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DESCRICAQ

“Variantes de uroquinase bifuncionais com propriedades fibrinoliticas
melhoradas e actividade inibidora de trombina”

O presente invento refere-se a variantes de uroquinase bifuncionais com

propriedades fibrinoliticas melhoradas e actividade inibidora de trombina, a

plasmideos para a obtencdo destes polipéptidos, assim como a agentes
tromboliticos contendo, como substéancia activa, uma variante de uroquinase
bifuncional.

Uma caracteristica importante do sangue humano é a sua capacidade de
fechar lesGes dos vasos sanguineos através da formacdo de trombos. A
coagulacdo do sangue é provocada por uma série de enzimas presentes no
sangue as quais sdo responsaveis, em Ultima anélise, na chamada "cascata de
coagulacdo”, pela transformacdo proteolitica, da proteina precursora,
fibrinogénio, em fibrina, pela enzima trombina. A fibrina polimeriza-se incluindo
trombdcitos, eritrécitos e outros componentes do sangue no local da lesao,
formando um trombo.

Além disso, o sangue contém também uma série de enzimas que tém um
efeito contréario & coagulagdo e asseguram o fluxo de sangue depois da
regeneracao das paredes dos vasos. A enzima mais importante para a
trombdlise € a plasmina, que ataca o tecido de fibrina proteoliticamente e
provoca, desta maneira, a dissolucdo dos trombos. A plasmina é formada
através de cisdo proteolitica da proteina precursora inactiva, o plasminogénio.
Esta activacdo é provocada por activadores de plasminogénio, através de cisdo
proteolitica do plasminogénio. Conhecem-se dois activadores de plasminogénio
enddgenos humanos: a uroquinase, um activador de plasminogénio existente na

urina, e o activador de plasminogénio tissular.

O enfarte cardiaco e o enfarte cerebral estdo estreitamente ligados a
formacéo patolégica de trombos. Em ambas as formas de enfarte formam-se, na
maior parte das vezes em consequéncia de alteracdes arteriosclerdticas das
artérias, sob determinadas condicdes, trombos nas paredes dos vasos. Estes

trombos estorvam o fluxo sanguineo nas artérias, sendo a consequéncia disso
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que o tecido j& ndo pode ser alimentado suficientemente com oxigénio. Isto
provoca, no caso do enfarte cardiaco, a necrose parcial ou total do musculo
cardiaco. De modo analogo o bloqueio de artérias cerebrais provoca lesdes

graves no tecido cerebral.

Para a terapia de pacientes de enfarte sdo utilizados activadores de

plasminogénio como agentes tromboliticos que déo inicio & dissolucdo dos

trombos através da plasmina. Actualmente dispde-se, para estas terapias, de
estreptoquinase, APSAC (Anisolated Plasminogen Streptokinase Activator
Complex), uroquinase de duas cadeias (UK), uroquinase recombinante de uma
sé cadeia (pro-uroquinase recombinante) e do activador de plasminogénio
tissular (tPA) (Collen e Lijnen, Blood 78, 3114-3124 (1991)). A estreptoquinase
€ uma proteina de estreptococos hemoliticos. A estreptoquinase activa o
plasminogénio, formando um complexo com o plasminogénio e transformando
assim o plasminogénio numa estrutura activa. Este préprio complexo transforma
plasminogénio livre em plasmina a qual, por sua vez, cinde o plasminogénio
complexado com a estreptoquinase. Um aperfeicoamento da estreptoquinase é
o APSAC, um complexo fabricado in vitro, de estreptoquinase e plasminogénio
humano. Devido a uma modificagdo quimica do local activo do plasminogénio, o
APSAC possui uma semi-vida biolégica superior a da estreptoquinase.

A uroquinase é uma proteina humana que pode ser obtida como proteina
com actividade proteolitica, a partir da urina, sob duas formas diferentes: a
uroquinase de elevado peso molecular (HUK) e a uroquinase de baixo peso
molecular (LUK) (Stump et a/., J. Biol. Chem. 261, 1267-1273 (1986)). HUK e
LUK sdo moléculas de duas cadeias. A uroquinase é formada sob a forma de
uroquinase de uma s¢ cadeia (pro-uroquinase) em tecidos diferentes e pode ser
detectada, sob a forma proenzima, em quantidades pequenas no sangue
humano (Wun et al., J. Biol. Chem. 257, 3276-3283 (1982)). A forma activada
da pro-uroquinase tem, sob a forma de HUK, um peso molecular de 54
quilodalton e consiste em 3 dominios: o dominio amino-terminal de growth
factor, o “Kringle” e um dominio de serina-protease (Glnzler et al.,
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 363, 1155-1165 (1982); Steffens et al.,
Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 363, 1043-1058 (1982)). Embora a
pro-uroquinase e o plasminogénio estejam presentes sob a forma de proenzimas,

a pro-uroquinase consegue, devido a uma actividade intrinseca, transformar
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plasminogénio em plasmina activa. Este activador de plasminogénio, no entanto,
apenas fica com a sua actividade completa depois da plasmina formada, por sua.
vez, ter cindido a pro-uroquinase entre '*®lisina e '*Isoleucina (Lijnen et al., J.
Biol. Chem. 261, 1253-1258 (1986)). A obtencdo de uroquinase através de
métodos da tecnologia genética, em Escherichia coli foi descrita, pela primeira
vez, por Heyneker (Proceedings of the [Vth International Symposium on
Genetics of Industrial Microorganisms 1982). Pro-uroquinase nao glicosilada
(Saruplase) é fabricada utilizando um gene sintético (Brigelius-Flohé et al., Appl.
Microbiol. Biotech. 36, 640-649 (1992)).

O activador de plasminogénio tissular é uma proteina que existe no
sangue e nos tecidos, com um peso molecular de 72 quilodalton. Este activador
de plasminogénio consiste em 5 dominios: o dominio amino-terminal “finger”, o
dominio de growth factor, o “Kringle” 1, o “Kringle” 2 e um dominio de
serina-protease. Ao contrdrio da pro-uroquinase, o tPA é capaz de cindir o
plasminogénio sé depois de ligacdo a fibrina. Como a pro-uroquinase, o tPA é
transformado na forma activa através de uma cisdo catalisada por plasmina,
entre o “Kringle” 2 e o dominio de serina-protease. O activador de
plasminogénio tissular liga-se, neste caso, a fibrina mas ndo ao fibrinogénio,
sendo desta maneira o plasminogénio activado de forma especifica do trombo.
Ao contrario da uroquinase de duas cadeias, uma activacdo geral de
plasminogénio é amplamente evitada (Collen e Lijnen, Blood 78, 3114-3124
(1991)).

Desde o inicio dos anos 80, o tratamento activo do enfarte do miocardio
com medicamentos tromboliticos tem-se mostrado eficaz e eficiente. Numa
série de estudos foi demonstrado que o tratamento de pacientes de enfarte
cardiaco com estreptoquinase, APSAC, UK, pro-uroquinase recombinante ou
tPA, reduz significativamente a mortalidade em comparacdo com pacientes nio
tratados. Para melhorar a eficacia destas substadncias na terapia, foram
fabricados, utilizando métodos de tecnologia genética, uma série de derivados
do activador de plasminogénio tissular e da pro-uroquinase. No centro do
interesse esta, além de um aumento da actividade fibrinolitica e da reducdo dos
efeitos secundarios, o desenvolvimento de formas que sejam apropriadas para

aplicacéo de bolus. Um resumo das tentativas de melhoramento dos activadores:
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de plasminogénio encontra-se em Thrombosis and Haemostasis 66, 88-110
(1991), assim como em Trends in Biotech. 9, 86-90 (1991).

Para melhorar a eficécia dos activadores de plasminogénio na Vterapia de
lise e, especialmente, para aumentar a sua semi-vida biolégica, foram fabricadas
variantes, por delecdo ou substituicdo, do activador de plasminogénio tissular,
no quais foram removidos, por exemplo, o dominio “finger” e o dominio de
growth factor ou em que o dominio de serina-protease foi substituido pelo
dominio de serina-protease da uroquinase (Collen et a/., Thromb. Haemostasis
65, 174-180 (1991); Fromage et al., Fibrinolysis 5, 187-190 (1991); Lu et al.,
Blood 78, 125-131 (1991)). Mostrou-se, efectivamente, que a delecdo dos
dominios “finger” e de growth factor aumentava a semi-vida biolégica das
variantes de tPA (Lijnen e Collen, Thromb. Haemostasis 66, 94-95 (1991)).
Uma variante obtida por delecdo e substituicido consistindo em ambos os
dominios “Kringle” do tPA e no dominio da serina-protease da UK, era, na
trombdlise, superior aos activadores de plasminogénio originais, isto é nio
modificados, devido a uma semi-vida nitidamente superior. Estas variantes de
activadores de plasminogénio, no entanto, possuiam apenas uma reduzida
especificidade para fibrina (Lu et a/., Blood 78, 125-131 (1991)).

Foram realizadas vérias tentativas para fabricar activadores de
plasminogénio com maior especificidade para a fibrina. Para reduzir o risco de
hemorragias, as substéncias activas deste género deveriam activar, se possivel,
plasminogénio exclusivamente na proximidade do trombo, sem provocarem uma
activacio sistémica do plasminogénio. Assim, por exemplo, conhece-se uma
variante de tPA em que o “Kringle” 1 foi substituido pelo “Kringle” 2 da
molécula original. E certo que esta variante possui uma maior afinidade para os
residuos lisina N-terminais, mas ndo para a fibrina. Relativamente a trombdlise,
esta variante ndo foi mais eficaz em modelos animais do que o activador de
plasminogénio tissular original (Collen et a/., Thromb. Haemostasis 65, 174-180
(1991)). Outras variantes conhecidas, variantes essas que consistem em fusdes
entre um anticorpo especifico para trombos e um activador de plasminogénio,
sdo mais eficazes em modelos animais do que os activadores de plasminogénio
originais (Lijnen e Collen, Thromb. Haemostasis 66, 88-110 (1991)). Um
activador de plasminogénio que foi isolado do morcego Desmodus retundus

possui uma especificidade muito elevada para a fibrina (Gardell et af/., J. Biol.
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Chem. 264, 17947-17952 (1989)). Este activador de plasminogénio apresenta,
no modelo animal, uma trombdlise melhorada em relacdo ao tPA, com uma
semi-vida maior e uma activacao sistémica de plasminogénio reduzida (Gardell
et al., Circulation 84, 244 a 253 (1991); Mellott et al., Arterioscl. Thromb. 12,
212 a 221 (1992)).

O éxito de um tratamento de pacientes de enfarte com activadores de
plasminogénio, no entanto, depende ndo sé da trombdlise como também do
grau com que se consegue impedir um nova obstrucdo dos vasos sanguineos
que foram desentupidos. Vérios diagndsticos indicam que, na trombdlise, a
trombina ligada nos trombos é outra vez libertada sob a forma de enzima activa
e pode provocar novamente a obstrucdo de vasos (Szczeklik et a/., Arterioscl.
Thromb. 12, 548 a 553 (1992); Eisenberg, Circulation 84, 2601-2603 (1991)).
Com efeito, o efeito de agentes tromboliticos é melhorado através da
administracdo simultanea ou anterior do inibidor de trombina heparina. Também
através da administracdo de Argatroban, Hirugen ou proteina C é possivel
reduzir a reocorréncia de obstrucdes na terapia de lise (Schneider, Thromb. Res.
64, 677-689 (1990); Yao et al., Am. Physiol. 262 (Heart Circ. Physiol. 31, H
374-H 379 (1992); Gruber et al., Circulation 84, 2454-2462 (1991). Além
disso é sabido que a mortalidade de pacientes de enfarte é reduzida
significativamente através da administracdo prévia de heparina e aplicacéo
subsequente de pro-uroquinase, em relacdo a um grupo de controlo (aplicacéo
de pro-uroquinase sem administracdo prévia de heparina) (Tebbe et al., Z.
Kardiol. 80, Supp! 3, 32 (1991)).

Um dos inibidores de trombina mais potentes é a hirudina, isolada da
sanguessuga Hirudo medicinales, a qual se liga com a sua parte carboxi-terminal
especificamente ao local chamado local de ligacdo de anides da trombina.
Determinados aminoéacidos da parte amino-terminal da molécula de hirudina
bloqueiam o acesso & bolsa de ligacdo ao substrato da trombina (Rydel et al.,
Science 249, 277-280 (1990)). Além disso sabe-se que a trombina pode
também ser inibida por derivados mais pequenos da hirudina, devendo
sublinhar-se especialmente as moléculas Hirulog (Krstenansky et a/., J. Med.
Chem. 30, 1688-1691 (1987); Yue et al., Protein Engineering 5, 77-85
(1992)).
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A utilizacdo de hirudina em combinacdo com um activador de
plasminogénio, para o tratamento de doencas vasculares provocadas por
tromboses € descrita nos pedidos de patente europeia EP 328 957 e
EP 365 468. Do pedido internacional de patente WO 91/01142 conhece-se a
utilizacdo terapéutica de derivados da hirudina em combinacdo com um agente

trombolitico.

No pedido internacional de patente WO 92/18139 sdo descritas
moléculas quiméricas com uma parte activadora de plasminogénio que nao se
liga a fibrina e uma parte com afinidade em relacdo a componentes de placas
arterioscleréticas que nao de fibrina, por exemplo uma parte inibidora de
trombina. Ambas as partes podem estar ligadas uma a outra através de um
12-mero consistindo em alanina ou contendo principalmente alanina. Num
12-mero rico em alanina podem estar substituidos 2 ou 3 residuos de alanina

por lisina ou arginina.

Do pedido internacional de patente WO 91/09125 conhecem-se proteinas
de fusdo, com um local de cisdao entre a primeira e a segunda sequéncia, que
possuem uma actividade fibrinolitica e/ou antitrombdtica. A actividade
fibrinolitica e/ou antitrombdtica completa € obtida apenas depois da cisdo,
podendo esta ser provocada especialmente através de trombina. Isto tem, no
entanto, a consequéncia de o inibidor de trombina libertado através da cisao
inibir a trombina, o que impede uma continuacdo da cisdao provocada por

trombina.

A trombina pode também ser inibida por um péptido derivado da
sequéncia amino-terminal do receptor de trombina humano (Vu et al., Nature
253, 674-677 (1991)). O receptor de trombina contém, na regiao
amino-terminal, uma sequéncia que se liga a trombina, préxima de um local de
cisdo para trombina. A regidao do receptor que se liga a trombina, assemelha-se
muito, na sua estrutura, ao dominio carboxi-terminal da hirudina. O receptor é
activado por trombina através da cisao da sequéncia do receptor. Imitando a
interaccao que existe entre o receptor e a trombina, um fragmento do receptor
com a regido de ligacao e um local de cisdao modificado, actua como inibidor de

trombina.
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Da mesma maneira, a trombina pode ser inibida por um péptido derivado
dos aminoéacidos 41 a 57 da hemodina (Strube et a/., J. Biol. Chem. 268, 8590-
8595 (1993)).

O problema em que o presente invento assenta consistia no
desenvolvimento de substéncias activas para o tratamento de obstrucées
vasculares causadas por tromboses, que conseguissem num espaco de tempo
muito curto uma trombdlise completa e impedissem ao mesmo tempo uma nova
obstrucdo dos vasos apdés uma trombélise inicialmente bem sucedida. Além
disso pretende-se evitar, com estas substancias activas, uma activacdo
sistémica do plasminogénio.

Verificou-se agora que estas rigorosas exigéncias para novas substancias
activas deste género, sdo cumpridas por determinadas variantes de uroquinase

bifuncionais.

Em conformidade, o presente invento refere-se a variantes de uroquinase
bifuncionais, de férmula geral |

M4-X,-Y,
em que

M4 significa a sequéncia de aminoacidos *’Ser a *''Leu da pro-uroquinase n&o
glicosilada, de acordo com a figura 1 (SEQID NO: 21 e 22),

X, é uma ligacao directa entre M4 e Y, ou representa
um péptido de sequéncia
Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe

ou

Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe

ou
Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe-Gly
ou

uma sequéncia peptidica de férmula geral 11
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Ser-X,-Xy-Xo-Xs-Xg-X,

em que X, significa Pro ou Leu, X; significa Val ou Pro, X, significa Lys, Val,
Arg, Gly ou Glu, X; significa Ala, Val, Gly, Leu ou lle, Xq significa Phe, Trp, Tyr
ou Val, e X, significa Gly ou uma ligacdo directa entre X; e Y,,

e

Y, representa um péptido de sequéncia

Y,-Arg-Pro-Y ;-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Y,

ou
Y,-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-
Glu-Glu-Lys-Asn-Glu

ou
Y ,-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-lle-Asp-Glu-Glu-Glu-Lys,
onde Y, € Pro ou Val, Y; € Leu ou uma ligacdo directa entre Pro e Gly, e Y, é

Gln ou um grupo hidroxilo.

Em variantes de uroquinase bifuncionais de férmula geral | em que Y,
representa um péptido com a sequéncia

Yz-Arg-Pro-Ys-Gly-Gly-GIy—GIy-Asn-GIy-Asp-Phe-Glu-GIu-Ile-Pro-GIu-GIu-Tyr-Leu-Y4

em que Y, significa Pro ou Val, Y, significa Leu ou uma ligacdo directa entre Pro
e Gly, e Y, significa GIn ou um grupo hidroxilo, X, é, de preferéncia, uma

sequéncia peptidica de férmula geral Il

Ser-X,-Xy-X,-Xs-Xg-X,

em que X, significa Pro ou Leu, X; significa Val, X, significa Lys, Val ou Arg, X;
significa Ala, Val ou Gly, X; significa Phe, Trp, Tyr ou Val, e X, significa Gly ou
“uma ligacdo directa entre X, e Y,. Nestas variantes de uroquinase bifuncionais
preferem-se particularmente sequéncias peptidicas de férmula geral Il em que X,
significa Pro ou Leu, X, significa Val, X, significa Lys ou Val, X; significa Ala ou
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Val, X, significa Phe, Trp ou Tyr, e X, significa Gly ou uma ligacdo directa entre

Xq € Y,, especialmente em que X; significa uma ligacdo directa entre X e Y,.

Em variantes de uroquinase bifuncionais de férmula geral |, em que Y,

representa um péptido com a sequéncia

Y ,-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-Glu-Asp-
Glu-Glu-Lys-Asn-Glu,

Onde Y, é Pro ou Val, X, é, de preferéncia, uma sequéncia peptidica de férmula

geral Il,
Ser-X,-X5-X-X5-X4-X,,

em que X, significa Pro ou Leu, X; significa Val, X, significa Lys ou Val, X;
significa Ala ou Val, X; significa Phe ou Trp, e X, significa uma ligacdo directa
entre X; e Y,.

Em comparac@o com os activadores de plasminogénio que se conhecem e
com as misturas, de um activador de plasminogénio e de um inibidor de
trombina, que se conhecem, as variantes de uroquinase bifuncionais de acordo
com o invento distinguem-se por uma actividade fibrinolitica mais forte e,
simultaneamente, boas caracteristicas, ndo previsiveis, de inibicdo de trombina.
Além disso, os polipéptidos de acordo com o invento consomem,
inesperadamente, fibrinogénio plasmatico em quantidades nitidamente mais
baixas. A especificidade para fibrina significativamente mais elevada que dai
resulta, especialmente também em comparacdo com as misturas de um
activador de plasminogénio e de um inibidor de trombina que se conhecem, tem
como efeito a capacidade de coagulacdo do sangue ser pouco influenciada e o -
risco de hemorragias incontroladas, como complicacdo potencial de uma
degradacéo sistémica do fibrinogénio, ser minimizado. A elevada especificidade
para a fibrina das variantes de uroquinase de acordo com o invento torna
portanto possiveis aplicacées de bolus com um risco de ocorréncia de
hemorragias nitidamente reduzido em comparacdo com as aplicacdes de bolus

de agentes tromboliticos conhecidos.
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As variantes de uroquinase bifuncionais de férmula geral | sdo
toxicologicamenté inofensivas, podendo por isso ser administradas como tal, em
preparagbes farmacéuticas adequadas, a pacientes com obstrucdes vasculares
causadas por trombos.

Em conformidade, um outro objectivo do invento consiste em agentes
tromboliticos contendo como substancia activa uma variante de uroquinase

bifuncional de férmula geral |I.

Para o tratamento de obstrugdes vasculares causadas por trombos, por
exemplo enfarte cardiaco, enfarte cerebral, obstrucdo aguda de artérias
periféricas, embolia pulmonar e trombose das veias profundas da perna e da
bacia, sdao necessérios 0,1 a 1 mg/kg de um polipéptido de acordo com o
invento. As variantes de uroquinase bifuncionais podem ser administradas de

forma intravenosa e, particularmente, através de injeccdo de bolus.

Os agentes tromboliticos de acordo com o invento contém além de, pelo
menos, uma variante de uroquinase bifuncional, aditivos auxiliares, como por
exemplo materiais de transportadores, solventes, diluentes, corantes e
aglutinantes. A escolha dos aditivos auxiliares, assim como das quantidades a
aplicar, depende da forma prevista para a aplicacdo do medicamento, e nio

constitui nenhum problema para o perito.

A producdo das variantes de uroquinase bifuncionais é realizada através
de métodos de tecnologia genética. Em conformidade, sdo também um
objectivo do invento, plasmideos para serem utilizados na obtencéo de variantes
de uroquinase bifuncionais de férmula geral | contendo um operdo com um
promotor regulavel, uma sequéncia de Shine-Dalgarno que actua como local de
ligacdo ao ribossoma, um cdédédo de iniciacdo, um gene estrutural sintético para
uma variante de uroquinase bifuncional de férmula geral | €, a jusante do gene
“estrutural, um ou dois terminadores.

Um promotor reguldvel particularmente apropriado é o promotor trp ou o
promotor tac. Como terminador utiliza-se, de preferéncia, o terminador trp A
e/ou o terminador tet A/orf L de Tn 10.
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Na regido de controlo dos plasmideos de acordo com o invento, a
distdncia entre a sequéncia de Shine-Dalgarno e o céd&o de iniciacdo é de 6-12,

de preferéncia 8-10 nucledtidos.

A expressdo dos plasmideos de acordo com o invento é realizada em
estirpes de Escherichia coli, especialmente em estirpes de Escherichia coli do
grupo K12, por exemplo £.cofi K12 JM 101 (ATCC 33876), E.coli K12 JM 103
(ATCC 39403), E.coli K12 JM 105 (DSM 4162) e E.cofi K12 DH 1 (ATCC
33849). As variantes de uroquinase bifuncionais de formula geral | de acordo
com o invento sdo obtidas na célula bacteriana com elevado rendimento, em
corpos de inclusdo nos quais a proteina existe sob a forma desnaturada. Apés o
isolamento dos corpos de inclusdo, a proteina desnaturada é redobrada na
estrutura terciaria desejada utilizando técnicas quimicas usuais para proteinas,

envolvendo um sistema redox,.

Exemplos

1) Preparacéao, isolamento e purificacdo de variantes de uroquinase bifuncionais

de acordo com o invento
a) Métodos de clonagem

Os plasmideos de expressdo para a producdo, através de métodos de
tecnologia genética, dos polipéptidos de acordo com o invento em
Escherichia coli, foram produzidos de modo conhecido. A ordem sequencial dos
passos individuais da producdo esta representada nas figuras 2 e 2a a 2p. Os
produtos de partida para a producdo dos plasmideos foram os plasmideos
pBluescriptKSil + (Stratagene, Heidelberg), pUC8 (Pharmacia, Freiburg) e
pGR201. O pGR201 é idéntico ao plasmideo pBF160 descrito em EP 408 945 e
Appl. Microbiol. Biotechn. 36, 640-649 (1992). As endonucleases de restricdo
Banll, BamHI, Clal, Hindlll, Ncol, Ndel, Nhel e Notl, assim como as enzimas
modificadoras de ADN, como a fosfatase alcalina, a ligase de T4, a quinase de
T4 e a polimerase de T4, foram compradas a Pharmacia, Stratagene, Boehringer
(Mannheim) e Gibco (Eggenstein). As modificacées dos plasmideos durante a
sua fabricagdo foram controladas através de andlise de restricdo e sequenciacdo

do ADN. A sequenciacdo do ADN foi realizada de acordo com as
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recomendacdes do fabricante, com um conjunto de reagentes de Pharmacia. Na
producdo dos plasmideos utilizaram-se diferentes oligodesoxirribonucleétidos
(oligos) cujas sequéncias estdo indicadas, juntamente com as respectivas

designacdes, na tabela 1 seguinte.

