget
ctaasacaty

SEQ ID 168

Ttgaaggate
coegogegtt
tgttttaasa
rggaccyeay
gacacgtota
attcaagrac
gtaadagaat
attaatcgca
caggaageea
gttcaagatt
ttitcaaatt
crrgragecy
coacastygte
ggLegyraar
gotateone
cggtgacety
agceggrata
cgatctgott
coboggiies
tcagettagt
tgoeoggrgca
cgtaaggeaa
tatgeagetg
catttiggat
ctttatcaca
grrggtegeg
caatrrraac
taacgoasac
acaacactcyg

ttgegegtie

arartragrt
ggcacaacta
cacctiegey
aacagatagt
Aadtattatga
ttggccagac

ttacagaaaa

cggttacat
tagaragaty
tattasttta
gttgcgottc
atcagrggeg
ggeaacgttg
ageegtaaad
goggtattga
cgegrettt
CAtgrggrit
gtectigaty
ttgcgocace
Lagcaactgt
gagcacttga
tttagactic
caaatadage
gorergetea
aactgtatat
crerageacy
gcgagaecatt
taaactLaty
togttatgaa

aacgcggcaa

Sequéncia sintética

gegtttatga
Trtacaatge
gecogagttg
aaaacaaaac
Tggtgtgeat
TeLgocgoct
gtgteocgye
ggtgtgcaga
cgaaaaagee
attaatatta
ttecagegaa
TEgrrccaat
atgitacgtt
gragtgoegt
accgegcgat
ttetgoatta
agatcagrea
graacgatge
accgergea
ttgetetoat
§gaattactt
ataatcaget
gugtegoeee
aataacgatt
tttaaacigt
tactgoagyt
ttgatacacy
grogtazgea
cgLagacygge

acatcgcaaa

garaagatty
ggccaagtia
trtgogtacy
ceragratty
Ttrtigcegy
gaaagcatag

atgttggiayg

tatttaargo
agaggtoaca
ttigeatrict
ccaazagrat
cgacggragg
tatgorittg

cgegegteat -

cegacasate
trregtetty
tgacgegegt
gttcaataaa
gegeatigt
cotocegttg
crtctasaag
gaatcacgee
ttetcacgac
Tgtartreace
tagogacgie
tgaacgrate
tgtgrtegatt
dtaattaaat
geeggtatog

agocaatagt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
13140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
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acagreerga
tgacgoetac
ticetecyty
gacgcscaag
goaatartgg
glrgggcatyg
agtgegatta
togagtcaag
cgogratttt
ataatataty
cgactatgat
tetgtocacg
gacceoogta
tgteggtyac
ggrgcgagaa
gagogtoatg
aattgaccet
gactgogatt
atttizaaaa
atotegrega
acgatttgaa
actgtracat
- gtetgacgea
Toasatoeea
ToTgLCCgty
aacaayrata
attrgtagra
_ atcatritea
agacgocrry
attaascatag
gtcataaata
gtaatitaca
attratataa
COCIGETTCL

tttgcatatt
gacroecoege
tggocgaaca
tatetgtaca
cagattogaa
racgtoogaa
gaacgttgta
rgatcaaagt
gacasactag
atgratcged
agagatcaaa
cgttocggea
gtgacaacga
gttaaaacta
goegogaagt
tttagacaag
aacrecatac
gtacatgotg
acgoageasg
catgetgaac
agaagacaat
tgtaaacgtg
trtetacaac
Agargrgrat
TyCtogcaas
aétgctaaat
rtatctataa
aargarteac
regtoticue
Trattaregt

tatatgrtety

acagtgetat
rcaatgaatt
tcragttcaa

- 179 -

astgocgarte
cegegtigac
categagegy
cogaatgate
aatatataca
cgttgattty
catcetoger
gtggaataat
ceatctigta
cgtraagaat
Taaagegroga
cgagetttga
tcacgcéc&a
ttaagooatc
Atgorgaato
aaagcracat
acggtattct
ttaacgyete
agaaacattt
aacaagarra
gtaccgocgeg
gretegrgty
cacgacteca
ARBCCACCAR
TECAAQUETC
ttgrtrtita
ttgasaacge
agttaattty
<Lrcgtatic
atccatatat
ttttaatggy
Trrctggtay
tggoategtc
TLacaceary

tittaaatta
tegetgoace
gragrcgatg
gtcgggegaa
grtgggrigt
catgeaagec
tttagtcaty
gritictttg
agtragtite
Taacaatgey
attaéatagc
Trgtaataxay
3agaacrgoc
caatogacey
carcgratas
atttaattga
acaatgocgg
cgcccaciat
gratgaaaga
atatgoctec
geggratgta
€eaagtotga
BYLYLOTHgy
actgocazan
Teaarectat
Ttaacgatac
gragrrataa

‘cgacaatata

crttoroury
gratctateg
gtgtatagua
tretteggag
ggtritgtac
ttttageage

LeLLatLaa
tCgageagrt
accagcgacy
ggcacgragy
ttgcgoatat
géaattaaat'
ccgtcgatta
tattcoccgag
artraztgea
cocogttgtog
ttgcgacgea
tttttacgaa
gactacaasa
ttagtogaat
cgTUTQgant
TCCOgatyat
ggttrtggtc
taatgaaatt
atgogtagaa
gtgtataaaa
<aggaagagy
aaaccgatgt
tgaagtcatg
aztgaaaact
Trgraattac
aaaccasacy
Tegetgaggt
artttatitt
Trartitier
tatagagras
cegetgogea
tgtgtrgett
aatatgrige
accggattaa

taaatagtta
cytrgachec
tgeogeacge
coctocaageg
ctatcgtgge
cattgoegatt
aatcgegeaa
teaagegeay
actrrarcca
catctcaaca
acgrgeacea
gcgatgacat
ttacegagta
caggaceget
cegeteatta
trrartgata
azaatriocg
A’aaaatkoga
ggaaagaasa
aaaatattga
titatactaa
traatcaagg
carcryttaa

gtegacaage

rgaataataa

caacaagaace
aatarrtaaa
cacataaact
ccteatazaa
agrrrrgrt
TagrItLtet
taatratiaa
£ggcatagta
cataactitc

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2480
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
1660
3720
3780
3849
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cazaargtig
tgcgageagt
tCacaaacty
tigatgagry
tttgtgatge
tgtcagaaag
aaataatace
acgggaagea
agrrtgtgtt
greEgroegg
teagrtgyaa
ttastataca
aarraaaggt
gegtatttes
tecrtgotey
ataaaactgt
ttatctegat
aatatatrtat
tactgtaaat
tatraagoge
aattcattaa
gegtetttat
Tiagtticaa
creancyoea
fgﬂgttttgt
cttteatcac
aratatrtaa
togtogttag
gtgtoggeta
tgegggogyt
ttagaaageg
ggtggrggag
99<ggaggcy
ggcaacacag

Tacgaacegt
tgrrrgtigt
gaaatgtota
tggacaaacc
tattgettta

cagaccaaac

cgtatcacty
gULTLCeaty
tritaaatay
trattattat
Trcagatcty
aatgattiga
cooggoate
gaateLttgy
ACTCEIGLLE
tacgaaaaca
gatocaatas
agrtizaataa
tacattiat
tagattctgt
atttataarc
atctgaatty
ACaaqggrig
Caasactigo
trtgtaataa
tgtegttagt
<atoggacgt
aagtegerie
acacgraege
ttigpgcggg
arggracagg
ctgatgaraa
gaguragigy
teggealcte

tasacadada
taaaaataac
tcaatatata
acaatyagaa
ti{tgtaadcea
agogyrigna
tegorgatat
atazaaaagt
tacaraateg
ttttgacace
tgatigtaaa
taataatter
tcaaatgeat
@aaatageac
atraggecte
gtasaatact
atctagaata
gagtrartat
tracaatcac
gegrrgetga
Trtagagtgg
2aatattaaa
TItEicogaa
cagatctigt
JQgLTCgacy
gtacaattga
gttageeta
cgaagacgat
gatcaaatyt
tiicastcta

coutggtaac

atctaccatc
tggtgatgoa
agctattgta

- 180 -

cagtecacet
agecattgta
gttgotgaty
tgcagtgaaa
ttataagetg

ataatagcega

ggttaatgic
aaaagaaaaa
atrtcertac
agaccaactg
taaaatgtaa
tatttaacta
aatttcatag
acaagactec
tagagatooy
tatttatttg
aagggeeoga
caaatcatit
agatcoogog
trracagaca
tatgttagag
toctcaatag
cegatgoety
agcageaats
rcgricaaaa
ctegacgtaa
ttaggccgat
trtgocatag
gtagttgage
actgtgeecg
attteagacg
gatggaqucg
gacgecygrt
cLgatttogg

wretttteta

atgagacgea
atccageaty
agadtgorre
caataaacaa
gaacagagas
atgtagocaa
gaataaaccy
gogaaatacy
graatgytag
Tttacagrat
taatatattg
feocootigt
aacgoglitg
tatttatagyg
cgagatgolt
CCTTtaatte
gtﬁtattaat
gatccggtta
attgrrgrac
cgaazatcaa
agrrgraaaa
gactatitaa
tagetttglo
Tattatacgc
acacgttaaa
tatcgtogre
ccacacgacy
tttitggaat
attttaatte
SUEIATLTAC
faggeygaac
taggcetcaaa
gegeegrety

Tactattgte
CaaacLaata
ataagataca
attigtgasa
gttccgagtt
atageggeaa
atcgggaaaa
F_LALCCa3A
gycagacatg
tgactggegc
agtattitaa
tgrrgggitg
totaagtgat
gogtittate
ttitrttatt
atcatittaa
aatcoaacac
taaaatacta
tragtacatt
gtattttaax
atgattttca
taggittoga

tggartttey

gatattegyy
ERANE ] €4 i
taaagerrgg
greccaaces
gotattaate
taittctga;

agacaacacy .

