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UMA FORMA DE REALIZACAO DA PRESENTE INVENCAO E DIRIGIDA A UMA NOVA VACINA DE
BIOCONJUGADO DE S. AUREUS. MAIS GENERICAMENTE, A INVENCAO E DIRIGIDA A VACINAS
DE BIOCONJUGADOS GRAM-POSITIVOS E OUTROS BIOCONJUGADOS, COMPREENDENDO: UM
VEICULO PROTEICO COMPREENDENDO UMA SEQUENCIA CONSENSO DE ACIDOS NUCLEICOS
INSERIDA, PELO MENOS, UM POLISSACARIDO, TAL COMO UM POLISSACARIDO GRAM-
POSITIVO CAPSULAR LIGADO A SEQUENCIA  CONSENSO; E, OPCIONALMENTE, UM
ADJUVANTE OU VEICULO FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL. NUM ASPETO ADICIONAL, A
PRESENTE  INVENCAO E DIRIGIDA A METODOS DE PRODUCAO DE VACINAS DE
BIOCONJUGADOS GRAM-POSITIVOS E OUTROS BIOCONJUGADOS. NOUTRO ASPETO, E
PROPORCIONADA UMA PROTEINA N-GLICOSILADA QUE COMPREENDE UM OU MAIS
POLISSACARIDOS, TAL COMO POLISSACARIDOS GRAM-POSITIVOS. A PRESENTE INVENCAO E
ADICIONALMENTE  DIRIGIDA A ORGANISMOS  PROCARIOTICOS  MANIPULADOS,
COMPREENDENDO SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS QUE CODIFICA UMA
GLICOSILTRANSFERASE DE UM PRIMEIRO ORGANISMO PROCARIOTICO E UMA
GLICOSILTRANSFERASE DE UM SEGUNDO ORGANISMO PROCARIOTICO. A INVENGAO INCLUI
AINDA PLASMIDEOS E CELULAS PROCARIOTICAS TRANSFORMADOS COM PLASMIDEOS QUE
CODIFICAM POLISSACARIDOS E ENZIMAS QUE PRODUZEM UMA PROTEINA N-GLICOSILADA
E/OU VACINA DE BIOCONJUGADO. ALEM DISSO, A INVENGAO E DIRIGIDA A METODOS DE
INDUCAO DE UMA RESPOSTA IMUNITARIA NUM MAMIFERO, COMPREENDENDO A
ADMINISTRACAO DAS REFERIDAS VACINAS DE BIOCONJUGADO.



RESUMO

“WACINAS DE BIOCONJUGADO DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS
CAPSULARES”

Uma forma de realizacdo da presente invencdo é dirigida a
uma nova vacina de bioconjugado de S. aureus. Mais
genericamente, a invencdo é dirigida a wvacinas de bioconjugados
Gram-positivos e outros bioconjugados, compreendendo: um veiculo
proteico compreendendo uma sequéncia consenso de acidos
nucleicos inserida, pelo menos, um polissacarido, tal como um
polissacéarido Gram-positivo capsular ligado a sequéncia
consenso; e, opcionalmente, um adjuvante ou veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Num aspeto adicional, a presente
invencdo ¢é dirigida a métodos de producdo de wvacinas de
bioconjugados Gram-positivos e outros Dbioconjugados. Noutro
aspeto, é proporcionada uma proteina N-glicosilada que
compreende um ou mais polissacéaridos, tal como polissacaridos
Gram-positivos. A presente invencdo é adicionalmente dirigida a
organismos procaridéticos manipulados, compreendendo sequéncias
nucleotidicas que codifica uma glicosiltransferase de um
primeiro organismo procaridtico e uma glicosiltransferase de um
segundo organismo procaridtico. A invencédo inclui ainda
plasmideos e células procaridticas transformados com plasmideos
que codificam polissacéridos e enzimas que produzem uma proteina
N-glicosilada e/ou vacina de Dbioconjugado. Além disso, a
invencdo ¢ dirigida a métodos de indugdo de wuma resposta
imunitdria num mamifero, compreendendo a administracdo das

referidas vacinas de bioconjugado.



DESCRICAO

“WACINAS DE BIOCONJUGADO DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS
CAPSULARES”

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio ao abrigo do artigo 35
U.S.C. S 119 (e) do Pedido de Patente Provisdério U.S.
N°® 61/332170, apresentado a 6 de maio de 2010.

DECLARACAO A RESPEITO DE INVESTIGACAO PATROCINADA
FEDERALMENTE

Esta invencdo foi realizada com apoio governamental ao
abrigo da subvencdo 1R0O1ATI088754-2 concedida pelos Institutos
Nacionais de Satude. O governo possul determinados direitos na

invencédo.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

O presente pedido contém uma Listagem de Seqguéncias que foi
submetida no formato ASCII via EFS-Web e é aqui incorporada por
referéncia na sua totalidade. A referida cépia ASCII, criada em
2 de maio de 2011, é denominada 031229US.txt e tem 206590 bytes

de tamanho.



ANTECEDENTES DA INVENCAO

As vacinas foram uma das grandes invencgdes de saude publica
da medicina moderna e salvaram milhdes de vidas. As imunizacdes
deram provas de serem um meio ideal para prevenir e controlar as
infecdes. Todos o0s anos, as vacinas previnem até 3 milhdes de
mortes e 750000 criancas sdo protegidas da incapacidade. (Global
Alliance for Vaccines and Immunization - Comunicados de Imprensa
(11 de marco de 2006) em www.gavialliance.org/media centre/press
_releases/2006_ 03 09 en pr queenrania delhi.php). Em 1999, o
CDC declarou as imunizac¢des a conguista numero um em saude
publica do século XX (Ten great public health
achievements-United States, 1900-1999. MMWR Morb Mortal Wkly Rep
48:241-3 (2 de abril de 1999)). Algumas bactérias, como aquelas
gue causam tétano ou difteria, produzem uma toxina gue é em
grande parte responsidvel pela doenca. Esta toxina pode ser
utilizada numa forma destoxificada como vacina. Contudo, para a
maior parte das bactérias ndo existe uma toxina UGnica que possa

ser utilizada para desenvolver uma vacina.

Entre as vacinas mais bem-sucedidas estdo os polissacaridos
de superficie de patogénios bacterianos, como  Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis e Estreptococus pneumoniae,
conjugados a proteinas veiculo. Estas bactérias estdo rodeadas
por uma capsula, a qual promove a viruléncia microbiana e a
resisténcia a neutralizacdo fagocitica, assim como evita a sua

desidratacéo.

Os polissacdridos bacterianos podem deduzir uma resposta
imunitdria duradoura em humanos se forem ligados a um veiculo
proteico gue contenha epitopos de célula T. Este conceito foi

elaborado hd 80 anos (Avery, 0. T. e W. F. Goebel. 1929. Estudos



gquimioimunoldgicos sobre proteinas de hidratos de carbono
conjugadas. II Especificidade imunoldgica de proteinas de acucar
sintéticas. J. Exp. Med. 50:521-533), e provado mais tarde para
0 polissacédrido do Haemophilus influenza tipo B (HIB) ligado ao
veiculo proteico toxina da difteria (Anderson, P. 1983.
Respostas de anticorpo a toxina da difteria de Haemophilus
influenzae tipo b e induzidas por conjugados de oligossacaridos
de cépsula do tipo b com a proteina ndo tdéxica CRM197. Infect
Immun 39:233-8; Schneerson, R., O. Barrera, A. Sutton e J. B.
Robbins. 1980. Preparacdo, caracterizacdo e imunogenicidade de
conjugados de polissacarido de Haemophilus influenzae tipo b com
proteina. J Exp Med 152:361-76). Este glicoconjugado também foi
a primeira vacina conjugada a ser autorizada nos EUA em 1987 e
introduzida no programa de imunizacdo infantil dos EUA pouco
depois. Além do HIB, as vacinas conjugadas foram utilizadas com
éxito contra os patogénios humanos encapsulados N. meningitidis
e S. pneumoniae. A utilizacdo de rotina destas vacinas resultou
em colonizacdo nasofaringea, assim como infecdo, diminuidas.
Atualmente, aproximadamente ~25% de todo o mercado de wvacinas

global compreende vacinas conjugadas.