Tabela 1:

Designacao do Sequéncia do oligo (de 5' para 3')

oligo

0105 TATGAGCAAAACTTGCTACGAAGGTAACGGTCACTTCTA

SEQ ID NO:49 CCGTGGTAAGGCTTCTACCGACAC

0106 CATGGTGTCGGTAGAAGCCTTACCACGGTAGAAGTGACC

SEQ ID NO:50 GTTACCTTCGTAGCAAGTTTTGCTCA

0220 CGGTTAAGGCTTTCCCGAGGCCTGGTGGTGGTGGTAACG

SEQ ID NO:51 GTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAGTACCTGTGATAGG
ATCAA

0221 CTAGTTGATCCTATCACAGGTACTCTTCCGGGATTTCTT

SEQ ID NO:52 CGAAGTCACCGTTACCACCACCACCAGGCCTCGGGAAAG
CCTTAACCGGGCT

0222 CGCCGAGCCCGCCGAGCCCGCCGGGETGGTTTCCCGAGGC

SEQ ID NO:53 CTGGTGGTGGTGGTAACGGTGACTTCGAAGAAATCCCGG
AAGAGTACCTGTGATAGGATCAA

0223 CTAGTTGATCCTATCACAGGTACTCTTCCGGGATTTCTT

SEQ ID NO:54 CGAAGTCACCGTTACCACCACCACCAGGCCTCGGGAAAC
CACCCGGCGGGCTCGGCGGGCTCGGCGGLT

0224 CGCCGGGTGGTTTCCCGAGGCCTGGTGGTGGTGGTAACG

SEQ ID NO:55 GTGACTTCGAAGAAATCCCGGAAGAGTACCTGTGATAGG
ATCAA

0225 CTAGTTGATCCTATCACAGGTACTCTTCCGGGATTTCTT

SEQ ID NO:56 CGAAGTCACCGTTACCACCACCACCAGGCCTCGGGAAAC
CACCCGGCGGGCT

0226 CGCCGAGCCCGCCGAGCCCGCCGGGTGGTTTCGGTCCGA

SEQ ID NO:57 GGCCTGGTGGTGGTGGTAACGGTGACTTCGAAGAAATCC
CGGAAGAGTACCTGTGATAGGATCAA
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Designacao do

Sequéncia do oligo (de 5' para 3')

SEQ ID NO:72

oligo

0227 CTAGTTGATCCTATCACAGGTACTCTTCCGGGATTTCTT

SEQ ID NO:58 CGAAGTCACCGTTACCACCACCACCAGGCCTCGGACCGA
AACCACCCGGCGGGCTCGGCGGGECTCGGCGGEGCT

0265 CACCCGGCGGAGACGGCGGGCTCAGAGCCAGACCGTTTT

SEQ ID NO:59 CTTCTTTGGTGTGAGAACG

0281 CGTCCGGGTGGTGGTGGTAACGGTGACTTCGAAGAAATC

SEQ ID NO:60 CCGGAAGAATACCTGTAAG

0282 GATCCGTTCTCACACCAAAGAAGAAAACGGTCTGGCTCT

SEQ ID NO:61 GAGCCCGCCGTCTCCGCCGGGTGGTTTCCCG

0283 CTAGCTTACAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTCGAAGTCA

SEQ ID NO:62 CCGTTACCACCACCACCCGGACGCGGGAAAC

0329 AAGAAATCCCGGAAGAATACCTGCAATAAG

SEQ ID NO:63

0330 CGGTTAAGGCTTGGGGACCGCGGCCGCTGGEETGGTGGETG

SEQ ID NO:64 GTAACGGTGACTTCG

0331 ACCACCACCCAGCGGCCGCGGTCCCCAAGCCTTAACCGG

SEQ ID NO:65 GCT

0332 CTAGCTTATTGCAGGTATTCTTCCGGGATTTCTTCGAAG

SEQ ID NO:66 TCACCGTTACC

0333 CGGTTAAGGCTTT6CGGACCGC

SEQ ID NO:67

0334 GGCCGCGGTCCGAAAGCCTTAACCGGGCT

SEQ ID NO:68

0335 CGGTTCGGGCTTTCGGTCCGC

SEQ ID NO:69

0336 GGCCGCGGACCGAAAGCCCGAACCGGGCT

SEQ ID NO:70

0337 CGGTTAAGGCTTACGGACCGC

SEQ ID NO:71

0338 GGCCGCGGTCCGTAAGCCTTAACCGGGCT
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Designacéo do

Sequéncia do oligo (de 5' para 3')

SEQ ID NO:87

oligo

0339 CGGTTGTTGCTTTCGGTCCGC

SEQ ID NO:73

0340 GGCCGCGGACCGAAAGCAACAACCGGGCT
SEQ ID NO:74

0341 CGGTTCGGGCTTTCCCGC

SEQ ID NO:75

0342 GGCCGCGGGAAAGCCCGAACCGGGCT
SEQ ID NO:76

0343 CGGTTAAGGCTTACCCGC

SEQ ID NO:77

0344 GGCCGCGGGTAAGCCTTAACCGGGCT
SEQ ID NO:78

0347 CGGTTGTTGCTTTCCCGC

SEQ ID NO:79

0348 GGCCGCGGGAAAGCAACAACCGGGCT
SEQ ID NO:80

0381 » CGGTTAAGGCTTGGCCGC

SEQ ID NO:81

0383 GGCCGCGGCCAAGCCTTAACCGGGCT
SEQ ID NO:82

0384 CGGTTAAGGCTTTCCCGC

SEQ ID NO:83

0385 GGCCGCGGGAAAGCCTTAACCGGGCT
SEQ ID NO:84

0386 CGGTTGTAGTTTTCCCGC

SEQ ID NO:85

0387 CGGTTGAAGTTTTCCCGC

SEQ ID NO:86

0388 GGCCGCACTACAACTACAACCGGGCT
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Designacao do Sequéncia do oligo (de 5' para 3')
oligo
0389 CGGTTGTAGTTGTAGTGC
SEQ ID NO:88
0390 GGCCGCGGGAAAACTTCAACCGGGCT
SEQ ID NO:89
0391 GGCCGCGGGAAAACTACAACCGGGCT
SEQ ID NO:90
0392 CTAGCTTATTCGTTTTTTTCTTCGTCTTCCCAGAACGGT
SEQ ID NO:91 TCGTATTTGTCGTTCGGGTTCCGCAGCAGGAAC
0393 GGCCGTTCCTGCTGCGGAACCCGAACGACAAATACGAAC

SEQ ID NO:92 CGTTCTGGGAAGACGAAGAAAAAAACGAATAAG -

0453 TGGTTAAAGCTTTCCCGC

SEQ ID NO:93

0454 GGCCGCGGGAAAGCTTTAACCAGGCT

SEQ ID NO:94

0455 TGGTTGTTGCTTTCCCGC

SEQ ID NO:95

04586 GGCCGCGGGAAAGCAACAACCAGGCT

SEQ ID NO:96

0465 GGCCGCGGGAACAGAGCCAGACCGTTTTCTTCTTTCGGTG
SEQ ID NO:97 TGAGAACG

0466 GATCCGTTCTCACACCAAAGAAGAAAACGGTCTGGCTCT
SEQ ID NO:98 GTTCCCGC

0467 CGGTTAAGGCTTTCCCGCGGCCGETTCCTGCTGCGGAAC
SEQ ID NO:99

0468 TTTGTCGTTCGGGTTCCGCAGCAGGAACGGCCGCGGGAA

SEQ ID NO:100 AGCCTTAACCGGGCT

0469 CTAGCTTATTCGTTTTTTTCTTCGTCTTCCCAGAACGGT
SEQ ID NO:101 TCGTA
0470 CCGAACGACAAATACGAACCGTTCTGGGAAGACGAAGAA

SEQ ID NO:102 | AAAAACGAATAAG
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Os oligodesoxirribonucleétidos foram fabricados sob a forma destritilada
a escala de 0,1 umole num sintetizador (Modelo 391) de Applied Biosystems
(Weiterstadt), de acordo com as indicagdes do fabricante, utilizando
di-isopropilaminofosfoamidatos protegidos com b-cianoetilo. Fosforilaram-se
100 pmol de oligodesoxirribonucledtido de cada vez, em tri-(hidroximetil)-
aminometano/HCI (tris/HCl) 50 mM, cloreto de magnésio 10 mM e ditiotreitol
5 mM, a um valor de pH 7,5, com uma unidade de enzima guinase de T4 na
presenca de adenosina-trifosfato 10 MM e a seguir, no mesmo tampao,
transformaram-se em moléculas de ADN de cadeia dupla. As moléculas
sintéticas de ADN de cadeia dupla obtidas foram purificadas através de
electroforese num gel de poliacrilamida (poliacrilamida a 5%) e, a seguir, foram
utilizadas para ligacdo com os plasmideos adequadamente preparados. A
preparacdo dos plasmideos através de digestdo com enzimas de restricao,
isolamento dos respectivos fragmentos de restricio e desfosforilacdo dos
terminais 5°, a ligacdo subsequente e a transformacdo em E.cofi K12 JM103,
assim como todas as operacdes de tecnologia genética seguintes foram
realizadas de modo convencional e estdo descritas em Sambrook et al.
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2a. edicdo, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbour, USA, 19889. ‘

b) Producdo de cuituras permanentes e fermentacio

Os plasmideos de expressdao recombinantes pSJ69, pSJ76, pSJ77,
pSJ78, pSJ79, pSJ81, pSJI83, pSJ90, pSJ91, pSJ92, pSJ93, pSJ94, pSJ95,
pSJ101, pSJ102, pSJ103, pSJ104, pSJ105, pSJ106, pSJ109, pSJ111,
pSJ114 e pSJ113 foram inseridos em E.coli K12 JM103 (ATCC39403) e
espalhados em 4&gar padrdo | (150 mg/l de ampicilina) (Sambrook et al.
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”). Colénias individuais de cada
transformacdo, respectivamente, foi cultivada no meio padrio | {pH 7,0;
150 mg/l de ampicilina) a 20°C até a densidade Sptica (DO) de 1 a 578 nm, e
congelaram-se 5 porcdes de 2 ml, sob a forma de cultura permanente com
adicdo de dimetilsulféxido (DMSO) (concentracdo final de 7,5%) em azoto
liquido e conservada a -70°C. Para obter as variantes de uroquinase

bifuncionais suspendeu-se 1 ml, respectivamente, de cada cultura permanente
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em 20 ml de meio padrdo | (pH 7,0; 150 mg/l de ampicilina) e cultivou-se a
37°C atéa DO de 1ab78 nm.

A seguir, suspendeu-se a quantidade total da cultura obtida em 1 | de
meio padrao | (pH 7,0; 150 mg/l de ampicilina) e fermentou-se em baldes de
agitacdo a 37°C. A inducéo foi realizada por adigcdo de 2 ml de solucdo de acido
indoloacrilico (60 mg em 2 ml de etanol) a uma DO de 0,5 a 1 a 578 nm.

c) Teste de expressao

Para verificar a taxa de expressdo (unidades Ploug por DO por ml)
separaram-se por centrifugacdo, imediatamente antes da inducdo e de hora a
hora depois da inducao (6 horas no total) células correspondendo a 1 ml de uma
suspenséo celular com uma DO de 1 a 578 nm. As células centrifugadas foram
lisadas com lisozima (1 mg de lisozima por ml em tampéo tris/HCI 50 mM, pH
8,0, 4&acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) 50 mM e sacarose a 15% em
volume). As células lisadas foram solubilizadas em solucdo 4-5 M de cloridrato
de guanidina e, apds diluicdo até 1,2 M de cloridrato de guanidina, submetidas,
por adicao de um agente redutor (glutationa ou cisteina) durante 2-5 horas, a
reaccao de redobragem (Winkler et a/., Biochemistry 25 4041 a 4045 (1986)).
As variantes de uroquinase bifuncionais de uma sé cadeia obtidas foram
transformadas, através da adicdo de plasmina, nas respectivas variantes de
uroquinase de duas cadeias, cuja actividade foi determinada com o substrato
cromogeénico piro-Glu-Gly-Arg-p-nitroanilida, que é cindido sé por uroquinases
activas de duas cadeias. A activacdo das variantes de uroquinase bifuncionais
de acordo com o invento, com plasmina, foi realizada em tamp&o tris/HClI 50
mM, cloreto de sédio 12 mM, Tween 80 a 0,02%, a um pH 7,4 e 37°C. A
relacdo entre a variante de uroquinase bifuncional e a plasmina era cerca de
100-1500 para 1, relacdo molar, ou cerca de 8 000-36 000 para 1 relacdo de
unidades de enzima. A incubacdo de teste foi realizada em tampao tris/HCI 50
mM e cloreto de sédio 38 mM, a um pH 8,8, na presenca de aprotinina 0,36
puM (para inibicdo da plasmina) e substrato piro-Glu-Gly-Arg-p-nitroanilida 0,27
mM, a 37°C. Em funcédo da concentracao de variante de uroquinase bifuncional,
a reaccdo foi feita parar apés uma incubacdo de 5 a 60 minutos, através da
adicéo de acido acético a 50%, e foi medida a extingdo a 405 nm. Ao proceder
desta maneira, uma alteracdo da extincdo de 0,05 por minuto a 405 nm
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corresponde, de acordo com as indicagdes do fabricante do substrato (Kabi
Vitrum, Suécia), a uma actividade de uroquinase de 25 unidades Ploug por ml
de solucdo de teste. As variantes de uroquinase bifuncionais de acordo com o
invento apresentavam actividades especificas entre 120 000 e 155 000
unidades Ploug por mg de proteina purificada. O teor de proteina das solugdes

foi determinado através do ensaio BCA da Pierce.
d) Isolamento e purificacao

5 a 6 horas apés a inducdo foi terminada a fermentacéo realizada sob as
condicdes descritas em 1b) (densidade 5-6 DO a 578 nm). As células foram
separadas por centrifugacdo. As células precipitadas foram ressuspensas em
200 ml de agua e lisadas no homogeneizador de alta pressdo. A seguir a uma
nova centrifugacdo o precipitado, que continha toda a quantidade da variante de
uroquinase bifuncional de uma s6 cadeia, foi dissolvido em 500 ml de cloridrato
de guanidina 5 M, cisteina 40 mM, EDTA 1 mM, a um valor de pH 8,0, e diluido
com 2000 ml de tris/HC! 25 mM com um valor de pH 9,0. A reacgdo de

redobragem ficou concluida ao fim de cerca de 12 horas.

Apés a adicdo de 8 g de gel de silica, as variantes de uroquinase
bifuncionais obtidas foram ligadas totalmente ao gel de silica através de uma
agitacdo de 2 horas. O gel de silica carregado foi separado e lavado com
tampéo acetato (pH 4,0). As variantes de uroquinase foram eluidas com cloreto
de tetrametilaménio (TMAC) 0,5 M em tamp&o de acetato 0,1 M (pH 4). Apés
duas separacdes cromatogréaficas (coluna de quelato de cobre e permuta i6nica),
as variantes de uroquinase foram obtidas sob a forma pura. Através de andlise
de sequenciacdo do terminal N provou-se, por um lado, a existéncia de uma sé
cadeia e, por outro lado, a que a sequénéia amino-terminal era a desejada. A
caracterizacdo através de métodos quimicos usual para as proteinas, do dominio
carboxi-terminal modificado das variantes individuais, foi obtida depois de ciséo
da proteina com CNBr (dissolvida em 1 mi de acido férmico a 90% e 1 ml de
acido heptafluorobutirico), ocorrendo a cisédo da cadeia peptidica a seguir a
residuos triptofano. O péptido carboxi-terminal foi separado e purificado, antes
da analise de sequénciacdo, através de HPLC (High Pressure Liquid

Chromatography).
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Todas as variantes de uroquinase bifuncionais isoladas e listadas na
tabela 2 n3o apresentavam, num teste de actividade directo com o substrato
cromogénico para uroquinase, nenhuma actividade ou apenas uma actividade
muito reduzida (inferior a 1200 unidades Ploug por mg de proteina purificada).
S6 depois de cisdo com plasmina (as condicdes estdo indicadas no ponto 1c¢)),
foi obtida uma actividade enzimatica entre as 120 000 e 155 000 unidades
Ploug por mg de proteina purificada. De acordo com isto, todas as variantes de
uroquinase foram expressas em E.coli K12 JM103 sob a forma de proteinas de
uma so cadeia.

Tabela 2: Variantes de uroquinase bifuncionais (bU) de acordo com o invento de
férmula geral |, M4-X,-Y,

bU X, Y,

M11 Ser-Pro-Pro-Ser-Pro- | A" com Y, = Pro, Y; = ligacdo directa
Pro-Gly-Gly-Phe entre Pro e Gly, Y, = OH

M12 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- A" com Y, = Pro, Y; = ligacdo directa
Phe entre Pro e Gly, Y, = OH

M13 Ser-Pro-Pro-Ser-Pro- A" com Y, = Pro, Y, = ligacdo directa
Pro-Ser-Pro-Pro-Gly- entre Pro e Gly, Y, = OH
Gly-Phe

M14 Ser-Pro-Pro-Gly-Gly- A" com Y, = Pro, Y, = ligacdo directa
Phe entre Pro e Gly, Y, = OH

M15 Ser-Pro-Pro-Ser-Pro- A" com Y, = Pro, Y; = ligacdo directa
Pro-Ser-Pro-Pro-Gly- entre Pro e Gly, Y, = OH
Gly-Phe-Gly

M16 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | A" comY, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Trp-Gly

M17 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | A" comY, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe-Gly

M18 Ser-Pro-Val-Arg-Ala- | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe-Gly »

M19 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Tyr-Gly
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bU X, Y,

M20 Ser-Pro-Val-Val-Ala- A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe-Gly

M21 Ser-Pro-Val-Arg-Ala- A" com Y, = Pro, Y, = Leu, Y, = GIn
Phe

M22 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Tyr

M23 Ser-Pro-Val-Val-Ala- A" comY, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe A

M24 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- A" comY, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Trp

M25 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe

M26 Ser-Pro-Val-Val-Val- A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe

M27 Ser-Pro-Val-Glu-Val- | A" comY, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe

M28 Ser-Pro-Val-Val-Val- A" comY, = Val, Y; = Leu, Y, = GIn
Val

M29 Ser-Pro-Val-Val-Ala- B? com Y, = Pro
Phe

M30 Ser-Leu-Val-Val-Ala- A" com Y, = Pro, Y, = Leu, Y, = GIn
Phe '

M31 Ser-Leu-Val-Lys-Ala- | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
Phe

M32 Ser-Pro-Val-Lys-Ala- | B? com Y, = Pro
Phe

M33 ligacdo directa entre | A" com Y, = Pro, Y; = Leu, Y, = GIn
M4 e,

" A = Y,-Arg-Pro-Y,-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-
Tyr-Leu-Y,

2 B = Yz-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg—Asn-Pro-Asn—Asp-Lys-Tyr-GIu-Pro-Phe-Trp-
Glu-Asp-Glu-Glu-Lys-Asn-Glu
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2) Analises farmacoldgicas

Determinacdo da actividade inibidora de trombina

A actividade inibidora das variantes de uroquinase bifuncionais de acordo
com o invento foi determinada através de medicdo do tempo de trombina,
misturando 200 pl de uma diluicdo de 1:10 de plasma de citrato humano num
tampao de veronal, com 50 pl de solucdo de trombina (0,2 unidades) e 50 pul de
uma solucdo aquosa contendo 0,5-50 pg de uma variante de uroquinase
bifuncional. A seguir mediu-se o tempo decorrido até a formacdao de um tecido
de fibrina. Na tabela 3 estdo indicados os factores de inibicdo medidos, os quais
indicam, em cada caso, o aumento do tempo de trombina na presenca de 10 ng
de uma variante de uroquinase bifuncional de acordo com o invento. O aumento
do tempo de trombina em fungdo da concentracado foi também determinado e
estéd representado graficamente na figura 3, para as variantes de uroquinase
bifuncionais M12, M23, M29, M32, M33 e, a titulo de comparacao, M4. Ao
contrario das variantes de uroquinase bifuncionais de acordo com o invento, o
tempo decorrido até a coagulacdao nado foi prolongado nem por M4, isto &, a
sequéncia de aminoacidos *'Ser a *''Leu da pro-uroquinase ndo glicosilada de
acordo com a figura 1, nem pela pro-uroquinase nao glicosilada (Sarupl/ase),
nem pela LUK em doses de 1 mg.

(Segue Tabela)
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Tabela 3: Aumento do tempo de trombina por de variantes de uroquinase

bifuncionais de acordo com o invento de férmula geral | M4-X,-Y,
Variante de uroquinase bifuncional Factor de inibicdo"
M11 (SEQ ID NO: 23 e 24) 1,8
M12 (SEQ ID NO: 25 e 26) 4.6
M13 (SEQ ID NO: 27 e 28) 1,7
M14 (SEQ ID NO: 29 e 30) 1,8
M15 (SEQ ID NO: 31 e 32) 2,5
M16 (SEQ ID NO: 33 e 34) 3,2
M17 (SEQ ID NO: 35 e 36) 3,1
M18 (SEQ ID NO: 37 e 38) 2,9
M19 (SEQ ID NO: 39 e 40) ‘ 2,0
M20 (SEQ ID NO: 41 e 42) 2,2
M21 (SEQ ID NO: 43 e 44) 2,3
M22 (SEQ ID NO: 45 e 46) 3,7
M23 (SEQ ID NO: 47 e 48) 5,3
M24 (SEQ ID NO: 1 e 2) 6,2
M25 (SEQ ID NO: 3 e 4) 2,9
M26 (SEQ ID NO: 5 e 6) 3,2
M27 (SEQ ID NO: 7 e 8) 2,0
M28 (SEQ ID NO: 9 e 10) 2,1
M29 (SEQ ID NO: 11 e 12) 2,6
M30 (SEQ ID NO: 13 e 14) 3.4
M31 (SEQ ID NO: 15 e 16) 2,0
M32 (SEQ ID NO: 19 e 20) 3,0
M33 (SEQ ID NO: 17 e 18) 2,0

" em relacdo ao efeito de 10 nug de proteina;
Factor de inibicdo = quociente entre o tempo de trombina na presenca de um

inibidor, e o tempo de trombina na auséncia de um inibidor
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Caracteristicas farmacoldagicas das variantes de uroguinase bifuncionais M12 e

M23 num ensaio em animais

Num modelo farmacoldgico in vivo foi ensaiado o efeito das variantes de
uroquinase bifuncionais M12 e M23 na trombdlise de obstrucdes vasculares
arteriais, em comparacdo com Saruplase (pro-uroquinase nao glicosilada). Para
este efeito injectou-se localmente, em coelhos anestesiados, num segmento da
artéria femural temporariamente isolado, de cerca de 1 cm, através de um ramo

lateral, trombina e fibrinogénio humano marcados com '*I.

Em consequéncia,
formou-se um trombo que deu origem a uma obstrucdo vascular completa. O
tamanho do trombo formado foi determinado através da radioactividade
incorporada na fibrina humana, utilizando um detector de raios gama
extracorporal. A medicdo electromagnética do fluxo de sangue e o registo da
radioactividade do trombo foram realizados continuamente durante todo o
periodo do ensaio. A actividade fibrinolitica foi portanto quantificada nao apenas
como reperfusdo do vaso obstruido pelo trombo, como também atraves da
degradacdo da fibrina incorporada, marcada radioactivamente, do trombo. Antes
da aplicacdo das variantes de uroquinase bifuncionais de acordo com o invento,
assim como 30, 60 e 90 minutos depois da aplicacdo das variantes de
uroguinase, foram recolhidas amostras de sangue nas quais se determinaram as
concentracdes de fibrinogénio no plasma. Foram aplicados, sob a forma de
injeccées de bolus intravenosas, respectivamente, 6 mg/kg de M12, M23 e
Saruplase. Dado que M12 e M23 possuem além disso, e ao contrario da
Saruplase, um efeito anticoagulante, combinou-se num 4° grupo de ensaio,
Saruplase com o anticoagulante heparina (1560 U/kg de bolus i.v. Cada grupo

continha 6 animais.

Durante os 90 minutos de duracdo do ensaio, a trombdlise da fibrina
marcada do trombo foi de 46+11% para M12, 43+12% para M23, 22+5% para
Saruplase e 39+15% para a combinacdo de Saruplase-heparina. As aplicacoes
de bolus de M12 e M23 resultaram, em todos os 6 animais, na desobstrucéo do
vaso obstruido pelo trombo; através da aplicacdo de Saruplase foi possivel a
reperfusdo do vaso em 5 de 6 animais e, através da aplicagdo de Saruplase e
heparina, em 4 de 6 animais. O valor maximo do fluxo de reperfusdo (em % do
valor inicial) foi de 95+10% para M12 e 82t9% para M23, e diferiu

significativamente do valor maximo do fluxo de reperfusdo, de 43+12%, para
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Saruplase. O valor maximo do fluxo de reperfusdao, de 58+8%, no tratamento
com Saruplase e heparina, encontrava-se entre os resultados de M12 e M23,
por um lado, e Saruplase, por outro lado, e nado difere significativamente em
relacdo aos dois lados. A actividade fibrinolitica total foi determinada sob a
forma da area do fluxo de reperfusdao (como % do fluxo inicial) ao longo dos 90
minutos de duracdo do ensaio. Esta actividade total foi de 4502+1127% min
para M12 e 4270+885%'min para M23 e, para ambas as variantes de
uroquinase de acordo com o invento, foi significativamente superior ao valor de
1519+643% min para Saruplase. Com o tratamento combinado com Sarup/ase-
heparina foi medida uma actividade total de 2217+761%'min, que nao foi
significativamente melhor do que o valor obtido no tratamento exclusivamente
com Saruplase e se encontrava nitidamente abaixo dos resuitados obtidos com
M12 e M23. Os resultados estao resumidos na tabela 4.

Tabela 4: Actividade trombolitica apés uma aplicacao de bolus i.v.; trombose

arterial femural, coelho anestesiado.

Polipéptido Dose 2% -fibrindlise Fluxo de Fluxo de
reperfusao reperfusao
maximo (% do cumulativo
valor prévio) (% * min)
M12 6 mg/kg 46 + 11 95 + 10* 4502 + 1127
M23 6 mg/kg 43+12 82 +9* 4270 + 885*
Saruplase 6 mg/kg 225 43 £12 1519 + 643
Saruplase + 6 mg/kg
heparina 150 U/kg 39+15 58+ 8 2217 + 761

* p <0.05 vs Saruplase

Inesperadamente verificou-se que ndo apenas apds a aplicacdo de bolus
de M12 como também apés a aplicacdo de bolus de M23, as concentracdes de
fibrinogénio no plasma diminuiram significativamente menos do que apds a
aplicacdo de bolus de Saruplase. Os resultados encontram-se resumidos na
tabela 5.
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Tabela 5: Efeito das aplicacbes de bolus de M12 e M23 em comparagao com a
Saruplase, sem e com heparina, na diminuicdo da concentracdo de fibrinogénio

no plasma; coelhos anestesiados

Polipéptido Dose Diminuicao de fibrinogénio no plasma
(alteracao em % em relacao ao valor inicial)
Tempo apds a aplicacao
30 min 60 min 90 min
M12 6 mg/kg -19+9 -20 £ 9* -19 £ 9*
M23 6 mg/kg 20+ 11* 221 +£11* 20+ 11*
Saruplase 6 mg/kg -64 £ 7 -66 £ 6 -67+6
Saruplase + 6 mg/kg
heparina 150 U/kg n.d." -46 + 8 45+ 9

* p <0,05 vs Saruplase
" n.d. = ndo determinada

Os resultados mostram que as variantes de uroquinase bifuncionais de
acordo com o invento, M12 e M23, dissolvem trombos arteriais que provocam
uma obstrucdo vascular completa, restaurando o fluxo sanguineo nos vasos
obstruidos pelo trombo. Este efeito foi obtido através de uma aplicacdo Unica de
bolus de M12 ou M23, respectivamente, em animais ndo heparinizados.
Inesperadamente, esta actividade fibrinolitica mais forte de M12 e M23 em
comparacdo com Saruplase foi acompanhado por um consumo mais baixo de
fibrinogénio do plasma. Isto significa que M12 e M23 apresentam uma
especificidade para a fibrina significativamente mais elevada em comparagédo

com a Saruplase.