tastggegyc
1ggcggegaa
rgtotottta
tggtttgace

3900
3960
4020
0BG
4140
4200

4260

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860

4920
43980
5049
5108
5160
5220
5280
5340
$400
5460
5820
5580
5640
S700
5780
5820
5880
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ggictgagac
tocadagurg
arcgatggtg
gaLagTgocy
ggogeagoey
ggrggcaatt
atteegotat
taaagagatt
tactgtégga
QLCEAARRCY
tgtyttgteg
asatvgatge
atatctacga
LHIABACLYT
atctattita
caattttaac
ddaxatdtat
ctgteocgat
caatattary
cascyacata
cgattacgga
ttttagtoog
grgttaacat
atgttggact
cacgrrogta
tgtagactca
Ttgrtttacy
ggaaaaceor
gegtaatage
cgaatggege
atggtgeact
gicaacacoe
agetgtgace
cgcggacgaa

gagtgegaty
cageggatig
grogrogiog
ceggtataat
cegergoetg
caatattata
cgrttacegt
gtctcaaget
ttgtagtygc
tegtiggeaa
taaatgtrgt
gratcaattt
tregtoatgy
aaaaacgtea
TCGCACAAGE
gotgacgaaa
tttadtaacy
ttatttgaaa
agacagetgt
aaackogsaa
ttgtgcasac
gaaaaaatrc
acaagttget
tgaatageat
acgrraacge
casattacaa
agragaatte
ggcgtraces
gaagaggccs
crgatgengt
ctecagtacas
gotgacgege
gtctecggga
agggratogt

trrtrogtey
agateecgte
tQoaguiact
trgtrotagt
cacaacygas
atrggaatac
geegatatet
cggatcgate
gagacactta
geirtaaaat
TttTgataat
grrgrcet
ceaccacaaa
asacrtcggta
ccéctagcaa
taaaagtica
Grredateas
cacyacaaat
ctgaageget
atgtcttara
&0gazaacte
gacacacaac
aacoggoays
gaagegregt
TegIgacitt
acaaattata
ceagertgae
dacttaatcg
geaccgatey
attrretect
tetgetctga
c£ergacgags
gergeatyty
gatacgecta

- 181 -

ctagtageet
gatattggty
ggaargrag
tragtttgtt
ggtegrerge
agatoygtaas
aacaacegot
cogeacgeeg
gotgtogteg
attt‘aaaaga
TLgegortes
attattgaat
tgotacgoty
taaaaraave

atrgtatttyg

ccagttaatg
cagccangty
taﬁﬂggﬁgﬁg
caacgartty
titcgaagea
acttagegrg
tatgcacgtt
coaracLcat
cagcaataca
gtgractgee
daacargagt
actgacogre
CCTLgeages
CCCTLCOOER
tacgcatorg
tgeegearag
TEgrotycte

tcagaggrLt

ttittatagg

ccazacaatty
gagegaycyg
gracgggaga
cgegoacgat
Troyaggeay
aatcrgetat
caatgtaage
ataacaagrce
acgtacatgt
acétctcxgt
geagtatcga
aaataagétt
taaaégctgg
aacgggcget
cagaaaacaa
AGOQACCATT
ategrgatyy
ctitegrace
cacaageaca
cttgatcacyg
cacgacggca
tegtitgact
ttgaéaaaag
atgacattyg
taacsagata
ttitgteygta
grtttacaac
catcccpctt
c3grigogea

“tgoggtattt

traagecage
coggeatoey
teacegteat

ttaatgtcar

trgrotgecy
caattcagac
aggrggregc
tgtgggeace
fgeitggegt
sagcattgta
aattgratig
Tritgartic
atgotrigi
TCAGCACLAL
cacgticaaa
gtacagattc
tacaattita
traggeaaaat
titeggogea
Caaarcrat

‘actacattga

aacrigttag
atttcataca
tgratgtity
cgriggagta
gatacgcgge
cgaagacgas
cgrtttaaaa
caacatagat

aagatgocac

gregtgactyg

tegecagetg
gcctgaatay
cacaccgeat
ceogacaces
cttacagaca
caccgaaacy

gataataatg

5040
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
£900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
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gtrrittaga
tittictaaa
faataatatt
trrtitgoay
gatgitgaag
aagatcoerig
crgetatgte
agagacratt
gatggcatga
geeaactiac
atgggggatc
JACGRLGRGE
actgucgasc
aaagttgcag
Totygagoeg
coerecegta
agacagatcg
tactcatata
aagatoeceLt
gogtoagace
atcrgetget
gagcraceaa
gtocttetag
raccregere
2CCYIETTYY
ggttogegea
cytgageatt
aGrggraggy
tlttarages
teagyyggoc
ttttgotgge
‘cgtattaceg
gagtcagtys
tgyregatte

cgreaggrgy
tacattcaaa
gaaaaaggaa
catrttgeet
arcagrroge
agagtiticg
gegoggrat
cteagaatga
cagraagaga
ttctgacaac
stgtaactey
gtgacaccac
taattactcf
gaccacttey
gtgagegrgy
tegtagttat
ctgagatagg
tactitagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgraaacaaa
CLCLETLLES
tgtageggta
tgetaatoct
actraagacy
cacageocag
gagasagege
TCYgaAagg
ctgtoggygtt
ggagectatg
ctrttgotea
cerrtgagty
gegaggaage
attaatgeay

cacTLLicgy
tatgtatecg
gagtatgagt

TecTgtinyy,

tgoacgageg
ceecgaagaa
atccogtatt
cttgytrgag
artatgeagt
gatcggagga
ccrrgatogt
gatgoorgry
agerteocyy
gegetegyee
gtetegeggt
cracacgacy
tgectcacty
tgattiaaaa
catgaccasa
gatrazagga
daaaccaccy
gaaggraact
Qttaggccac
gttaccagry
atagttaccg
ctiggagega
cacgetioee
agagcgeacy
tegeeatcte
GRARRALCHLLC
cargticttt
agetgatace
ggaagagege
crggeacgac

- 182 -

ggazatgtge
Ctoatgagac
attcaacaft
geroacceag
ggttacatcy
cgtritecaa
gacgecgago
tactcaceag
getgorataa
cogaaggagc
tgggaacogy
grastggcaa
caacaattaa

LLrLoggetg

atcatigeay

gggagreagy
attaageatt
cLTCatLLLt
atcecrraac
tetrcttgag
£TacLagegg
ggctrcagea
cacttcazga
gergorgeea
gataaggoge
acgacctaca
gaagygagaa
agogagette
tgactigage
agcaacgegy
cctgogitat
getogecgea
ccaatacges

aggtttcecy

geggaaccec
daraacocty
toogtgoge
adacactogt
aactggatct
tgatgageac
aagageaact
tratagana
ceatgagtga
taacegortt
agctgaatga
caacgrigey
tagactggat
getggrttat
cactgygges
caactatyga
ggtaactgte
daatttaaaag
grgagLtttc
atcoreetie
tgotttgree
gagegeagat
acteegtage
grggcgatas
ageygegag
cegaactgag
aggoygacay
cagggyyasa
grogatitey
cetrrttacy
coectgatic
gCogascyac
aaccgeetet

actogasage

tattrgrtta
aiaaatgctt
cottattoce
gasagrasad
caacagrgyt
tttraaagit
cggtogeens
geatcrracy
Laacactgly
tTrrgcacaac
ageeatracea
casactata
ggaggeggat
tgetgataaa
agargyraagy
tgaacgasat
agaccaagrt
gatctaggry
gtrecactga
tergegegea
geegnatas
accaaatact
aceqectaca
gregrgrett
crgaacggey
atatcracay
gratccggta
cgectgytat
grgatgoreg
gttoetgges
tgrggataac
cgagegeage
cooegegegt
gggcagtygay

7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8380
8640
8700
8760
8820
8880
§940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9500
9960
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<geadcgcaa traargtgag ttagotcact cattaggoac cocaggott acactttatg

10020

citccggote gtatgtiorg tggaattygtg ageggataac aatttlacac aggaaacage 10080

tatgaccatg atracyg

<212> Tipo:

<211> Comprimento:

DNA

Nome da sequéncia:

10096

SEQ ID 169

Descricgao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:

ggraceggat
acagtgacac
tacgreaage
agtygagycy
tgteattice
gaggagtceg
cggectyatg
- gtggacacct
grtgagoeta
ctggretget
ggceaggaay
ttecagacne
grggagcace
geacagagea
azaaccttga
gtggracage

<212> Tipo:
<211> Comprimento:

€Lagcatygt

‘tgatggtyct

dgagcacace
gtggrrocay
teaataggac
tgegettega
cgagtacty
actgoagaca
aggtgactge
crgtgagray
agaagyctyy
tggtgatget
caagtgrgac
aggregacag
aageteagaa
ttaaacagaa

DNA

SEQ ID 169

gtgtctgaag
gagerececa
gaaacrgget
agacacgegt
§O3gCY9uTY
cagegacgty
gaacageeay
¢aacTaceny
gtateertea
trtetateca
gotygrgtec
ggaaacagtt
gageoetcte
399Cg0tyuy
cteggagotg
agtcatgaac

941

Nome da sequéncia:
Descricao da sequéncia:

Coddes por encomenda

Nome da sequéncia:

Sequéncia

<213> nome do organismo:
<400> segmento de pré-sequéncia:

SEQ ID 170

crooctyggag
ctyggettigt
teegatygco
ceacgrrict
cggigengy

‘ggggagrace

aaggacetee
gttggtgaga
aagacceage
ggeageattg
acaggoctga
cotoggagty
acagtggaar
ggtagaateg
gegtocacyy
tactaggate

SEQ ID 170

Sequéncia sintética

gerectgear

ceggagacac
gatctotagt
tgtygeaget
aaagatgcat
gageggtgac
tggaglagag
getteacage
ceotgeagea
aagrcaggty
tocagaatgy
gagaggttta
ggagagracy
cooggetoga
ccaacatget