As bactérias gram-positivas possuem uma membrana celular
que estd rodeada por polissacidridos capsulares. 0O Staphylococcus

¢ uma dessas bactérias Gram-positivas.

O Staphylococcus aureus causa 1infecdo. O S. aureus & um
patogeno bacteriano oportunista, responsavel por um espetro
diverso de doencas humanas. Embora o S. aureus possa colonizar
superficies de mucosa de humanos normais, também ¢é uma causa
muito importante de infecdes de feridas e tem o potencial
invasivo de induzir infec¢des graves, incluindo osteomielite,

endocardite e bacteriemia, com complicacdes metastidticas (Lowy,



F. D. 1998. Infecgbdes por Staphylococcus aureus. New Engl J Med
339:520-32). O S. aureus é um dos agentes mais comuns implicados
na pneumonia associada a ventilador e é uma causa importante e
emergente de pneumonia adguirida em comunidade, afetando adultos
anteriormente saudadveis e criancas desprovidas de fatores de
predisposicdo de risco (Kollef, M. H., A. Shorr, Y. P. Tabak, V.
Gupta, L. Z. Liu e R. S. Johannes. 2005. Epidemiologia e
resultados de pneumonia associada aos cuidados de saude:
resultados de uma base de dados de grandes dimensdes dos EUA de
pneumonia positiva para cultura. Chest 128:3854-62; Shorr, A. F.
2007. Epidemiologia e impacto econdmico de Staphylococcus aureus
resistente & meticilina: revisdo e andlise da literatura.

Pharmacoeconomics 25:751-68).

O 8. aureus € a segunda causa mais comum de bacteriemia
nosocomial e as estirpes de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) contribuem para mais de 50% de todas as infecdes nas
unidades de cuidados intensivos nos EUA. As infegdes por
S. aureus no hospital e na comunidade estdo a aumentar. As
estirpes de MRSA foram isoladas de 2% das infecdes
estafilocédcicas em 1974 e de 63% das infecdes estafilocdcicas em
2004. Muitas das estirpes de MRSA nosocomiais s&o
multirresistentes e até as estirpes sensiveis a meticilina podem
ser mortais. Um relato recente utilizando wverificacdo de caso
ativo baseado em populacdo revelou gue ocorreram 94360 infecdes
por MRSA invasivo nos EUA em 2005 e que a maioria destas (58%)
ocorreu fora do hospital (Klevens, R. M., M. A. Morrison, J.
Nadle, S. Petit, K. Gershman, S. Ray, L. H. Harrison, R.
Lynfield, G. Dumyati, J. M. Townes, A. S. Craig, E. R. Zell, G.
E. Fosheim, L. K. McDougal, R. B. Carey e S. K. Fridkin. 2007.
Infeg¢des por Staphylococcus aureus invasivo resistente a

meticilina nos Estados Unidos. JAMA 298:1763-71). Nesta analise,



morreram mais Americanos de MRSA (>18000 mortes) em 2005 do que

de SIDA.

O S. aureus USA100, também conhecido pelo clone de Nova
Iorque/Japdo, & uma estirpe de MRSA gue representa a estirpe de
MRSA adquirida em hospital predominante nos EUA (McDougal,
L. K., C. D. Steward, G. E. Killgore, J. M. Chaitram, S. K.
McAllister e F. C. Tenover. 2003. Tipagem de eletroforese em gel
de campo pulsado de isolados de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina dos Estados Unidos: estabelecimento de

uma base de dados nacional. J Clin Microbiol 41:5113-20).

As analises epidemioldgicas indicam que, sb nos EUA, o
S. aureus causa, aproximadamente, 2 milhdes de infecdes clinicas
todos os anos (Fridkin, S. K., J. C. Hageman, M. Morrison, L. T.
Sanza, K. Como-Sabetti, J. A. Jernigan, K. Harriman, L. H.
Harrison, R. Lynfield e M. M. Farley. 2005. Doenca de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina em trés
comunidades. N Engl J Med 352:1436-44; King, M. D., B. J.
Humphrey, Y. F. Wang, E. V. Kourbatova, S. M. Ray e H. M.
Blumberg. 2006. Surgimento do clone de Staphylococcus aureus USA
300 resistente a meticilina adguirido em comunidade como a causa
predominante de infecdes de pele e de tecidos moles. Ann Intern
Med 144:309-17; Klevens, R. M., M. A. Morrison, J. Nadle, S.
Petit, K. Gershman, S. Ray, L. H. Harrison, R. Lynfield, G.
Dumyati, J. M. Townes, A. S. Craig, E. R. Zell, G. E. Fosheim,
L. K. Mcbhougal, R. B. Carey, S. K. Fridkin e M. I. para a
vigildncia do Nucleo Bacteriano Ativo. 2007. 1Infecdes por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina invasivas nos
Estados Unidos. JAMA 298:1763-1771). As infecdes por S. aureus
estdo ndo apenas a aumentar em numero, mas a resisténcia do

S. aureus a antibidticos também estd a aumentar. O MRSA &



responsavel por 40%-60% das infecdes por S. aureus nosocomiais
nos EUA e muitas destas estirpes sdo multirresistentes.
Conhecido Como uma fonte muito importante de infecdes
nosocomiais, o S. aureus adotou recentemente um novo papel na
medida em gque causa um numero crescente de infecdes adquiridas
em comunidade, em pessoas ndo hospitalizadas, sem fatores de
predisposicéo de risco. As estirpes virulentas de  MRSA
associadas a comunidade (CA-MRSA) estdo a tornar-se mais
predominantes por todos os EUA e Europa e a sua disseminacdo foi
observada globalmente (BRaggett, H. C., T. W. Hennessy, K.
Rudolph, D. Bruden, A. Reasonover, A. Parkinson, R. Sparks, R.
M. Donlan, P. Martinez, K. Mongkolrattanothai e J. C. Butler.
2004. Staphylococcus aureus resistente a meticilina de comeco na
comunidade associado com a utilizacdo antibidtica e a citotoxina
leucocidina de Panton-Valentine durante um surto de furunculose
no Alasca rural. J Infect Dis 189:1565-73; Gilbert, M., J.
MacDonald, D. Gregson, J. Siushansian, K. Zhang, S. Elsayed, K.
Laupland, T. Louie, K. Hope, M. Mulvey, J. Gillespie, D.
Nielsen, V. Wheeler, M. Louie, A. Honish, G. Keays e J. Conly.
2006. Surto em Alberta de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina adgquirido em comunidade (USA300) em pessoas com um
historial de uso de drogas, privacdo de habitacdo ou recluséo.
Canad Med Assoc J 175:149-54; Kazakova, S. V., J. C. Hageman, M.
Matava, A. Srinivasan, L. Phelan, B. Garfinkel, T. Boo, S.
McAllister, J. Anderson, B. Jensen, D. Dodson, D. Lonsway, L. K.
McDougal, M. Arduino, V. J. Fraser, G. Killgore, F. C. Tenover,
S. Cody e D. B. Jernigan. 2005. Um clone de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina entre Jjogadores de futebol

profissionais. N Engl J Med 352:468-75).

A resisténcia do 5. aureus a meticilina tornou-se ndo

apenas mais comum, mas foram referidos numerosos isolados com



reduzida suscetibilidade a wvancomicina. Nos EUA, foram isolados
sete isolados clinicos de S. aureus gue transportam vanA e s&o
totalmente resistentes a vancomicina. Estes isolados também sio
resistentes & meticilina (Chang, S., D. M. Sievert, J. C.
Hageman, M. L. Boulton, F. C. Tenover, F. P. Downes, S. Shah, J.
T. Rudrik, G. R. Pupp, W. J. Brown, D. Cardo e S. K. Fridkin.
2003. Infecdo com Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
contendo o gene de resisténcia vanA. New Engl J Med 348:1342-7).
Em virtude de o S. aureus nem sempre poder ser controlado pelos
antibidéticos e o©os isolados de MRSA estarem a tornar-se
crescentemente predominantes na comunidade, estratégias
adicionais de controlo, tal como uma vacina, s8o extremamente

necessarias.