A melhor preservacdo de fibrinogénio do plasma de M12 e M23 em
comparacdo com a Saruplase, significa que a capacidade de coagulagdo do
sangue é mantida em melhores condicdes, o que reduz o risco de hemorragias
incontroladas como complicacdes possiveis de uma degradacdo sistémica de
fibrinogénio. M12 e M23 devem portanto ser classificadas como mais seguros

do que Saruplase em relagdo ao risco de efeitos secundarios hemostaseoldgicos.
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(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
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(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: nio

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é
separada proteoliticamente em E.coli"

/product= "gene sintético para a proteina M24 (pSJ101)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyxr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Axg Gly Lys

1 'S 10 15
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CIG CCG TGG AAC TCT GCT 85
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys. Leu Pro Trp Asn Ser Ala
. 20 25 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 14
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln

33 4e ‘ 45
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCTG GAC AaaC ccT CGT 13z
Leu Gily Leu Gly Lvs His Asn Tyr Cys Arg Asn Prc AsT Asn Arg arg
30 53 50

GT CCG TGG TGC TAC GTT CAG &TT GGT CTG AAA CCC CTA GTT CAG GAA 24¢C
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val GlLy Leu Lys Prc Leu Val Gln Giu

83 70 7S5 30
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AMA AAA CCC TCT TCT CCG CCTo 283
Cvs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gily Lvys Lys Prc Ser Ser 2rc 2IcC

8s 30 9s
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA A’A ACC CTA CGT CCG CGT TTT 33¢g
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gla Lvs Thr Leu Arg Pro Axrg Fhe
100 105 110
AAJ ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TIC 3842
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp he
113 *20 128

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TIGC 432
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Crs

- 130 138 140
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGS GTT ATC TCT GCT ACCT CAC TGC 480
Glv Gly Ser Leu Ils Ser Pro Cys Trp Val Ile Sex Ala Thr His Cvys
145 130 153 2590
TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC CGT 528

he Ile Asp Tvr Pro Lys Lys Glu Asp Tyxr Ile Val Tyr Leu CGly Arg
1865 .70 175
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TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAMA TTC GAA GT ERIY 575
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Glz Glv Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
i8¢ 135S pc o)
AAC CTG ATC CTG CAC AMA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC cac 522
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His =is
19¢ 2C0 205
AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAN ATC CGT TZT AAA GAA GGT CGT TGC GCo 572
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
210 213 220
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TG TG CCG TCT ATG TAC AXC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr asn
225 230 235 240
GAC CCG CAG TTC T ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 7638
Asp Pro. Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Th:r Gly Phe Gly Lys Glu
2453 250 285
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATG ACC GTT GTT g81s
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Proc Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
260 283 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAaA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT 854
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyx Tyr Gly Ser
275 280 285
GAA GTT ACC ACC ABA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AAA ACC 912
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
290 295 300 _
GAC TCT TGC CAA GGT. GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAC 260
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Sex Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gla
308 310 313 320
GT CCGT ATG ACC CTG ACC T ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
325 . 330 335
TG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACT CGT GTT TCT CAC T7TC CTG 2253 10sS6
Leu Lys Asp Lys Pro Glv Val Tvr Thr Arg Val Ser His Phe Leu 2=c
340 343 -380
TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AGC CCs 1104
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
35S 360 363
GTT AAG GCT TGG CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GaC TTC 1132
Val Lys Ala Trp Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe
370 37S 380
GAA GAA ATC CCG GAA GARA TAC CTG CAA TAA 1:182

Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln *
38S 3380
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 2:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Met Sef'Lys Thr Cys Tyxr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arz Gly Lvs
1 5 10 13

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Prc Cys Leu Prs Tro Asn Ser Ala
20 25 30

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn DPro Asp Asn Arg Arg
50 58 §0

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu
63 70 75 84

Cys Met Val His Asp Cvs Ala Asp Gly Lvs Lys Pro Ser Ser Prs Pro
85 90 es

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arcg Phe
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla Pro Tro Phe

Ala Ala Ile Tyxr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
134 135 140

Gly Gly Ser Leu Ile Ser Prsc Cys Trp Val

Ser Ala Thr His Cys
145 130

le
58 180

A

[ ]
=
(¢4

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp
1865

[ally
Hed

Val Tyr Leu Gly Arg
17s

-Ser Arg Leu Asn Ser aAsn Thr Glan Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 188 190

Asn Leu Ile Leu His Lys asp T Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
1385 200 205

Asn Asp Ile Ala Leu Leu & Ile Arg Ser Lvs Glu Gly Arg Cys Ala

Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn
225 230 235 240
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Asp Pro Glan Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
Asnt Ser Thr Ast Tyr Leu Tyr Prc Gl
Lys Leu Ile Ser His Axg Glu Cys Gln Gln Pro His Tvr Tvr Gi-

Giu Val Thr Thxr Lys Met Leu Cvs Ala Ala Asp Pro Gla Tro o
290 295 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly 2o Leu Val Cys Ser Leu Gla
308 310 315 320

Gly Arg Met Thr u Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arz Glv Cvs Ala

& P - -

5 3130 333

. =
Leu #To

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His 2h
3 3 3is

Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu aAsn Gly Leu Ala Leu
355 360 363

n
[0
]
)
h
0

Val Lys Ala Trp Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp 2h
370 378 380

. Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tyr Leu Gln ~+
388 330

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(iii) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182 .
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é
separada proteoliticamente em E.coli"

/product = "gene sintético para a proteina M25 (pSJ102)"
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT

A GGT AAG 43
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys
B S 10 s
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TCC CTCG CCG TGG AaaC TCT GCT 26
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Prc Trp Asn Ser Ala
. : 20 23 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CaG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr Zis Ala Zis Arg Ser Asp Ala Leu Gin
3s . 40 45
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT C3T 82
Leu Glvy Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys arg Asn Prc Asp Asn Arxg Arg
SQa 55 60
CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCC CTA GTIT CAG Gaa 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gln Glu
3 70 75 30
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CC& TCT TCT CCG CCe 238
Cvs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Prc Pro
8S g0 Ss
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TIT 238
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gla Lys Thr Leu Arg Prc Axg Ph
100 105 10
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACT ACC ATC GAA AAC CAG CTG TGE TIC 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla Pro Trp Phe
115 120 125
GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432
Alaz Ala Ile Tyr Arg Arg His Arxg Gly Glv Ser Val Thxr Tyr Val Crs
130 135 140
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 1430
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 150 155 160
TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CIC GGC CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT Gaa 576
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 19¢Q
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CAC 624

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
198 200 208
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CGT TCT AAA GAX CGGT CGT
Arg Ser Lys Glu Glv Arg Cys Ala
-~
220

AAC GAC ATC GCT CTG CTA
Asn Asp Ile Ala Leu. Leu

i £
r
(9]

B
'

(SN
=
..J
1)

veliololelibves i Gl
T Lwa AL -:‘.C

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC AAC 720
Dv-c

CTG :
in Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Lau B3rg Ser Met Tyr aAsn
228 230 235 240
GA CG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT 77C 36T AAA GaA 758
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Glv Lys Glu
245 250 253

AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCC GAM CAG CTG MAA ATG ACT GTT &T7 816
Asn Ser Thr Asp Tyxr Leu Tyxr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val val
260 263 270

AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT

[elaie] TA GT TCT 8gq
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Glan ?rc Eis Tyr Tyr Glv Ser
275 280 28s
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CIG TG CT G&T GAC CCG CAG TGG AAA acce S1L2
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Alz Ala Asp Prs Gla Trp Lys Thr-
280 28S 300

GAC TCT TCC CAA T GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAG S60
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly 2xo Leu Val Cys Ser Leu Gl:
303 310 312 3290

GT CGT ATG ACC

CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CCGT GGT TGC &GCT 1005 .
Giy7 Axg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Glv Arg Gily Cys Ala
32s 330 2

TG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TC7T CAC TTC CTG CI5 1025
Leu Lys Asp Lys Pro Glvy Val Tyr Thr Arxrg Val Ser His Phe L
340 34¢S 350

==

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AdA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AG

Tr3 Il2 Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Zeu Ala Leu Se
383 360 363

GTT AAG GCT TTC CCG CGG

Val Lys Ala Phe Pro Axg

CTG GGT GGT GEGT GGET AAC GGT GAC TTC 1132
V4
370

Leu Gly Gly GLy Gly Asn Gly Asp Fhe

380

w g )

~ iy ()
wmwoan

GAA GAA ATC CCG Gaa GaAa
Glu Glu Ile Pro Glu Glu
385 390

%)
f

CTG CAA TAA 1182
Leu Giln =

3

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 4:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:
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Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly #is Phe Tyr Arg Gly Lys
1 ) 1Q 15
Ala ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30
Thr Val Leu Gla Gln Thr Tvr His Ala His Arg Ser Asr Ala Leu Gln
35S 40 43
Leu Glv Leu Gly Lys His Asn Tyr Cvs Arg Asn O 23% Asn Arg Arg
1Y) S3 60
Axg Preo Trp Cys Tyr Val Gln val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Gluo
63 70 7S 30
Cys Met Val His Asp Cys Ala aAsp Gly Lys Lys Prc Ser Ser DPro S¥o
8¢ Sa S5
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Glv Gln Lys Thr Leu Arg Prs Arg She
100 105 110
Lys Ile e Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asa Gln Bro Trp Phe
115 120 238
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tvyr Val Cys
130 138 140
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 130 135 180

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 173
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thxr Gl Glv Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 188 190
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Zeu Ala His His
135 200 208
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cvs Ala
210 215 220
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cvs Leu Prc Ser Met TyT Asn
225 230 235 240
Asp Pro Gin Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ilse Thr Gly She Gly Lvs Glu
245 250 253
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Bro Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Vval
260 265 270
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gla Pro His Tvr Tyr Gly Ser
275 280 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gla Trp Lys Thr
230 285 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Prs Leu Val Cys Ser Leu Gln
305 310 315 320
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Gly Met

Axg
355

Ala

iu Ile

Thr

Thr

Glu Glu Tyr
3s0

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 5:

Val

Ser Trp Gly
330

Arg Val Sex

Asn Gly Leu

Gly Glv Gly aAsn Glv Asp !

380

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico

(iii) HIPOTETICO: nio

(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS

(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAO: /function=

separada proteoliticamente em E.coli"

Arg Gly Cys !

335

His Phe Leu =

350

Ala Leu Ser

363

“metionina N-terminal é

/product = "gene sintético para a proteina M26 (pSJ103)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

G AGC

Sex

A”A
Lys

ACT
Thr

ACC
Thr

GAC
Asp
20

e o~
-\

Cys
5

ACC
Thr

TAC
Tyxz

GAA GGT aac
Glu Gly Asn

~
N T

ATG
Met

GGT CGT
Gly Arg Pro

2S

@ Q)
= Q)
oG K]

3
48

CAC TTC TA
His Phe Tyx

T GGT
1v

=Y

AAC TCT
Ser

GCT
Ala
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ACC GTT CTG CAG CAG ACT TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TG CaG l1a2
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyxr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
35 40 43
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AxC CaT CoT 122
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyxr Cys Axg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
S0 53 60
CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG GAA 240
Arg Prc Trp Cys Tyr Val Gla vVal Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu
63 70 75 80
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG TCT TCT CCG Ccce 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys 2xo Ser Sexr Pro Pxro
85 3q 8sS
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA A”MAM ACC CTA CGT CCG CGT TTT 3335
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Prs Arg Fhe
100 105 110
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thxr Ile Glu Asn Gla Pro Trrz Phe
115 120 125
GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTIT TGC 432
Ala Ala Ile Tyr Axg Arxg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyxr Val Cys
130 135 140
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGS GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 430
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cvs
14% 150 133 133
TTC ATC CGAC TAC CCG AA” AAX GAA GAT TAC ATC GTT TAC CTC GGC Cs37 523
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Glv Arg
183 170 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATCE AAA TTC GAA GTT Gaa 3575
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 1380
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC cac 5§24
Asn Leu Iles Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala Zis His
185 200 2405
AAC GAC ATC GCT CTCG CTA AAA ATC CGT TET AAAN GAA GGT CGT TGC &7 8§72
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys ala
210 215 220
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCG TCT ATG TAC AAC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Aasn
228 230 238 240
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAMA GAA 768
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 255
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AaAX ATE ACC GTT =TT 815
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Val
260 2653 270
AAA CTG ATC TAC TAC GGT TCT ge4¢

TCT CAC CGT GAA TGC CAG CaG
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gin ¥is Tyr Tyr Gly Serx
275 ] 280 285

o0
NP
0 W
g
(9!



83 886
EP O 669 394/PT

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CG CAG TGG AAA acCcs 512
Glu Vval Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
290 295 3040

- -l

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT C°C <3
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly 2ro Leu Val Cys Ser Leu Gln

305 310 315 320
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT GT GGT TGC GCT 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser T Gly Arg Glv Cvs Ala

325 33C 335

CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CIG
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser Xis Dhe Leu

340 345 3s0

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG CT CTG AGC CCG 1202
Tr2 Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser ©rc
353 360 363

GTT GTA GTT TTC CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TTC 1152
Val Val val Phe Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe

<

370 375 380
GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAA 1182
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gla =+

-y -

383 330

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tvr Arg Gl
1 S 10 1

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

Thr Val Leu Gln Gln Thxr Tvr

"
Dl‘

[N )

w
w
on
>
(9]

Ala His Arg Ser asp Ala Leu Gln

=

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn

]
b
(9]
<

0

Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg

n

o
w
(V]}
o
(e}
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Asn

Glz
in

223

Prc'Trn
Met Val
Glu Leu
Iia Ile
115
iz Ile
130
Gly Ser
Ile Asp
Arg Leu
Leu Ile
1395
Asp Ile
220
?ro Ser
?ro Gln
Ser Thxr
Lau Ile
278
Val Thr
290
Ser Cys
Arg Met
Lys Asp
Ile Arg
385
Val val
370
Glu Ile

Lys

Leu

Tyxr-

Asn
180

Leu

Ala

Lys
340

Ser

His

Val
7Q

Cvs

Asn

Lys

Glu
390

Cys

=
(WY
mn wn

Sex

Gly

vVal

N.r?
an

-
=
o

5
o
H

Cvs
280

Cvs

Gly

- ok

Glv

Py

N QY

ay -4
Ul £

0
)
’
IS

Leu Lys
75
Lvs Lys
S0
Lys Thxr
Ile Glu
Gl Ser
Val Ile
s3
Tyz Ile
17
Glu Met
Ala Asp
Ser Lys
Cys Leu
2353
Ile Th>r
230
Gl Leu
Gilx Zro
Alz asp
2xzs Leu
113
Ser Tro
330
Arg Val
Asn Gly
Gls Gly
*

Val
140
Ser
Val
Lys

Thr

Glu
220

Gly

Ser

Leu

Gly
380

Leu

Ser

Tl v

-ad

Ala

§-
i

Leu
205

Gly

eu

Gin Glu
80C
Src Pro
S5
Arc 2he
Txp Ph
vVal Cys
His Cys
158
Gly arg
175
Val Glu
His His
Cys ala
. Tyr Asn
240
Lys Glu
253
Val val
Glv Ser
Lys Thr
Zeu Gln
320
Cys Ala
335
Leu Pro
Ser Pro
Phe
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: nido
(iv) ANTI-SENTIDO: nio

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMAGCAO: /function= “metionina N-terminal &
separada proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M27 (pSJ104)"

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His BShe Tyr Arg Gly Lvs
1 15

133
w

1 S 10

GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GCT Ss
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cvs Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30
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39

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
35 40 45

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCTG GAC AAC CGT CGT 192
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
50 S5 60

CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG GAaA 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu
65 70 75 80

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 288 .
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro

-~

85 90 95

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TTIT 336
Glu Glu. Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Lsu Arg Pro Arg Phe
100 : 105 110

AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe
115 120 125

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
’ 130 135 140

GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 480
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
143 150 155 160

TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 175

TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GAA 576
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Vval Glu
180 185 130

AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CAC 624
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His

-

195 200 205

AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GAA GGT CGT TGC GCT 672
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
210 215 220 :

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCG TCT ATG TAC AAC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn
225 230 235 240

GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 768
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 255

AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATG ACC GIT GTT 8
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lys Met Thr Vval val
260 265 "270

l—l
P

AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT 864
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyr Tyr Gly Ser
275 280 285
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40

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC
Glu Val Thr Thr Lys.Met Leu Cvs Ala Ala Asp
230 295

CAG TGG aaA Acr a1
Glz Trp Lys Thr

LN
o 0
S0 QO

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA G677 TGC TCT CTC cCac

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Glv Gly Pro Leu 7al Crss Ser Leu Gln

308 310 313 320

GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGS GGT CGT GGT TGC GCT

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser T Glv Arg Glv Cvs 2la
325 330 335

19003

TG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser HZ:is Phe Leu
3350

340 345

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CT¢
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu asn Gly Leu
355 280

*G AGCT CCG 1104

-
-

~
el ser Zrg

(W) :u W\
o - ()
(VT VI

-GTT GAA GTT TTC CCG C3G8 CCG CTG GGT G&T GGT GGT : T GAC TTC
Val Glu Val Phe Pro Arg Pro Lau Gly Gly Gly Glv aAsn Glv Asp She

- =i

2
9]
G
3
1

j-a
I
wn
(]

370 375 380 T

GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TA 1182
Glu Gilu Ile Pre Glu Glu Ty~ Leu Gla *

385 380

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoé&cidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

-

Met Ser Lys Thxr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gl
1 5 10 1

Ala Ser Thr Asp Thxr Met Gly Axrg Prxo Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

Thr Vval Leu Gln Gla Thr Tyr HEis Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
35 40 43

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyxr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Arg
50 55 60

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gln Glu
65 70 75 84Q
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Cys

Glu G

Lys

Ala

Gln
225

Asp

Ser

vVal
290

1 Glu

370

Glu

val

Leu

Ile
118

-

Ile

Ser

Ile
275
Thr

Cvs

Met

jag!

an

Lys
1a¢

Asn
180

Leu

Ala

Arg

Thxr
Lvs
340

Sex

Phe

Ile

g
ay iy
w o

Ser

His

-

—eu

Cys

Gln

Lys

Leu

Ty

- dam

Arg

Glu
330

41

AsD

Gly

2
H
[}]
o
i

[N S
QW
o

Cys
280

Cvs

Cly

~

Giu
360

Leu

Gly L

Gln
105

Thr

Gly

)
o

= Q)

w 1=
n

.r‘,
Q

[ 3e ]
p
(]

(9]
'—J
[

Gln

Cvs

le
2c50

u Gln

Gln

Ala

"W
"
(6]

Sexr
330

Asn

Gly

sSer

(VIN{"}

[
[V o

(o]
}—
(1]

[Lv]
LA B
[¢]

Leu

vai
140

Ser

nvs

Thr

Leu

Gly
380

Ser

Leu
20%

Gly

Ala
365

Asn

-
2T

-
oeom

Tl

273

Gl

Wy
w i
(S}

.

Leu

Glv

Asp
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 9:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAOQ: 1..1182 _
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal &
separada proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M28 (pSJ105)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lvs

1 S 10 15

G?T ECT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GCo gs
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu 2ro Tro Asn Ser Ala

20 25 30

ﬁc: GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyxr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln

38 40 45

CTG GGT
Leu G

T FTG GGT AAA Cac AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 192
g Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arz
55 60 B

GT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCO CTA GTT CAG GAa . 240
Arg Prc Trp Cys Tyr Val Gla val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu

GC ATCG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GCGT AAA AAA CCG TCT TCT €3 lele; 283
C/s Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly L Lys Pro Ser Ser Pro Pr
85 g0 95

L
=
n
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GAA
Glu

GCT

145

AAC
Asn

CAG
Glz
225

GAC
Ast

AAC
Asn

Lvs

GAA
Glu

GAC
Asp
305

GGT

Gly

CcTG

.
=22

GAG
Glu

ATC
ri

GCT
Ala
130

L alond
-\

Leu

GAC
Asp
210

~
- ~F

orc

~e~
~T

Dm
FTC

TCT
Sex

CTG

Leu

A3A
Lys

CcTC
Leu

ATC
Ile
115

ATC
Ile

TCT
Sexr

GAC
Asp

=

e
-

< Leu

ATC
Ile
195

ATC

-

TCcT
Ser

CAG

Gl

ACC
Thx

ATC
Ile
275

AAAQ
Lys
100

ftasd
\J &

Gly

TAC
Tyr

CTG
Leu

TAC

JAAC
Asn
180

CTG
Leu

GCT
Ala

CGT
Arg

TTC
Phe

GAC
Asp
260

TCT
Ser

ACC
Thr

Gln

ACC
Thr

Lys
340

TTC
Phe

GGT
Gly

CGT
Arg

ATC
Ile

CCG

Bro
185

ACC
Thyr

-—boam

~

BN

Giv 7T

245

=25

GGT
Glv

-

CTG
Leu
328

~e~
N T

Pro

CAG
Gln

GAG
Glu

CGT
Arg

TCT
Ser
150

Lys

AAC

r Asn

CGT

ATG
Met

GAC
Asp
310

ACC
Thxr

GaT

c Gly

TGC
Cys

TTC
Phe

CAC
His
135

CccG
Pro

Lys

ACC
Thr

GAC
Asp

u Lys

23S
CAaG

Gin

ICcT
Ser

TAC
Ty=

GAA
Glu

—~
L~

Leu
285

TCT
Sex

GCT
Gly

GTT
Val

43
GGT CAA AAA ACC CTA
Gly Gln Lys Thr Leu
105
ACC ACC ATC GaA 3AAC
Thr Thr Ile Glu Asn
120
CGT GGT GGT TCT GTT
Arg Gly Gly Ser Val
140
TGC TGG GTT ATC TCT
Cys Trp Val Ile Ser
135
GAA GAC TAC ATC GTT
Glu Asp Tyr Ile Val
170
CAG GGT GAA ATG AAA
Gl Gly Glu Met Lys
185
TAC TCT GCT GAC ACC
Tyr Sexr Ala Asp Thr
200
ATC CGT TCT AAA GA
Ile Arg Ser Lys Glu
220
ACT ATC TGC CTG ccc
Thr Iils2 Cys Leu 2?ro
233
TGT GAX ATC ACT EET
Cvs Glu Ile Thr Glv
i 250
TG GAA CAG CTG anA
Pro Glu Gla Leu Lys
283
TGC CAG CAG CCC Ccac
Cys Gln Gla Pro =i
280
TGC GCT GCT GAC CCsa
Cvs Ala Ala Asp ?ro
: 300
GGT GGT CCA CTA GTT
Gly Gly Pro Leu Val
313
TT GTT TCT TGG GGT
Ile vVal Ser Trp Glv
330
TAC ACC CGT GTT TCT
Tvr Thr Arg Val Ser

3453

CGT
Arg

CAG
Gln
125

ACC
Thr

TTC
Bke

- aa

CTG
Leu
208

~-
3 &

Gly

TAC
Tvr
28s

CAG
Gln

TGC
Cvs

~em
[ P8

Arc

ACC

-y
Thr

CTC
Leu

GAA
Glu
180

GCT
Ala

-~
T e

A ed
& ~

-

~ s
LR

r Metc

~rv—
SS -
—~

<

Acc
Th

-~cawm

270

ol
-

~
-d -

e—e

:he T

el

- -
1‘0
- -

GGC
17s
GTT

‘Val

CAC
His

TGC
Cys

TAC

-
Ty
y

A3A @A
Lyvs GL:

255
GTT

Val

GGT
Glv

Lalsalael

-

TGC

Cys

TGC
Cys

150

CGT
Arc

-

GAA
Glu

I.A

384

524

~a o~
S

(¢ 4]
[0}
il

\0

b
t)

Q
mn
oy
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TGG ATC CGT TCT CAC ACT AAA GAA GAA AAC GGT CTC GCT
Trez Ile Axg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Alz
333 38 383
GIT GTA GTT GTA GTIG CGG CCG CTC GGT GGT GGT G&T AAC
Val Val Val Val Val Arg Prc Leu Gly Glv Gly Gl Asn
370 37% 330
AA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAX TAA
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln =+
38s 350
(2) INFORMAC[\O PARA SEQ ID NO: 10:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 10:
Me:z Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Glv His She
z S 10
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly ‘Axg Pro Cys Leu Pro
20 25
Thr val Leu Gla Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser
35 40
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyxr Cvys Arc Asn Pro
S0 Ss 60
AZg Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pro
65 70 75
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro
8S 30

AGC

Leu Ser

GAC
AST

Asn

Val

Ser

'y
W0 I

w0

Pro

1194

1132
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Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gla Lys Thxr Leu Ar

rg Pro Arg 2he
100 .as 10
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ils Glu Asn Gln Dro Trp Phe
115 120 12s
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tvr Val Cvs
130 135 140
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ila Ser Ala Thr =is Cvs
1458 150 1S5 80
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gilv Arg
165 174 173

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Glv Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 188 130
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His =i
35 2Q0 2058
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arc Ser Lvys Glu Gly Arg Cvs Ala
220 215 220
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ils Cys Leu Prc Ser Met Tvr Asn
225 230 23S 240
Asp ?rc Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thx Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 2S5

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr 2ro Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Val
260 263 270 :

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gla Pro Hi Tyr Tyr Gly Ser
275 280 285

Glu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gla Trp Lys Thr

230 295 300 -

Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Glvy Pro Leu Val Cys Ser Leu Gin

308 30 313 320

Gly Axg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trz Gly Arg Gly Cys Ala
- 328 330 335

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pxo
340 345 350

Trp Ile Arg Ser Eis Thr Lvs Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
355 380 365

Val Vval val val val Axrg Pro Leu Gly Glv Glv Gly Asn Gly Asp ®h

370 375 380

Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tyr Leu Glan *
38s 380
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 11:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1191 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: néo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1191 .
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é
separada proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M29 (pSJ106)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 11:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA 3GT AAC GGT CAC TTC TaAC Ca™ QG R
Mec Ser Lys Thxr Cys Tyxr Glu Gly Asn Gly His Phe Tvr Ar= Glv Los

<

(
G
]
G
G
"
]
!
]
>
Q)

1 5 1 Tois
CT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CC3 TGC CTG C2C GG AAC TCT GCT g5
Ala Ser Thr Asp Thr Met Glv Arg Pro Cvs Leu Pro Tro Asn Ser Ala

20 25 Y

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC TAC GCT CAC CGT TCT GAT GTA TTG O3

Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr =is Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln

A
}oo
s
s

335 40 43

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC COT C3T 92

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
Sa 55 60

GT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG GAA 240

rg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Proc Leu Val Glan Giu

63 70 75 380
TGC ATG GIT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 238

- - <

85 94 S5

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys DPro Ser Ser Prc Pro




e

GAA
Glu

GCT
Ala

GGT
Gly
145

TTC

She

TCT

Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

CAG
Gin
225

GaC
AsD

AAC
Asn
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GAG
iu

ATC

Tla

-

GCT
Ala
130

[ otael
-

Gly

ATC

Zle

CGT
Azg

TG

CTG
Leu

GTT
val
290

TCT
Ser

CGT
Arg

CTC
Leu

ATC
Ile
113

aTcC

Li@

Lalaisal

-

Sex

TCT

Sex ;

CAG
Gln

ACC
Thr

ATC
Ile
275

ACC
Thr

TGC
Cys

ATG
Met

Lys
100

GGT
Gly

TAC
Tyr

CTG
Leu

1380

CTG
Leu

c GCT

2 Ala

CGT

GAC
Asp
2860

TCT
Serxr

ACC
Thr

Gln

ACC
Thr

Banel

- -

Phe

-

Gly

o lasl
T -

Arg

ATC
Ile

CCG
Pro
165

CTG
Leu

ACC

Thr

GGT
Gly
245
TAC
Tyr

Cac
His

Lys

GGT

.Gly

CTG
Leu
3258

CAG
Gln

-GAG

Glu

)]
]

Arg

T
Ser
130

Lys

AAC.