<

Sequéncia sintética

gacagegety
cggaccraag
Tocacgegnt
taagritgas

ctataaccas

ggagetyaag
gogrgecgeg
geagoggega
cracaacete
grrceggaac
agattygace
cacergecaa
groergaateot
ggaaaaag%g
cagggaacag

10096

120
180
240
300
360
420
420
540
600
660
720
780
B840
900
941
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MNAGVTQYPK FOVLKTGOSM TLQCAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLRLIKYS VEALITDOGE
VENGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPEQYFGPG TRLTVT

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 116

Nome da sequéncia: SEQ ID 171
Descricao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MNAGYTQTPX FQVLKTGOSM TLQCAGDMNH EYMSWYRGDP GMGLRLIHYS VGAGITDOGE
VPNGYNVSRS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLMS AXPEQYFGPG TRUTVY

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 116

Nome da sequéncia: SEQ ID 172
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

Caracteristica

Sequéncia: SEQ ID 172:

<221> Caracteristica chave: "misc_feature"
<222> localizacao a partir de: 1

<222> Localizacao até: 116

Outra informacao: em que x é e, q ou r
Liga sequéncia codificadora: N&o

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MNAGVTOTPK FOVLKTGGSM TLQCAGDMNHE EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDQGE
VPNGYNVSERS TTEDFPLRLL SAAPSQTSVY FCASRPGLAG GRPEDQYFGP GTRLTVT

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 117

Nome da sequéncia: SEQ ID 173
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

&0
116

60
116

&0
137
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MNAGVTOQTPK FQULKTGOSM TLOCAQDMNE EYMSWYRQDP GMGLRLIHYS VGAGITDOGE
VPHNGYNVERS YTEDFPLRLL SAAPSQTEVY FOASRPGLVYP GRPEQQGFGPG TRLYVT .

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 116

Nome da sequéncia: SEQ ID 174
Descrigao da sequéncia:

Sequéncia
<213> nome do organismo: Sequéncia sintética
<400> segmento de pré-sequéncia:

MNAGYVTQTPK FOQVLKTGOSM TLQUAQDMNH EYMSWYRQDP GMGLELTHYS VGAGITDUGE
VPNGYNVERS TTEDFPLALL SAAFSﬁfSVV FCASRPGLAG GRFHPQFGPG TRLTVY

<212> Tipo: PRT
<211> Comprimento: 116

Nome da sequéncia: SEQ ID 175
Descricgao da sequéncia:

Lisboa, 17 de Agosto de 2009

&0
136

. 60

118
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REIVINDICACOES

1. Uma particula fagica apresentando na sua
superficie um polipéptido de TCR de cadeia simples (scTCR)
ou um par de polipéptidos de TCR dimérico (dTCR), o

referido polipéptido de scTCR sendo constituido por:

um primeiro segmento constituido por uma
sequéncia do dominio varidvel da cadeia o ou & de TCR
fundida com a extreminade N de uma sequéncia extracelular

do dominio constante da cadeia o de TCR,

um segundo segmento constituido por um dominio
varidvel da cadeia P ou y de TCR fundido com a extremidade
N da sequéncia extracelular do dominio constante da cadeia

B de TCR,

uma sequéncia de um elemento de ligacao que liga
o extremo C do primeiro segmento ao extremo N do segundo

segmento, ou vice versa, €

uma ligacao dissulfureto entre o primeiro e
segundo segmentos, a referida ligacao dissulfureto sendo
uma que ndo tem equivalente nos receptores de células T of

ou yd nativos;

o referido par de polipéptidos dTCR sendo constituido por:
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um primeiro polipéptido no qual uma sequéncia do
dominio varidvel da cadeia a ou 8 de TCR estd fundida com a
extreminade N de uma sequéncia extracelular do dominio

constante da cadeia o de TCR,

um segundo polipéptido no qual uma sequéncia de
um dominio varidvel da cadeia P ou y de TCR estd fundida
com a extremidade N da sequéncia extracelular do dominio

constante da cadeia B de TCR,

0 primeiro e o segundo polipéptidos estando
ligados por uma ligacéao dissulfureto que nao tem

equivalente nos receptores de células T aff ou Y0 nativos

a referida 1ligacao dissulfureto, entre o primeiro e o
segundo segmentos de scTCR ou entre o primeiro e segundo
polipéptidos do dTICR, sendo entre cisteinas substituidas
nos seguintes pares de residuos no exdao 1 de TRAC*01l para a

cadeia de TCR o e de TRBC1*01 ou TRBC02*01 para a cadeia

de TCR PB:
Cadeia a de TCR Cadeia B de TCR
Thr 48 Ser 57
Thr 45 Ser 77
Tyr 10 Ser 17
Tre 45 Asp 59
Ser 15 Glu 15

2. Uma particula fagica de acordo com a
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reivindicacéao 1, que ¢é uma particula de um fago

filamentoso.

3. A particula fagica de acordo com a
reivindicagdao 1 ou a reivindicacao 2, na qual a extremidade
C de um membro do par de polipéptidos de dTCR ou a
extremidade C do polipéptido de scTCR, é ligada através de
uma ligacgdo peptidica a um residuo exposto na superficie da

particula fagica.

4. Uma particula fagica, como reivindicada em
qualquer uma das reivindicag¢des anteriores, em gque O
polipéptido scTCR ou o par de polipéptidos de dTCR
apresentado é humano e a referida ligacao dissulfureto se
situa entre os residuos de cisteina substituidos na Thr 48

do exdao 1 e na Ser 57 do exao 1 de TRBC1*01 ou TRBC2*01.

5. Uma particula fédgica como reivindicado em
qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 3 em que o polipéptido
scTCR ou o par de ©polipéptidos dICR apresentado &
proveniente de um mamifero que ndo do Homem e a referida
ligacao dissulfureto situa-se entre os residuos de cisteina
nos equivalentes do mamifero de Thr 48 do exdao 1 de TPAC*01

e Ser 57 do exdao 1 de TRBC1*01 ou TRBC2*01 de TCRs humanos.

6. Uma particula fédgica como reivindicado em
qualquer uma das reivindicagdes anteriores em que o TCR
estd truncado, no extremo C no caso de um dICR ou no
extremo C no caso de um scTCR, relativamente aos referidos

receptores de células T nativos, de forma gue sejam
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excluidos os residuos de cisteina gque formam a ligacao

dissulfureto nativa entre cadeias de TCR.

7. Uma particula fagica, como reivindicado em
qualguer uma das reivindicacdes 1 a 5, em que os residuos
de cisteina que formam a ligacdo dissulfureto nativa entre

cadeias sao substituidos por residuos nado cisteina.

8. Uma particula fagica como reivindicada em
qualquer uma das reivindicacdes anteriores em que no dTCR
ou no scTCR apresentado nao existem residuos de cisteina
desemparelhados correspondendo ao residuo de cisteina

presente num TCR nativo.

9. Uma particula fédgica como reivindicada na
reivindicacdo 1, a qual é uma particula de fago filamen-
toso, apresentando na sua superficie um par de polipéptidos
do receptor de células T dimérico (dTCR) humano, o referido

par sendo constituido por:

um primeiro polipéptido no qual uma sequéncia do
dominio varidvel da cadeia o ou & de TCR estd fundida com a
extreminade N de uma sequéncia extracelular do dominio

constante da cadeia o de TCR,

um segundo polipéptido no qual uma sequéncia de
um dominio varidvel da cadeia B ou y de TCR estd fundida
com a extremidade N da sequéncia extracelular do dominio

constante da cadeia P de TICR,
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0 primeiro e segundo polipéptidos estando ligados
por uma ligagdo dissulfureto entre cisteinas substituidas
em Thr 48 do exdo 1 de TRAC*01l e Ser 57 no exdao 1 de

TRBC1*01 ou TRBC02*01,

0 extremo C de um membro do par de polipéptidos
de dTCR estando ligado por uma ligacdo peptidica a uma

proteina externa do fago.

10. Uma biblioteca diversificada de particulas
fadgicas como reivindicado em qualquer uma das reivin-

dicacgbes anteriores.

11. Uma biblioteca diversificada como reivindi-
cado na reivindicacgcdo 10 em que a diversidade reside no(s)
dominio(s) variadvel(eis) do par de polipéptidos de dTCR ou

do polipéptido scTCR

12. Um método para a identificacdo de TCRs com
uma caracteristica especifica, o referido método compreen-
dendo a submissao de uma biblioteca diversificada de TCRs
apresentados em particulas fégicas, como reivindicado na

reivindicagdo 10 ou na reivindicacao 11, a

um processo de seleccao que selecciona a referida
caracteristica e de isolamento das particulas fagicas gue
apresentem um TCR tendo a referida caracteristica e,
facultativamente, a um processo de amplificacdoc para
multiplicar as particulas isoladas

e/ou
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um processo de rastreio gque mede a referida
caracteristica, identificacdo das particulas fagicas dque
apresentam um TCR com a caracteristica pretendida e
isolamento destas particulas fagicas e, facultativamente, a
um processo de amplificacdo para multiplicar as particulas

isoladas.

13. Um método como reivindicado na reivindicacéo

12, em que a caracteristica especifica é uma afinidade

acrescida para um ligando de TCR.