Os polissacaridos capsulares de S. aureus estdo envolvidos
na infecdo. Muitos fatores de wviruléncia contribuem para a
patogénese das infecdes estafilocédcicas, incluindo adesdes

associadas a superficie, exoproteinas e toxinas segregadas e

fatores de evasdo i1munitéaria (Foster, T. J. 2005. Evasédo
imunitaria por estafilococos. Nature Reviews Microbiology
3:948-58). Como muitos patogénios bacterianos invasivos, o
S. aureus produz um polissacidrido capsular (CP) (FIG. 4) gue

melhora a sua resisténcia a eliminacdo pelas defesas imunitarias
inatas do hospedeiro. Muitos isolados clinicos de S. aureus sédo
encapsulados e as estirpes de serotipo 5 e 8 predominam (Arbeit,
R. D., W. W. Karakawa, W. F. Vann e J. B. Robbins. 1984.
Predomindncia de dois tipos de polissacéaridos capsulares
recentemente descritos, entre isolados clinicos de
Staphylococcus aureus. Diagn Microbiol Infect Dis 2:85-91). Os
polissacaridos capsulares de tipo 5 (CP5) e tipo 8 (CP8) tém
unidades de repeticdo de trissacadridos semelhantes constituidas

por acido N-acetilmanosaminurdnico (ManNAcA) , N-acetil-L-



fucosamina (L-FucNAc) e N-acetil-D-fucosamina (D-FucNAc) (Jones,
C. 2005. Estruturas revistas para os polissacadridos capsulares
de Staphylococcus aureus tipos 5 e 8, componentes de novas
vacinas de glicoconjugados. Carbohydr Res 340:1097-106). Os CP5
e CP8 sdo serologicamente distintos e tal pode ser atribuido a
diferencas nas ligagles entre o0s acglUcares e nos sitios de

O-acetilacdo (FIG. 4).

Estudos anteriores correlacionaram a producdo de capsula do
S. aureus com a resisténcia a absorcéao e neutralizacéao
fagocitica in vitro (Fattom, A., R. Schneerson, S. C. Szu, W. F.
Vann, J. Shiloach, W. W. Karakawa e J. B. Robbins. 1990. Sintese
e propriedades imunoldgicas em murganhos de vacinas compostas
por polissacaridos capsulares tipo 5 e tipo 8 de Staphylococcus
aureus conjugados a exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa.
Infect Immun 58:2367-74; Thakker, M., J.-S. Park, V. Carey e J.
C. Lee. 1998. 0O polissacarido capsular de serotipo 5 de
Staphylococcus aureus € antifagocitico e melhora a viruléncia
bacteriana num modelo de bacteriemia murina. Infect Immun
©66:5183-5189; Watts, A., D. Ke, Q. Wang, A. Pillay, A.
Nicholson-Weller e J. C. Lee. 2005. Estirpes de Staphylococcus
aureus que expressam polissacidridos capsulares de serotipo 5 ou
serotipo 8 diferem em viruléncia. Infect Immun 73:3502-11). Os
neutréfilos humanos fagocitam mutantes negativos para capsula na
presenca de soro ndo imune com atividade de complemento,
enquanto 0S isolados encapsulados requerem anticorpos
egpecificos de céapsula e complemento para neutralizacédo
opsonofagocitica &étima (Bhasin, N., A. Albus, F. Michon, P. J.
Livolsi, J.-S. Park e J. C. Lee. 1998. Identificacdo de um gene
egssencial para a O-acetilacdo do polissacérido capsular tipo 5
de Staphylococcus aureus. Mol Microbiol 27:9-21; Thakker, M.,

J.-S. Park, V. Carey e J. C. Lee. 1998. O polissacadrido capsular



de serotipo 5 de Staphylococcus aureus € antifagocitico e
melhora a viruléncia bacteriana num modelo de bacteriemia
murina. Infect Immun 66:5183-5189; Watts, A., D. Ke, Q. Wang, A.
Pillay, A. Nicholson-Weller e J. C. Lee. 2005. Estirpes de
Staphylococcus aureus que expressam polissacdridos capsulares de
serotipo 5 ou serotipo 8 diferem em viruléncia. Infect Immun
73:3502-11). Nilsson et al. (Nilsson, I.-M., J. C. Lee, T.
Bremell, C. Ryden e A. Tarkowski. 1997. O papel da expressdo da
microcapsula de polissacarido estafilocdcica em septicemia e
artrite sética. Infect  Immun 65:4216-4221) referiram que
macrdéfagos peritoneais de murganhos fagocitaram naumeros
significativamente maiores de um mutante negativo para CP5, em
comparacdo com a estirpe parental Reynolds. Uma vez fagocitada,
a estirpe positiva para CP5 sobreviveu intracelularmente em
maior extensdo do gque a estirpe mutante. Cunnion et al.
(Cunnion, K. M., J. C. Lee e M. M. Frank. 2001. Producdo de
cédpsula e fase de <crescimento influenciam a ligacdo do
complemento a Staphylococcus aureus. Infect Immun 69:6796-6803)
compararam a opsonizacdo de estirpes isogénicas de S. aureus e
demonstraram que a estirpe positiva para CP5 ligou-se 42% menos

ao complemento (C’) sérico do que o mutante acapsular.

0 desenvolvimento de vacinas de S. aureus tem,
convencionalmente, envolvido a capsula como um alvo. A concecdo
de wvacinas para protecdo contra doenca estafilocdcica é
complicada pelas manifestacdes proteanas e complexidade clinica
de infecgdes por S. aureus em humanos. Foram investigados muitos
candidatos vacinais de S. aureus em modelos animais de infecéo,
mas foi referido gue apenas dois regimes de imunizacdo
completaram ensaios clinicos de fase III (Schaffer, A. C. e J.
C. Lee. 2008. Vacinacéo e imunizacéo passiva contra

Staphylococcus aureus. Int J Antimicrob Agents 32  Suppl



1:871-8). A primeira wvacina é baseada nos doils polissacéaridos
capsulares (CP) (FIG. 4) gque sdo mails predominantes entre
estirpes <c¢linicas de S. aureus. Fattom et al. (Fattom, A.R.
Schneerson, S. C. Szu, W. F. Vann, J. Shiloach, W. W. Karakawa e
J. B. Robbins. 1990. Sintese e propriedades imunoldgicas em
murganhos de wvacinas compostas por polissacaridos capsulares
tipo 5 e tipo 8 de Staphylococcus aureus conjugados a exotoxina
de Pseudomonas aeruginosa. Infect Immun 58:2367-74) conjugaram
0s polissacdridos de serotipo 5 (CP5) e serotipo 8 (CP8) a
exoproteina A ndo tdéxica recombinante de P. aeruginosa (rEPA).
As vacinas conjugadas foram imunogénicas em murganhos e humanos
e 1induziram anticorpos opsdénicos gque mostraram eficacia a
protegerem roedores de letalidade e de infecdo estafilocdcica
ndo letal (Fattom, A.R. Schneerson, S. C. Szu, W. F. Vann, J.
Shiloach, W. W. Karakawa e J. B. Robbins. 1990. Sintese e
propriedades imunoldgicas em murganhos de vacinas compostas por
polissacaridos capsulares tipo 5 e tipo 8 de Staphylococcus
aureus conjugados a exotoxina de Pseudomonas aeruginosa. Infect
Immun 58: 2367-74; Fattom, A., R. Schneerson, D. C. Watson, W.
W. Karakawa, D. Fitzgerald, I. Pastan, X. Li, J. Shiloach, D. A.
Bryla e J. B. Robbins. 1993. Avaliacdo laboratorial e clinica de
vacinas conjugadas compostas por polissacadridos capsulares tipo
5 e tipo 8 de S. aureus ligados a exoproteina A recombinante de
Pseudomonas aeruginosa. Infect Immun 61:1023-32; Fattom, A. I.,
J. Sarwar, A. Ortiz e R. Naso. 1996. Uma vacina de polissacarido
capsular (CP) de Staphylococcus aureus e anticorpos especificos
de CP protege murganhos contra estimulo bacteriano. Infect Immun
64:1659-65; Lee, J. C., J. S. Park, S. E. Shepherd, V. Carey e
A. Fattom. 1997. Eficécia protetora de anticorpos para o
polissacarido capsular tipo 5 de Staphylococcus aureus num
modelo modificado de endocardite em ratos. Infect  Immun

65:4146-51) . Estudos de imunizacdo passiva indicaram qgue

10



anticorpos egpecificos para CP5 e CP8 reduziram
significativamente a infec&o num modelo murino de mastite de
S. aureus (Tuchscherr, L. P., F. R. Buzzola, L. P. Alvarez, J.
C. Lee e D. 0. Sordelli. 2008. Anticorpos para polissacéarido
capsular e fator de aglutinacdo A ©previnem mastite e o
surgimento de wvariantes n&o encapsulados e de coldnias pequenas
de Staphylococcus aureus em murganhos. Infect Immun 76:5738-44).
Mostrou-se gue a vacina de conjugado de CP5 e CP8 combinada era
segura em humanos e deduzia anticorpos gue mostraram atividade

opsonofagocitica.