Asn

Lys

CTA
Leu

ATC
1
-

230

AcCcC
Thr

CTG
Leu

CGT
Arg

ATG
Met

GAC
Asp
310

ACC

Thxr

TGC
Cys

TTC
Phe

CAC
His
133

CCG
Pro

nys

ACC
Thr

GAC
Asp

Lys
218

CAG
Gln

TCT
Ser

TAC
Tyr

GAA

Glu

CTG
Leu
285

TCT
Ser

GGT
Gly

GGT
Gly

ACC
Thx
120

~e-
T

Arg

Lhvelol
AR 4 Y

Cvys

G\;

Glu :

CAG

Gin

TAC
™V

200

ATC
gl

LL2

ACC

Thr

- e

TGC

Cys

~—
o e NT

2ro

TGC
Cvs
280
TGC

Cys

GGT
Gly

ATT
Ile

ATC

Ile

GAA
Glu

GAA
Glu
265

CAG
Gln

GCT

Ala :

GGT
Gly

GTT
val

ATC

GGT
Glv

~eme

vVal

TAC
Tz

- -~

-

GAA ;
Glu M

e~
S\ &

Alz

TCT

ACC
Thr

CTG
Lau
235

ACC
Thr

CTG

Leu I

GAC
AsSp

CTA
Leu
315

TGG
Tzp

YR
L

Leu

AAC
Asn

Lalanl
b -

7al
1 40

14
e
- e

Ser

GTT

YVal

ACC
My o

-aban

~
~ T

& -

3co

Fota maad
o

val

GGT
Gly

TAC
T™vr
285
CAG
Gln

TGC

Cys

CGT
atg

CCG

g Pro
‘110

CCG
Bro

TAC

-
NS,
VY

ACC
T

TC

Leu

~e
P T

*r Met

GGT
Gly

CacC

273 =

Sdad

TGC
Cys

T CIC

Leu

TGC
Cys
335

TTT
?he

TTC
Phe

TGC

Cvs

TGC

acc

-
- b

CAG
Gln
320

o~
-

Ala

132

430

328

wm

763

[o0]
()
-

10038
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CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCG 1038
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Ty~ Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro
340 345 350
TGG ATC CGT TCT>CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTC AGC CCo 1124
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Exc
355 380 383
GTT GTT GCT TTC CCG CGG CCG TTC CTG CTG CGG AAC CCG AAC GAC aaara 1152
Val val Ala Phe Pro Arg Pro The Leu lLeu Arg Asn Pro Asn Asp Lys
370 375 380

TAC GAA CCG TTC TGG GAA GAC GAA GAA AAA AAC Gaa TAaa
Tyr Glu Pro Phe Trp Glu Asp Glu Glu Lys Asn Glu *
38s 3g%0 385

{(2) INFORMACAO PARA SEQ ID'NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 397 amino&cidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 12:

Met Ser Lys Thr Cys Tvr Glu Gly Asn Gly His Phe Tvr Arc Glv Lys
1 5 - = °
1 ] 10 5

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Prxc Cys Leu 2ro Trp Asr Ser Als
20 23 30

Thr val ng Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arc Ser Asp Ala Leu Gln
40 15

v Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
0

A:g Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu
63 70 75 80

Cvs Met Val His Asp Cys Ala asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser B=x
85 80 S

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gla Lys Thr Leu Arg DPro Arg FPhe
13

-4

Lys Ile Ile Gly Gly Giu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe
115 120 1258

Ala Ala Ile Tyxr Arg Arc Arg Gly Gly Ser Val Thr Ty~ Val Cvs

=

Pro Cys Trp

<
v
‘—l
=
‘ I
®
w
13
"
w
’-.4
o
]

by
5]
tH
'-l
n
N
<
0

Gly Gly Ser Leu Ile Se



83 886
EP O 669 394/PT

Asn

Gln
223

A
o

val
370

Glu

< Leu

Ile
185
Ile

Ser

Cys

Met

Pro

Ala

Asp
260

Ser H

Thr

Lys
340

g Ser

Phe

Leu

Th—

Lys

Glv

Asn

Lys

Ils

-

230

Thr

Gly

5ol o B
-

Arg
Arg

-

Glu
390

Lys

Thr

Glu

Leu
285

Ser

Gly I

Val
Lys

Pro
3785

Glu

Gln

Tyr

200

-

i
-

Thw

-k

Cvs

0
2]
(6]

Cvs
280

Cys

49

ASp
Gly
188

Ser

Glu
265

Gln

Ala:

Thx
345

Glu

Leu

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 13:

3

Ser
Cys
Ile

250
Gln

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

Leu
23S

Thr

Leu I

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

Val

Lys

Thr T

Glu
150

Ala

. Tyx

Lys
255

Val

HY
}ae
7]

Ala
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(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é
separada proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M30 (pSJ109)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 13:

TG AGT AAA ACT TGC TAC GAA GGT RAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG 43
Met Ser Lys Thr Cys Tyxr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys
1 5 10 is

CT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GCT =1
la Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG Las
Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala L
33 40 43

=<

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCZ GAC AAC CGT C37 ~s2
Leu Glv Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp aAsn Arg Arg
s 3 50

CG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAN CT3 CTA GTT CAG GaA 24

e T L.

T
g Prc Trp Cys Tyr Val Giz Val Glv Leu Lvs 5ro Leu Val Gln Glu
: -

- & -

70 7S 30

C ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAX AAA CCG TCT TCT CO5 Coa 288
s Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lvs Lys Pro Ser Ser 2ro Pro

Y s

83 20 35

0)
]

CG CGT TT7T 336
21 Lys Thxr Leu Arg Pro Arg 2he

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gl
105 110

100

AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC 'CAG CCG TGG T2¢ 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thx Thr Ile Glu Asn Gln Pro T-p 2he
11s 120 125

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432

r

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Glv Ser Val Thr Tyr Val Cvs
130 3s 149

TCT GCT ACC CAC TGC 4£3C
Ser Ala Thr His Cys
150

T GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGS GTT
¥ Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cvs Trp Val
s

13
-

b+ -
o 1

m o N
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ATC
Ile

CGT

Ped

T Arg

CAG
Gln
225

GAC
Asp

AAC
Asn

Lys

GAA
Glu

GAC
Asp
30s

GGT
Glv

GTT

Vai

CTG
Leu

GaC
Asp
210

~re
N T
Pro

CCG

Pro

TCT
Ser

CTG

Leu

GTT
val
290

CT
Ser

CcGT
Arg

AAA
Lvs

-

ATC
Ile

GTT
val
370

GAA
Glu

GAC
Asp

~TA

Leu

ATC
T1a

-

.83

e
Nel

Ile

TCT
Ser

CaG
Gln

ACC

e b

- o———

ATC
Ile
275

ACC

Th+

-—h—

TGC

Cys

ATG
Met

GAC
Asp

CGT

Arg

‘383

Iadaal
-

Ala

TTC

- -

CaAA
Gln

ACC
Thr

Lys
340

TCT
Ser

TTC
Phe

CCG

e Pro

r Lys

CCG
Pro
165

TCT
Ser

Cac
His

CTG
Leu

ACC
Thr

GGT
Gly
245

TAC

CAC
His

GGT

Gly

CTG
Leu
325

jolale]

2ro

Cac

His T

CCG
2ro

GAA
Giu

AAA
Lys

AAC
Asn

Lvs

C'T'
Leu

TC
Ile
230

ACC
Thx

CTG
Leu

ATG

Met

GAC
Asp
310

ACC
Thx

GAA
Glu
320

Lys

ACC

Thr

GAC
Asp

AAA
Lys
215

CAG
Gln

TCT
Ser

TAC
Ty=

GAA

g Glu

CTG
Leu
29¢

TCT

Serx

GGT
Gly

GTT
val

Lys

G
BPro
375

TAC
Tyx

GAA

e}
EF

CAG
Gln

TAC
Tyx
2040

ATC

T a

-—

ACC
Thr

GAC
Asp

~m
L

Glv
185

-

TCT
-

Ser

CGT

=

ATC

Il

GaA
Glu

GAA
Glu
263

CAG
Gln

Iolaksl
ow L

Ala

GGT

Glvy

GTT

val

ACC

Th-—

-

343

Gaa

GGT

51

TAC
Ty>
b el
-
GAA
Glu

GCT

Ala

~m
TCT

Ser

7~~~
T

Cys

ATC
Ile
250

Gln

CaG C

Gln

GCT

Ala

CCA

Pxo

TCT
Sexr
330

T pland
T L

Arg

AAC

iu Asn

GGT
Gly

TAA

ATC

-
-

ATG :

Mez L

GAaC
Asp

GTT

val

e
ACES

GGT
Gly

P lascaal

|S NN
Val

¥ alal
Ao

"
Thx

GAA
Glu
220

~ry
(e

2ro

GGT

Glv

GGT
Gl

380

TAC
Tv>

<

TTC
Dhe

CTG
Leu
205

GGT
Gly

TCT
Ser

TTC
Phe

ATG

Met

cTC

Lau

GaA
Glu
12Q

GCT

Ala

CGT

Arg

ATG
Met

GGT
Gly

ACC
Thr
270

TAC
Ty=

TGG :

Tro

-
Ja Gy

Sex L

folaal
A

Gly

TTC

Phe L

350

CTG :

Leu

= Q0
-1 0 0)
w0

GTT
val

CAC

e
nls

TGC
Cys

TAC

Tvr

Lys
253

GTIT
Val

GGT
Gly

Asn
240

524

[4)Y
[ ¥4

~1
[ (9]
o

763

[+ V]
|<‘
o

w
)Y
>

~a¢cs

1152
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 14:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 394 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 14:

Mec Sexr Lys Thr Cys T

B
a
I

Gly Asn Gly Xis Phe

S Pre Tyr Arxrg Gly Lvs
1 5 10 15
Ala Ser Thxr Asp Thr Met Gly Arg Prc Cys Leu Pro TP Asn Ser Ala
20 ’ 28 30
Thr Val Leu Gla Gla Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Lesu Gln
35 40Q 45
Leu Gly Leu Gly Lvs His asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arxc
S0 S5 60
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gla Glu
65 70 75 80

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lvs Pro Ser Ser Pro Bro
85

Giu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thxr Leu Arg Proc Arg Phe
100 105 110
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Fae
11s 120 125



83 886
EP O 669 394/PT
53
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser
130 135
Gly Gly Ser Lau Ils Ser 2ro Cys Trp Val Ils Ser Ala Thr His Cvs
145 ' 150 53 150

Phe Ile Asp Tyr Prc Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tvr Leu
165 170

Ser Arg Leu Asum Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Gl
184 185 2a

Asn Leu I Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
1

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cvys Ala

21 215 220
Gln Proc Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Sro Ser Met Tvxr Asn
225 230 233 240
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Glv Lys Glu
2458 . 280 2S5

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lvs Met Thr Val Val

260 253 27
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gln Pro His Tvr Tyr Gly Ser
275 280 285
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gl Trp Lvs Thr
280 28s 300
Asp Se: Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Prc Leu Val Cys Ser Leu Gin
30s 310 313 320
Gly Arg Met Thr Leu Thxr Gly Ile Val Ser Txp Glv Arg Glv Cys Ala
323 330 338
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu 2Prc
340 3453 350

+]
o
(]
[
(4

S Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Va
S 3 5

w
u

Val val Ala Phe Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Glvy Asn Glv Asp rPhe
370 37s 380

Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln ~*
385 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B} TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii} TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico

(iii) HIPOTETICO: ndo
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{iv) ANTI-SENTIDO: nao

{ix) CARACTERISTICA:
(A} NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAOQ: /function= “metionina N-terminal & separada
proteoliticamente em E.coli”

/product= "gene sintético para a proteina M31 (pSJ111)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 15:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC 3T

T GT GGT AAG 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Glv His She Tyr Arg Gly Lys
1 S 10 13
CT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGS CT3 CCS TaG AAC TCT GC7T g6
Ala Ser Thr aAsp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu DPro Trp Asn Ser Ala
20 25 30
'ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG Cac 114
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
38 40 L]
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCZ GAC 3AAC CaT CGT w382
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro ASD Asn Arg Arg
50 55 Y0
CGT CC3 TGG TGC TAC GTT CAG GTT GAQT CTC AAA CCCG CTA GTT CAG Gaa 2490
Arg Pro Trp Cys Tyxr Val Gln Val Gly Leu Lvs Prs Leu Val Gln Glu
5% 70 7% ac
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AMA CCT TCT TC7T CG CCs 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Glv Lvs Lvs Pro Ser Ser Pro DPrc
: 85 S0 35
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC G&T CAA AARQ ACC CTA CCT CCG CGT 177 338
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 108 110
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACZ ACC ATC GAA AAC CAG CC3 TGS TTC 3384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asz Gla Pro Tzp Phe
115 120 i2s
GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGS 432
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Glvy Ser Val Thxr Tyxr Val Cys
130 135 140
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 480
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 150 185 150
TC ATC GAC TAC CCG ARA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GAA _ 5786

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 1380
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AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACT CTG GCT CaC cac

- 624
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyxr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
i8S 200 205
AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GRA GGT CZET TGC Gt 672
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cvs Ala
210 213 220
CAG CCZ TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTC CCG 7TCT ATG TAC aAxC 720
Gln Prc Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pxc Ser Met Ty~ Asn
225 230 235 240
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACT GGT TTC GGT AAA GaA 768
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 285
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CTG GAA CAG CTTG Axx ATG ACC GTT GTT 813
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gin Leu Lys Met Thxr Val val
260 265 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CC3 CAC TAC TAC GGT TCT 364
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gln Pro His Tvr Tyr Gly Ser
27¢S 280 28¢%
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CC3 CAG TGG AaA ACc 32
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cvs Ala Ala Asp 2ro Gln Trp Lys Thr
290 295 300
GAC TCT TCC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA @GTT TGC TCT CTC Ccac 560
Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Gly Gly Pxc Leu Val Cvs Ser Leu Giz
30s 310 LS 320
38T CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG G&T CCGT GCT TGl &CT iicCs
Gly Axg Met Thr Leu Thr Gly Iie Val Ser Trp Gly Arg Gly Cuvs Ala
325 330 333
CTG AAA GAC AAA CCC GGT GTT TAC ACC CGT @TT TCT CAC T7TC CTG CcCs 18%¢c
Leu Lys Asp Lys Prc Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser =Zis Fhe Leu 2xc
340 3458 350
TG§ ATC CGT TCT CAC ACT AAA GAA GAA AAC GGT TTG GCT CTG AGC CT5 1204
T2 Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Glv Leu Ala Leu Ser Leu
385 360 3653
GTT AAA GCT TTC CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TT¢C 1182
Val Lys Ala Phe Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Glv Asp Ph
370 375 380
GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA Taa 1182

Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln =+
385 3%0

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 394 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 16:

t Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Ar
b 5 10

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axg Prc Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gino
35 1Q 43

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn ?r

1y rc ASD Asn Arg Ar
=18, 55 50

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gila Glu
3

Cvs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser ?x2 Pro
' 85

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly G
;

n Lys Thr Leu Axg ?
pRe]e 5 1

Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Prc Trr Phe

Lys Ile Ile ipage!
115 120 125
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
130 135 140

Glv Glv Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cvs
158 180
-223 -

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla Gly Glu Met Lvs Phe Glu Val Gl

53
180 , 188 1380
Asn Leu Ile Leu His Lvs Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
185 200 20¢S
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly azg Cys Ala
210 213 220
Gln Proc Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met TyT Asn
225 230 235 240

Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 255

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
260 265 270

Lys Leu Ile Ser Eis Arg Glu Cys Gln Gln Prc His Tyr TyT Gly Ser
27S 280 288

Giu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gla Trp Lys Thx
230 295 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Sexr Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
310 3153 320

Glv Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
325 330 335
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Leu Lys Asp Lys Prc Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pr2
340 345 350
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Giu GIu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Leu
353 380 385
Val Lys Ala Phe Pro Arg Pro Leu Glv Glvy Glv Glv asn Glv Asp Phe
370 375

Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Lau Gl ~
385 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1167 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B} LOCALIZACAO: 1..1167
(D) OUTRA INFORMACAO: /function=
proteoliticamente em E.coli”

/product = "gene sintético para a proteina M33 (pSJ113)"

“metionina N-terminal é separada

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 17:

N

ATS AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT C%C T™TC TAC
Mer Ser Lvs Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His She
] i 5 10

'3

1

¢

) +

(D EN)]
- Q

thned -3
<
9]

o TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGS AAC TCT -g‘."-.‘ 36
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axg Pro Cys Leu ®rc Trp Asn Ser Ala

20 25 30

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CaG 14y
Tu+ Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser AsD Ala Leu Gln
3s 40 45
T3 GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 192
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyx Cys AIg Asn P’ég Asp Asn Arg Axg
0 S5

GT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GIT GGT CTG ADMA CTG CTA GTT CAG G;}A 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln vabz
63 70 75

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG

TCT CCG CCG 288
Cvs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro

Ser Pro Pro

(LS

A

0nl
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GAA
Glu

AAC
Asn

Asn

CAG
Gln
228

GAC
Asp

AAC
Asn

Lys

-

GAA
Glu

GAG
Glu

ATC

Ile

o
[E108A

Ala
130

GGT
Glv

N P~
Na-

-

CGT
Axg

-

CTG
Leu

GAC
Asp
2190

~
T

Pro

r~
T

Pro

o~
TCT

Ser

CTG
Leu

GTT
val
220
TCT

Ser

CGT
Arg

Lys

-

CTC
Leu

ATC
Ile
115

ATC
Ile

TCT
Ser

ATC
Ile
2_7 5

ACC

TGC
Cys

ATG
Met

GAC
Asp

AAA
Lys
100

GGT
Gly

TAC
Tvr

CTG
Leu

TAC
Tyz

AAC
Asn
180

CTG
Leu

TTC
Phe

GAC
Asp
250

TCT
Ser

ACC
Thr

Gln

ACC
Thr

Lys
340

TTC
Phe -

GGT

Gly

e
T &

ed
-1

ATC

Tla

-

eleie]
Pxo
185

TCT
Ser

CAC
His

CTG
Leu

ACC
Thr

GGT
Gly
245

TAC
Tyx

CAC
His

AAA
Lys

GGT
Gly

CTG
Leu
325

CCG
Pro

CAG
Gln

GAG
Glu

CGT
azg

TCT
Ser
150

Lys

AAC
Asn

Lys

CTA
Leu

ATC
Ile
230
ACC
Thx

CTG
Leu

CGT

ATG
Met

GAC
Asp
310
ACC
Thr

GGT
Gly

TGC
Cys

TTC
Phe

CAacC

ve o

nls

eleie]
Pro

Lys

ACC
Thr

GAC
Asp

AAA
Lys
215

TCT
Ser

R
-

Ty

Gaa
Giu

CTG
Leu
285

TCT
Ser

GGT
Gly

GTT
Val

GGT
Gly

ACC
Thr

120

e
(€5

Arg

TGC
Cys

~
=

Glu

CAG
Gln

TAC

YT
200

ATC
Ile

acc

-

TGC
Cys

ACC

o had
pEo D

e
=\ L

Glv

TGG

T2

-

GAC
Asp

™
A3 -

Gly
185
TCT
Ser

ATC

- -

GAA
Glu

~

Glu
263

CAG
in

GCT
Ala

ACC
Thr

TC GAA

Ganlesl
o -

Val

TAC
Tvr
170

TCT
Ser
33¢

CGT
Axg

e Glu

ekl
ol L

Ser

ACC
Ty

-

GAA
Glu

~ 220

i~
-
Zeu
23S

ACC

Thr

cTa

o~
e

Bro

-
GGT

Gly

AAA
Lys

CAC
His

CCG
Pro
300

GTT
vVal

GGT
Gly

TCT
Ser

CGT
Arg

CAG
Gln
125

ACC
Thxr

GCT
Ala

TAC
Tyx

TTC
Phe

CTG
Leu
205

GGT

Gly

TGC

Cys

CGT
Arg

CAC
His

CCG
Pro

11

CCG
Pro

TAC

Tz

ACC

Thr =

cTC
Leu

GAA
Glu
.80

GCT

Ala

TCT
Ser

GGT
Gly

TTC
Phe
350

CGT TTT

Arg

1~~~
GG

Tp

GTIT

val C

CAC

Q) Q)
ug 0

GGT
Gly

Lys

CTC
Leu

-

ACC
Th

-tom

CAG
Gln
329

C GCT

Ala

CCG
Br2o

- -

SZ8

Ui
[0)Y

[9)Y
(]
>

~]
t)
O

768

8sC

100¢
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TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG TTC CTo. 1104
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Phe Pro
383 380 3653
GG CTCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TTC GAA GAA ATC CCG Gan 11352
Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe Glu Glu Ile Bro Glu
370 378 38¢C
GAA TAC CTG CAA TAaA 1157
Glu Ty~ Leu Gln *
385
'(2HNFORMACAOPABASEQIDNO:18;
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 389 aminoéacidos
(B) TIPO: aminodcido
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 18:
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Glv Asn Gly His Phe Tyr Axrg Glvy Lvs
1 S pRY] i3

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Lau Prc Trp Asn Ser Al
20 25 30

-t

Thr Val Leu Gla Gln Thr Tyr His Ala - s
35 40 453

‘4
0
i
0
0
o
n
w
i
o}

Alz Leu Gln

Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Arg
53

Arg ?xo Trxp Cys Tyxr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lvs Lvs Pro Ser Ser P

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe

100 105 120

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp 2he
115 . 120 128

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
130 135. 140

Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val

Ser Ala Thr His Cys
160

FoH

[VIN o

w o

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp TyzT Tyr Leu Gly Arg
165 170 17S

i+
[
o
<
o
.—J

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Mectc Lys Phe Glu Val Glu
180 . 185 .190

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyxr Ser Ala Asp Thr Leu Ala Eis His
198 © 200 205 '

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
210 215 220
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Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pxo Ser Met Tyr Asn
ln Px X - 2
225 230 235 240
Asp Dro Gla Phe Gly Thr Ser Cvs Glu Il2 Thr Gly Zhe Giv Ezf Glu
T 245 259 233
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
- b - l- Y - o

'“ 260 253 270

5 e -
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cvs Gla Gln Fxro His I‘v*;‘ Tvr Gly Sex
~ - - hindnd -

27%8 280 28¢S
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp F
290 285 30

Gln Trz Lvs Tars

sp Ser Gly Glvy Pro
Q

L
oy
<
(\)
.
0
e
n
n
1]
"
L
W
o
s

(V)¢
(W]
[\%)
O

]

B
©
l"‘
<
i
wQ}
’ -
wn
e
l—-l
)

eu Lys Asp Lys Pro Glv val T
340 3

¥
X

Arg Val Ser His

i iy L Ala Leu ¥
xp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Asn Gly Leu Ala Le

W Q)
o k3
of
[}
*
U

1 1 >+ 3lu
~e Glu Glu Ii2 2T0 GiU

375 B 380

»
¥

i
(14}
w g
SR
o0
C
(]
-
8]
.—-J
<
9}
,_J
<
(8]
l.«l
'S
(0]
~1
<
s
]
]
@
<
(V]
1]
o]
g
Y

2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 18:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 1191 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: n3o

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: CDS

(B) LOCALIZACAO: 1..1191

(D) OUTRA INFORMACAO: /function=
proteoliticamente em E.coli"

/product= "gene sintético para a proteina M32 (pSJ114)"

“metionina N-terminal é separada

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 19:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG
Mer Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gl'{SLys
1 S 10
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GCT
Ala

AAC
Asn

CAG
Gla
228

GAC
Asp

AAC
Asn

TCT
Ser

ACC
Thr

-

-~y
iea

Ser

GAC
Asp

CET TTA
Ay Leu
CTG ATC
Leu Ile

© 185

GAC
Asp
210
o]

Pro

CCG

Fro

TCT
Ser

ATC
Ile

TCT
Sex

CAG
Gln

ACC
Thr

GAC
Asp
20

CAG
Gln

GGT

Gly

AAC
Asn
180

CIG

Leu-

GCT
Ala

ACC
Thx

CAG
Gla

Lys

TAC

GAC
Asp

8S
Laaniad

-~ A

Phe

GGT
Gly

CGT

- & ~

laatad
P P

Tla

-

CCG
BPro
163

TCT

Ser

CaC
His

CTG
Leu

ACC

Arg Thr
TTC GGT
Phe Gly

2453
GAC TacC
Asp Tyr

ATG
Met

ACC
Thr

CAC
His

GTT
Val

-

TGC
Cys

GAG
Glu

CGT

>
=

~——

Ser
130

Lys

AAC
Asn

AAA
Lys

CTA
Leu

ATC
Ile
230

ACC

Th>

CTG
Leu

CAG
Gln

GCT
Ala

TGC GG

Cys

Lvs

ACC
Thx

GAC

Lys
215

CAG
Gln

TCT
Ser

TAC
Ty=

TAC
Ty
200

ATC
Tle

ACC
Thr

TGC

Cys

slate’

Pro

~es
(e

Pro

-

2s
~™

- -

Ala

TGS

Cvs

oy~

PR

7Y

GAC
Asp

GGT

61
TGC

CCG

PRAE4N 4
Cvs Leu Pro Trp
CAC CGT TCT GAT
His Axg Ser asp
45
CGT AAC CCs zac
Arg asn Pro AsT
50
CTG AAA CCG CcTa
Leu Lys Pro Leu
75
AAA ANA CCG TCT
Lys Lys B2ro Ser
se
AAA ACC CTA CoT
Lys Thr Leu Arg
ATC GAA AAC Cac
Ile Glu Asn Gln
128
GGT TCT GTT Ace
Glv Ser Val Thr
140
GTT ATC TCT &CT
Val Ile Ser 3>
TAC ATC GTT TA
Tyr Ils Val Tvr
170
GAA ATG AAld TTC
Glu Met Lys ch
GCT GAC ACC CTsG
Ala Asp Thr Leu
205
TCT AAA GAA GGT

ATC TGC
Ile Cys
GAA ATC
Glu Il=s

250

GRA
Glu

263

CTG
Leu
235

ACC

Th>

CTG
Leu

Glu
220

olaie]

Pxo

GGT

Gly

Lys

ATG
Met

AAC TCT

Asn
30

i
S

Asn

GTT

Val

TCT

Ser

alalal
(e

:v-o

110

CGT
Arg

ATG

r Met

ACC
Thr
270

GTT
val

[38]
1
O

[[3)
w
[¢3]

(V3]
L)
m

L)
(¢ o]
It

1
W
[N

=
[¢3]
Q

wm
&)
[v?]

n

[6)

720

763
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AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Glz Gln Pro His Tyr Tvr Glv Ser
27S 280 288%

364

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AaA acs
Glu vVal Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gln Trp Lys Thr
220 298 300