Lisboa, 17 de Agosto de 2009



PE1558643 1/44

Figura 1a

Atgragsaggsagiogageagsactoiggacoaetcsgigtionagagagyaguostt
geckotcboaactgracttacaghgacaegaggt toccagbosttettctgotacans
castatictgggasaagrostgagtigataatgocatatactocaatggtyacasa
gaagatggaaggtttaaagca&agc;ﬁaataaagccags@agtatgtttctmtgc&u
ﬁtcag&g&ctﬂﬂcagcﬁcagtgatteagccacmt&aﬂtctgtgccgttaﬁaaﬁtgaﬂ
sgctgrrsrasatbgoeghttygsgeagggreccaggt tgrggteacoeoagatate
magaa&&atga@@ctgc@gtgﬁaa@agstgagagac&mt&aatcﬁagtgaﬁaagtat
grovgootatbcscogat it tgattotdasansastgigteacsaaghaaggattet
gatgtgtatatescagacaasfatotoctagacatyaggtotatogact teaagage
&aca@qatt&ttcaag%ag&@&ecttctt&cs&agacaagaaagttcei&a

SRR ITx 147}

Figura 1b

atgaacgorgatotoacteagaccocasaativcagghcotgasgacaggacagage
atgacachgoagtgtgorcaggatatgascoatgasatacatgiocotggtatogacas
gascoaggeatggggctigaggetgasttest tactoagttggtoctgotateactgac
caaggagaagtoooeastggetacaatgiototagatoaaccacagaggatt ooy
ctaaggct@mtgtc@g&tgstcﬂ@tﬁﬁﬂ&g&aatctgﬁgtacttctgtgeeagcagg
sogguastagegoyagugogacosgagragtathtegogoagagtacgaggoteacy
gﬁcacag&ggacﬂtgaﬁaﬁacgtgttﬂecaaﬁﬁgaggtcg&tgﬁgtt#g&geeatﬁa
gaagragagatotorcscacreaaaagoecacackggtgigortggecacaggat e
tacocegaccacgtggagetgagotgstosgtgaatgugaagyaggtgeacagagy
gtebgdhcagacecgeageneotoaaggagoageacgoectoaatgactecagatac
guiotgageagoegectgaggagbotogacoacnticbggeaggacoesagoaactiad
ticogotgtosagicoagtichacggyoictoggagaatgacgaghggacacaggat
agggccazaccegicacocsgatogiragegeegsgueetygugtagageagachas
C (SEQID 148y
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KEVEQNSGPL
ENGIREDGRY
GRGTQVVVTE
DVY ITDRCVL
PRES®

{EEQ D 149

M

HAGVTOTPKF

GAGITIMEEY
RFEQYFGPGT
PYPOHVELEW
FRQDTENNEFR
(SEQ ID 156)

SVEEGATASL
TROLNKASDY
DIGWPDPAVY

DHRSMDFRSH

OVLETGORMT
PROYNVSRST
RLTVTEOLEN
WUNGKEVHSS
COVORYRLEER
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Figura 2a

RUTYSDRGESQ
VSLLIRDSQP
QLRDSESSDK
SAVAWSHESD

Figura 2b

LOCADDNEE
TREUFRLRLLE
VEPPEVAVEE
VOTDROPLKR
KDEWTQDRAK

SPFRWYROYSE KEPRLIMSIY
EDEATYLCAYV TTDSWSKLOP
SVOLPTDFDS OTNVIQSKDS
FPACANAFMNS ITPRDTRFPS

THEWYRQUMG MGLRLIEYSV
EAFSQTIVYF CASRPGLAGG
PERARIEHTD KATLVCLATE
URALMDSRYS LESHLEVEAT
PUTQIVSAEA WIRAD®
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Figura 3
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Figura 4
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attatbogns
bosgacisoca
FrR tabgaas
gsttestiay

thEgbtbatt
AR LEELLSE
Lhatienett
ERAFERANBGR
sesSgogatas
Ltagagitct
JLEOPESHEBRE
accttacgga
o bEogEe
t@cRcarcri
costARCasa
aavbab e
spgeggatas
Stgatasarye
atygbasges
aaggasaiag
RorNagtes
CRABIAZCAQT
stiogagtin
sateoctiat
CRRFAGROOR
FEEegRbpre
tagagracta
2BEILGIEIR
gtagogyton
gegbaaIzgy
bgagttbbag
frtalad ebul e ot ut ot of
FRtiatiig
JFRGOIGIEN
cbebgtagea
LgoegRkRag
FOPIhOEe
CEeACEFSFa
FFTgFecagy
ST AN
Toga L TELEG
zEThttacyy
srestiagge
LosgoTgEta
tasbasbsih
chggsbigtk
ctggasenel
gaguLiedon
Lgtrcatana
SoEgouagta
Cabgtanogh
folie] ofat. T adodedn
aoaghgsnan
gtasggates
LoaagagTan
BORICI BTG
mtaggliast
abiochbisg
aasbiocsyg
ERLgAstIER
f b s daals 1 f 33
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3431
3481
3541
IESUL
3881
3Tt
T8I
AKAL
A98%
39631
4021
4081
4341
4381
3351
4321
$383
$44%
SB3
4581
4523
JE81
4741
4863
4883
49TL
$98%
5041
SI{tl
5181
%323
5383
%381
85443
S48

by bams
sgnettioes
DEAFTAGITS
ple:Tits fa gt leg
CRGRSFTRPE
SRCTOFATOS
YUACAFRACKS
Fosguagant
Baghbocaght
teanesagat
ook
Lractanogn
[ defdede PR XY i
gagriasbat
STQEPUETEE
fid=adelotefviadaty;
ACTCTGCTas
agsabastng
BAFITICEFS
abgaopohia
FEosbEoglt
CLEgoRogy
FoagLbotys
sttrtgatta
faasogoget
fedwoler sl etufe A1
gigatLotae
Easbkgintas
cttorrisg
Eecgtagial
EEOERASEE
tgaghogtat
ERSCEARATY
FELCLGoATE
tiggtaaktaa

(SEQ 1D 181)

TRESONATES
gatoaggety
s pbatatte fe
sgsgyaeshy
gatotoggan
Pl itias-Tetntoead
frpenteinlnatat =ty
gagggteiag
ctsogggete
pds ol T=fnde- bt
toantagast
HESTIARFIL
tavaggegit
LGy tgct
g REoRgey
tagttatats
roctaRbant
gEtoogasst
oo Etass
crggasogrt
rEgrgaatat
fad madatc Jx els be
fisdeRuluns fatrtelel
tpaasagaty
acagrotygse
rggtttarty
fatsdulatib ey o b
phEgoghona
taetgotas
etrkgogitt
avpguytaatl
pt-def v Rindt ting
astogortty
gatogesngt
agoesygetis

5/44

SERFtnTe
SEgtagenhy
fpaidnia e tesed Tl
: e
FLETIARS
Sgetaglany
SagPagTage
Focsanttet
toggegax bty
gREgectags
ghrgasagit
ganaaascktt
QEAFLREARR
SRl ol DR
Rutgooggta
[AcDEE N
toRekEgags
SPIERPRIIV
aotrattase
SIARESIGAY
LS T vl Fata i
gertoipety
torgageay
goagangoba
G anRpRea
gEbgasgt il
ERosgaatan
LRt asett
oustatgasl
cthrtatasg
aggagtckt
wngiegitin
ERFEaTREON
googaswght
Faogegoiis

SEHQLLRTAS
etpuntonea
CRTENDA TN
[l Tala o 11
ceanachogh
(=R BN dn e B
cegentieaa
SUTR R
Jegagtgyec
FERQUYERFS
GEELSGRERS
tagerogets
SLGWLYRNER
Srgsatay
craganetee
Aeggeantha
agtoteagae
Skibaashgt
Elcpastel Tl eed o]
ackgegetsn
SEteigaont
geggeisbgs
POFPLLCogy
BLESJIFPIIFC
aschtgatic
cogpecthye
CLoRsghoRy
soetooohsa
Ethotatbgs
o lu gt od o 4
aetaagytan
roasogbegt
coptbiogon
GUERNFORLS
Sty

Egheroodga
gacabeighyg
shhoggaeg
gutogetgta
stycsbyos
puagytgcen
tacbraaga
CEQOAADTECT
exaggstagy
Fetegear o et o
Pl et 1 T
Fgotaactat
aacasgiyt
Lynetotgey
Lyagibadgyt
Reognetygt
tothaatant
TEATROFHND
tglatoakon
oTaticebgys
geTiogacet
sEstootaye
REERYSROR
tabgaoogaa
Egbagotact
tesatggtask
tgaoggtaat
ALTEILLERE
g tysceas
ERLPERLHTA
eckotaghton
gaCtyguRas
agebygaglta
FALFHEFEARL

ECEROTRENG
e = 1)
RO
tErgagonet
[EIYFoTLRL
agtgongkel
tasgetotys
ttongotgte
HECB IO
Letagaeakbe
gassakboat
gagytigte
tavsgybacalk
Hetagogntt
gatacsorta
BOLYRGORSL
troakgbtte
aolgkiscte
ERRFTTRRIT
trrastgagg

o URgtosaty

Pl e il dricies
prpe b ol ad s B g o]
HALSOCHIEY
gatbtacqaty
gutgotacky
aatbasesit
wykegeoctt
BLlaaSLERE
rrecchangt
AFFLSTR LAY
apcchgmegt
RALBATTIATE
guegetteys
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Figura 5
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Figura 6
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PE1558643

8/44

Figura 7a

Diagrama esquemdatico da construcdo de apresentacéo

ribossdémica de scTCR A6-C-Kapa

GO0

TF

Vadpde

NGERGERIEE
GFAREEGTRY
SHEIRBERCEN
LRoSEREARYE
TRAEFIEGAE
azsbamstal
AFTIFPFAST
WURLSDREERT
TRgYboctga
QsAnTALYAR
JPutgantes
SecEabasek
getaRtarey
TFOCEITAe
ERb Tt 4
LEEQEEESRT
TEYLRtgeet
EFOLaRAnY
SEESRNSER
geotgRgeak
Lgeeaagrae
raggIcoaa®

JEGATPREFT

senanhy
o Ligagio:

¥oudn

Figura 7b

&R RARTRCER
AR bl A
& lﬁ?}(: ERERRG
adbobagnsd
SRERaGRRG
Erohekgeta
gigospikre
caggtkglgs
BYRTBEENES
ragsakgheck
Tractoaget
FraatyLiscs
il i el
SHRPHUSFER
ERRCAgAEY.
CEICCATANY
BECTRSIFID
RGPS ETE
WROPEOEL
SCEHTERNTE

aggoggrton

GRECAVELIG

COPFEEATEI,

pavpsi et N LT

o gRcegay
Asgiesetieg
mﬂﬂg‘nttm
JUEANGAGE
RIECTRERITE
LoRRREE Sy
SbgErETEy
FRFC/ALFACH
gababngeak
FEEFCLEFER
CRGILCEIEE
Seagasele
SRR RGE
LIS S E R R
pagdgatars
rootasooey
PoaLagtEe
bR R
Riokppoagg
aeteiigged
APRTFECRY

choagosged

g S natas Be g o
&Lﬁ:ﬁ&ti.im (451 4
BREREATE LY
COORIISast
AFgegakics
BN ETEREIY
ct@#@tg’;g
AgaTdndgee
EOROLTSOTE
FERFRGESLL
Eebgras ke
SEEIITEOFF
FrykLoogen
PRI SRS

[ECREYLLER

FLENFTICHF

CRYSSREFEE
FOCCTOFTRA
FEI, TS
LEELFEFReT

SEROLFASHTT

Cdn

E3e s T
FRuFeNA Ly
ehygthetny
poakitasis
AITRPEYTES
tgabiages
syt ey
aeeTSgEty
AJEBASRE R
semragabat
abgzereias
AT R/UFLE
[ tehory SR
e SN
FERG GO
cogagRbege
BEFRFRSORE
grigesetay
SETRERGEY
CERTRRERY
coaet bogoe
DHRCSCBGES.
tonwgtagey

SRGCRARGHN
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FIVCXECFIYR AR Taneygt &taéq@ﬂt@& gRd tesncr SRCSOFEeCE

gaytivgece grootasags gobioassdy cagagigton Lasgastiat

Gay

{SEQ ID 151}

Figura 7c

LR A R L o R R e
PR FE R X T RN TE Y - ]
EWRBUB LB ABESPBEEILDE
o S T
ML A M R ERDER e ARG
o e B o B 2 KD S0 D M PR TE oY AR A B
WO A PHSh S A G0 %5
MEKO P BEV R IE PR OIMA
Db KE 0 e W D £ N A B
HELGOHEREHM RGBS
SRS PR QRO NE SR
Bl A E L WD RS
GSDD@SC?S&THW&NKSR
VECELF RS P F K S R U R E A el g 5P
BT TR B WV B B e R s B 6 3OS
GRS BRI IR TER R R
MERILBEREPREABDBO0D
POHMNCRBL R EPHEPON
MUMFEOOS GO A E LY
UPEMEODRE OO L0 6 YT L
DEADEORRMA DN E O

AL A B A K DX N B B 0 G DT B A D g

BE AR NS RE A MG e

153)

I
]

{SEQ ID



PE1558643

Sequéncia pUC1l9-T7

1
i B
344
211
3
M
431
H21
Sl
531
TRL
TN
§41
L39S
81
i8%L
R
13181
138t
1331
1403
1478
138k
1633
1§33
1731
1831
1881
%81
2931
J1DY
F1TL
2333
231}
2IBL
451
k&> 3
A551
2881

styottiene pyagoactaf
LECaceghgR sasgoeeatt
Rrsggogsgt ssbobgitak
EEGLHRIGHC ReApoIgRRE
SFRICaTLEL Saktitotsa
LOPCoOTLor WJGA/SLLEE
BLEACICOROY SURLIALEGY
Ehizorgass casshoakys
REghuaoyss eytabtogha
LR tegatly SOUenaRaT
EREACETONS Catgotihyge
WHbARRNEEAT agokegater
ResIEAnbYy Dyavgawson
REERUNCATE QOENCRagY
Eeuigeount olnkaagt iy
Raghaagsat ¥ Blelv et g
REREAVEERY mEooasdiek
GEGRULSAOR FEOLIRGEeR
CEALTHACHT LoERbRLLRE
ARSRGYCRTL SRELGRELHRE
ROGHEGINGS APRERLgwd
FROFTILREDT O Rl LoIGR
COGESCRAEY LQUOnCITaR
RETELISRE LoguRackol
CPLoUoAWRT  LhELoCtete
FEOCRBIFER g&ggaguﬁtg
CLEOaUiagl PODmtanRs.
goastagEy SotSNFases
rrgotogoke gogtognta
BEEFLReney grivdgiaar
sgeELtashh RRlchoasbe
CRFCACRECE LREDJO RO
SRORARTREG_stodghpeta
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Figura 8

goggltatas
Bansreegne
tgugaetaty
EA AP ARRN
gart eyt
BEREFEYEEY
gertavetar
FLFEoRgty
eheactat kg
grgttgiace
tonbegesck
atgagatoga
[CTIGIREF
RpLyhoghe
ahaevtavkl
grisaastys
REGIRSIRCE
pEkhkbotay
gutgargety
[Etagherey
SCRTHYERGE
R ER TN
eranggtye
theaegatye
geRLyetoes
HRGLCHOaNS
DARBHULREY
SEATbyotal
greactegel

tasptegace gt

ARFURTT RS
SErgitan
Eoe R

T
FUIRAFEEIE Sgstepuat
tecogrtiae cgeggastas
ghpegeFtes LYtisFecys
CRogESRcty cooflsalgN
aaseghets orearghys

abtstocsakt
ttgpgadtas
tgogaaghcH
agsgeogtan
TRATCREET
CELEEEGURA
Fosughiol
rotetkoghs
ryeegoegst
cecagiata
ghypbgekse
aguReegtLg
SEOGRITIRT
[N mﬁ%ﬂ%tﬂ
Foni s BT
ghakatabga
L tagagtas
ERRROragRd
YECHOCHEDR
TCHiTkatagt
ayatgtakgy
L2 IBSCEFRG
TPIGCOTRET
SEagagetLe
Cogasggboe
Lasgaseact
gaooyGaERad
AATHITFFRA
GLEELQﬁLEt

agtgtgtﬁnt
et

EQaserELts m&m‘.’geaa

Apegeiiate
HCOREReRY
A BRCEUE
SHISTGREGY
aghantoget

CORGORRYe
agyRargegt
vatenartog
appogRatyy
LogogngeR

(SEQ ID 154)

Seaghaetat
AranaERRRG
ut&t&ﬂ@tﬁa

FolLarcoa s
BaugLEscha
CHTRFRgoaR
PRtgootas
e tysRgd
Ligagesgal
ggscatoght
trsateatok
ElsatasogR
BERLERFEEYS
teEsgegast
sabotasekr
EREErLagy
geaseleTagy
ARCREECYPR
rtatgacagy
SgoRagenya
tbotgotate
stogotbgat
Pl Adid Faf el
cenbitgegy
ACHRgUAgES
DFRCCHFaaS
SEECHTTEYE
cregegegtl

- SRgEFCLyec
 cepasabgty

rogtogatss
agapgencat
tgogtbgast
TegegRgasy
agacaegoss
ghoRgeNaLy
cEQEregasa

ERERASEasa
agatfiatye
EERGRICRRR
CRASR YT
egtagahhgs
ctogigaasy
gegegtaty
SHLUShYERs
LRREYperNYg
SLAgoRRCH
asegtbsthy
garciReche
stetttages

FEgratepes

ctztonacyy
SRELLLpesy
FRRLtgoRe
BERDRAIZRE
cragttoteg
sagatescst
EERETRCERE
2atgyoctat
SEREtghaget
ertgkorata
serstagsna
coepegocks
sogaghgtac
CERURRCRRG
RLgegbiigy
chirogrooy
ssstavgeey

FEADLITALY
sagtitatas
Eagtoafany
ERpgterkty
TETRGAgRLY
bhEoRagady
et sRgeal
tintortant
cobachygelt
tiggoctoga
capogoghtl
pgeotatite
chogyosick
Tezatagety
RgEgartast
Lasaratiag
CRABBGTIAY
gogmatiaga
REgirgags.
eReEateast
FPtosTegsRe
Lorgagtage
cgestoraty
FEEERLEDFE
CELRPIETR
guataotbE
ABGASRPFREC
cERTRTogET
CERELLIITY
toactegogk
§Eﬁ§ﬁghﬁ¥&

Eptastsat g

pEEtegsget
ERgeggsaoeg
grtigtesan
tasrgbgtgy
CogReaRtty
eEFYRRgaNE

ka&@tﬁaﬁcq
Leghytagyy
gugleggast
syhataseas
bagcoacty
cEntegacyt
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Figura 9

Sc TCR A6-C-Kapa clonado em

1 scatugyoos
51 gagogagocs
14 groctketts
151 bgtoeatabs
281 shbeaasaasy
251 eagtgakiea
IR satrguaght
351 LoaggogEay

A0E QRCSUrERss U

451 PLINCCAPER
508 QRUenEEpoe
H53 CORSGTIGRE
581 adtboosgst
E51 kectgigosa
TR epgreomEsl
FHL eREcEgRgRl
BOY CRsusganca
51 gengotgsge
S0 CRE[CEDEER
F51 geRobgRgos
1861 caacosckbe

Bokyaanass
peeabakFay
LU e e p T

gargeeaghy
rgoaotaiot
LEREL RN
GLERNBLEGE
oUsgTTaghE
gozacokane
tggagragng
Ghorakecag
A e
ENEFRASRAL
Loy gak
e fln ad - Tt o
caggeogalg
REAGEROGHT
RECHEYRRCR
cgotgbgtit
cachygatety
TOFEETLE
[rpeetald s ooy
QUeRRS gy
cgebabotes
SoatIneERe
Bagocaganny
PERFAOLIOG
Ll Bl 2

g3

{(SEQ ID 185)

pUC19-

FRGERIRBOE
A EFHMCN
a3 dHLREtyy
SACHBRIPANF
tgrtkotaky
botgtgeent
JELTIGILEY
CHORRUCITY
CoespNLRTS
FRAtaaiEt
e o
gotashatgh
reggekgoke
sULageoRne
e ioscans
gageoabong
gebiypaohed
AbggaRgER
QagoIFoEDg

WFLCRREE™CE B

bevagbbebs
anavomgbes
Eyyaggoggt
RTINS N Y
SUEYECESRE.