O desenvolvimento de wvacinas de S. aureus também envolveu
proteinas de superficie como um alvo. O segundo ensaio clinico
vacinal de S. aureus foil baseado na eficdcia protetora de
anticorpos para ades®es estafilocdbcicas na prevencdo de infecdes
estafilocédcicas. O fator de aglutinacdo A de 8. aureus € uma
proteina ancorada a parede celular que é expressa a superficie,
medeia a aderéncia estafilocdcica ao fibrinogénio (Foster, T. J.
e M. Hook. 1998. Adesb®es de proteinas de superficie de
Staphylococcus aureus. Trends Microbiol 6:484-8) e promove a
conjugacdo de S. aureus a superficies de biomateriais (Vaudaux,
P. E., P. Francois, R. A. Proctor, D. McDevitt, T. J. Foster, R.
M. Albrecht, D. P. Lew, H. Wabers e S. L. Cooper. 1995.
Utilizacdo de mutantes de adesdo defeituosa de Staphylococcus
aureus para definir o papel de proteinas plasmdticas especificas
na promocdo da adesdo bacteriana a derivagdes arteriovenocsas
caninas. Infection & Immunity 63:585-90), coagulos de sangue e
superficies endoteliais danificadas (Moreillon, P., J. M.
Entenza, P. Francioli, D. McDevitt, T. J. Foster, P. Francoils e
P. Vaudaux. 1995. Papel da coagulase e fator de aglutinacdo de
Staphylococcus aureus na patogénese de endocardite experimental.

Infection & Immunity 63:4738-43). 0O dominio de ligacdo ao
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fibrinogénio de ClfA estd localizado na regido A da proteina de
comprimento completo (McDevitt, D., P. Francois, P. Vaudaux e T.
J. Foster. 1995. Identificacdo do dominio de ligacdo de ligando
do recetor de fibrinogénio localizado a superficie (fator de
aglutinacdo) de Staphylococcus aureus. Molecular Microbiology
16:895-907). O ClfA desempenha um papel importante na ligacdo de
S. aureus a plagquetas, uma interacdo que é critica em modelos
animais de endocardite estafilocdcica induzida por cateter
(Sullam, P. M., A. S. Bayer, W. M. Foss e A. L. Cheung. 1996. A
ligacdo plaguetdria diminuida in vitro por Staphylococcus aureus
estd associada com viruléncia reduzida num modelo de coelho de

endocardite infeciosa. Infection & Immunity 64:4915-21).

Nanra et al. referiram que anticorpos para ClfA induziram a
neutralizacdo opsonofagocitica de S. aureus in vitro (Nanra, J.
S., Y. Timofeyeva, S. M. Buitrago, B. R. Sellman, D. A. Dilts,
P. Fink, L. Nunez, M. Hagen, Y. V. Matsuka, T. Mininni, D. Zhu,
V. Pavliak, B. A. Green, K. U. Jansen e A. S. Anderson. 2009.
Expressdo heterogénea in vivo de fator de aglutinacdo A e
polissacarido capsular pelo Staphylococcus aureus: Implicacdes
para a concecgdo vacinal. Vaccine 27:3276-80). Além disso,
murganhos imunizados com uma forma recombinante da regido de
ligagcdo A de CIlfA mostraram reducgdes em artrite e letalidade
induzidas por S. aureus (Josefsson, E., O. Hartford, L. O’Brien,
J. M. Patti e T. Foster. 2001. Protecdo contra artrite
experimental de Staphylococcus aureus por vacinacdo com fator de
aglutinacdo A, um novo determinante de viruléncia. Journal of
Infectious Diseases 184:1572-80). Foram realizadas experiéncias
de imunizacd&o passiva em coelhos aos quais foi dada uma
preparacdo de imunoglobulina policlonal humana gque continha
niveis elevados de anticorpos especificos para ClfA (Vernachio,

J., A. S. Bayer, T. Le, Y. L. Chai, B. Prater, A. Schneider, B.
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Ames, P. Syribeys, J. Robbins, J. M. Patti, J. Vernachio, A. S.
Bayer, T. Le, Y.-L. Chai, B. Prater, A. Schneider, B. Ames, P.
Syribeys, J. Robbins e J. M. Patti. 2003. Imunoglobulina de
fator de antiaglutinacdo A reduz a duracdo de bacteriemia de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina num modelo
experimental de endocardite infeciosa. Antimicrobial Agents &
Chemotherapy 47:3400-6). A terapia de combinacdo resultou em
melhor eliminacdo bacteriana do sangue de coelhos com
endocardite de 8. aureus induzida por cateter do gque ©
tratamento de vancomicina isoladamente. Além disso, a
transferéncia passiva de anticorpos especificos de CLfA reduziu
significativamente a infecdo num modelo murino de mastite de
S. aureus (Tuchscherr, L. P., F. R. Buzzola, L. P. Alvarez, J.
C. Lee e D. 0. Sordelli. 2008. Anticorpos para polissacéarido
capsular e fator de aglutinacdo A ©previnem mastite e o
surgimento de variantes ndo encapsulados e de colédnias
pequenas de Staphylococcus aureus em murganhos. Infect Immun 76:

5738-44) .

um ensaio clinico de fase I1I foi alegadamente
concebido para proteger contra sépsis de inicio tardio em
2000 recém-nascidos prematuros de baixo peso a nascenca. Os
bebés receberam até gquatro administracdes de Veronate, uma
preparacdo de imunoglobulina humana agregada de dadores com
elevados titulos de anticorpo contra ClfA e SdrG. Ndo obstante
0s resultados promissores de um ensaio clinico de fase 1II
semelhante, esta terapia profildtica n&o resultou na reducdo na
frequéncia de infecdes estafilocdcicas nos recém-nascidos
(DeJonge, M., D. Burchfield, B. Bloom, M. Duenas, W. Walker, M.
Polak, E. Jung, D. Millard, R. Schelonka, F. Eyal, A. Morris, B.
Kapik, D. Roberson, K. Kesler, J. Patti e S. Hetherington. 2007.

Ensaio <c¢linico de seguranca e eficidcia de INH-A2]1 para a
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prevencdo de infecdo da corrente sanguinea estafilocdcica

nosocomial em bebés prematuros. J Pediatr 151:260-5).

Mostrou-se gque a glicosilacdo proteica ocorre mas, em
organismos procaridticos, raramente acontece naturalmente. Por
outro lado, a glicosilacdo proteica ligada a N & um processo
egssencial e conservado ocorrendo no reticulo endoplasméatico dos
organismos eucaridticos. E importante para o enrolamento
proteico, oligomerizacdo, estabilidade, controlo de qualidade,
separacdo e transporte de proteinas secretdrias e membranares
(Helenius, A. e Aebi, M. (2004). Papéis dos glicanos ligados a N
no reticulo endoplasmatico. Annu. Rev. Biochem. 73, 1019-1049).
A glicosilacdo ©proteica tem uma influéncia profundamente
favoradvel na antigenicidade, na estabilidade e na meia-vida de
uma proteina. Além disso, a glicosilacdo pode facilitar a
purificacdo de proteinas por cromatografia, e. g., cromatografia
de afinidade com ligandos de lectina ligados a uma fase sdélida
gque interage com unidades glicosiladas da proteina. E, deste
modo, pratica estabelecida produzir muitas proteinas
glicosiladas de modo recombinante em células eucaridticas, para
proporcionar padrdes de glicosilacéao, biologicamente e

farmaceuticamente uteis.