GAC TCT TGT CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCTT CTC Cac
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Glna
308 310 313 320
GT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGLC &Lt 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala

328 330 333

®)
)
-1

1

(Vi
oM N
r
o
[l

CTG AAX GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACCT CGT GTT TCT CAac
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyxr Thr Arg Val Ser His
' 340 343

2 -

CTG CCG 103¢

e
:V

LY

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AL GGT C7G Gt
Trp Il=2 Arg Ser His Thr Lys Glu Glu asn Gly Leu Ala

35S 360 365

AGC CCG 1104

Ser ®rc

[
o]
=

GTT AAG GCT TTC CCG CGG CCG TTC CTG CTG CGG AAC
Val Lys Ala Phe Prc Arg Pro Phe Leu Leu Arg Asn

370 375 380

g ()
1t 0
O @
5
0
g
0
W
v
h
.l
.‘
"
IN)

Asnl ASD L¥S

TAC GAA CCG TTC TGG GAA GAC GAA CGAA AAA AAC GaA TAax 1l%1
Tyr Glu Pro Phe Txp Glu Asp Glu Glu Lys Asn Glu ~
385 350 383

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 20:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 397 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 20:

Met Ser Lys Thr Cys Tvr Glu Gly Asn Gly His P

-

'
o
[}
B
fy
|

y Glv Lvs
- 5 10 13

3

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr Eis Ala His Arg Ser
35 40

Ala Leu Gln

W a
wn'g

Leu G

g
b
3]
%

n
%

T

v Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Axg Asn Pro As
0 55 [P

Axg Pro Trp Cys Tyx Val Gla Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu
65 70 75 80

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro
85 9qQ 9s

‘Glu Glu Leu Lys Phe Glan Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 ) 1058 110

[1¢]
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Lys Ile

Ala Ala I

130
Gly Glv
Phe Ile

‘Ser Arg

Asn Leu

Asp Pro Glz Phe
Asn Sexr Thr Asp
260
Lys Leu Ile Ser
273
Glu val Thr Thr
230
Asp Ser Cys Gln
308
Glv Arg Metz Thx
Leu Lvs Asp Lys
340
Trs Ile Arc Ser-
353
Val Lys Ala Phe
370
Tyr Glu Pro Phe
385

Ile Gly
113
Ils Tvx
Ser Leu
Asp Tyr
,eu Asn
180
Ils Leu
1393

Ile Ala T

T

Arg

Glu
330

o

(W R
(VT

Leu
295

Ser
Glvy

val

Lvs

Cs
280

Cvs

1,
-Jd

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 21:

Gly
Tro

Asp

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1098 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido ‘
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(iiy TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico

Glu Ast Gln
12¢%
Ser Val Thr
140G
Ile Ser Ala
153
Ile Val Tvr
Mez Lys Phe
Asg Thxr Leu
208
Lys Glu Glvy
220
Leu 32xg Ser
235
Thr Gilv Phe
Leu Lyvs Met
Prec His Tvr
288
Asp Pxrc Gin
300
Leu Val Cys
33
Tz Glv Arg
Val Ser His
Gly Leu Ala
365
Arg Asn Pro
380
Asn Glu *
385

-~ada

Leu

Glu

Ala

Gly

Thxr
270

Ty=
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64
(iii) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1098
(D) OUTRA INFORMACAOQO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M4 (pSJ41)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 21:

TG AGCT AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AMG 23
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Glv Lvs
A 5 ia 1S
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGLC CTG CCT TGG AAC TCT GCm Se
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu 2ro Trp Asn Ser Ala
20 25 _ 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 124
Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
3s 40 45
TG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCC GAC AAC CGT C3T 18z
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tvr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Arg
S0 33 83
C3ET CCG TGG TGC TAC CGTT CAG GTT GGT CTG AAX CTC CTA GTT CACG Gaa 240
Arg Pro TrT Cys Tyr Val Glz Val Glv Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu
3 70 75 80
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCZ TCT TCT CCG CCo 288
Cys Met Val His Asp Cys ‘Ala Asp Gly Lvs Lvs 2ro Ser Ser Pro orco
85 10 ss
GAA GAG CTCT AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCC CGT TT7 336
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Prc Arg Che
100 105 1l1i¢
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGE TTC 384
Lys Ile Ile Gly-Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Prc Trz oh
11s 120 125
GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432
Ala Ala Ile Tyx Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cvs
130 135 140
5GT GGT TCT CTG ATC TCT CC3 TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 430
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 150 153 150
TZC ATC GAC TAC CCG AAM ARA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGT CGT 523
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 ‘ 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GAA 576

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 190
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AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CAC

524

Asn Leu Il=a Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
135 200 208
AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GAA GGT CGT TGC Gt 572
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Giu Gly Arg Cys Ala
210 215 220
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTIG CCG TCT ATG TAC AaC phels
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Il2 Cys Leu Pro Ser Metr Tyr Asn
225 230 233 240
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 768
Asp Pro Giln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 255
AAC TCT ACZ GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATC ACC GTT GTT 8.5
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
260 263 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TCC CAG CAG CCC& CAC TAC TAC GGT TCT 864
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyvr Tyr Gly Sexr
275 280 28S
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AaAA ACC 912
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pxo Gln Trp Lys Thr
2980 285 300

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTIC CAG 98¢
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gia
305 310 313 220

3GT C3T ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT zQcs
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Axc Gly Cys Al

325 330 33%
CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CIG CCG 1088
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyxr Thr Arg Val Ser His Phe Leu PxcC
340 3453 380

GG T 10¢s

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAN GAA GAA AAC GGT CTC GCT CIG
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu
383 380 363

{(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 22:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 366 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 22:

Mez Ser Lvs Thr Cys Tvr Glu Gly asn Glyv His Phe Tyz =g Gly Lys

~
-

1 S 10 1s

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 3¢
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Thr Val Leu Gla Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser aAst Ala Leu Gln
35 4C 3

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn TyT Cys Arg Asn ©
53

Arg ?ro Trp Cys Tyr Val Gla Val Glv Leu Ly

63 70 7

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lv
S

Glu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Glv Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Fhe

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla Pro Trp che

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly ser
130 1358

- g
W

Q-

Gl Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trz Val Tls y?
1453 150 BRCE ’ 150

n
13
H
e
’..l
f
'3
o3
]
HH
'J
(1}
0
<
0

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tvr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
1583 170 1758

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Glan Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 13c 129

2T Ser Ala Asp Thr Leu Ala Zig i

210 i3 220
Gln Pro Ser Arg Thxr Ils Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Ty= Asn
223 230 233 243
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly I Glu

nvs
245 250 253

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val val

-

260 268 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gln Dro His TyT Tyr Gly Ser
275 280 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Tro Lys Thx
290 295 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Glv Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln

o] 313 320

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
325 330 335

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Dhe Leu DPro
340 345 350

Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu
35S 360 365
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii} TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(i) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1185
(D) OUTRA INFORMACAO: /function=
proteoliticamente em E.coli"

/product = "gene sintético para a proteina M11 (pSJ69)"

“metionina N-terminal é separada

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 23:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TT CET Gg’: :e.AC
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asnm Gly EHi Tyr Arg Gly Lys
hE S 1 18

S -

M0
%
O

-

w

(Vs
T r

GCT TCT ACC GAC ACT ATG GGT CGT CCG TGC CTG TGG AC TCT &LT
Ala Ser Thr Asp Thxr Met Gly Arg ?rc Cys Leu Tro asn Ser Ala

20 28

V)
10
O ©
'
w
N

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAC
Thr Val Leu Gln Gila Thr Tyr His Ala His g Ser Asp Ala Leu Gin

& (=1

35 40 - 45

)
=
1}

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT RAC CCE GAC AAC CGT CGT
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg ASg

S 58 60

(
G
]
(
]
l ')
1]
[¥)

GT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Ga
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Vval Gly Leu Lys ?xc Leu Val Gln Gilu

(V]
i
(&)

) (

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 2838
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pxc Ser Ser Prc Pro

-

85 SQ 9s

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TTT 3

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Bhe
100 105 110

(W]
Oy

AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC 38
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ils Glu Asn Gln Pro Trp Phe
118 120 125

i

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC
Ala Ala Ile Tyr Arxg Arg His Arg Gly Gly Sexr Val Thxr Tyx val Cys
130 135 140

ik
(W)
[3V]
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GGT
Gly
145

.~

- o\
Skhe

& aa

-
- -

Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

AAC
Asn

AAX
ivs

GAA
Glu

GAC
Asp
308
[eleyy
Glyv

CTG
Leu

GG

GAC

385

o

7 o

:
Gly

ATC

I
- -

GAC
Asg
210

r~~
-

Sro

T

Sax

~ery
<&

Arg

Lvs

ATC

-
Li2

TCT
Ser
379

TTC
'Dhe

TCT
Sexr

GAC
Asp

[aaiaad]
-

Lau

TAC
v

P4

AAC
Asn
80

IC CTG

Ile Leu
138

ATC GCT
Ile Algz

Glna

ACC Gac

Thr Asp
260

ATC TCT

Ila Ser

2753

ACC
iy
ppees

TGC

Cys

ATG
Met

GAC
Asp

CGT
Arg
3ss

ccG
Pro

Glu

ACT

T e

b b

CAA
Gln

ACC
Thr

Lys
340

TCT
Ser

CCG
Pro

GAA
Glu

ATC
Ile

CCG
Pro
1653

TCcY
Ser

CAC

CTG
.

Leu

ACC
-

-y

Il ondasl
S L
Gly
243
TAC
T~

-

CxC

s

Py

Lys

GGT
Gly

CTG
Leu
325

(a{ele)
Pro

ATC
Tla

-

CTA
Leu

ATC
Ile

230

u 0
it 0O
(A

0

28

NS
wu

CAG
Glz

ACT TCT
Thxr Sex
CTG TAC
Leu Tyr

ST GaAa
Arg Glu

ATG
Met

GAC
Asp
310

ACC
Thr

Gly

ACC
Thx

GGT
Gly

cCcG
Pro
3380

TTC
Phe
378

GAA
Glu

68

TGG
-~

[pae)

GAC
Aso

ACC ATC
et :1:
TGS GAA
Cys Glu
CCG Gaa
rc Glu

283
TGT CAc
s Glo

230

GTT
Val

Liade)
-
Tvr

170

Glu )

TGC GCT GCT
Cvs Ala Als
GET GET Cta
Gly Glvy ®xc
ATT GTT TCT
Ile Val Ser

Glu
360

ACC
Thr
343

= -

Glu

-GT

Arg

TAC
YT

CCG
Pro

CTG
Leu

GGT
Gly

GGT
Gly

TAA

395

TCT
Ser

GTT

val

(o
< b
S

GGT

Gly

TCT
Ser

CTG
Leu

GGT
Gly
380

CaC
His

GCT
Ala
368

GGT
Gly

ACC

270

TAC

-t -

el
HRE.

T

TCcT

Sex

GGT
Gly

TTC
Phe
350

CTG
Leu

GGT
Gly

AGC
Sex

AAC
Asn

-~ ”~
TGC
C'-./‘S
-~ o~

~-3U

~——
N -

~

-

e daiand
S\ -

h RPN
AR

2AC

A
AST

243 .

Gas

ERR

323

(1]
h

()
[}]
-

1Qcs
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 395 aminoacidos
(B} TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 24:

Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyxr aArg Gl:
1 S 9 1

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axrg Pro Cys Leu Bro Trz Asn
20 25 : 3c
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Axg Ser A

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg As AsT Asn Arg Arg

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lvs Pro Leu Val Gin Glu
65

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lvs Prs Sex Ser 2rc Pro

- - - - - -
85 2Q Ss
Gilu Glu Leu Lvs Phe Gin Cys Glv Gla Lys Thr Leu Axg 2rc Arg Phe
100 Qs 110
Lys Il= Ila Glv Gly Glu Fhe Thxr Thr Il2 Glu Asn Glz Pxc Trp Che
115 12 i2s

s Axg Gly Glv Ser Val Thr Tyxr Vel Cys
S 14Q

Gly Glv Sex Leu Ile Sex Prc Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys

- -a——

145 130 33 180
Phe Ils Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp TyT Ile Val Tyr Leu Glvy Arg
165 170 178
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Mec Lys Phe Glu Val Glu
180 135 120

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
S

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
Gln Pro Ser Axg Thr Ile Gin Thr Ile Cys Leu Prc Ser Met Tyxr Asn

225 230 238 240

Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Glvy Phe Gly Lys Glu
245 250 s5

Asn Ser Thr Asp Tvr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thxr Val Val

e o

63 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gla Pro Eis Tyr Tyz Gly Ser
275 230 285
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Glu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp fxc Gln Trp
290 239¢S 300

Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Glv Glv 2ro Leu Val Cys Ser Leu Gln
310 5

Gly Arg Met Thr Leu Thx Gly Il2 Val Ser Trz Glv !

- - -

wr Thr Arg Val Ser His

‘ 2
340 343 3
u Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser ?ro
0

Pro Ser Pro Pro Gly Gly Phe Pro Arg Pro Gly Giv Gly Gly :
370 37s 380

Asp Phe Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tyr Leu *

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 25:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1176 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
{iii) HIPOTETICO: n3do
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1176
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"

/product= "gene sintético para a proteina M12 (pSJ76)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 25:

-ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT T AAC 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys
S 10 15

CT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GCT S5
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

g
1
oG

T GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 144
hr Val Leu Gln Gln Thr Tyr Eis Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln

35 40 43

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 192
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arxrg Asn Pro Asp Asn Arg ArXg

50 55 60
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wmi ]

av it G

TGC

Cys

P

GAA
Glu

]

Lys

GCT
Ala

CAG
Gln
225

Gac
Asp

AAC
Asn

Lys

GAA
Glu

Gac
Asp
305

o
-
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CCG
Prc

ATG
Met

GAG
Glu

-}
m 0N

GCT
Ala
130

GGT
Glv

ATC

-

Lol
faes

Leu

rere
L a

val
290

TCT
Ser

TGG
T

GIT

val

~ -~

[,
Leu

CAG
Gln

ACC
Thr

ATC
Ile
275

ACC
e

-

TGC
Cys

TGC
Cys

CAC

His

Lys
100

GGT

e Glv

-

TAC
vz

CTG
Leu

TAC
Ty

AAC
Asn
80

CTG
Leu

~
GCT
2

Aald

CcT CGT

Arg

TTC -

She

GAC
Asp
260

TCT
Ser

ACC

88

Gln

TAC
Tyr

GAC
Asp

TTC

Phe

GGT

Gly

aT

Arg

ATC
Ile

lale
T

®rao
183

TCcT

Sex

CAC

-t T

CTG
Leu

ACC
Thr

CAC
His

Lys

ol

Gly

GTT

val
70

TGC
Cys

Gln

GAG
Glu

™

Arg

TCT
Ser
150

ARA
Lys

AAC
Asn

AAA
nys

CTA

~ex

ATC
ITla

-

230
ACC
Thr

CTG
Leu

Arg

ATG
Mect

GAC
Asp
310

TGC

ACC
Thr

GAC
Asp

AAA
Lys
21s

CAG
Gln

CTG
Leu
285

TCT
Ser

ACC

-

120

CGT

Arg

=

TGC

Cys

CAG
Gin

T=C
Tvr
200

AT
P

?‘:

-

ACC
Thaae

-eaam

e
S\

r Crs

CG

Bro

- -

TGC
Cys
280

GGT
Glyv

v~

SeL
1
Gly

CAA
Gln
105

ACC
Thr

GGT

Glv

GG

T2

GAC
Ast

GGT
Glv

~q=
82
.85

CGT

N v
~
)

ATC
ITle

GAA
Glu

Glu
263

CAG
Gln

GCT
Ala

Gly

71

CTG

Leu

AAA
nvys
3Q

AAA
Lys

ATC

-

TGC

Cvs

Laalad
-
Ile

-——

250
CAG
Gin

CAG
Gln

GCT
Ala

AAA
Lvs

aAcCcC

-~
[¥sbay

GAA
Glu

ATC
Ile

ATG
MetC

GAC
ASD

CTG
Leu

235

ACC
Thr

CTGC
Leu

e(aie]

Br

Gac
Asp

CTA
Leu
313

')
()
0O Q

o~
e

- -

taaint
-y

Leu

AAC
asn

GIT

r Val

140

-
TCT

Ser

GTT

val

AAA
Lys

ACC

Thr

Glu
220

olaie’

Pro

GGT
Gly

Lys

CAC
His

CcG
Pro
300

GTT
val

CTA
Leu

TCT

Ser

laietsal
LN

g

CAG
Gln
125

ACC
Thr

3T

Ala

CTG
Leu
205

GGT
Gly

TTC
Phe

ATG
Met

TAC

Ty=
285

CAG
Gln

TGC
Cys

GT7T
Val

TCT

Ser

g0
= 0

o0 »

WO
it N
O M

GAA

Tas
e e
150

7~ —~e—

A

Ala

CGT

AXZ
<
=

e

-\

r Met

Telaad
S\J o

Gly

ACC
Thr
270

TAC
Tvr

P4

GG

T

TCT
Ser

¥

CAG
Gln

~
-t

Fro
=

S$S

——

L aladand

val

aad
L

Gly

A”A
Lys

CTC
Leu

TCT

Ser

ACC

Thx
=

CAG
Gln
320

2838

[¥7]
)
[9)9

il
a3
(@]

tn
8]
[¢V]

~

(V)Y

u

[9)Y
[¥]
W
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GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ilz2 Val Ser Trp Glv Arg Glvy Cys Ala

CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACCT CGT GTT TCT CAC TTC CTG
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser iHis Phe I

- -

340 345

TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AGC
Txo Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala
355 360 363

TT AAG GCT TTC CCG AGG CCT GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC T
Val Lys Ala Phe Pro Arg Pro Gly Glv Gly Gly Asn Glv Asp Phe G
370 375 380

GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG TGA
Glu Ile Pro Glu Giu Tyxr Leu *
38s 3380

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 26:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 392 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 26:

Met Ser Lvs Thr Cy

Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lvs

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Prc Cys Leu 2ro Trp Asn Ser Ala

20 25 30
Thr Val Leu Gln Gln Thxr Tvr Zis Ala His Arg Ser Asp Ala Leu CGin
3S 40 45

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg ATg
3] SS 50

Arg Pro Trp Cys Tyxz Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu val Gln Glu
S 70 73 80

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro
85 90 85

Glu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 108 110

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe

15 120 125

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr TyT val Cys
130 138 140

Gly Gly Sexr Leu Ile Ser Pxro Cys TxD vVal Ile Ser Ala Thr His Cys
143 150 133 160

Phe Ile Asp Tyxr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Axg
185 170 175
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Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Zhe Glu Val Gilu
180 183 180

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His Hisg
195 200 20s

v¥s Ile Arg Ser Lys Glu Gly Axs Cvs Ala
1g -

v e Gln Thr Ile Cys Leu Prc Ser Met T/ Asn
225 230 235 T 240

Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lvs Glu

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Glz Leu Lvs Met Thr Val val
260 265 270

HH

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gln Sro His Tyxr Tyr Gly Ser
: Y ¥ z

280 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Tro Lvs Thr
250 295 300 T

Asp Ser Cys Gln Glv Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cvs Ser Leu Gin
305 310 i

Gly Argz Met Thr

S Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Glv Cys aAla
328 330 335
Leu Lys Asp Lys Prc Gly Val Tvr Thr Ars Val Ser =Zis Fhe Leu 2xg
3490 343 350
Trp Il= Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
3585 380 363
Val Lys Ala Phe Pxc Arg Prc Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp he Glu
37¢ 37s 380
Glu Ile Prc Glu Glu Tyr Leu =
383 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 27:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 1194 pares de bases
{B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: n3o

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAOQ: 1..1194
(D) OUTRA INFORMACAOQO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M13 (pSJ77)"
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ATG
Met

GCT
Ala

GCT

Ala

GGT
Gly
1453

TTC
Phe

TCT
Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

CAG
Gln
225

AGC
Ser

TCT
Ser

GTT

Val

GGT

2 Gly

50

CCG
Pxo

ATG

s Met

-

GGT
Gly

ATC
Ile

CGT
Arg

CTG
Leu

GAC
Asp
210

CCG
Pro

74

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 27:

AAA
Lys

ACC
Thr

CTG
Leu

35

CTG
Leu

-

GAC

=

TTA
Leu

ATC
Ile
1395

ATC
Ile

-

TCT
Ser

ACT
Thr

GAC
Asp

-

20

CAG
Gln

Gly

TGC

AAC
Asn
180

CTG
Leu

GCT

CGT
Arg

TGC
Cys
)

ACC
Thr

CAG
Gln

AAA
Lys

TAC

™

-y -

GAC
Asp
' 85

TTC
Phe

=

GGT

Giy

CGT

Axrg

[aalal
-

Ile

olese]
Pro
165

TCT
Ser

CAC
Hisg

CTG
Leu

ACC
Th

-bdan

TAC
Tvr

e
&\

Met

ACC
Thxr

CAC
His

GTT
Val
70

TGC
Cys

CAG
Gln

GAG
Glu

CGT

laalalasl
PR Y
Ser

130
Lys

AAC
Asn

Lys

CTA
Leu

ATC
Ile
230

GAA
Glu

GGT
Gly

TAC
Tyx

AAC
Asn
SsS

CAG
Gln

GCT
Ala

TGC
Cys

TTC

- -

2h

- e

CAC
His
135

CG
Pro

Lys

ACC
Thr

GAC
Asp

Lys
215

CAG
Gln

GGT
Gly

CAC
His
40

TAC
Tyz

GTIT
Val

GAC
Asp

Cnm
-
~

Glvy

Aacc

"‘q
~aZ

120

o~
T -

A~

A

YV~ o~

-\
Cvs

ry
\Z.

Glu :

CAG
Gln

Ile

ACC
Thx

AAC
Asn

CCG
Pro

25

GCT
Ala

TGC

CGT
Arg

ATC
Ile

p
A=Y
Gly
10

TGC

Cvs

CAC
His

CGT
azg

TAC

o~

170
GAA
Glu

GCT
Ala

TCT
Ser

TGC
Cys

AAC
Asn

Lys

7¢
Lys

ACC
The

-l

Gaa
'e3RS!
[ERR33

T TCT

Sexr

T ATC

-
Tia

-

155

ATC

Tla

-

ATG
Met

CTG
Leu
235

-~
-

Phe

CCa

2rc

ACC
Thr

TAC
Tvx

TGS
Trp

GAT

ASD

4S

TAC
Tyr

TTC
Phe

CTG
Leu

, 205

GAA
Glu
220

CCG
Pro

GGT
Gly

TCT
Ser

~rym
Tl

AXg

AAC
Asn
30

CGT
Arg

ATG
Met

S~

A% S5

Gly
1s

Ser

TGC
Cys

TAC

~
-

Glu

CAC
Big

alem

Sl
-

Ala

AAC

Asn
240

g6

=

576
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GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 758
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Glv 2he Gly Lys Glu
245 250 283
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAaA CAG CTG AAA ATG ACC GTT G777 215
Asn Ser Thr Asp Tyx Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val val
260 263 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC 7TAC GGT TCo 56«
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyr Tvr Glv Ser
275 280 285
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCZ CAG TGG AAA ACT 3z
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gla Trz Lys Tas
220 285 300
GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAG 252
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Prc Leu Val Cys Ser Leu Gin
303 310 313 320
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CCT GGT TGS GCT 1ces
Gly Arg Met Thr Leu Thxr Gly Ile Val Ser Trp Glv Arg Gly Cvs ala
325 330 235
TG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCa 108&s
Leu Lys Asp Lys Prc Gly Val Tyxr Thr Arg Val Ser Xis 2he ZLeu Prz
340 3453 380
TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTCG GCT CTG AGT CCs 1104
Trz Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Glv Leu Ala Leu Ser 3ro
385 380 363
CCG AGC CCG CCG AGC CCC CCGE GGT GGT TTC CCG AGGE CCT GGT GGT &GT 1132
Pro Ser Pxo Pro Ser Pro Pro Giy Gly Phe Proc Axg 2rs Gly Gly Gly
370 378 380
GGT AAC GGT GAC TTC GAN GAA ATC CCG GAA GAG TAC CTCG TGA 1154
Gly Asn Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Giu Glu Tvr Leu =
38¢S 380 398

{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 28:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 398 aminoécidos
(B} TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 28:

Met Sex Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys
1 ) 10 13

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Prc Trp Asn Ser Ala
20 25 _ 30

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
35 40 45

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg A-g
S0 55 60
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Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu
83 70 75 80

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro
8% S0 95

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg
100 1Qs

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ils Glu Asn Gln Pro e
115 120 125

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Glvy Ser Val Thr Tyr Vval Cys
130 N 135 140

Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys

145 150 153 180

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 ' 17S

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lvs Phe Glu Val Glu
180 185 190

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala Zis His
198 200 205

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys ala
210 21% 220

Gla Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cvs Leu Pro Ser Met Tvr Asn
225 230 233 2440

Asy Pro Gln Phe Gly Thxr Ser Cys Glu

Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245

N H
wn -
o
N
wn
w

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Vval
2640 ' 263 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gla Prc His Tyr Tvr Gly Ser
275 280 285

'.
F

Glu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gla Trp Lys
CoL 290 23S 300 o

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pxo Leu Val Cys Ser Leu Gln
305 310 318 320

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
328 330 335

Leu Lys

5

Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro
340 345 350

Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
355 360 365

Pro Ser Pro Pro Ser Pro Pro Gly Gly Phe Pro Arg Pro Gly Gly Gly
370 375 380

Gly Asn Gly Asp Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu *
385 3390 395
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 29:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 1176 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAQ: 1..1176 :
(D) OUTRA INFORMACAOQ: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M14 (pSJ78)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 29:

ATC AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly #Zis Phe Tyr Arxg Glv Lvs

1 5 b s
GCT TCT ACT GAC ACT ATG SGT CGT CC5 TGC CTG CCT TGGE AAC TCT &IT S8
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Prs Trp Asn Sexr Alz

20 25 30
ACZ GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CaG laz
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Glo
35 40 45
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCZ GAC AAC CGT CGT 132
Leu Gly Leu Glvy Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn P2re Asp Asn Arg Arg
s3 33 5C

CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Gaa 240
Arg Pro Trp Cys Tyxr Val Gla Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gin Glu

65 70 75 8C
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GIT GAC T AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Prc Ser Ser Pro Pro

85 30 9s
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TTT 3358
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 105 110
AMA ATC ATC T GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TZC 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pxro Trp Ehe
115 1120 125

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
130 135 140
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GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGS 430
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
142 1350 1353 159

TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC G&C CZET

: GT 328
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Giu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
183 170 173
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GAA 3758
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Giln Gly Glu Met Lvs Phe Glu Val Glu
180 188 130
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACT CTG GCT CAC cac 524
Asz Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala Zis His
188 200 205
AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GAN GGT C3T TGC GC~ 572
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
210 218 220
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCG TCT ATG TAC AXC 7290
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tvr Asn
225 230 235 243
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 768
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Glv Lys Glu
245 230 255
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CACG CTG AAA ATG ACC GTT GTT 3is
Asn Ser Thr Asp Tyxr Leu Tyr 2ro Glu Gin Leu Lvs Met Thr Val Val
260 263 270
AAx CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT 3z
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Giz Pro His Tyr Tvr Gly Ser
275 28¢ 285
GAA GTT ACCT ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCCG CAG TGG AaAx ACcC 822
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
290 285 3c0
GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GT7T TGC TCT CTC Cac 350
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Prs Leu Val Cys Ser Léu Gln
305 310 315 329
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1208
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly arg Gly Cys Ala
325 . 330 335
CTG AAA GAC ARA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTIT TCT CAC TTC CTG CCG 1056
Leu Lvs Asp Lys Pro Gly Val Tyxr Thr Axrg Val Ser His Phe Leu Prc
340 34S 330
TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CIG AGC CCG 1104
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pxo
355 360 365
CCG GGT GGT TTC CCG AGG CCT GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TTC G2A 1182
Prc Gly Gly Phe Pro Arg Pro Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe Glu
370 375 380
GAA ATC CCG GAA GAG TAC CTG TGA 117e

Glu Ile Pro Glu Glu Tyxr Leu *
383 350
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 30:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 392 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 30:

Met Ser Lys Thr Cys Ty~ Glu Glv Asn Glv His Phe Tyr Arg GiIv Lvs
. - - = L= N = == ~
1 5 10 oz U
.. .
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu 3ro TIT Asn Ser Ala
20 25 30
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser asp Alz Leu al:
35 40 13 -
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Ars
30 53 60 B

Arg Pxo Trp Cys Tvr ¥V Gin Val Gly Leu Lys 2Prc Leu Val Gla Glu
6 i - -
]

sp Cys aAla Asp Glv Lys Lys Prc Ser Ser 3ro Oro
8s 20 as
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Glv Gln Lys Thr Lau Are Dra Ars Phe
100 208 To1z0
Lys Ile Zle Gly Gly Glu She Thr Thr Ils Glu Asn Gla Brc Txs Dhe
115 120 125 i
Ala Ala Ile Tyr Axrg Arc His Arg Gly Glv Sex Val Thr Tvr 7al Cus
130 135 140 i )
Gly Giy Ser Leu Ile Ser Pxo Cv/s T-p Val Ils Ser Alz The =i Cy/s
v 4= ’ - - .- -hhe= S - ~d
143 150 133 180
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tvr Ile Val Tvr Lav Giv Arg
165 170 ) -
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys 2he Glu Val Glu
18q 185 1s0
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala =Zis ¥i
19s 2C0 205
Ast Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Gilu Gly Arg Cys Ala
210 215 220
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tvr Asn
225 230 23S 240
Asp Prc Glan Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Glv Bhe Glv Lvs Glu
245 2 © 2ss

Asni Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
285

270

Lys Leu Ile ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyr Tyr Gly Ser
275 2830 285
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Glu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gin
290 295 300

Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cvs Ser Leu Gl:i

Gly Axg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly aArg Gly

= -

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyx Arg Val Ser His Phe Leu 2xo
380

Leu Ser Pro

.
¥

ay |-

. Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu :
355 360 :

(V)
ur v

Pro Gly Gly Phe Prc Arg Proc Gly Gly Glv Gly Asn Gly Asp 2he Glu

3

3
B

S

Glu Ile Pro Glu Glu Tyx Leu *
388 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 31:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1197 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(i) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1197
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M15 (pSJ79)"

(xi) DESCRICAQO. DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 31:

" ATG AGC MAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AAG
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Ty Axg Gly Lys

il
[e4]

-

B 5 1a N

GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG aac TCT GCT 9s
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TIG CaC 1z
Thr val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
35 40 43
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 152
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
50 S5 60
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CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG GAA 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gln Glu

65 70 73

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AMA AAA CTG TCT TCT CCG CC3

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Glv Lvs Lys 2ro Ser Ser Prg Dr=
8s 30 95

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CaA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TT°

- -
- T e oe- JaQ

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gla Lys Thr Leu Arg 2o Arcg che

- o e

100 185 AR

AMA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TT
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Il= Glu Asn Gla 2zo Trp 2h
115 120 128

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT T GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Axg Gly Gly Ser Val Thr Tvr Val Cvs
130 13s 140

T GGT TCT CIG ATC'TCT CCG TGC TGG GIT ATC TCT GOT ACC CAC TGC .
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Prs Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 150 155 1sQ

TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC caT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lvs Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Axc
165 17qQ 175

Ser Arc Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Giu
180 138 isQ

fCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TIC GAA GTT GAA 57

AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CaC
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tv~ Ser aAla Asp Thxr Leu Ala His =i

195 200 205

[$)Y
[}%)
18

AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAX GAd GGT CGT TGC GCT

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lvs Glu Gly Arg Cys iAla
210 213 220

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCG TCT ATG TAC AxC 720

Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr asn

225 230 233 : 240

GAC CCG CAG TTC.GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 753

Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 ' 250 255

AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CaAG CTG AAA ATG ACC GTIT GTT 815
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lys Met Thr Val val
260 265 270

AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT 864
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gla Pro Eis Tyr Tyr Gly Ser
27s 280 285

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AAA ACC 912
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Txp Lys Thx
2380 295 300

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAG 950
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
305 310 315 320
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GGT
Glv

CTG

Leu

TGG
T2

felale]
Pro

GGT
Glv
385

ATC

ACC
Ser

370

GGT

Gly-

ACC
Thx

AAA
Lys
340

TCT

Ser

CCG
Pro

GGT
Gly

CTG
Leu
3125

CCG
BPro

CAC :
His T

AGC
Ser

GAC
Asp

CCG
Pro

TTC
Phe
390

GGT
Gly

alaal

DS
val

AAA

r LYS

CCG
Pro

378

GAA
Glu

ATT

Tla

PR

TAC
Ty

GAA
Glu
3860

GGT
Gly

GaA
Glu

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 32:

Glvy
143

Phe

GTT

val s

ACC
Thr
345

GAA

Glu

GGT

Gly

ATC

™7
RSN

AAC
Asn

TTC
Phe

CCG
Pro

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 399 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA:

Sar

Lys
Thr
Leu

35

Leu
Trp
val
Leu
Ile
115
Ile

Ser

Asp

Thr

Lys
100
Gly

Tyx

Leu

Tyr P

Cys

=
-

Thr
Gln
Lys
Tvr
Asp

85

Phe

(Arg

vVal
7Q

Cys

Glu

Arg

Glu

Gly

Gln

Ala

Cys

Phe

His
1358

GGT
Glv

GAA
Glu
38¢

SEQ ID NO: 32:

—~
SV
Z

Asp
Gly
Thr
120
Arg

Cys

Glu

Asn

Ala
Cys
Gly
Gly
Gln
1058
Thr

Gly

Trp

Gly

Leu

170

GGT

Gly :

TCT

Ser :

-
CTG

Leu

eie)

2ro
380

GAG
Glu

e
Wl
..l-
w

Leu

Arg

Asn

Lys :

75

Lys

Thr

Glu

Ser

Ile
155

Ile

TAC
Tyxr

Leu

Asn

vVal

val

Leu

Ser

Gln
125

Thr

Ala

Leu

Asn Ar

val

Ser

Thr

Leu

His

Gly
175

Alz

-
G
-

Cvs

‘Cys

150

Arg

10038

10Ss
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‘g
"
O

Glv
38s

83

Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla Gly Glu
180 188

Leu I Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala
b

b e

W
i
0
u
0
N
i
Wy

Thr Ile Gln Thr Ile Cys

Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cvs Glu Ile

-

245 250
Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln
260 263
Ser His Arg Glu Cys Gln Gln

Cys Ala Ala

Ser Gly Gly Prc

|

<

(]
s

th

e}

<

n
v]

5
(]
8]

...

<

q

m

}

‘3
i}
(R
I
mn
1
w0

[}
.—J
(]
(WP
o Iy
[V24V9]

n
(]
iy
g
N
(6]
Y]
"
(8]
7]
[
H
g
A
(0]
(WIS
~11{
N o
[0}
<
"]
'—6
<

Glvy Asn Gly Asp Phe

0
hr
oS
A
'J
[
t
-
[

Pro

(2) INFORMACAOQ PARA SEQ ID NO: 33:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(i) HIPOTETICO: n3o

(iv) ANTI-SENTIDO: nao

Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Sexr L
21is

val

Glu

385

ho £

-

Zro

Val

Glv

Glu
150

t Ala

Lvs

Leu

Cys
3358

Sex

o
b

wQ
'.J
s )

Ala
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1185
(D) OUTRA INFORMACAOQ: /function= “metionina N-terminal

NI é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product = "gene sintético para a proteina M16 (pSJ81)"
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 33:
ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC T7TC TAC CGT GGT asG 43
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Axg Gly Lys
1 S 10 15
GCT TCT ACC GAC ACC ATG T COT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GIT 88
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Dro Trp Asn Ser Ala
: 20 25 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTIG Cac 142
Th- Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gla
35 20 v - 45
CTE GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TG ST AAC CCG GAC AAC CGT CGT 182
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn TyT Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg ACg
50 S 50
GT CCG TGG TGC TAC GTIT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Gaa 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla 7al Gly Leu Lvs Pro Leu Val Gla Glu
€3 70 75 8¢
m~aC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GC&T 33X AMD CCS TCT TCT CCG CCe 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys 2ro Ser Ser Pro Pro
85 20 95

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TIT 338

i1u Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arxg Fhe

- -

100 : 108 pins
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACT ACT ATC Gax AAC CAG CCG TGG TTC 384
Lvs Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe
115 120 125
CcT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTIT ACC TAC GTIT TGC 432
Ala Ala Ile Tyr Arg g His Arg Gly Gly Ser val Thr Tvyxr Val Cys
130 135 140
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC T GTT ATC TCT GCT ACC CAC TIGC 480
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pxr2 Cys Trp val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 150 133 160
TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC C CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu aAsp TyT Iie Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 175
TCT CGT TTA AAC‘TéT AAC ACC CAG GGT GAA ATG ARA TTC GAA GTT GAA 378
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Glv Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
130 18s 120
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CAC 624

Asn Leu Ile Leu Eis Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Th> Leu Ala His His
185 200 205
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AMC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA Gaa GGT CGT TGC GCT 572
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Axrg Ser Lvs Glu Gly Arg Cys Ala

210 21 229
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC aTC TGC CTG CCZ TCT ATG TAC axC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyxr Asn
22¢ 230 238 24Q
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AaaA GAA 758
Asz Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Iie Thr Glv 2he Gly Lys Glu

245 250 2583
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CIG AAA ATG ACC GTT GIT 315
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr 2rzc Glu Gla Leu Lvs Met Thr val Val
260 265 270
2 OTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCTG CAC TAC TAC GGT 7CT 864
Lvs Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gla Prc His Tyr Tyxr Gly Ser
275 280 28¢%

GAS GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GET GAC CCC CAG TGG AAaA ACC ci2
Glu val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp ?zo Gla Trp Lys Thr

290 2858 ica
GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CT GTT TGC TCT CTC GG ¢80
Asp Ser Cys Glan Gly Asp Ser Gly Gly 3ro Leu Val Cys Ser Leu Gl
30%S 310 313 320
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG IGT CGT GGT TGC GCT 10C8
Glv Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile al Ser Tyrp Gly Axg Gly Cys Ala

328 330 333
cTe AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTIT TCT CAC TTC CTIG CCG 1356
Leu Lvs Asp Lys Prc Gly Val Tvr Thr Arg Val Sexr =is Phe Leu #xc
340 345 350
TEG ATC CGT TCT CAC ACC ARA G GAA AAC GGT CTC GCT CTIG AGC CCG 1104
Tz Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser ?z2
3ss 350 383

GTT AAG GCT TGG CCG GGA CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC 132
Val Lvs Ala Trp Pro Gly Arg Fro Leu Gly Glv Gly Gly aAsn Gly Asp

370 373 230
TTC GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAA 1135
Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gla *
383 3s0 38s

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 34:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 395 amino4cidos
{B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 34:

£ Ser Lys Thr Cys Tvr Glu Gly Asn Gly His Phe Ty= Arg Gly Lys
1 5 10 15

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
: - 20 25 30
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Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
43

33 4Q

t‘ ‘
(]
-

. Gly Leu Gly Lys His asn Tyr Cys Arg Asn Pro AsD Asn Arg Arg
S0 SS 50

Pro Trp Cys Tyxr Val Gln Val Gly Leu Lvs Pro Leu Val Gla G
7

5 70

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Prc Ser Ser Pro Do

85 S0 85
Glu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arz Pro Arg zhe
140 1Qas 110
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp ohe
115 120 128
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Glvy Gly Ser Val Thr Tvr Val Crs
130 138 119
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
1453 150 155 150

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tvr G
165 170 _ 178

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lvs Phe Giu Val Glu
180 138 180

vr Ser Ala Asp Thxr Leu Ala His His
Qa

(Rl |
(Yo N o
(V]

Giu Gly Arg Cys Ala

Asn As s
2 213 229

o'g
&
’.—l
13
fu
[
1]
e
L‘O
M
[w
[

q
11
’ —
%
1
0
1)
"
L—i
<
7]

Gln Pro Ser Arg Thr Ils Gln Thr Ile Cys L

225 230 2

Asp Pro Glan Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu

250 2585

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Prc Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Val
260 : 263 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyxr Tyr Gly Ser
278 280 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
220 235 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
305 310 315 320

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
325 330 335

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu
340 34S 350

Trp Ile Axrg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
355 ' 360 365
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Val Lys Ala Trp Pro Gly Arg ?ro Leu Glv Gly Gly Glv Asn Gly Asp
370 ’ 373 380
|
Dhe Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tyr Leu Gln ~*
38S 380 3%

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 35:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1185
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M17 (pSJ83)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 35:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT aac ST CAC TTC TAC CST GGT AACG
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe TyT AZg Gly Lvs
1 5 10 s

-

W
o)

CT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT

CCs TGC CTG CCS TGG AAC TCT GCT S5
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Przo Cys Leu 2roc Trp Asn Ser Ala
20 23 3Q '
ACC GTT CTG CAG CAG ACT TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT G&A TG CAG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thx Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu GIn
' 335 40 453
CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 122
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Axg
S0 55 60
CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CIG AAA CCG CTA GTT CAG GAA 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gla Glu
63 70 75 84
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Prc Ser Ser Prc Pro
8% =10) 85
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CaA ARA ACC CTA CGT CCG CGT TTT 33s.
Glu Glu Leu Lvs Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro AXg Phe
100 103 110
ASA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC 384

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Tar Ile Glu Asn Gln Pro TrD She
115 120 123




AAC
Asn

cac

Gln
225

Gac =TC

Asp
305

GGT
Gly

CTG
Leu

TGG
T

GTT

val

83 886
EP O 669 394/PT

GCT
Ala
130

GGT
Glv

CGT
Arg

AAA
Lys

ATC
Ile

AAG
Lys
370

T
P

Ile

TCT
Sexr

C GAC

Asp

TTA

ATC
Ile
18¢%

ATC

Tle

-

G TCT

Ser

CaCG

Gln

ACC

mb,.
- b

ATC

1
dn

273

ACC
o
Thr

TGC

r Cys

ATG
Met

GAC
ASD

CGT
Arg
355

GCT

TAC
Tyr

CTG

Lau

TAC
vr

+

AAC
Asn
180

CTG
Leu

GCT
Ala

CGT
Arg

®he

GAC
Asp
260

TCT
Ser

ACC
Thr

CAA
Gln

ACC
Thr

Lys
340

TCT
Ser

TTC
Phe

CCG
°ro

165

TCT
Ser

CTG
Leu

ACC
Thr

GGT
Gly
2453

TAC
Tyr

GGT
Gly

CTG
Leu
325

CCG
Pro

CAC
His

GGA
Gly

CTA
Leu

ATC
Il=
230

ACC
Thx

CTG
Leu

CGT
Arc

ATG
Met

GAC
Asp
310

ACC
Thr

GGT
Gly

ACC
Th »

-

CCG
Pro

CAC
His
138

CCG
Pro

ACC
Thr

GAC
Asp

Lys
215

CAG
Gln

TCT
Sexr

TAaC

Ty~

Glu

CTG
Leu
295

TCT
Sex

GGT
Gly

GTT

- -

val

Lys

CGG
Arg
375

CGT
Azg

TGC
Cys

CAG
Gln

TAC
TvT
200
ATC

1

ACC
Thr

TGC
Cvs

o~~~
N e T

oro

TGC
Crs
280

TGC
Cvs

GAA
Glu
380

CcCG
Pro

GGT
Gly

GAC
Asp

GGT
Gly
185

TCT
Ser

ATC

lL.e

GAA
Glu

ZAA
Glu
2653

CAG
Gln

GCT

a
ALd

T GGT

Gly

™
RN

val

ACC
Thr
345

GAA
Glu

CTG
Leu

88
GGT
Gly

GIT

val

TAC
T

170

Glu

GCT
Ala

T TCT

Ser

TGC

Cys

ATC
Ile
250

CaG

Gln

CAG
Gln

GGT
Gly

CTG
Leu
235

ACC
Thr

GAC

CTA
Leu
318

TGG
Tro

GTT
val

GGT
Gly

GGT
Gly

T GTIT

Val
140

TCT

GTT
Val

Lys

ACC

Thr

CAC -

His

CCG
?ro

300

aniand
PR

val

GGT
Gly

TCT
Ser

CTG
Leu

GGT
Gly
380

CAC
His

GCT
Ala
365

GGT
Gly

TAaC

VY
Yy

ACC

T~

~e
-

Leu

GAA
Glu
18Q

GCT

Ala

ol
NS -

N o

& -
-

T ATG

r Met

Plaal
EC SN

Gly

ACC

p
Thr

270

TTC
Phe
350

CTG
Leu

AAC
Asn

T TGC
il Cys

TGC
Cys
160

C CGT

TCT

Sex

TGC
335
CIG

Leu

ACGC
Ser

- b

CAG
Gln
320

GCT

Ala

CCG
Pro

CCG
Pro

GAC
Asp

I~
-

n
(8]
13

w
[}
s

g86Q

1008
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TTC GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAaAa
Phe Glu Glu Ile Pxrc Glu Glu Tyr Leu Gla ~*
385 180 39s

1232

(2) INFORMACAOQ PARA SEQ ID NO: 36:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 395 aminoacidos
(B} TIPO: aminoécido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 36:

3
N

Met Ser Lys Thx Cys Tyr Glu Gly Asn Glv His Phe Arg Glv Lys
S S 10 . i3

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axg Pro Cvs Leu Pro 1 Asn Ser Ala

2Q 25 30

]
o

Thr Val Leu Gla Gln Thr Tyr Zis Ala His Arg Ser Asp Ala Lau Gln
38 40 45

Leu Gly Leu Gly Lys Zis Asn Tyr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Arg
50

Arg 2ro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu
P
Q2

Cys Met Val His Asp Cys Ala asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser 2xo 2ro

3z 50 95
Glu Giu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pre Arxg th
100 105 10
Lys Ile Ile Gly Glv Giu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla 2ro Trp Phe

-~y -

L1z %20 125

Ala Ala Ile Tyxr Arg Arg His Arz Gly Glvy Ser Val Thr Tyxr Val Cys
130 135 140

Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
Phe Ile Asp Tyxr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
155 170 175

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 135 1940

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
188 200 205

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
0 : 215 220

Gln Prc Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyxr Asn
2283 230 235 244Q

Asp Pro Gla Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
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Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lys Met Thr val
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cyvs Gln Glan Sro Hi vT T pe
27S 280 28%

Glu Val Thxr Thr Lys Met Leu Cvs Ala Ala Asp
2¢0 295

Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Gly Glv Prz Leu Val Cvs Se- Leuv G
310 : 3 i 3

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Txrp Gly Arg Glv Cvs Ala
325 330 338
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tvr Thr Arg Val Ser =Zis Leu 3ro

340 3458
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Dro
353 3

Val Lys Ala Phe Gly Pro Arg Pro Leu Gl Gl'}} Gly Gly Asn Gly
370 375 380

Phe Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tvr Leu Gln *
388 330 395

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 37:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOQOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
{iii) HIPOTETICO: nao
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1185
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M18 (pSJ90)"

“(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 37:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT ?AG 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyxr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Axg G]i‘g Lys
3 10

GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CIG CCG TGG AAC TCT G(;T 86
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Prs Txp Asn Ser Aila
20 25 - 30

ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG CAG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
s 40 45



GCT

. Ala

GGT
Gly
148
T7TC

Phe

Lalalsa]
AR

Ser

AAC
Asn

AAC
Asn

CAG
Gln
228

GAC
Asp

AAC
Asn

-
¥ ¥

Lvs

GAA
Glu

83 886
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GGT
Gly

-

ATG
Mec

- GAG

Glu

ATC

-

e lalaal
AL BN

Y

& e
=

TG

~eu

GAC
Asp
210

CCG
’ro

elale]
Qv-o

TCT
Ser

CTG
Leu

GTT
vVal
290

CTG
Leu

TGG
Tro

GTT

Val

cTC

Leu

o

NN ]
wmaon

ATC
Ile

TCT
Ser

ACC
Thr

ATC
Ile

275

ACC
Thr

GGT
Gly

TGC
Cys

TAC

™
-l -

CTG
Leu

TAC
Tyr

AAC
Asn
180

L alad
L\
Leu

~en
- o

e Ala

e~
T &

Arg

TTC
Phe
GAC
260
TCT

Ser

ACC
Thx

Lys

TAC

-

GAC
Asp
85

TTC
Phe

GGT

ATC
Ile

cCcG
Pro
163

TCT
Ser

Cac
His

CTG
Leu

ACC
Thx

GGT
Gly
245

TAC
Tyr

CAC
His

AAA
Lys

TGC

CAG
Gln

GAG
Glu

CGT

=

TCT
Sex
150

Lys

AAC
Asn

CT1
Leu

ATC
Ile
230

ACC
Thr

AAC
Asn
S3

CAG
Gln

CT

Ala

TGC
Cys

TTC
Phe

CAC
His
138

CCcG
Pro

AAx
Lys

ACC

Thr

Gac
Asp

AAA
Lys
215

CAG :

Gln

TCT
Ser

TAC

GAA

g Glu

CTG
Leu
295

TGC

CCG
Pro

TGC

Cys
230

TGC
Cys

TGC
Cys

GGT

Gly I

GGT
Gly

TGG

GAC
ASD

7~ o~

S
Gly
i85S

™CT
- -

Ser

ATC

Ile

Glu

GAA
Glu
265

CAG
Gln

GCT
Ala

:

(w

ATC

- —

falaal
- -

Alz

TCT
Ser

TGC
Cys

ATC
ITle

-

280
CAG
Gln

CAG
Gln

GCT
Ala

AAC

g Asn

Lvs

75
Lys

ACC

Ty e

- b

GAA
Glu

e
CT

Ser

ATC

-~ -

~32

ATC

-

ATG
Met

GAC
Asp

Lys
CTG
Leu
238

ACC
Thr

CTG
Leu

-~
=i\

Bro

GAC

-

e
Pro

GTIT

Val

AAA

Lvs

<

ACC
Th+

-

GAA
Giu
220

~
e

Pro

GGT

Glvy

Lys

CAC
His

CCG
Pro
30Q

GAC
Asp

CTA
Lau

TCT

Ser

AAC
ASn

GTT
Val

o~

-t
Serx

CCG
Pro
1.0

e
Pro

TAC
Tyx

lonta o Y ~

TAC
Tyz
285
CAG
Gln

aCC C

Th e

-

CTC
Leu

G‘\ ;
Gilu
i20
7~~~
(LY

Ala

~
L

Arg

ATG

Met T

GGT
Gly

acc
Thx
270

TAC
Tyz

GG

CGT
Arg

CAG
Gin

Lys
255

GTT
Val

GGT
Gly

Lys

ACC
Thr

-
134
-QC=

138
)
[ 8]

()
()
18

763
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GAC TCT
Asp Ser
305

GGT CGT
Gly Arg

Lev Lys

TGG ATC
Trp Ile

GTT CGG
Val Arg

370

TTC GAA
Phe Glu
38s

TGC
Cys

ATG
Met

GAC
Asp

CGT
Arg
355
GCT

‘Ala

GAA
Glu

ChAA
Gln

ACC
Thr

AAA
Lys
340

TCT
Ser

TTC
Bhe

ATC
Ile

GGT
Gly

CTG
Leu
328

o~
NS

2ro

-

CAC
His

GGA
Gly

g0
It 0
O Q

GAC
Asp
310

ACC

m"l‘-
RS T

TCT
Ser

GGT
Gly

3T GTT

>
Glv

ACC
Thr

CCG
B2ro

GAA
Glu
390

val

AAA

CGG

<

375

GAA
Glu

GGT
Glv

ATT

Ile

TAC

GGT
Glv

Lalaal
PR

Val

ACC
Thr
3453

GAA
Glu

CTG

Leu

CTG G5

Lau

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 38:

Thxr

Leu

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 395 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 38:

Ser

ser

Leu
3S

Leu
Trp
Val
Leu
Ile
11s

Ile

Ser

Thr
Asp

20
Gln

Gly

Cys

Leu

Cvys
5
Thr

Gln

Lys

.
VT

Met

Crs

Gln

Glu

Glna

Y

[
on

5

val

Y AsSn

2ro

25
Ala
Cys
Gly
Gly
Gln
105
Thr

Gly

T

CTA
Leu

-

Tro

GTT
Val

GGT
Gly

lolanl
oL

Gly

TAA

3383

Gly
ERe

Cys L

Lys

sQ

Lys

Gly

val

GTT
Val

- Q)
)

(NN

N

-

cT
-\ -

Ser

CTG

Leu

e~
(SN N

Glv
380

e

25s

arg
Asn
Lys

75

Lys

Glu

Sex

Ile

[S]
wn
w

Leu
Asn
val

140

Sex

T GGT

Gly

T7C

Phe =

3sQ

CTG :

Leu

Ser
Arg
Gln
125

Thr

Ala

Thr

CAG
Gin
220
e

- S
-~

L3

-~
o~ T

=~
T

~~
N

2ro

GAC

i
ASY

£33

val

-
G; -
—-—

Cys
le0

R~
-3
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Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
163 170 175
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
130 188 a

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala asp Tar !

cha

Leu
185 200 208

Asn

&
0
g

Ile Ala'Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Glv Arg Cys Ala
10 21 220

'y
(A}
(8}
0n
11
H

Gla 2 Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu 2ro Ser Met Tyr Asn
228 230 235 240

"
o
(9]
'.._l
e |

Asp P Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly 7he Gly !

ys Gilu
245 280 253
Asn Ser Thxr Asp Tyx Leu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
264 2863 270

3

1]