T7

Sl s b
LaragLgane
SERRBFEREE.
SRty
RECALSARRY
terascigac
Epghorecyy
Ergasngaty
BCAFRGTREY
sotagtatoy
stbgptarty
CROTRFHLOH
eRbeRvsgaEn
IFITGRCCAY
QRIDCEFERN
’egosdagai
g bhobage
FEgoRIAFE
Doekeasban

syggctetsg
CRCSFARIRE
OIS LTAgnER
REeTacgoe
REagCLtoas

cagtytioss
geggbbosew
gagbigatas
RRCRYERERG
oD oficne s Tl g
agetgygags
otz - T D P )
ghakcsotes
acastgpeaght
ATIRFRECUR
grabsastys
YRCATRGIPF
stobgoghae
Igoaglanth
3 ]
SECTTRTACES
Snganeaegh
FRETLERENR
aggarceaoeyg
Fagatigany
CRECFEERY
Feacootgas
EERFERFLE]
segtgunoNy
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Figura 10

‘
i
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8¢ Elte
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Wids

A proteina sc TCR A6-C-Kapa estd indicada na transferéncia Western acima com uma seta
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Figura 11

RT-PCR PCR

i3 14 13

Pista 1 Marcador de DNA de 100 pb Bioline

Pista 2 Reacgao A6 sc TCR-C-Kapa seleccionada contra esferas HLA-A2 TAX
Pista 3 Reacgao A6 sc TCR-C-Kapa seleccionada contra esferas HLA-A2 TAX
na presenca de 10 microgramas de A6 sc TCR soluvel

Pista 4 Reacgao A6 sc TCR-C-Kapa seleccionada contra esferas controlo
Pista 5 Reaccao controlo sem DNA seleccionada contra esferas HLA-A2 TAX
Pista 6 Reaccao controlo sem DNA seleccionada contra esferas HLA-AZ2 TAX
na presenca de 10 microgramas de A6 sc TCR soluvel

Pista 7 Reacgao controlo sem DNA seleccionada contra esferas controlo
Pistas 8-12 e pista 13 sao as pistas 2-7 sem adicao de transcriptase
reversa apenas Taq de alta fidelidade da Roche. Estes sao controlos da
contaminagcao de DNA.

Pista 13 Controlo positivo da RT-PCR
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Figura 12a

Clone 9 Sequéncia de DNA de cadeia B de TCR A6 mutada

gigiigteacicegacocoandaticeaggiosipragacagpacagagalgreaigragigigectangatatgaacest
gastacatytoctygtategateagaccoagheaipuomeinenucigaticattscicagigotptioatatcacigaccaaggs
geaglococastgguizcasigicioragainastoscagagpatticcegaisanuctgeigicposiaaicneinonagacatet
gigtacticigigecagragRechggectageaasagygigaccagagragiasitcgraccepasaccaggcinangatoas
apsggeccigasssacgigicecancogagategalgioittergoueattagasgiagaguintonestatitananguees
cactgpigtoceipgecacagpoiictaccengaccacgtggageigagcigninogiganigggasgoaguigeacagiougs
idgoscagucntgeagoescicaagiapcaginegrotivanigatictagatacgeicigrgoagoogoaigagagtciog
cnacoivignuesnpucencegosancactivogoigiveaniccagtictacgageictegpagaatjacgagisgacceagys
tagggaeaaagccgﬁuﬁzuﬁsgauxﬁsagcgcmg&ggamﬁggggﬁagagsagac

{SE€) ¥ 156)

Figura 12b

Clone 9 Sequéncia de aminodcidos de cadeia B de TCR A6 mutada

AGVTOTPKFOVLKTGOSMTLOCAGDMNHE YMSWYRQDPGMGLRLIMYSYGAGITOQGEVP
NGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSCTSVYFCASRPOLAGGXPEQYFGPGTRL TVIEDLKNVF

PPEVAVFEPSEAEISHTQRATLVCLATOFYRDHVEL SWWVNGKEVHSGVCTDPOPLKEQPA
LNDSRYALSSRLRVSATFWQOPRNHFRCQVQFYGLSENDEWTQDRAKPVTQIVSAEAWGR
AD

GEQID 157

X - Representa a posigdo de aminodacido correspondente ao codédo de
paragem "opal" introduzido, isto resulta, regra geral, na substituicgao

de um residuo triptofano (w) na cadeia B de TCR neste ponto.
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Figura 13

Clone 49 Sequéncia de DNA de cadeia [ de TCR A6 mutada

gelggtgicacicagactoraasatioraggiccigasgacaggacagagralgatacigtagigigrecaggatatgaacat

gastacsigiosiggiategacaagacoraggoalgagoctgagpcigaticaliacicagtiggigolggtatcacigaccaagga
gusglococssigoriacasigintccagsicascracagaggatiicoopeicagaaigetgioggoigalensicecagacalnt
glghectictyinecagoagaeepggaciagegggagguegaccagepeagiacicggyooggacaccageteacggioae
ageggeecipsasaacgigiicecancogaggicnnigigigagresiragasgiagaginitonRcaccasRgaees
cacigpigtgoetagosscagprticlaccergaccargiggagaigagalagiogoigasigegssgospatycscagisoes
fcfgeacapacongtagecainasgragosgoecgrosicaatgacicongaiaegoicigagrageonnciysggatetoag
ceaciiciggeaggecceotgrasscacticegeigicasgiceagtictacggacicicguagantigacgagtagscceagps
fagguccararceglcacncagstegicagegeegaggetiggaolagageagat

(SEQ ID 158)
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Figura 14a

Clone 134 Sequéncia de DNA de cadeia P de TCR A6 mutada

golngigicacicagaccrcaasaticesnglctigiagacaggenagagoatgacacigoagiaipoceagpetatpasceat
gaaﬂmt@m@gtﬂ&ga&agam@aggcam@migag@dgammmﬁﬁgmmatm@amgga
geasglcooaatganacanigiainoagicastcacsgagueiticongetcagpoigigicggaigaienaioncagacaict
gigtacticiatgectegaggoaggaacigatgegtgegganceagageegtacticgagocyapeaceagaviescggicas

agaggaccigeassacgigiivccaccogagglogeigigitgageralcagangeagagaiticccacacceaanaggrea

castgaigtyociggrescogyitclacooegantactiggageigagotgoiguatosatgaaagga LA
ctmagammwgmﬁmwammmammm&g&&m&tgagwgmgmtgagggmmgg

graccicionbagussoscsqearcoantivegoigionsaiocagictacggonictoggageatyacgagigiacecagya
tmggmmamxx@mmx@xﬁkgkﬁgqmwmggmmgm@@ggsmﬁmkwgmmamm

{SEQ TD 159) .

Figura 14b

Clone 134 Sequéncia de aminodcidos de cadeia [ de TCR A6
mutada (BIAcore)

AMAGVTOTEKFQVLKTSOSMTLOCAGDMNHEY MEWYROQDPEMGLRLIMYBVGAGITDOG
SUPNGYNYSRSTTEDFPLRLLSAARSOTSYYFCASRPGLMSAEPEQYFOFGTRLTVTEILK
MVERREYAVFEPSEAEISHTONATLVCLATOF Y PDHVEL SWWWNGREVHBGVCTDROPLRKE
COPALNDERYALSSRLRVEATFWODFRIHFROCOVOQFYGLSEN BEWTWWQN&AEA
WERAD®

(SEQ ID 160)

Figura 14c

Clone 134 Sequéncia de aminodcidos de cadeia [ de TCR A6
mutada (ELISA)

AGVTATPREQVLKT GOSMTLOCAQDMNHEYMSWYRQDPOMGLRUHYSVGAGITDOGEVP
NGYNVSRSTTEDFPLRLLSAAPSQTSVYFCASRPGLMSAGREQYFGPGTRLTVTEDLKNVE
PPEVAVFEPSEAEISHTQRATLVOLATOFYPDHVEL SWWYNGKEVHSGVC TDPOPLKEGRA
LNOSRYALSSRLRVSATFWQDPRNHFRCQVOF YOLSENDEW TQDRAKPYTQIVSAEAWGR
AD

(SEQ ID 161)
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Figura 15

Clone 134 de TCR A6
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Figura 16
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Figura 17a

atgesggagpigacacagaticoigeageittigagtgtoccagasggagansactigpicteascigoagttiosctgata
gogctatitscasctonagtpgiitaggoaggscocig gpassggictoacatoictgiigottaticagivaagtoagaga
gRpcaacaapigzangacifaatigoctogstggataanicatcaggarglagtacitatacaligeagriicicagoetyg
tgacicagecacotacciatgtpotmtpaggecc matmgg@_gaagntac&tamtaa&ﬁtggﬁﬂg&gg&m&ag&ﬂ
'ia'ttgtt::a&u&gﬁaﬁ&mgpacccigamctgmgtgtmgagc{gagagmmtmmagt gacaagtcigictgoet
attcaccgatitgaticloasacasaigigicacaangtang gaticigatgigtatateacagacaasigigigotagacatg
aggmmiggamcmg&gcaacagtgﬁgﬁggm{gg&gcmﬁgtgacﬁtgmtgtgsm¢gmﬂﬁa&Ema
geattattoragaagacactticiivccesgorcagaaagiioctan

{SEG ID 162) »