As vacinas conjugadas foram wutilizadas com éxito para
proteger contra as infeg¢des Dbacterianas. Para resposta de
memdéria protetora, é regquerida a conjugacdo de um polissacarido
antigénico a um veiculo proteico, dado gque os polissacéaridos séo
antigénios independentes de células T. Os polissacaridos foram
conjugados a transportadores proteicos por diferentes métodos
guimicos, utilizando grupos de reativos de ativacéao no
polissacédrido, assim como no veiculo proteico. (Qian, F., Y. Wu,

0. Muratova, H. Zhou, G. Dobrescu, P. Duggan, L. Lynn, G. Song,
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Y. Zhang, K. Reiter, N. MacDonald, D. L. Narum, C. A. Long, L.
H. Miller, A. Saul e G. E. Mullen. 2007. Conjugacdo de proteinas
recombinantes a ExoProteina A de Pseudomonas aeruginosa: uma
estratégia para melhoramento da imunogenicidade de candidatos
vacinais malaricos. Vaccine 25:3923-3933; Pawlowski, A., G.
Kallenius e S. B. Svenson. 2000. Preparacdo de vacinas de
conjugados de polissacdrido capsular pneumocdcico com proteina
utilizando novas tecnologias de fragmentacdo e conjugacéao.
Vaccine 18:1873-1885; Robbins, J. B., J. FKubler-Kielb, E.
Vinogradov, C. Mocca, V. Pozsgay, J. Shiloach e R. Schneerson.
2009. Sintese, caracterizacdo e imunogenicidade em murganhos de
conjugados de oligossacarido especifico de O de Shigella sonnei

com proteina nuclear. Proc Natl Acad Sci U S A 106:7974-7978).

As vacinas conjugadas podem ser administradas a criancas
para as proteger contra infecdes bacterianas e podem
proporcionar uma resposta imunitidria duradoura a adultos.
Verificou-se gue as construgdes da i1nvencdo produzem uma
resposta de IgG em animais. Considera-se gue o polissacarido
(i. e., residuo de acucar) desencadeia uma resposta imunitéria
de curto prazo que é especifica de aclUcar. De facto, o sistema
imunitdrio humano produz uma forte resposta a estruturas de
superficie de polissacaridos especificas de bactérias, tais como
antigénios O e polissacadridos capsulares. Contudo, dado gque a
resposta imunitdria aos polissacadridos é dependente de IgM, o
sistema imunitdrio ndo desenvolve memdbria. O veiculo proteico
gue transporta o polissacéarido, contudo, desencadeia uma
resposta de IgG que é dependente de célula T e que proporciona
protecdo duradoura, dado gue o sistema imunitdrio desenvolve
memdéria. Por esta razdo, no desenvolvimento de uma vacina, é
vantajoso desenvolvé-la como um conjugado de veiculo proteico

com polissacéarido.
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Os organismos procaridéticos raramente produzem proteinas
glicosiladas. Contudo, foi demonstrado gque uma bactéria, o
patogeno transmitido por alimentos Campylobacter Jjejuni, pode
glicosilar as suas proteinas (Szymanski, et al. (1999) .
Evidéncia para um sistema de glicosilacdo proteica geral em
Campylobacter  jejuni. Mol. Microbiol. 32, 1022-1030) . A
magquinaria requerida para glicosilacdo é codificada por 12 genes
que estao aglomerados no lécus pal. A perturbacao da
glicosilacdo afeta a invasdo e a patogénese de (C. jejuni, mas
ndo é letal como na maioria dos organismos eucaridticos (Burda
P. e M. Aebi, (1999). A via dolicol da glicosilacdo ligada a N.
Biochim Biophys Acta 1426(2):239-57). Foi mostrado que o ldbcus
pgl ¢é responsavel pela glicosilacdo proteica ligada a N em
Campylobacter e que € possivel reconstituir a N-glicosilacdo de
proteinas de C. jejuni por expressdo recombinante do lécus pgl e
glicoproteina aceitadora em E. coli ao mesmo tempo (Wacker, M.,
D. Linton, P. G. Hitchen, M. Nita-Lazar, S. M. Haslam, S. J.
North, M. Panico, H. R. Morris, A. Dell, B. W. Wren e M. Aebi.
2002. Glicosilacdo ligada a N em (. jejuni e sua transferéncia

funcional para E. coli. Science 298:1790-3).

A via biossintética da glicosilacdo proteica ligada a N de
Campylobacter tem semelhancas significativas com a via da
biossintese de polissacaridos em bactérias (Bugg, T. D. e P. E.
Brandish. 1994, Do peptidoglicano as glicoproteinas:
caracteristicas comuns da biossintese de oligossacaridos ligada
a lipido. FEMS Microbiol Lett 119:255-62). Com base no
conhecimento de que os polissacidridos antigénicos de bactérias e
0s oligossacaridos de Campylobacter sdo ambos sintetizados no
lipido transportador, undecaprenilpirofosfato (UndPP), as duas

vias foram combinados em E. coli (Feldman, M. F., M. Wacker, M.
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Hernandez, P. G. Hitchen, C. L. Marolda, M. Kowarik, H. R.
Morris, A. Dell, M. A. Valvano e M. Aebi. 2005. Manipulacdo de
glicosilacdo proteica 1ligada a N com diversas estruturas de
lipopolissacaridos de antigénio O em Escherichia coli. Proc Natl
Acad Sci U S§ A 102:3016-21). Foi demonstrado gue o PglB ndo tem
uma especificidade estrita para o substrato de acucar ligado a
lipido. Os polissacadridos antigénicos agrupados em UndPP sédo
capturados por PglB no periplasma e transferidos para um veiculo
proteico (Feldman, M. F., M. Wacker, M. Hernandez, P. G.
Hitchen, C. L. Marolda, M. Kowarik, H. R. Morris, A. Dell, M. A.
Valvano e M. Aebi. 2005. Manipulacdo de glicosilacdo proteica
ligada a N com diversas estruturas de lipopolissacéaridos de
antigénio O em Escherichia coli. Proc Natl Acad Sci U S A
102:3016-21; Wacker, M., M. F. Feldman, N. Callewaert, M.
Kowarik, B. R. Clarke, N. L. Pohl, M. Hernandez, E. D. Vines, M.
A. Valvano, C. Whitfield e M. Aebi. 2006. A especificidade de
substrato de oligossacariltransferase bacteriana (OTase) sugere
um mecanismo de transferéncia comum para o0s sSistemas bacterianos
e eucaridticos. Proc Natl Acad Sci U S A 103:7088-93). Foi
mostrado que o PglB de Campylobacter transfere uma gama variada
de oligossacaridos ligados a UndPP se contiverem uma hexosamina
N-acetilada no terminal de reducdo (Wacker et al. (2006) ),
permitindo a conjugacdo de um polissacarido antigénico a uma
proteina de escolha através de uma ligacdo N-glicosidica. Embora
tal possa proporcionar uma base tedrica para a producdo de
vacinas conjugadas in vivo, necessitam de ser superados muitos
desafios dificeis de modo a compreender-se esta possibilidade

tedrica.

Com base nesta descoberta anterior, de que o C. jejuni
contém um sistema geral de glicosilacdo proteica ligada a N, a

E. coli foi modificada para incluir a maguinaria de glicosilacéo
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proteica ligada a N de (C. jejuni. Deste modo, foram produzidas
formas glicosiladas de ©proteinas nativas a (C. jejuni num
hospedeiro de E. coli. Foil ainda mostrado gue este processo
poderia ser utilizado para produzir proteinas glicosiladas de
origens diferentes em hospedeiro de E. coli modificado para
utilizacdo como produtos vacinais (o documento WO 06/119987 e
“GlycoVaxyn e hospital afiliado da Universidade de Harvard
receberam uma subvencdo de 3,4 milhdes de ddbélares para o
desenvolvimento de vacinas de Staphylococcus aureus”.
URL:http://www.glycovaxyn.com/content/news/releases/10%2005%2004

.pdf). A producdo por E. coli é wvantajosa, porgue podem ser
produzidas culturas de grandes dimensdes desses hospedeiros de
E. coli modificados, as guais produzem grandes guantidades de

vacina util.