)
9
(3]
(0]
._
[

9]
(e
o

Lys Leu Ile Ser His Axg Cys Gln Glz Pxro His Tyr Tyr Gly Ser
275 280 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala iAsp Pro Gln Trp Lys Thr
290 28s 300

Asy Ser Cys Gla Gly Asp Sexr Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu G
305 310 315 3

& -9

B 7]
o
fu

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser Hi
349 345

Tro Ile Arg Ser His Thr Lvs Glu Glu asn Gly Leu Al
3S3 36C 6

Val Arg Ala Phe Gly Pro Arg Pro Leu Gly Gly Glv Glvy Asn Gly Asp
370 375 380

Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyxr Leu
3388 330 385

Q)
'_l
8]

*

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 39:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(iii) HIPOTETICO: nio

{(iv) ANTI-SENTIDO: néo
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{ix) CARACTERISTICA:
{A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1185
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal
proteoliticamente em E.coli"

_ /product = "gene sintético para a proteina M19 (pSJ91)"
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 39:

é separada

7
0
W
[ ¥]

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC T7TC TAC CGT GGT
Met Ser Lvs Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His FPhe Tyr Arg Gly Lys
1 S 10 15

L‘I

GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCE TGG AAC TCT GCT Se
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axrg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala

20 25 T30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTG A B
Thr Val Leu Gla Gln Thr Tyr His Ala =is Arg Ser Asp Ala Leu Gin
3s 40 453

153
13

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT
Leu Glv Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Axg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
50 Ss 80

e
(V¢
[\8]

CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Gaa 240
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu val Gla Giu

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT 3AC GST AAA AAX CCG TCT ICT

Cys Met Val His Asp Cys Ala asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser
85 3Q

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA ARA ACC CTA CGT CCG o
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 ’ 1058 110

-

Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thxr Ile Glu Asn Gla
115 120 125

AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TIC 38¢
ke L

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TaC GIT TG 432

Ala Ala Ile Tyxr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Vval Cys
130 135 140

GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 480
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys TIp Val Ile Ser Ala Thr His Cys

&

145 ) 150 155 160

TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CIC GGC CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile vVal Tyr Leu Gly aAxg

165 170 17s

TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GaA 578
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 188 180

AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTIG GCT C;.\.C C}}.C 624
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His H2

1385 200 205
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AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GAA GGT CGT TGC GLT 8§72
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Gly Arg Cys Ala

210 215 220 -

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG aCC ATC TGC CTG CCG TCT ATG TAC AAC

T 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cys Leu Pxc Ser Met Tyr Asn

228 230 23S 240

GAC CC3G CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT T7TC GGT AAA GAA 7583
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu

245 250 28s
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATG ACC GTT GTT g.s
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr 2rc Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Val
260 263 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCC CAC TAC TAC GGT TCT 864
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gln Pro His Tyxr Tyr Gly Ser
275 280 285
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AAA ACC g12
Glu Val Thr Thr Lvs Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gln Trp Lys Tar
220 2398 300

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAG 260
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu CGln

308 310 318 320

GT C3T ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1008
31y Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Txp Gly Arg Gly Cus Ala

328 330 335
CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCG 10¢s
Leu Lvs Asp Lys Prc Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Frc
340 343 330
TEG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GOT CTG GCT CTG AGT CCG 1204
Tro Ils Arg Ser His Thxr Lys Gilu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser 2T
335 360 3853
GTT AAG GCT TAC GGA CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT G&T AAC GGT Gac 1132
Val Lys Ala Tyr Gly Pro Arg Pro Leu Glv Glv Gly Gly aAsn Glv Asp
37 37% 380

TTC G GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAA 1182
Phe Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gl *

385 390 395

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 40:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 395 amino&cidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 40:

Met Ser Lys Thr Cys Tvr Glu Gly Asn Glv Eis Phe Tyr Arg Gly Lys
1 S 10 1S

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axrg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30
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Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arg Sexr Asp Ala Leu Gln
3S ) 10 45

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tvxr Cys Arg Asn 2ro ASp Asn Arg Arg
5Q 553 50 B

Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gla 7al Gly Leu Lvs 2 eu Val Gla Glu

Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Prc Ser Ser Pro ors

85 30 95
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg 2ro Arg Phe
) 100 1058 1ia
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla 2va Tzp Phe
1is 20 125
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thar TyT Val Cys
130 138 140 ‘
Giy Gly Sexr Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
T 145 150 g 150
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tvr Ile Val Tvr Leu Gly Aarg
155 170 17

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 i8¢

Leu His Lvs Asp TyT Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Glv Arg Cys Ala

Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leau Pro Ser Met Ty>x Asn
225 230° 238 243

™
- -

Asp Pro Gln Phe Glvy Thr Ser Cys Glu Ile Thr Glv Phe Glv Lvs Giu
248 250 2853

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gla Leu Lys Met Thr Val Val

=~ P <

260 265 27¢

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyr Tyr Glv Ser

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thxr
230 285 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
30S 310 315 320

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

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser ¥is Phe Leu
340 345 3350

)
i
0

Trp Ile Arg Ser His Thx Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
355 360 365
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Val Lys Ala Tyr Glv Pxo
370 ' 3

YK
ui}

Pro Leu Gly Glv Gly Gilv Asn Glv Aasp
380 T

Phe Glu Glu Ile Prc Glu Glu Tvyxr Leu Glo »
3i8s 330 393

(2) INFORMACAOQ PARA SEQ ID NO: 41:

(i CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTOQ: 1185 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: néo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
{B) LOCALIZACAO: 1..1185
{D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M20 (pSJ92)"

é separada

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 41:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GET AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT

7 GT T AAG 43

Met Ser Lys Thr Cys Tvr Glu Glv Asn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lvs
A 5 10 p=
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCCG TGG AAC TCT &LT ¢s
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu 3rc Trp Asn Ser Ala
20 25 30

ACC GTT CTG CAG CAG ACT TAC CTAC GCT CAC CGET TCT GAT GCA TTG CAG 114
‘Thx Val Leu Gln Gla Thr Tyxr His Ala His Arg Ser asp Ala Leu Gln

35 40 45

CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG Gac AAC CGT CGT
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg aAxg

G
(
G
o
P-J
0
)

- -

50 5s 50 -

CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GIT CAG GAA 240
Arg Proc Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu
65 70 75 80

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GIT Gac T AAA AAA CCG TCT TCT CCG CCG 288
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro
85 S0 8S

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TTT 3
Giu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 105 110

[V8)
N

AMA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTIC 384
Lvs Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe
11s 120 125
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GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC 432
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tvr Val Cvs
130 135 140 )
GGT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGS GTT ATC 7CT GCT ACC CAC TGC +8¢C
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
145 154 153 18¢
TTC ATC GAC TAC CCG AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC <37 528
?he Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Glv Arc
165 170 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA TG AAA TTC GAA GTT Gaa =75
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla Gly Glu Mec Lys Phe Glu Val Glu
180 185 130
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACT CTG GCT CAC cac 62<
Aasn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
185 200 2058
AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA G GGT CGT TGC GC7T 872
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Axrg Cys Ala
210 215 220
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGO CTG CZG TCT ATG TAC AAC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr asn
228 230 235 24¢
GAC CCG CAG TTC T ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 7483
Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cvs Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 285
AAC TCT ACT GAC TAC CTG TAC CZG GAA CAG CTG ARA ATG ACCT GTT &7 313
Asn Sexr Thr Asp Tyr Leu Tyr 3xo Glu Gla Leu Lvs Met Thr Val val
260 255 270
AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT TCT 8€+
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cvs Gln Gln Dre His Ty~ Tvr Gly Serx
275 280 28S
GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CG CAG TGG AAA ACT e2
Glu Val Thr Thr Lvs Met Leu Crs Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
280 295 30¢
GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CT: GTT TGC TCT CTC CaG g$8Q
ASp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
308 310 31S 320
GGT CGT ATG ACC CTIG ACC GGT ATT GTT TCT TGG T CGT GGT TGC GCT 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
328 330 335
CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCG 106
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser Eis Phe Leu Prc
340 345 350
TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AGC CCG 1iCe
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Prc
3Ss 360 365
GTT GTT GCT TTC GGA CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC 1152

Val Val Ala Phe Gly Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp
370 373 380
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TTC
Bhe
38S

GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAS
Gilu Glu Ile Pro Glu Glu Tvyr Leu Gln
390

. - -
7 3‘
-———

Jo

385

(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 42:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 395 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 42:

Me

(23]
13
)
[77]
o
Y
(]

Tyr AXg

9]

T
._A ’_‘
g

Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly
5 1

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Prs TIp As
20 25 3

it

od
v
w
A
)

3

Th> Val Leu Gla Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu GL
35 409 45

Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Axg Asn Pro AsSp Asn Arg A

-

g Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pxro Leu vVal Gl
S 70 75 30

Cvs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lvs 20 Ser Ser ?

Glu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Glv Gln Lys Thr Leu Ar

-

-

Lvs Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asnn G
115 ' 120

+
g
"
QO
=]
J
)
)
1]

Ala Ala Ile Tyr Argc Asg

: Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyxr Val Cvs
130 1

140
Pro Cys Trp Val Ser Ala Thr Eis Cus

Gly Gly Ser Leu Ile Se C7
145 15 130

=K
w4
o

(o}
‘_‘
o

Y YT Val Tyr Leu Gly Axg
165 170 175
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thxr Gla Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 190

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
1s8s 200 205

Asn Asv Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
21

Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met TyT Asn
225 230 235 249

Asp Prc Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
) 245 250 255
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Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val
260 263 270
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gla 2o His Tvr Tyr Glv Ser
275 280 285 )

e

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gla Tro © Thr
280 295 3Q0

Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Gly Glv Pro Leu Val Cvs Ser Leau G

3 3 3
Gly Axrg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cvs Al
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu 2x

3440 345 350
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Glv Leu Ala Leu Ser Prc
Val Val Ala Phe Gly Pro Arg Pro Leu Glv Gly Glv Gly Asn Gly Asp
370 375 280

Phe Glu Glu Ile Proc Glu Glu Tyr Leu Gln *
385 320 395

{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 43:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
lix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAOQ: /function= “metionina N-terminal é separada
proteoliticamente em E.coli"

/product= "gene sintético para a proteina M21 (pSJ93)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 43:

| ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTIC TAC CGT GGT AAG 43
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Gig Lys
1 "5 19
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TICT Gc;."!.‘ 96
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCA TTIG CAG 144

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Aig Ala Leu Gln
3S 4Q 5
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TG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arg Arg
5 83 50
CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Gaa 240
Arg Prc Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lvs Pro Leu Val Gla Glu
30
GC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAd AAN CC3 TCT TCT Tt Ccz z88
vs Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser 2rao 2ro

2 -

85 10) 9s
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT

GT CGT TTT 338
Glu Glu Leu Lys Phe Glan Cys Gly Gln Lys Thr Leu Axg Pro Arg Phe
100 10S 110

AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CTG TGG T7C 384

- -
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla Pro Trp Phe
113 120 128

GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GQT TCT GTT ACC TAC GIT TG

Ala Ala Ile Tyxr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys

-

120 135 140

GGT GGT 7CT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 280
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Trp Val Ile Sexr Ala Thr His Cvs
145S 153 133 150

-

wn
[y
w

C ATC GAC TAC CCCGC AAA AAX GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GG GT
e Ile Asp Tyr Pre Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165

*70 w7

TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACCT CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT Gaa
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gl Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
i8¢ 188 120

n

1)

AAC CTG ATC CTCG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACT CTG GLT CAC cCac
Asn Leu Iile Leu dHis Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
g 200 2058

0y
(9]
W

-~}

(8]

AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA GAA GGT CGT TGC GCT
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Axg Cys Ala
210 215 220

G
s
)
N

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC 7TGC CTG CCG TCT ATG TAC AAC 720
Gla Pro Ser g Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn
225 230 23S 240

GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA GAA 768
Asp Prc Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
24S 250 255

AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATG ACC GTT GIT 816
Asn Ser Thxr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
25890 265 270

ARA CTG ATC TICT CEC CGT GAN TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT ICT 86l
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gla Gla Pro His Tyr Tyr Gly Ser
27S 280 285 :

GAM GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AAA ACC 912
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys T

230 295 300
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GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC fCT CTC CAG

962
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Prc Leu Val Cys Ser Leu Gln
30S 310 3i3 320 .
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1308
Gly Axrg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Axg Gly Cys Ala

325 330 335

CTG AAN GAC AAA CCG GGT GTIT TAC ACCT CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCG 1Q0ss8
Leu Lys Asp Lys Pre Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro

: 340 345 380
TGG ATC CGT TCT CAC ACC AAA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AGC CCG 1104
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro

355 360 368
GTT CGG GCT TTC CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TTC 1isz2
Val Arc Ala Phe Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Glv Asn Glv Asp Phe
370 37S 380

GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG Cax Taa 12382
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyxr Leu Gln *
38S 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 44:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoacidos
{B) TIPO: aminoécido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 44:

Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly aAsn Gly His Phe Tyr Arg Gly Lys
1 5 1a 13

~Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axg Prc Cys Leu Prc Trp Asn Sexr Ala
20 25 30

Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Glz
Let Glv Leu Gly Lys Eis Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Axg Arg
50 ) S5 60
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Glan Glu
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pro
83 90 95

Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe
100 105 110

Lvs Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Prc Trp Phe
118 120 128

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Axg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
130 135 140

Gly Gly Ser Leu Ile Ser Pro Cys Txrp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
. 1458 150 155 160
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Phe Il= Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Th

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla G

180 1

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala

Iie Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser
215

Gin Prc Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cys
228 230

Asp Prc Gln Phe Gly Thr Ser Cvs Glu Ile
245

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Bro Glu Gln
260 283

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln
275 280

Glu Val Thr Thxr Lys Met Leu Cvs Ala Ala
280 285

Asp Ser Cys Gla Gly Asp Ser Gly Gly Pro T

308 310

< =

Gly Arg Met Thr Leu Thr Glv Il= Val Ser -
3

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thar Arg
340 345

Tz Ile

i

i}

Sexr His Thr Lys Glu Glu Asn

(V]
wn

Val Arg A

’_.l
Y
(V)
oy
®
g
H
0
4
{
]

rce Leu Gly Giv

H
Pl
o
g
"
(0]
Q
f
e

Glu Glu Glu Tyr Leu Gln =+
38S 330

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 45:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B} TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(i) HIPOTETICO: nido

(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

Leu
238

Thr

Ser

Leu

Glv
380

Leu

Met

Serxr

Givy

W g
n T
o0

+

a Leu

Gl,}. i
Py

Ser

Thxr

Gln
320

-
Ald
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal
proteoliticamente em E.coli"
/product= "gene sintético para a proteina M22 (pSJ94)"

€ separada

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 45:
ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CGT GGT AMG

TZC : 48
Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arg Glv Lys
1 S 10 s
GCT TCT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC TCT GCT =1
Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Axg Pro Cys Leu Pxz Trp Asn Ser Ala
‘ 20 25 30
ACC GTT CTG CAG CAG ACC TAC CAC GCT CAC CGT TCT GAT GCAa TTG CAG 144
Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyxr His Ala His Arg Sexr Asp Ala Leu Gla
3s ’ 40 45
CT GT CTG T AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT 182
Leu Gly Leu Gly Lys Eis Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Arg
50 55 5Q
CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AARA CCG CTA GTT CAG Gaa 240
Arg Pro Trp Cys Tyxr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Giln Glu
65 70 7% 80
TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT AAA AMA CCE TCT TCT CCG Ccs 2398
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Prc Ser Ser Pro 2o
88 20 g9s
GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAX ACC CTA CGT CCG CGT TT7T 328
Glu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Prc Arg 2he
130 pRe 1z
AAA ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC 384
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Zhe
115 120 125
GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC CGT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GIT TGC 432
Ala Ala Iles Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val Cys
130 ) 138 140
T GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT ACC CAC TGC 430
Gly Gly Ser Leu Ile Ser Prxo Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys
148 130 133 150
TTC ATC GAC TAC CCG AMA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTC GGC CGT 528
Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
16S 170 175
TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT Gaa S76
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thxr Gln Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 1s¢
AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACC CTG GCT CAC CAC 624

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His

185 200 . 208
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AAC GAC ATC GCT CTG CTA AAA ATC CGT TCT AAA G GGT CGT TGC GCT 672
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala

210 218 22
CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCTG TCT ATG TAC AAC 720

1a Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Prc Ser Met Tyr Aszn
225 230 235 248
GAC CCG CAG TTC GGT ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA Gaa 7358
Asp Pro Gla Phe Gly Thr Ser Cys Glu Iie Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 2SS
AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC CCG GAA CAG CTG AAA ATG ACC GTT GTT 8.8
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tyr Pro Glu Gln Leu Lys Met Thr Val Val
260 263 270
AMA CTG ATC TCT CAC CGT GAA TGC CAG CAG CCG CAC TAC TAC GGT ICT 884
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro Zis Tyr Tyr Gly Ser
275 280 285

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG TGC GCT GCT GAC CCG CAG TGG AAA ACC Si2
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp 7ro Gln Trp Lys Thr

220 28¢ 3G0 .
GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CAG 9€Q
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gin
3Qs 310 313 320
GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTIT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1g0s8
Glv Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Glv Arg Gly Cys Ala

328 330 338
~CTG AAA GAC AMAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTIT ICT CAC TTC CIG CCG 1038
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pr2
344 345 30
TGE ATC CGT TCT CAC ACC AMA GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTCG AGC CCz 1104
Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu aAsn Gly Leu 2la Leu Ser Pro
353 360 363
GTT AAA GCT TAC CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGBT AAC GGT GAC TTC 1132
Val Lvs Ala Tyr Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Glv Asn Gly Asp Phe
370 375 380

GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAA 1232
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln =*
385 330

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 46:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 46:

Met Ser Lvs Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Arxg Giy Lvs
1 S 10 15

Ala Ser Thr Asp Thr Met Gly Arg Pro Cys Leu Pro Trp Asn Ser Ala
20 25 3¢
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Thr Val Leu Gln Gln Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Glna
35 40 45
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tvr Cys Arg Asn Pro ASD Asn Arg Arg
50 55 50 B
Arg Pro Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Prc Leu Val Gla Glu
83 70 75 80
Cys Met Val His Asp Cys Ala ASD Glv Lys Lys Pro Ser Ser 2ro Pro
83 Sa 85
Glu Glu Leu Lys Phe Gln Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arz Zro Arg Phe
‘ 100 10S 110
Lys Ile Ile Glv Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gla =ro Txp Phe
11ls 120 125

Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser val Th» Tyr Val Cys
130 13s 143

Gly Gly Ser Leu Ile Ser DPro Cys Trp 7al Ile Sexr Ala Thr =i Cys
T 1458 150 153 160

TS Lys Lys Glu Asp Tyr Ile val T7r Leu Gly Axrg
75

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gin Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His

Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lvs Ile Ar Ser Lys Glu Glv Arc Cys A
T g v P! S Ly

Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gla Thr Ile Cys Leu Pxz Ser Met T
2258 220 235 2440

5
;

AsSD Pro Gln Phe Gly Thr Sexr Crs Glu Ile Thr Gl Phe Glv

- - -bdem

243 230

Glu

[Nyl
tne<

[VIN]

Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Ty> Pro Glu Glm Leu Lys Met Thxr Val Val
260 265 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gln Pro His Tyr Tyr Gly Ser
27S 280 ’ 285

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Pro Gln Trp Lys Thr
230 2958 300

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gln
305 310 315 320

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Arg Gly Cys Ala
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tvr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro
34Q 345 350

Trp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Pro
355 360 365
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Val Lys Ala Tyr Pro Arg Pro Leu Gly Gly Glvy Gly Asn Gly Asp the
370 375 380 T
Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gln =
383 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 47:

(i CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 1182 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(iiy TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(iii) HIPOTETICO: nio
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) LOCALIZACAO: 1..1182
(D) OUTRA INFORMACAO: /function= “metionina N-terminal
proteoliticamente em E.coli”
/product= "gene sintético para a proteina M23 (pSJ95)"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 47:

ATG AGC AAA ACT TGC TAC GAA GGT AAC GGT CAC TTC TAC CET G&
G

Met Ser Lys Thr Cys Tyr Glu Gly Asn Glv His 2he Tyr Arg
b 5 pRe)

wm'r Hj
&
'

-4 .-J

CT ACC GAC ACC ATG GGT CGT CCG TGC CTG CCG TGG AAC ICT CGCT
2r Thr Asp Thr Mez Gly Arg Pro Cys Leu 2xo Trp Asn Sexr Alza
20 25 3Q

ACT GTT CIGC CAG CAG ACC TAC cCAC GCT cac ceT T
Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arxg S T
35 40 45

‘CTG GGT CTG GGT AAA CAC AAC TAC TGC CGT AAC CCG GAC AAC CGT CGT
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Arg Axg
50 53 60

CGT CCG TGG TGC TAC GTT CAG GTT GGT CTG AAA CCG CTA GTT CAG Gaa
g Pro Trp Cys Tyr Val Gla Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gln Glu
65 70 75 30

TGC ATG GTT CAC GAC TGC GCT GAC GGT ARA AAA CCG TCT TCT CCG CCG
Cys Met Val His Asp Cys Ala Asp Gly Lys Lys Pro Ser Ser Pro Pxo

83 S0 9s

GAA GAG CTC AAA TTC CAG TGC GGT CAA AAA ACC CTA CGT CCG CGT TTIT
Giu Glu Leu Lys Phe Gla Cys Gly Gln Lys Thr Leu Arg Pro Arg Phe

1Q0 105 110

AA3 ATC ATC GGT GGT GAG TTC ACC ACC ATC GAA AAC CAG CCG TGG TTC
Lvs Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Phe
115 120 ’ 128

é separada

15
w

1]
e

288

384
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GCT GCT ATC TAC CGT CGT CAC GT GGT GGT TCT GTT ACC TAC GTT TGC
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thr Tyr Val

Cvs
13Q 13s 110

GT GGT TCT CTG ATC TCT CCG TGC TGG GTT ATC TCT GCT aACC CAC TGC
¥ Gly Ser Leu Ile Ser Prc Cys Tro Val Ile Ser Ala Thr His Cys
5 150 153 150
TTC ATC GAC TAC CCS AAA AAA GAA GAC TAC ATC GTT TAC CTZ G&C CET 323
Phe Ile Asp Tyr Prc Lvs Lvs Glu Asp Tvr Ile Val Tvyr Leu Gly Ars

165 170 1735

TCT CGT TTA AAC TCT AAC ACC CAG GGT GAA ATG AAA TTC GAA GTT GAA 576
Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Glna Gly Glu Mer Lvs Phe Glu Val Glu
180 185 120

AAC CTG ATC CTG CAC AAA GAC TAC TCT GCT GAC ACS CTG GCT CAC Cac 52
Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tvr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His

195 200 205

0

AAC GAC ATC GCT CTG CTA AJA ATC CGT TCT AAA GAA GGT C3T TGC GCo 872
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lvs Ile Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys aAla
210 215 220C

CAG CCG TCT CGT ACC ATC CAG ACC ATC TGC CTG CCa TCT ATG TAC AAC 720
Gln Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn

225 230 235 240

GAC CCG CAG TTC

G ACC TCT TGC GAA ATC ACC GGT TTC GGT AAA @G 763
Asp Pro Gln Phe G
2

T
¥y Thr Ser Cys Glu Ile Thxr Gly Phe Gly Lys Giu
s 230 255

AAC TCT ACC GAC TAC CTG TAC C2C GAA CAG CTG AAXN ATG ACC GTT GT7 325
Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tvr 3rc Glu Gla Leu Lys Met Thr Val val
260 2863 270

AAA CTG ATC TCT CAC CGT GAA T3C CAGC °AG CG CAC TACTAC GGT T
Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Gin Prs His Tyr T Gly g
275 280 285

GAA GTT ACC ACC AAA ATG CTG T3C GCT GCT GAC CCG CAG TGG
Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp Prc Gln Trp Lys Thr
280 285 300

GAC TCT TGC CAA GGT GAC TCT GGT GGT CCA CTA GTT TGC TCT CTC CaAG 963
Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Ser Leu Gla
305 310 315 320

GGT CGT ATG ACC CTG ACC GGT ATT GTT TCT TGG GGT CGT GGT TGC GCT 1008
Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly arg Glvy Cys Ala

325 330 3358

CTG AAA GAC AAA CCG GGT GTT TAC ACC CGT GTT TCT CAC TTC CTG CCG 1056
Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Pro
340 345 350

TGG : CGT TCT CAC ACC AAX GAA GAA AAC GGT CTG GCT CTG AGC CCs . 1104
pe Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Proc

P4

35S 350 365

H

REe]
o A

GTT GTT GCT TTC CCG CGG CCG CTG GGT GGT GGT GGT AAC GGT GAC TTC 11352
Val Val Ala Phe Pro Arg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe
370 375 380
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GAA GAA ATC CCG GAA GAA TAC CTG CAA TAA 11sz2
Giu Glu Ile Proc Glu Glu Tvr Leu Gla * e
385 390

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 48:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 394 aminoéacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 48:

Met Ser Lys Thx Cys Tyr Glu Gly Asn Gly His Phe Tyr Axg Glvy Lys
1 S pRY s

Ala Ser Thr Asp Thr Mec Gly Arg Pro Cys Leu Prc Trz Asn Ser Ala

20 23 30
Thr Val Leu Gln Gla Thr Tyr His Ala His Arg Ser Asp Ala Leu Gln
3c 40 43
Leu Gly Leu Gly Lys His Asn Tyxr Cys Arg Asn Prc Asp Asn Arxg Arg
sQ Ss 50

Arg Prg Trp Cys Tyr Val Gln Val Gly Leu Lys Pro Leu Val Gla Glu

83 70 7S 80

Cvys Met Val His Asp Cys Ala Ast Gly Lys Lys Pro Ser Ser B
8:

Glu Glu Leu Lys Phe Glz Cys Glv Gln Lys Thr Leu Ar

Y y ar Ary Pro Arg Phe
100 108 hipRe]
Lys Ile Ile Gly Gly Glu Phe Thr Thr Ile Glu Asn Gln Pro Trp Fhe
113 20 123
Ala Ala Ile Tyr Arg Arg His Arg Gly Gly Ser Val Thxr Tyr vVal Cys
130 135 140

Gly Gly Ser Leu Ile Sexr Prc Cys Trp Val Ile Ser Ala Thr His Cys

155 160

Phe Ile Asp Tyr Pro Lys Lys Glu Asp Tyr Ile Val Tyr Leu Gly Arg
165 170 175

Ser Arg Leu Asn Ser Asn Thr Gla Gly Glu Met Lys Phe Glu Val Glu
180 185 130

Asn Leu Ile Leu His Lys Asp Tyr Ser Ala Asp Thr Leu Ala His His
Asn Asp Ile Ala Leu Leu Lys Iles Arg Ser Lys Glu Gly Arg Cys Ala
210 213 220