Figura 17b

sigggizicacioagaccetaasaticeapaicrigsagacaggacagigoaigacacigongigigeceagsatatgas
mm:gﬁatacatgtcctggtatﬁgacmgnmcaggcmggggctgagg»:tgmmﬁactcagﬁggtgﬁtggm:mﬁg
accragpagangiccceastgpelacaatpicicosgaicaacoacagegpatiticoagotcaggrigct gicgaatpcic
cofcocagaeatctgtgtscticipipecageagiiscgieggasacanc grupagctgttitigmagnagrotctagaotly

pansaggeescactggiglgcelggoranageolictaceorgRoat Bl E ARt ARt SOt ERalERERagE
aggﬁgugeagtggggta&ggmag&mt:g@gwm&caaggagcagwcgwcﬁﬁwigaﬁtmagam%ﬂmggg
cagecgectgagpptetgaicsctticlgacapgaceccngeaaccacitocgotgtosagtecagtictacgggeiots
ZEAgAal At SIS EACeCagRal PO RCCaARCCCRICRcCoREAIC SCARCRCT SARENCITRER N gAR AT
actax '

{SEQ 1D 163}

Figura 18a

MOEVTOQIPAALSVPEGENLVLNCSFTDSAIYNLQWFRQ
DPGRKOLTSLLLIQSSQREQTSGRLNASLDKSSGRSTLY!
AASOPGDSATYLCAVRPTSGGSYIPTFORGTSLIVHPYI
ONPDPAVYQLRDSKSSDEKSVCLFTDFDSQTNVSQSKDS
DVYITDKCVLDMRSMDPRKSNSAVAWSNESDFACANAF
NNSIIPEDTFFPSPESSStop |

(SEQ ID 164)

Figura 18b

MGVTQTPEFOVLKTGQSMTLQCAQDMNHEYMSWYRQ
DPGMGLRLIHYSVGAGITDQGEVENGYNVSRSTTEDFEP
LRLLSAAPSOTSVYFCASSYVGNTGELFFGEGSRLTVLE
DLENVFPPEVAVFEPSEABISHTQRATLVCLATGFYPDH
VELEWWVNGEKEVHSGVCTDPQPLKEQPALNDSRYALS
SRLRVSATFWQODPRNHFRCQVOFYGLSENDEWTQDRA
KPVTQIVSAEAWGRAD Stop (SEQ ID 165)
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CTCRTTALR
CRGTARTONY
FETRNERETTE
RCACOTTAAC
‘1’«7‘3&’1"13&@{'
EDRACTTTAT
QGCCHNOGG
OEERTLERIC
GRGTETCLCA
SPCATREIET
SUGLTNTPTR

TERATTRCRSE
ACATCRGENG
TETREICOTS
'mM: ATTRAI

TACM‘!.&‘I?.‘:&&’I‘
CCTRGRRTAR
ATTRTICOAG
TANTAMGETR

TAGGTTRATT AXL
&R

APECAR
TEATDOGLAR

ANTARICWETT

BRETIPCROT

RCCRCRINTER
TEACADTELR
TOIRTREC ALY
ATLATAGTGA
CRACLALNIA
AC&WW
TETAGRIMTA
GTTTTTIEE
SBRIARBLE T
TIFFCOIADD
ACRAGHETOG
CACALCOAAR
GEETIROTPT
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Figura 19a

PITGUTSEED  TIPTANTCAS ATHTANIGTY SUPTASTTCA
ABRCEROCES BRRAUGROTS TALREIALAC TCRGTCHGT |
JOCTORGECT FUACACTITR TOOTTCCOHC TORTRTOTNS
TOONTTECOR. ARATETERAAT ACTASSGOCE ACCATACRAL
TOATOSGNTA ACAATRICAD ACASYIARRCA QUTATRADSA
ROTOGCUTRT PPTAAKETR BEPDETTIET £
AXCOTAOEYS OPTRASTATT CTATTICNAG 6
OPRCRATAONT GANTIONTAR GRTASAGTTS ©
COPNTTEEDY ACGRCAGNG CTGGATTETT
FOATAMGEA PRODTTONGY CAODTANIAS TAYRGA
COATOSONAR AOAGGRAITY ACOUAGRIPN CTCCHGCTOT
GETACOONTT TOTCCTICAT TECOVCTASS
SRADTADANA ACTTGETICT CRMCTHCANT T
CTISOTOUIT TEAATTAASA COTGENGIEA
CAACCTCORG TORRIIANSC MORMTCTOR B

TEOPERTION BICAMITCRR AGAEAGEMAR CAACTOGANS
ATRD TOTCTOGMT
ALSRAIPACT

LHEGRCCRCTE &""i‘gﬁﬂmﬁ :
CTTOGRRTR Q’(K‘AWTM& Ry Sl 63 .
PREVICORGS MOCCEEATOS TN FRETRS <]
&NTWI‘C’I‘ TOECOITAGE ACRRTACATE w»mrw:

& ATARETRICY Wﬁ?“m
GRVSTUTAYA TCRLRGRCRA
LYRCRONTAT AETENPETT
T OCASGRGTRAE SETEUPGTEG

EPGF&CW\Eit '

) S GTTCTRENTE PURLEACR0CR

CARMATONGAT T THRRROGTPY UANMTARTAGT
GSTTPRSALTS SPRTOEEAS OTIETRFRCE
AARRTROURY LTASARIETT CUTBNTRAC
TRCTIRDESAR CEIOTIRCRA SONTTATING
RAYTOTY 4 ATATRCATAT SARARAATTA

¥ TRYATGTATA

. GLECANAGRE
, SESAENY DOUSOaNNCS
ThEACTLCAR M’“E"{,‘L&i&’l‘ C‘E."I‘ﬁ&a\\im AR AGIGTN
STSTOCCOAS GATATOAROD ATOANTAEAT OMCTRCINT
CACACHONTC ORATAOTIOS TACTTATEDR CASGACCATA
CAGRENTGOT SUTIARGOTE ATICATIAST LRCTIEOINE
STRRGTACEY CORCTOCORC TAAGTANTRN WICAACCATR
SACCARGORD ABSYCUCCAS TONCTACART GYCTOUAGNT
CTEQTINNIT PICROORITT SCCSRTGITR Ch :
SEATTPOONE CTCAIOETON TOTEGECTSs
COTRANGROE SROTCOGMT  ACNICEGAG |
CTTOTSTRD CRROANTTAC GYTGGRASTE T
TGAAGACAEG QICOTCIATG DROCCETTST GO
DAXGGOTIES GRCTCACCOT ACTUEACEAL SR
CTICCORGNT CCACTIRGCR TRACTEOTG G4
RS A
COTOUSEUNA, -
AGSOCACATT GOTORRCS
POORITATES
EOTGOY

ATCUCCARET COGTCRGOCA 8
: RS TCONGHTTIS CUCAGTOGET CRAGRRAGTUG
" ARGRTMIARD AGRIGRGODC GOR
CCOCATOTES TOeoGaossd ot

{SEQ mws}
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Figura 19b
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Figura 20
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i owstooatog

5%
3%
181
241
393
361
$21
481
S&1
8l

81

I B

TEi

B4l ﬁatsaycagg

(SEQ D 168)

&N." \;-\-3.
RS -
XXX -

Elelecimtent Lo fed
2egmaboniy
giggatatyyg
titgaggote
ACRSAFOFEL
aseaguoaty
CRQITNP LI
gRIEREEgtot
chgoeotoas
cttemc&a'c

: 2520 o o 2s £l
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Figura 21

oostaaytgy sagbseotgby

sateatgoge
ASCIALEANY
TOSRFIIGIR
Aamgybycaty
erasctatas
toeaashyag
teaaktgloss
e hagorenay
shgaggacgt

NG EER

sroo

ratoadngaEa

eyagtbkaby
FaCHTLCRgy

GULCRRCREA
LongRLcAass
SHEgCOCase
gtogettoga
PURIGRTCRE
Chaggectyes

#Qt%ﬁﬁﬁ_t" i atget&c&
_r§’§g §§§ﬁ§g

A »t&géﬁk&gﬁﬁ

chaggatied
gageNTotgR
tehgastriy
et bgasy
gobgbagacs
sabglante
gtoobontol
SREQFIANSE
phrbEoegss
FOQIILGLATC
agccetmtt@
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e

tostostsce tgtgotgsty

CRA TR
sStggtastys
anbibggacy
sagoocsacek
CRgPgELNES
ghbtoskoge
Rigeactac
agtkocacta
actygegots

B-azﬁﬂ T agem

ﬂﬁgag&taﬁs

cgsgohatat
gatbbtooak
aLTogorage
goasatoaty
tgtgotescyg
CHRGh TR
aggagigion
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1

(33
121
181
i8
3IGL
381
431
481
541
£0Y
&K1
21
8L
B4
5¢L
B1L
pEL-S
INRL
13431
1301
1261
33
1381
E T ¥
591
18§%
1834
is8y
743
18301
1883
a2
1§81
2481
ST )
2383
2333
3383
R TS
3483
2481
2831
2R3
2541
370
2TEL
agei
2881
943
kL in
3983
3123
R E- &

SREtCEEASTe
SRSPCIOFRY
tasaagatne
e tsgens
RFoaataan
cgggestgts
tEcasgaatd
grgtgcacty
sCacechgey
SRAL LYY
tisacaaaka
gethoagettg
[etagyecsg
ghbtooang
guscsasacn
CRECFTRRLY
cktttgeaty
TETCLY SRS
TRSREgRRte
gtgstcaghg
rRtgatogey
eosttebrgt
ggatitagta
gobghbagag
gistacabags
sEtggeaanyg
ticteossal