A utilizacdo deste processo para produzir uma proteina
glicosilada num hospedeiro de E. colil modificado, para
utilizacdo como um produto vacinal para S. aureus, encontra
problemas que foram considerados intransponiveis. Em primeiro
lugar, a E. coli é uma bactéria Gram-negativa e as suas vias de
biossintese de sacadridos diferem grandemente daguelas de uma
bactéria Gram-positiva, tal como S. aureus, apds o passo de
polimerizacdo. Além disso, seria inexequivel manipular
geneticamente a E. coli para produzir o polissacadrido capsular
de S. aureus diretamente consistente com tecnologias anteriores.
Por exemplo, o S. aureus ¢é um organismo Gram-positivo e a
sintese da sua capsula estd associada com a estrutura do
envelope celular e a construgcdo do invdlucro celular. A
maguinaria biossintética de producéo da cépsula estéa
egspecificamente concebida para dispor o polissacdrido capsular
(PS) no exterior da célula e sua parede celular. Seria

extremamente dificil, pelo menos pela razdo de gue seria
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altamente intensivo em termos de recursos, produzir esta céapsula
num organismo de FE. coli modificado, porgue o envelope celular
de E. coli é construido numa forma fundamentalmente diferente. A
magquinaria biossintética para o agrupamento da capsula a partir
do precursor de PS seria ndo funcional, devido ao ambiente
diferente. Enquanto a céapsula de S. aureus deve transitar uma
Unica membrana, na £E. coli existe uma membrana adicional gque
necessita de ser atravessada para atingir a localizacdo final de
uma cépsula auténtica. Além disso, como a cépsula de S. aureus é
muito grande, considerou-se ser inexegquivel preparar uma céapsula
de grandes dimensdes como a cépsula de S. aureus entre as duas

membranas de E. coli.

O principio de que as enzimas de organismos diferentes
podem funcionar em conjunto foi mostrado anteriormente (e. g.,
Rubires, X., F. Saigi, N. Pique, N. Climent, S. Merino, S.
Alberti, J. M. Tomas e M. Regue. 1997. Um gene (wbbL) de
Serratia marcescens N28b (04) complementa a mutacdo rfb-50 de
derivados de Escherichia coli K-12. J. Bacteriol 179(23):
7581-6) . Contudo, considera-se que ndo foi anteriormente
produzido num organismo Gram-negativo gqualquer polissacarido de

LPS modificado de um organismo Gram-positivo.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

A  requerente identificou, surpreendentemente, uma nova
vacina de Dbioconjugado de S. aureus. Esta nova vacina de
S. aureus ¢é baseada na nova e inesperada verificacdoc de que um
oligossacarido ou um polissacarido de um procariota que tem uma
estirpe Gram pode glicosilar uma ©proteina num procariota

hospedeiro gque tem uma estirpe Gram diferente. Consegquentemente,
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é proporcionado um organismo procaridtico hospedeiro
Gram-negativo, em  que o) referido organismo procaridtico

hospedeiro é E. coli, compreendendo:

(i) uma sequéncia nucleotidica que codifica, pelo menos,
uma glicosiltransferase de uma bactéria Gram-positiva, em
que a referida bactéria Gram-positiva ¢é Staphylococcus

aureusy

(ii) uma sequéncia nucleotidica que codifica, pelo menos,
uma glicosiltransferase de uma bactéria Gram-negativa, em
que a referida Dbactéria Gram-negativa ¢é  Pseudomonas

aeruginosa;

(iii) uma sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina
transportadora, em que a referida proteina transportadora
compreende a sequéncia consenso de aminodcidos
D/E-X-N-Z-S/T, em que X e 7Z podem ser gqualquer aminodcido

natural, exceto prolina; e

(iv) uma sequéncia nucleotidica que codifica uma

oligossacariltransferase.

Caracteristicas novas e inesperadas adicionais da
divulgacdo incluem, sem limitacdo, as formas de realizacéo

apresentadas abaixo.

Mais genericamente, a presente divulgacdo é dirigida a uma
vacina de Dbioconjugado, tal como uma vacina Gram-positiva,
compreendendo um veiculo proteico compreendendo uma seguéncia
consenso de acidos nucleicos inserida; pelo menos um

oligossacarido ou polissacarido de uma bactéria, tal como uma
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bactéria Gram-positiva, ligado a sequéncia consenso e,
opcionalmente, um adjuvante. Além disso, a divulgacdo é dirigida
a uma vacina de bactéria Gram-positiva, tal como uma vacina de
S. aureus, ou vacina de outras bactérias, preparada por um
sistema de glicosilacdo utilizando uma via biossintética de LPS
modificada, a qual compreende a producdo de um polissacarido

capsular ou LPS modificado.

A presente invencdo € adicionalmente dirigida a uma wvacina
de Staphylococcus aureus, compreendendo: uma proteina
compreendendo uma sequéncia consenso D/E-X-N-Z-S/T inserida, em
que X e 7 podem ser qualguer aminodcido natural, exceto prolina;
e, pelo menos, um polissacarido de Staphylococcus aureus ligado
a referida sequéncia consenso por ligacdo N-glicosidica; e,
opcionalmente, um veiculo ou adjuvante farmaceuticamente

aceiltavel.

A presente é, além disso, dirigida a uma combinacdo de um
polissacadrido capsular modificado de S. aureus com um antigénio

proteico do mesmo organismo por ligacdo N-glicosidica.

A invencdo é, ainda, dirigida a um organismo procaridtico
hospedeiro Gram-negativo, em que o) referido organismo
procaridético hospedeiro é E. coli, compreendendo uma sequéncia
nucleotidica que codifica, pelo menos, uma glicosiltransferase
de uma Dbactéria Gram-positiva, em que a referida bactéria
Gram-positiva é Staphylococcus aureus; uma sequéncia
nucleotidica que codifica, pelo menos, uma glicosiltransferase
de uma Dbactéria Gram-negativa, em que a referida bactéria
Gram-negativa é Pseudomonas aeruginosa; uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma proteina transportadora, em gque a

referida proteina transportadora compreende a sequéncia consenso
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de aminoacidos D/E-X-N-Z-S/T, em que X e 7 podem ser qualguer
aminodcido natural, exceto prolina; e uma sequéncia nucleotidica
que codifica uma oligossacariltransferase. A divulgacdo ¢,
adicionalmente, dirigida a um organismo procaridtico hospedeiro
manipulado, compreendendo uma sequéncia nucleotidica introduzida
que codifica glicosiltransferases nativas apenas a um organismo
procaridético Gram-positivo; uma sequéncia nucleotidica qgue
codifica uma proteina; e uma sequéncia nucleotidica que codifica

uma OTase.

A divulgacdo &, além disso, dirigida a métodos de producéo
de uma vacina de Dbioconjugado num organismo procaridtico
hospedeiro, compreendendo acidos nucleicos que codificam uma ou
mais glicosiltransferases de uma primeira espécie procaridtica,
tal como uma espécie Gram-positiva, por exemplo, S. aureus; uma
ou mais glicosiltransferases de uma segunda espécie
procaridtica, uma proteina; e uma OTase. Além disso, a presente
invencdo ¢é dirigida & producdo de wvacinas de bioconjugado
através da producéo, em bactérias Gram-negativas, de
polissacaridos capsulares modificados, que podem ser
transferidos para o nucleo de lipido A por Waal e/ou ligados a

um veiculo de escolha pela OTase.