Gla Pro Ser Arg Thr Ile Gln Thr Ile Cys Leu Pro Ser Met Tyr Asn
225 230 235 240

Asp Pro Gln Phe Gly Thr Ser Cys Glu Ile Thr Gly Phe Gly Lys Glu
245 250 255
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Asn Ser Thr Asp Tyr Leu Tvr Pro Glu Gln Leu Lvs Met Thr
260 265 270

Lys Leu Ile Ser His Arg Glu Cys Gln Giln Pro His Tvr Tyr Glv Ser
275 280 283

Glu Val Thr Thr Lys Met Leu Cys Ala Ala Asp 2ro Gln Trp Lys Th-

Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cyss Ser Leu
308 310 315 20

Gly Arg Met Thr Leu Thr Gly Ile Val Ser Txp Gly Arg Gly Cvs Ala
328 330 33¢%

Leu Lys Asp Lys Pro Gly Val Tyr Thr Arg Val Ser His Phe Leu Dra
340 345 3

Txrp Ile Arg Ser His Thr Lys Glu Glu Asn Gly Leu Ala Leu Ser Drs
38Q :

Val Val Ala Phe Pro Axrg Pro Leu Gly Gly Gly Gly Asn Gly Asp Phe
370 37s 380

Glu Glu Ile Pro Glu Glu Tyr Leu Gla =
385

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 49:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 63 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0105"

(iii) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 49

TATGAGCAAAACTTGCTACGAAGGTAACGG TCACTTCTAC CGTGGTAAGGCTTCTACCGA 60
CAC 63

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 50:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 65 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii} TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0106"
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(i) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 50:

CATGGTGTCG GTAGAAGCCT TACCACGGTA GAAGTGACCG TTACCTTCGT AGCAAGTTTT 60
GCTCA 65

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 51:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 83 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0220"
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv}) ANTI-SENTIDO: nédo

(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 51:

CGGTTAAGGC TTTCCCGAGG CCTGGTGGTG GTGGTAACGG TGACTTCGAA GAAATCCCGG 60
AAGAGTACCT GTGATAGGAT CAA 83

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 52:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 91 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido ‘
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0221"

(iii) HIPOTETICO: n3o

(iv) ANTI-SENTIDO: néao

(xi} Descrigdo da sequéncia: SEQ ID NO: 52:

CTAGTTGATC CTATCACAGG TACTCTTCCG GGATTTCTTC GAAGTCACCG TTACCACCAC 60
CACCAGGCCT CGGGAAAGCC TTAACCGGGC T 91

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 53:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 101 pares de bases
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(B) TIPO: nucliedtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A} Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0222"
(i) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: néo

(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 53:

CGCCGAGCCC GCCGAGCCCG CCGGGTGGTT TCCCGAGGCC TGGTGGTGGT GGTAACGGTG 60
ACTTCGAAGA AATCCCGGAA GAGTACCTGT GATAGGATCA A 101

{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 54:

(iy CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 109 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0223"
(i) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) Descricdao da sequéncia: SEQ ID NO: 54:

CTAGTTGATC CTATCACAGG TACTCTTCCG GGATTTCTTC GAAGTCACCG TTACCACCAC 60
CACCAGGCCT CGGGAAACCA CCCGGCGGGC TCGGCGGGCT CGGCGGGCT 109

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 55:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 83 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0224"
(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 55:
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CGCCGGGTGG TTTCCCGAGG CCTGGTGGTG GTGGTAACGG TGACTTCGAA GAAATCCCGE 60
AAGAGTACCT GTGATAGGAT CAA 83

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 56:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 91 pares de bases
(B} TIPO: nucledétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0225"

(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nédo

(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 56:

CTAGTTGATC CTATCACAGG TACTCTTCCG GGATTTCTTC GAAGTCACCG TTACCACCAC 60
CACCAGGCCT CGGGAAACCA CCCGGCGGGC T 91

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 57:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 104 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEI!A: cadeia simpies
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0226"

(i) HIPOTETICO: ndo

{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
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(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 57:

CGCCGAGCCC GCCGAGCCCG CCGGGTGGTT TCGGTCCGAG GCCTGGTGGT GGTGGTAACG
GTGACTTCGA AGAAATCCCG GAAGAGTACC TGTGATAGGA TCAA

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 58:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 112 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii} TIPO DE MOLECULA: outro dcido nucleico

60
104

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0227"
(iii) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: n3o

(xi) Descricao da sequéncia: SEQ ID NO: 58:

CTAGTTGATC CTATCACAGG TACTCTTCCG GGATTTCTTC GAAGTCACCG TTACCACCAC
CACCAGGCCT CGGACCGAAA CCACCCGGCG GGCTCGGCGG GCTCGGCGGG CT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 59:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 58 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico

60
112

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0265"

(i) HIPOTETICO: n3o

{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
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(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 59:

CACCCGGCGG AGACGGCGGG CTCAGAGCCA GACCGTTTTC TTCTTTGGTG TGAGAACG 58
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 60:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 58 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0281"
(i) HIPOTETICO: néo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 60:
CGTCCGGGTG GTGGTGGTAA CGGTGACTTC GAAGAAATCC CGGAAGAATA CCTGTAAG 58
{2) INFORMACAOQO PARA SEQ ID NO: 61:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 70 pares de bases
(B} TIPO: nucleédtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0282"
(iii) HIPOTETICO: nao
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) Descricao da sequéncia: SEQ ID NO: 61:

GATCCGTTCT CACACCAAAG AAGAAAACGG TCTGGCTCTG AGCCCGCCGT CTCCGCCGGG 60
TGGTTTCCCG 70
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 62:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 70 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0283"
(iii) HIPOTETICO: n3o
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 62:

CTAGCTTACA GGTATTCTTC CGGGATTTCT TCGAAGTCAC CGTTACCACC ACCACCCGGA 60
CGCGGGAAAC 70

(2) INFORMACAQ PARA SEQ ID NO: 63:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 30 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
{C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0329"
(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(xi) Descricdao da sequéncia: SEQ ID NO: 63:

AAGAAATCCC GGAAGAATAC CTGCAATAAG 30
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 64:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 54 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro cido nucleico
(A) Descricao: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0330"
(iii) HIPOTETICO: n3ao
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) Descricao da sequéncia: SEQ ID NO: 64:
CGGTTAAGGC TTGGGGACCG CGGCCGCTGGE GTGGTGGTGG TAACGGTGAC TTCG 54
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 65:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 42 pares de bases
{B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0331"
(iii) HIPOTETICO: nao
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 65:
ACCACCACCC AGCGGCCGCG GTCCCCAAGC CTTAACCGGG CT : 42

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 66:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 50 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0332"
(i) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
{xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 66:
CTAGCTTATT GCAGGTATTC TTCCGGGATT TCTTCGAAGT CACCGTTACC 50
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 67:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B} TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

{(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0333"
(iii) HIPOTETICO: nao
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 67:
CGGTTAAGGC TTTCGGACCG C 21

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 68:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 29 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0334"

(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 68:

GGCCGCGGTC CGAAAGCCTT AACCGGGCT 29
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 69:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
" (C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0335"

(iii) HIPOTETICO: n3do
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
(xi) Descricdo da sequéncia: SEQ ID NO: 69:
CGGTTCGGGC TTTCGGTCCG C 21
(2) INFORMACAOQO PARA SEQ ID NO: 70:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:;
(A) COMPRIMENTO: 29 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0338"
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 72:
GGCCGCGGTC CGTAAGCCTT AACCGGGCT 29
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 73:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
{B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0339" '
(iii) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: nao
(xi) DESCRICAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 73:
CGGTTGTTGC TTTCGGTCCG C 21
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 74:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 29 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0340"
(i) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 74:

GGCCGCGGAC CGAAAGCAAC AACCGGGCT 29
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{2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 75:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A} Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0341"

(iii) HIPOTETICO: nédo
{(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 75:
CGGTTCGGGC TTTCCCGC 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 76:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C} TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i} TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0342"
(i) HIPOTETICO: nao
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
{(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 76:
GGCCGCGGGA AAGCCCGAAC CGGGCT 26

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 77:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo

0343"
(iii) HIPOTETICO: néo
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 77:
CGGTTRAAGGC TTACCCGC ’ 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 78:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0344"
(iii) HIPOTETICO: n3o
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 78:
GGCCGCGGGT AAGCCTTAAC CGGGCT 26
{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 79: .
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIlA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0347"

(i} HIPOTETICO: nao

{(iv) ANTI-SENTIDO: ndo

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 79:
CGGTTGTTGC TTTCCCGC 18
(2) INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 80:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A) Descrigdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0348"

(iii) HIPOTETICO: nio
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 80:
GGCCGCGGGA AAGCAACAAC CGGGCT 26
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 81:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0381"
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(iii) HIPOTETICO: nido
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 81:
CGGTTAAGGC TTGGCCGC 18
(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 82:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
{D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0383"
(iii} HIPOTETICO: n3o
{iv) ANTI-SENTIDO: ndo
{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 82:
GGCCGCGGCC AAGCCTTAAC CGGGCT 26
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 83:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0384"

(iit) HIPOTETICO: nio

(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 83:

CGGTTAAGGC TTTCCCGC 18
(2) INFORMACAQ PARA SEQ ID NO: 84:

(i CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0385"
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: néo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 84:
GGCCGCGGGA AAGCCTTAAC CGGGCT 26
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 85:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucieétido
(C) TIPO DE CADEI!A: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0386"
(iii) HIPOTETICO: n3o
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 85:

CGGTTGTAGT TTTCCCGC 18
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(2) INFORMAGCAQ PARA SEQ ID NO: 86:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0387"
(iii) HIPOTETICO: nido
{iv) ANTI-SENTIDO: n3o
{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 86:
CGGTTGAAGT TTTCCCGC 18
(2) INFORMACAOQ PARA SEQ ID NO: 87:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0388"
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv} ANTI-SENTIDO: nao
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 87:

GGCCGCACTA CAACTACAAC CGGGCT 26

{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 88:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo _
0389"

(iii) HIPOTETICO: nio

(iv) ANTI-SENTIDO: nio

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 88:
CGGTTGTAGT TGTAGTGC 18
(2} INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 89:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0390"

(iii) HIPOTETICO: ndo

{iv) ANTI-SENTIDO: nao

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 89:
GGCCGCGGGA AAACTTCAAC CGGGCT 26
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 90:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
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{C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0391"

(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 90:

GGCCGCGGGA AAACTACAAC CGGGCT 26
{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 91:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0392"

(iii) HIPOTETICO: nido
(iv) ANTI-SENTIDO: nio

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 91:

CTAGCTTATT CGTITTTTTTC TTCGTCTTCC CAGAACGGTT CGTATTTGTC GTTCGGGTTC 60
CGCAGCAGGA AC 72

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 92:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0393"

(iii) HIPOTETICO: néo
(iv) ANTI-SENTIDO: ndo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 92:

GGCCGTTCCT GCTGCGGAAC CCGAACGACA AATACGAACC GTTCTGGGAA GACGAAGAAA 60
AAAACGAATA AG 72

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 93:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
{B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(iiy TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0453"

(iii) HIPOTETICO: nao
(iv) ANTI-SENTIDO: nédo
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 93:
TGGTTAAAGC TTTCCCGC 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 94:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTOQ: 26 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico

(A} Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0454"
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(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: nio

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 94:

GGCCGCGGGA AAGCTTTAAC CAGGCT 26
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 95:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B} TIPO: nucleétido

(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descri¢do: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0455"
(iii) HIPOTETICO: ndo
{iv) ANTI-SENTIDO: nao
{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 95:
TGGTTGTTGC TTTCCCGC 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 96:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B} TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0456"

(iii) HIPOTETICO: néo

(iv) ANTI-SENTIDO: n3o
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 96:

GGCCGCGGGA AAGCAACAAC CAGGCT 26

{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 97:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 47 pares de bases
(B} TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0465"
(iiiy HIPOTETICO: n3o
(iv} ANTI-SENTIDO: nao
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 97:
GGCCGCGGGA ACAGAGCCAG ACCGTTTTCT TCTTTGGTGT GAGAACC 47
{2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 98:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 47 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0466"

(i) HIPOTETICO: nao

(iv) ANTI-SENTIDO: n&do
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 98:
GATCCGTTCT CACACCAAAG AAGAAAACGG TCTGGCTCTG TTCCCGC 47
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 99:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 38 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(i} TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A) Descricao: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0467"
(iii) HIPOTETICO: ndo
(iv) ANTI-SENTIDO: néo
(xi) DESCRICAQO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 99:
CGGTTAAGGC TTTCCCGCGG CCGTTCCTGC TGCGGAAC 38
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 100:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 54 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
{D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: outro 4cido nucleico
(A} Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0468"
(iii) HIPOTETICO: nao
{iv) ANTI-SENTIDO: nao

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 100:

TTTGTCGTTC GGGTTCCGCA GCAGGAACGG CCGCGGGAAA GCCTTAACCG GGCT 54
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 101:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 44 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro &cido nucleico
(A) Descrigdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0469"

(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 101:

CTAGCTTATT CGTTTTTTTC TTCGTCTTCC CAGAACGGTT CGTA 44
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 102:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 52 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) TIPO DE CADEIA: cadeia simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: outro acido nucleico
(A) Descricdo: /desc = "ADN sintético; sequéncia nucleotidica para o oligo
0470"

(iii) HIPOTETICO: n3o
(iv) ANTI-SENTIDO: nao

_ (xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 102:

CCGAACGACA AATACGAACC GTTCTGGGAA GACGAAGAAA AAAACGAATA AG 52
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NdeI

NcoI

Digestdao com Ndel e Ncol,

Isclamento do fragmento de restricdo
grande,

Desfosforilacdo dos terminais 5',
Ligacao com ADN sintético

proveniente dos oligos 0105 e 01086,

{' Transformacdo em E.coli

NdeI

NcoI

Figura 2a
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_ NheI

Bamiiz BamHT

~— .

Digestdo com BamHi! e Clal,
Isolamento do fragmento de restricdo
grande de pBluescriptkSll+ e do
fragmento de restricdo pequeno de
pGR201,

Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pBluescriptKSi! +,

Ligacao,

Y Transformacéo em E£.coli

Clar

NheI
BamHI

Figura 2b
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Bamy BamHI
, I,_ Clar
"HindIiz HindTIT

Digestdo com BamHi e Hindill,
Isolamento do fragmento de restricdo
grande de pUCS8 e do fragmento de
restricdo pequeno de pGR201,
Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pUCS,

Ligacéo,

Transformacio em E.coli

BamET
Claz
HindIrzz

Figura 2c
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(— Nhel

BamBET

Digestdo com Nhel e BamHlI,
Isolamento do fragmento de restricdo® grande,
grande, desfosforilacdo dos terminais 5,

te dos
Ligacdo com ADN sintético proveniente
dos oligos 0265, 0281, 0282, 0283,

Y Transformacdo em E.coli

Nhel

BanII
BamiZT

Figura 24d:
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BindrIzx Clar
HindIIz

N

Digestdo com BamHiI e Hindlll,
Isolamento do fragmento de restricao
grande de pSJ41 e do fragmento
pequeno de pSJ6S,

Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pSJ41,

Ligacéo,

Transformacao em £.coli

BamBI
BanIlzI
NheI
Clar

HindTIII

Figura 2e:
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Digestao com BamHI e Clal,
Isolamentoc do fragmento de
restricdo grande de pSJ70 e do
fragmento pequeno de pSJ68,
Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pSJ70,

Ligacao,

Transformacido em E.coli

BamET
BaniT
NheI
Clar
EindIIz

Figura 2f:
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BamHT
BanlzT
el
Clazr
HindIIz
Digestdo com Banil e Nhel,
Isolamento  do fragmento de
restricdo grande, desfosforilacdo

dos terminais 5',

4 Ligacdo com ADN sintético:
Transformacdo em E.coli

BSJ72
pSJ73
pSJ74
£SJ75
BamHT
HindIIT

Figura 2g:
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BameT BamHT
NheI sanii
Clazr Claz
indIIzT HindIZII

N

Digestdo com BamHi e Hindlll,

Isolamento do fragmento de restricdo
grande de pSJ41 e, em cada caso, do
fragmento pequeno de pSJ72 a pSJ75,
Desfosforilacio dos terminais 5' do
fragmento de pSJ41,

Ligacao,

Transformacdo em £.coli

pSJ76 &
pPSJ37S
BamEI
BanlT
ClazIl
HindIiz

Figura 2h:
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BamET
BanII
NheI

Clazx
HindrIz

Digestdo com Banil e Nhel,
Isolamento do fragmento de restricdo
grande,

Desfosforilac;éo dos terminais 5,

Ligacdo com ADN sintético proveniente
Y dos oligos 0329, 0330, 0331, 0332,
Transformag:éo em £.coli

NheI NotI

Clar
HindTIz

Figura 2i:
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BamBET

Nhel
HindIIT

Digestdo com BamH| e Hindlll,
Isolamento do fragmento de restricao
grande de pSJ41 e do' fragmento
Pequeno de pSJ8O,

Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pSJ41,

Ligacao,

Transformac&o em E.coli

BamBET
BanIT
NotI

Nhel
Claz
HindIII

Figura 2j:
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Digestdo com Banll e Notl,

Y Transformacdo em E.coli

NheI NotI

Claz
HindIII

Figura

Isolamento do fragmento de restricdo grande,

Desfosforilacdo dos terminais 5',
Ligagdo com ADN sintético:

Pla§m|’deo Oligos

pSJ82 0333,
pPSJ84 0335,
pSJss 0337,
pSJ86 0339,
pSJ87 0341,
pSJss 0343,
pSJ89 0347,
pSJ96 0381,
pSJ97 o384,
pSJ9es 038s,
pPSJ99 0390,
pSJ100 o388,
pSJ107 0455,
pSJ108 0453,

2k:

0334
Q336
Q338
0340
Q342
0344
Q348
Q383
0385
0391
0387
038s
0456
0454
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HindIII

Digestdo com BamHI e Hindlll,

Isolamento do fragmento de restricdo grande
de pSJ41 e, em cada caso, do fragmento
pequeno de pSJ82 a pSJ108,
Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pSJ41,

Ligacao,

Transformacdo em E.coli

pSJ83,
BSJS0 a
pPSJss,

pSJ10l a
DSJ105,
PSJ109 a

HindTIIT

Figura 2I:
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HindIIT .
Digestdo com Banll e Nhel,

Isolamento do fragmento de restricio grande,
Desfosforilagéo dos terminais 5',

Ligacdo com ADN sintético Proveniente dos
oligos 0467, 0468, 0469, 0470,
Transformagéo em £.coli

BamET
BanIT

NheI

Clarzr
HindTIIT

Figura 2m:
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BamHT

BamieT
NheIl BanII
HindIII NheI
ClaI
HindIIT

Digestao com BamHI e Hindlll,
Isolamento do fragmento de restricdo
grande de pSJ41 e do fragmento
pequeno de pSJ112,

Desfosforilacdo dos terminais 5' do
fragmento de pSJ41,

Ligacao,

Transformacdo em E.coli

Figura 2n:
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BamHETI
BanII

Nher Notl
claz

HindTII

Digestdo com Nhel e Not],

Isolamento do fragmento de restricdo grande,
Desfosforilacdo dos terminais 5,

Ligacdo com ADN sintético proveniente dos
oligos 0392 e 0393, '

v Transformacdo em £, coli

BamHI
BanII

Clar

HindIIT

Figura 2o0:
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BamHT
BanII

Nher NotI
Claz

HindTII
Digestdo com BamHI e Notl,
'Isolamento do fragmento de restricdo grande,
Desfosforilacdo dos terminais 5°,
Ligacdo com ADN sintético proveniente dos
oligos 0465 e 0466,
Transformacdo em E.coli

BamHI

- NheI NotI
Clar
HindTTT

Figura 2p:
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REIVINDICACOES

¢

1. Variante de uroquinase bifuncional, de férmula geral |

M4-X ,-Y,

em que

M4 significa a sequéncia de aminoacidos *'Ser a *''Leu da pro-uroquinase nao
glicosilada, de acordo com a figura 1 (SEQ ID NO: 21 e 22),

X, é uma ligacéo directa entre M4 e Y, ou representa

um péptido de sequéncia
Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe

ou
Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe

ou
Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Ser-Pro-Pro-Gly-Gly-Phe-Gly

ou

uma sequéncia peptidica de férmula geral Il

Ser'X2'X3'X4'x5'X6'X7
em que X, significa Pro ou Leu, X; significa Val ou Pro, X, significa Lys, Val,
Arg, Gly ou Glu, X, significa Ala, Val, Gly, Leu ou lle, X, significa Phe, Trp, Tyr

ou Val, e X, significa Gly ou uma ligacdo directa entre X; e Y,,

e
Y, representa um péptido de sequéncia

Y,-Arg-Pro-Y;-Gly-Gly-Gly-Gly-Asn-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-lle-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Y,
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ou
Yz-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-Pro-Asn-Asp-Lys-Tyr-Glu-Pro-Phe-Trp-GIu-Asp-
Glu-Glu-Lys-Asn-Glu

ou
Y ,-Arg-Pro-Ser-Ser-Glu-Phe-Glu-Glu-Phe-Glu-| le-Asp-Glu-Glu-Glu-Lys,

onde Y, significa Pro ou Val, Y, significa Leu ou uma ligacdo directa entre Pro e
Gly, e Y, significa GIn ou um grupo hidroxilo.

2. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
por Y, significar um péptido de sequéncia

Yz-Arg-Pro-Y3-GIy-Gly-Gly-Gly-Asn-GIy-Asp-Phe-GIu—GIu-IIe-Pro-Glu-GIu-Tyr-Leu-Yd.

3. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

por Y, significar um péptido da sequéncia

YZ-Arg-Pro-Phe-Leu-Leu-Arg—Asn—Pro—Asn-Asp-Lys-Tyr-GIu-Pro-Phe-Trp-GIu-Asp-
Glu-Glu-Lys-Asn-Glu.

4. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacdo 1 e/ou a
reivindicagdo 2, caracterizada por X, representar uma sequéncia peptidica de
férmula geral Il em que X, significa Pro ou Leu, X, significa Val, X, significa Lys,
Val ou Arg, X; significa Ala, Val ou Gly, Xg significa Phe, Trp, Tyr ou Val, e X,
significa Gly ou uma ligacdo directa entre XseY,.

5. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacao 4, caracterizada
por X, significar Lys ou Val, X; significar Ala ou Val, Xe significar Phe, Trp ou
Tyr, e X, significar Gly ou uma ligacéo directa entre XeeY,.

6. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacdo 4 e/ou a

reivindicacdo 5, caracterizada por X, ser uma ligacdo directa entre XeeY,.

7. Variante de uroquinase de acordo com a reivindicacdo 1 e/ou a
reivindicacdo 3, caracterizada por X, representar uma sequéncia peptidica de
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formula geral Il em que X, significa Pro ou Leu, X, significa Val, X, significa Lys
ou Val, X, significa Ala ou Val, X, significa Phe ou Trp, e X, significa uma
ligacdo directa entre X; e Y,.

8. Plasmideo para a utilizagdo na obtencdo de uma variante de
uroquinase bifuncional de acordo com as reivindicacdes 1 a 7, caracterizado por
0 operdo apresentar um promotor reguldvel, uma sequéncia de Shine-Dalgarno
que actua como local de ligagdo de ribossomas, um cdéddo de iniciacdo, um
gene estrutural sintético para uma variante de uroquinase bifuncional de férmula
geral | de acordo com as reivindicacSes 1 a 7 e, a jusante do gene estrutural, 1
ou 2 terminadores, e por o plasmideo ser apropriado para a expressdo da

variante de uroquinase bifuncional em estirpes de Fscherichia coli.

9. Plasmideo de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado por a
disténcia entre a sequéncia de Shine-Dalgarno e o codao de iniciacdo ser de 6-

12, de preferéncia 8-10 nucleétidos.

10.Plasmideo de acordo com a reivindicacdo 8 e/ou a reivindicacdo 9,
seleccionado de entre o grupo que consiste em pSJ 69, pSJ 76, pSJ 77,
pSJ 78, pSJ 79, pSJ 81, pSJ 83, pSJ 90, pSJ 91, pSJ 92, pSJ 93, pSJ 94,
pSJ 95, pSJ 101, pSJ 102, pSJ 103, pSJ 104, pSJ 105, pSJ 106, pSJ 109,
pSJ 111, pSJ 114 e pSJ 113.

11.Plasmideo de acordo com a reivindicacdo 10, seleccionado de entre o
grupo que consiste em pSJ 76, pSJ 81, pSJ 83, pSJ 90, pSJ 91, pSJ 92,
pSJ 93, pSJ 94, pSJ 95, pSJ 101, pSJ 102, pSJ 103, pSJ 105, pSJ 106,
pSJ 109, pSJ 111 e pSJ 114.

12.Plasmideo de acordo com a reivindicagdo 10 e/ou a reivindicacdo 11,
seleccionado de entre o grupo que consiste em pSJ 76, pSJ 81, pSJ 83,
pSJ 91, pSJ 92, pSJ 94, pSJ 95, pSJ 101, pSJ 102, pSJ 103, pSJ 106,
pSJ 109, pSJ 111 e pSJ 114.

13.Plasmideo de acordo com uma ou vdrias das reivindicacées 10 a 12,
seleccionado de entre o grupo que consiste em pSJ 76, pSJ 94, pSJ 95,
pSJ 101, pSJ 102, pSJ 103, pSJ 106, pSJ 109, pSJ 111 e pSJ 114.
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14.Processo para a producdo de plasmideos de acordo com as
reivindicacbes 8 a 13, caracterizado por se obter os plasmideos
pBluescriptKSll +, pUC 8 e pGR 201, de acordo com as figuras 2 e 2a a 2p.

15.Utilizacdo de um plasmideo de acordo com as reivindicacdes 8 a 13
na obtencdo de uma variante de uroquinase bifuncional de férmula geral | de
acordo com as reivindicacées 1 a 7, caracterizada por se transformar com um
plasmideo, de maneira em principio usual, uma estirpe de Escherichia coli, por
se induzir a expressdo do gene estrutural, por se separar a proteina precursora
formada, da variante de uroquinase bifuncional de férmula geral |, do meio e das
células bacterianas lisadas, por se solubilizar. a proteina precursora e por se
redobrar esta a seguir, por accdo de um sistema redox, no polipéptido de

férmula geral I.

16.Agente trombolitico contendo como substancia activa uma variante de

uroquinase bifuncional de férmula geral | de acordo com as reivindicacdes 1 a 7.

17.Agente trombolitico trombolitico de acordo com a reivindicacdo 16,

caracterizado por ser apropriado para aplicacdo em bolus.

Lisboa, 26. MR 2000

‘ Por GRUNENTHAL GmbH
- O AGENTE OFICIAL -

O ADJUNTO ENG.. ANTONIO JOAO
DA CUMHA FERREIRA
Ag. OF. Pr. Ind.

Ruo des Flores, 74 - 4.°
1260 LISBOA
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