Ligoganaag

SEQULTEE
SUGUANTOEY
JORFTEL LG
tgaogoatie
vhoeboogty
FRCPERDAXY
gusatattgy
FLEgTICRER
agbaigatts
L eyIgteasy
sgegtabite
atagtarabs
tgdstatgat
Lakgtglisos
FROToEoYER
bohegyigae
gobgogegas
gagegboaby
SThgROUTE
gackgoga¥t
abttianaaa
atghoigtoga
sogattigas
astgthaont
erabnsogos
fefoc TR 8=t

gtasagogey
Eeaaaktgbts
raatobgsts
agnagatgty
agatiiaaey
ATITANIRSR
tattgacacy
CRONDAUREL
Eakbgegrog
arsddatiay
attbatectsa
chonghriag
ataLtehota
[Tl oy it S
gstytioge
e LB N SR T
ghitectias
EStEbagont
Brsadeasgis
asbabogoas
gEateFiace

asbbobatey.

stgagoashy
glragugesas
acacgtatag
BB E
tragabioba
tarbgihvk
ARgTFeTget
glimaacgby
erhgostatt
L CTCCFe
L Qe ans
tatetahass
LEEETAS 71
FaOgbosgan
saxscgttgha
roatossagt
sasazactag
BREGRABOYDE
RgNgalosas
CoELeSgIes
ghgacaacya
FtEaasacta
aosgogaagt
Etkagacaag
EETG LY ETS
ghaesigoby
[lserdaiat B ey
LER T -t
FFEIIAVIAL
tgcaaasgty
Ebtobasases
agatgbatat
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Figura 22

Ehgasgoake
ceooognght
frc s bl oLt E-E1-1
EgRsogesg
srsacgheta
atbeasgrae
gtasaagsat
sttaatages
COTIRAYLOR
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tEtkeaaaks
shbgtagoeg
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JUooERLEaL
gekLbghaeogn
cryiyaoniy
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AR ety
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e A TR 1T ol
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[YTEIL RO
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SPgaNaeat L
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Fhaongogeg
ghibostetyg
CRNFREESER
SIRCCETSAS

atsttbaghs
Fooacacta
estetLigog
sacagetagt
aatatiangs
SCEGHCOSPIC
tracagasss
cogibiscst
tagatagatl
tatiastehs
ghtgrgotic
atoagggng
gryesanglig
sgsegtasas
fiags g Yot el £
BEONEATETY
CALFOFIRER
gresthgary
phgoegoesss
caocaachgl
SAgeATE LGN
Cttggactts
CHAR LR
ggtobyabon
asctgtatat
ctobagossg
grgageoatl
Lxadah bRtk
togbtantgaa
AECHONR AR
rEtbasstea
rgobgoase
ghgytagsey
gLoggoogas
FLigggttgs
catypcagey
crtaatoaty
ghtbbonEey
agthagtite
taaastgey
@i Eaaatans
Eigtastsag
Lot ad ol fusd
vasboyaoony
catoghatas
atttasttgs
ATERLGICFS
egeorantalk
grtatgasags
aratgrotoe
FegEERbGEs
soRagtgtys
agtatgbaay
ackgooassa

tetanastgs
goesgagtty
SREATHNIRG
togtgtarsy
thhgoogest
gtotonagge
wytgtgoaga
=t EET RIS
attaatatta
EEOSSFoER
tegtiecast
atgtiacgtt
Jteghogongt
INTPNGEFA L
thevyoabiy
ayatcaghca
HERSSGR LGS
Acegetigea
trguboteet
ggsabiasty
ataakoager
Foovi= it~ i eeuied
satanngatt
trtagastgt
LHOBGOAFYL
Chga Larasy
FREFRIRGOR
LFEAFICTIT
SNRTTgoNas
tekEatEtag
Logsgoagtt
BECIFETFET
FYTROITOYY
regogeaket
gasahtaaszt
oogtogsbby
rakicoogay
shttastgoa
coogtbghoy
Chyogaigss
thkhbacgaa
gachavasas
thagtegast
cgtatggagt
tooegatgat
wottibggbe
LaRtgRasts
[EGLGTagas
gEFtataaas
sIgERETETY
ARICNGRLEE
tgsagboaly
FQEGRSIACE

gSRscasagtia
rekgogbasy
setagktatig
EA NS e el
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ALFEEGILGY
tattbaakge
sgagFteses
thegegttet
eoagaactat
CXRCT LAY
tabget bty
cocgonbony
E v e E R Rrted
thEcgrohel
tgacreyegt
Fitoaatasa
grgogheigt
acbesoghis
ctictaasag
geabongon
fhrtosaogad
tgrattlark
tRgogsogbe
tgasagrate
EgLgtegatt
ataattasat
gocggtatoy
Sgondnbagt
tagatagbta
cytrgacges
bgoogoasgs
[Sxide R ide]
stareghags
catigogatt
SILOGSFEER
Loasgryeay
EYS 4 ST L0
catotosaga
RNPRFOIER
grgatgacat
bigesgegts
(=T o2 o Retnte fud of
cogeiratta
bEtabbgats
BaZRcLioeg
BISAILECOH
SYARGSBES
masatatbgs
trtatactas
EESAEORERR
satotithaa
ghogasasgs
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tokgtoegel
Ssasssitata
abbigtagtd
afcatitise
aguoquekby
attaacatag
gtoatasata
Fraaturaey
artratatas
SRCAPTLROE
Sasastghiyg
LHEGUESIYE
beacagschy
L bagpagkt
Lhbgbaige
bytoagaaay
SasLANLETS
asgggesglta
Sghibgtyth
[o Tadetude Lot ol o e
posgeiggas
Brastabaoy
agktasaggt
gegtantick
trotbgotey
acasaactat
[t L alary S
aztabsbisd
tactgasat
tabtaagoga
aattoattaa
Prieidel ot g3
tragttreas
CLCAKTHOSA
tgpghhbegs
cLEtdaiese
Jostanrtas
toghogtiag
Flyteggeia
Egegagegte
thagaangoy
Sutgehagsg
FFCITRIFEN
FUCIATZCAT
gototgagas
totaaagetyg
ategatgnby
ggrggigreg
SIPCAFARY
gutggraakk
stibegetak
taaagagate
tactacagea
Freasdaaey
totghtgteg

dyetgooasy
aaltgotasat
tEateEatan
satgatkesc
togestbobe
trattategt
tatatgbotl
acagbgehat
besatgaatd
totagihoss
tacgasnrgl
Emktrtgtigt
gaasbytaoba
2 e A T R T e
exbtbgnrtta
cgtateacts
ggcroenshg
thrtaaatag
ttabtattan
trnolgags

astgatibbos
proeggrabon
gaatebthgt
axtotaghhl
LRCERSSASE
gataoeataa
SFhtasatag
tacaktbrat
agatiatygt
abtratasto
gLnbgastis
BTASF Ly
caaaactige
tEbkytuatan
tgbegttagt
sategagogt
asgtigotts
[T patars tad
EELEIOnSTY
SLEyLgTagy
srgstgatas
SES e S e gAY
Leggéagets
JEFEACGILL
cAgEFNghEg
grgotogtay
coggtataat
oogotgygety
caiatakiata
ootekanegh
ghotoaagat
skgtaghggac
oGt hgguas
taaabgb gt
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e Del Bobrinis Bl o
thgheiiths
ELFRNRITYHD
agbtbastibg
ebtogtatis
atusatatat
vhbtasbgug
rttotggtag
egynboghe
Eracassakt
CASITHIANS.
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SEdRSEAGHA
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1 alad
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EENEN SN R
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agghtogang
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THEANGATHRL
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tELoHakEcts
oggtybase
abctacsaks
SHYLRIRGER
asctabtgia
tEEELORERE
sggticeghe
togagyogrt
sbytkotoyt
SRTARCHFER
grogakatil
agaatogrRe
Fagacantie
getiotasant
tbEttgakastd

toagteetat
Eraasoga g
Fragtrataa
Sgacsatata
Shiobabiett
ghatetakog
ghgtatagis
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LA Ly
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GRAtaRNEY
grgsastaoyg
Frasigetay
Bbksesgtsy
Esatatatty
pewserbtygs
aacgoghiiyg
taktiataay
eyagabygrk
cothnatte
ghatatbaak

sgabiteael WatoaiEt e
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tEkbogketk
akgotbtyth
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18081 streogyete ghabybtyby bggsattgby agoggabass satbbossas sggesacage
10081 tatgacestg atbang

(SEQ ID 159)
S8 - Locals de enzimas de vestriclo
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 29a
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Figura 30a
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Figura 31a
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Figura 32a
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Figura 33a
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Figura 34
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Figura 35
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Figura 36
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Figura 37a
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Figura 38a

MNAGVTQTEKF QVLETGOSMT LQUAQDMNHE YMSWYRQDPG
MOLRLIHYSV GAGITDOGEY PNGYNVSRST TEDFPLRLLS MPSQTSW"F
CASRPGLAGG RPEQYFGEPGT RLIVT (SEQ 1D 173)

Figura 38b

MNAGVTQTPEF QVLETGOSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MOLRLTTYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQISVYF
CASRPGLMSAXPEQYFGPGT RLTVT (SEQ 1D 172)

X representa uma posicdo na qual os aminodcidos E, Q ou R
podem ser inseridos

Figura 38c

MNAGVTQTPEKF QVLKTGQSMT LOQCAQDMNHE YMESWYRQDPG
MOLRLIFYSY GAGITDQGEY PNGYNVERST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPEDQYFGPGT RLTVT (SEQ 1 173)

Figura 38d

MNAGVTQIPKF QVLKTGQSMT LQCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MGLRLIEYSV GAGITDQGEV PNGYNVSRST TEDFPLRLLS AAPSQTSVYF
CASRPGLVPG RPEQQFGPGT RLTVT (SEQ ID 174)

Figura 38e

MNAGYTQTPKF QVLKTGQSMT LOCAQDMNHE YMSWYRQDPG
MOLRLETYSY GAGTIDOQGEY PNGYNVERST TEDFPLRLLS MPSQTSVYF
CASRPGLAGG RPHPQFGPGT RLYVT SEQID 178)
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Figura 39a
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Figura 39b
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