A divulgacdo é, ainda, dirigida a métodos de producdo de
proteinas glicosiladas num organismo procaridético hospedeiro,
compreendendo sequéncia nucleotidica que codifica
glicosiltransferases nativas a um primeiro organismo
procaridtico e também que codifica glicosiltransferases nativas
a um segundo organismo procaridtico que é diferente do primeiro
organismo procaridético. A presente divulgacdo &, adicionalmente,
dirigida a producédo de proteinas N-glicosiladas com

polissacadridos capsulares de bactérias Gram-positivas, que sédo
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sintetizados por uma combinacgdo de diferentes
glicosiltransferases de diferentes organismos. A divulgacdo &,
além disso, dirigida a producdo de proteinas glicosiladas num
organismo procaridtico hospedeiro, compreendendo uma seguéncia
nucleotidica introduzida que codifica glicosiltransferases

nativas apenas a um organismo procaridtico Gram-positivo.

A presente divulgacdo é, além disso, dirigida a plasmideos,
tal como plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 2,
SEQ ID N°: 3 e SEQ ID N°: 4, A divulgacéo também inclui
plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 6;
SEQ ID N°: 7; SEQ ID N°: 8 e SEQ ID N°: 16. A divulgacdo também
se refere a plasmideos compreendendo uma ou mais das
SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11; e SEQ ID N°: 12. Além disso, a
divulgacdo é dirigida a plasmideos compreendendo uma ou mais das
SEQ ID N°: 13; SEQ ID N°: 15; SEQ ID N°: 15; SEQ ID N°: 17;
SEQ ID N°: 18; SEQ ID N°: 19; SEQ ID N°: 20; SEQ ID N°: 21 e
SEQ ID N°: 27.

A divulgacéo é adicionalmente dirigida a células
bacterianas transformadas, tal como, por exemplo, células
bacterianas transformadas com um plasmideo compreendendo uma ou
mails das SEQ ID N°. 2; SEQ ID N°: 3; SEQ ID N°: 4;
SEQ ID N°: 17; SEQ ID N°: 18; SEQ ID N°: 19 e SEQ ID N°: 20;
SEQ ID N°: 21; e SEQ ID N°: 27. A presente divulgacdo é, ainda,
dirigida a uma célula bacteriana transformada com um plasmideo
compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 5; SEQ ID N°: 8;
SEQ ID N°: 9; SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11; SEQ ID N°: 12;
SEQ ID N°: 13; SEQ ID N°: 14; SEQ ID N°: 15 e SEQ ID N°: 16.

A presente divulgacdo ¢é ainda dirigida a um método de

inducdo de uma resposta 1imunitdria contra uma infecdo causada
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por bactérias Gram-positivas e outras bactérias num mamifero.
Numa forma de realizacdo, o método compreende a administracdo ao
referido mamifero de uma quantidade eficaz de uma composicéo
farmacéutica compreendendo: proteina compreendendo, pelo menos,
uma sequéncia consenso D/E-X-N-7Z-S/T inserida, em que X e 7
podem ser qualquer aminodcido natural, exceto prolina; e um ou
mais oligossacaridos ou polissacéaridos, 0s um ou mais
oligossacaridos ou polissacéridos que s&o iguais ou diferentes
de outro dos um ou mais oligossacadridos ou polissacaridos, de

uma bactéria Gram-positiva ligada & referida sequéncia consenso.

Noutro aspeto, a divulgacdo caracteriza um método de
identificacdo de um polissacdrido alvo para utilizacdo na
glicosilacdo de uma proteina com o referido polissacéarido alvo,
no todo ou em parte. A referida proteina glicosilada
compreendendo o polissacdrido alvo pode ser wutilizada, por
exemplo, em composicdes vacinais. Numa forma de realizacdo, o©
método de identificacdo de um ©polissacéarido alvo inclui:
identificacdo de uma bactéria Gram-positiva, tal como S. aureus,
como um alvo; identificacdo de uma primeira unidade de repeticéo
de um polissacarido produzido pela referida bactéria
Gram-positiva compreendendo, pelo menos, trés mondémeros;
identificacdo de um polissacadrido produzido por uma bactéria de
uma espécie Gram-negativa, compreendendo uma segunda unidade de
repeticdo compreendendo dois dos mesmos mondmeros que a referida

primeira unidade de repeticéo.

A presente divulgacdo também é dirigida a um método para a
modificacdo de uma bactéria de uma primeira espécie bacteriana,
tal como uma espécie Gram-negativa. Numa forma de realizacdo, o
método inclui: identificacdo de uma primeira unidade de

repeticdo de um polissacarido de uma espécie Gram-positiva, tal
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como S. aureus, compreendendo trés mondmeros; identificacdo de
um polissacdrido produzido por uma bactéria de uma segunda
espécie Gram-negativa, compreendendo outra unidade de repeticéo
compreendendo dois dos mesmos mondmeros da primeira unidade de
repeticdo; insercdo na referida bactéria de uma primeira espécie
Gram-negativa de uma ou mais sequéncias nucleotidicas que
codifica glicosiltransferases gue agrupam um trissacarido,
compreendendo: a) referida segunda unidade de repeticdo; e b) um
mondémero da referida primeira unidade de repeticdo n&o presente
na referida segunda unidade de repeticdo; insercdo de uma
sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina; e insercdo de

uma sequéncia nucleotidica que codifica uma OTase.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIG. 1 representa uma via para a biossintese de
antigénio O dependente de WZX/WZY, exemplificada pela
biossintese do antigénio O de P. aeruginosa 0l1. Os nomes das
proteinas putativamente responsédveis pelas reacdes apresentadas
estdo indicados acima ou abaixo das setas, incluindo uridina

difosfato (UDP) e uridina monofosfato (UMP).

A FIG. 2 representa uma via proposta para a biossintese do
polissacarido capsular de serotipo 5 (CP5) de S. aureus
manipulado em E. coli. As enzimas proporcionadas pelo aglomerado
de antigénio O de P. aeruginosa 011 estdo indicadas como na
FIG. 1. As enzimas de CP5 de S. aureus estdo indicadas como Capb
(comparar com a FIG. 6). WecB e WecC s&o enzimas de E. coli
requeridas para a producdo de UDP-ManNAcA. Outras proteinas e
enzimas representadas incluem uridina difosfato (UDP), wuridina

monofosfato (UMP) e coenzima A (CoA).

25



A FIG. 3 representa uma via proposta para a biossintese do

polissacadrido capsular de serotipo 8 (CP8) de S. aureus
manipulado. 0Os nomes dos genes estdo indicados por setas
(comparar com as FIG. 1, 2 e 6). UDP, UMP: uridina difosfato,

uridina monofosfato. CoA: coenzima A.

A FIG. 4 representa a sobreposicdo estrutural de Estruturas
de Unidade de Repeticdo (RU) de antigénio 0O capsular de

S. aureus e P. aeruginosa.

A FIG. 5A representa a andlise de SDS-PAGE do alongamento
da RU (unidade de repeticdo) do antigénio O de 011 incompleto

por enzimas de S. aureus.

A FIG. 5B representa a imunodetecdo do alongamento da RU do

antigénio O de 011 incompleto por enzimas de S. aureus.

A  FIG. 6 representa uma estratégia, numa forma de
realizacdo da invencdo, para a construcdo dos aglomerados dos

genes 011/CP55 e 011/CP8 guiméricos.

A FIG. 7A representa LPS de CP5 polimerizado de uma forma
de realizacdo da 1invencdo detetado em extratos lipidicos de

E. coli.

A FIG. 7B representa LPS de CP8 polimerizado de uma forma
de realizacdo da invencdo detetado em extratos lipidicos de

E. coli.

A FIG. BA representa a producdo de LPS de CP5 recombinante

de uma forma de realizacdo da invencdo analisada por SDS-PAGE e
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corada por prata, em dependéncia de gene de resisténcia a
antibidético no plasmideo pLAFR contendo o aglomerado gquimérico

em células W3110 AwecA.

A FIG. BB representa a producdo de LPS de CP5 recombinante
de uma forma de realizacdo da invencdo analisada por SDS PAGE,
corada por prata e imunodetecdo, em dependéncia de gene de
resisténcia a antibidtico no plasmideo pLAFR contendo ©

aglomerado quimérico em células W3110 AwecA.

A FIG. 9 representa a producdo de LPS de CP5 recombinante
de uma forma de realizacdo da invencdo analisada por SDS PAGE e
por imunodetecdo, em dependéncia de promotor na frente do

aglomerado quimérico em células W3110 AwecA.

A FIG. 10A mostra os resultados da andlise de HPLC de uma
forma de realizacdo da RU recombinante de CP5 da presente
invencdo produzida utilizando o aglomerado de CP5 guimérico

(SEQ ID N°: 2).

A FIG. 10B mostra os resultados da andlise de HPLC de uma
forma de realizacdo da RU recombinante de CP8 da presente
invencdo produzida wutilizando o aglomerado de CP8 qguimérico

desprovido da polimerase cap8I.

A FIG. 1llA mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP5 guimérico da presente invencéo

em E. coli eluindo a 37 minutos observado na FIG. 10A.

A FIG. 11B mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS

do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
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realizacdo do aglomerado de CP5 guimérico da presente invencéo

em E. coli eluindo a 40 minutos observado na FIG. 10A.

A FIG. 1l1C mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP8 guimérico da presente invencéo

em E. coli eluindo a 32 minutos observado na FIG. 10B.

A FIG. 11D mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP8 guimérico da presente invencéo

em E. coli eluindo a 38 minutos observado na FIG. 10B.

A FIG. l1llE mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP8 guimérico da presente invencéo

em E. coli eluindo a 45 minutos observado na FIG. 10B.

A FIG. l1l1lF mostra os resultados da andlise de HPLC de uma

forma de realizacdo da otimizacdo da estrutura de glicano.

A FIG.1l1lG apresenta os resultados da andlise de HPLC do
repertdério de glicano de CP5 completo presente em UndPP em

células E. coli numa forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 11H apresenta o0s resultados da andlise de HPLC de
glicanos de CP5L desacetilados e homogeneidade de RU numa forma

de realizacd&o da invencéo.

A FIG. 1l1I proporciona os resultados da andlise de HPLC do
repertdrio de glicano de CP8 presente em UndPP em células

E. coli numa forma de realizacdo da presente invencéao.
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A FIG. 113 mostra resultados de HPLC, numa forma de
realizacdo da presente invencdo, da desacetilacdo de glicanos de

CP8 e homogeneidade de RU.

A FIG. 11K apresenta resultados de HPLC mostrando reducdo
na polimerizacdo de RU e aumento em LLO induzido por
co-expressdo de wzz07 com o aglomerado gquimérico de CP8 numa

forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 12 mostra os resultados da andlise de SDS-PAGE do
bioconjugado EPA-CP5 purificado de cromatografia de afinidade de
NiZ* de c¢élulas, em formas de realizacdo da presente invencéo,
sem e com O gene capbK de flipase de S. aureus (SEQ ID N°: 2 e

3).

A FIG. 13A apresenta a anédlise de bioconjugado de CP5-EPA,
de acordo com uma forma de realizacdo da presente invencéo,
purificado por cromatografia de afinidade de Ni?* e cromatografia

de troca anidnica.

A FIG. 13B representa as massas M/Z verificadas para o
sitio de glicosilagdo no péptido DNNNSTPTVISHR tripsinizado
ligado N-glicosidicamente a massa de RU O-acetilada (m/z=2088
([M+H]*)), de acordo com uma forma de realizacdo da presente
invencdo. A insercdo ilustra a estrutura de RU conjugada ao

péptido.
A FIG. 13C representa as massas M/Z verificadas para o

sitio de glicosilacdo no péptido DQNR tripsinizado ligado

N-glicosidicamente & massa de RU O-acetilada (m/z=1165 ([M+H]")),
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de acordo com uma forma de realizagdo da presente invencdo. A

insercdo ilustra a estrutura de RU conjugada ao péptido.

A FIG. 13D representa uma anadlise de bioconjugado de
CP8-EPA purificado por cromatografia de afinidade de NiZt e
cromatografia de troca anidnica, de acordo com uma forma de

realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 13E representa bioconjugado de CP5-EPA purificado de
células contendo 3 (esquerda) ou 2 plasmideos (pista direita)
para a producdo de glicoconjugado, de acordo com uma forma de

realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 13F representa a anadlise de bioconjugado de CP8-EPA
purificado por cromatografia de afinidade de Ni?*, de acordo com

uma forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 1l4A apresenta a andlise de MALDI de Elevada Massa de
um bioconjugado de CP5-EPA purificado de uma forma de realizacéo
da invencdo produzido utilizando © sistema de 3 plasmideos da

FIG. 13A.

A FIG. 14B mostra a caracterizacdo por cromatografia de
exclusdo por tamanho de bioconjugado de CP5-EPA de uma forma de
realizacdo da invencdo produzido wutilizando o sistema de

3 plasmideos da FIG. 13A.

A FIG. 14C mostra a andlise de SDS PAGE e imunodetecdo de

bioconjugado de CP5-Hla purificado, de acordo com uma forma de

realizacdo da presente invencéo.
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A FIG. 14D apresenta os resultados de bioconjugado de
CP5-AcrA purificado, de acordo com uma forma de realizacdo da

presente invencédo.

A FIG. 1l4E apresenta os resultados de bioconjugado de
CP5-ClfA purificado, de acordo com uma forma de realizacdo da

presente invencédo.

A FIG. 15A representa os anticorpos anti-CP5 especificos
deduzidos em murganhos por bioconjugado de CP5-EPA, de acordo

com uma forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 15B representa os anticorpos anti-CP5 especificos
deduzidos em coelhos por bioconjugado de CP5-EPA, de acordo com

uma forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 16A ilustra a atividade opsonofagocitica in vitro
(em S. aureus Reynolds) de anticorpos especificos de CPS
deduzidos por imunizacdo de coelhos com CP5-EPA, de acordo com

uma forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 16B ilustra a atividade opsonofagocitica in vitro
(em S. aureus USA 100) de anticorpos especificos de CPS
deduzidos por imunizacdo de coelhos com CP5-EPA, de acordo com

uma forma de realizacdo da presente invencéo.

A FIG. 17A representa os resultados de imunizacdo passiva
utilizando anticorpos anti-CP5-EPA, de acordo com uma forma de
realizacdo da presente invencdo, em murganhos estimulados i.p.

com ~3,6.107 CFU da estirpe Reynolds de S. aureus.
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A FIG. 17B representa os resultados de imunizacdo passiva
utilizando anticorpos anti-CP5-EPA, de acordo com uma forma de
realizacdo da invencdo, em murganhos injetados com 2 mg de IgG

de CPS5-EPA.

A FIG. 17C representa os resultados de imunizacdo passiva
utilizando anticorpos anti-CP5-EPA, de acordo com uma forma de
realizacdo da invencdo, em murganhos injetados com 300 ng de IgG

de CP5-EPA

A FIG. 18 representa os resultados de um ensaio de
imunizacdo ativa utilizando diferentes doses de CP5-EPA como
vacina, de acordo com uma forma de realizacdo da presente

invencdo e do modelo de bacteriemia de murganho para estimulo.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

De acordo com uma forma de realizacdo da presente
divulgacdo, foi agora mostrado que um polissacdrido de LPS de um
organismo Gram-positivo é produzido num organismo Gram-negativo.
A reguerente considera gque se trata de um novo resultado gue
representa um afastamento importante e significativo da técnica

anterior.

Os adcidos nucleicos no ambito da divulgacédo s&o
exemplificados pelos &cidos nucleicos da divulgacdo contidos na
Listagem de Sequéncias. Qualguer acido nucleico gque codifica um
componente imunogénico, ou sua parte, o qual seja capaz de
expressdo numa célula hospedeira, pode ser utilizado na presente
divulgacédo. As seguintes descricdes de sequéncias s&o

proporcionadas para facilitar a compreensdo de determinados
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termos utilizados  por todo o pedido e ndo podem ser
interpretadas como limitando as formas de realizacdo da

invencédo.

A SEQ ID N°: 1 representa PLAFR1 (Acesso Gene Bank
AY532632.1) contendo a sequéncia de antigénio 0O de 011 de
P. aeruginosa PAO103 no sitio EcoRI, cadeila complementar

(parcialmente do Acesso Gene Bank AF236052).

A SEQ ID N°: 2 representa pLAFR1 contendo o© aglomerado
gquimérico de CP5, correspondendo ao pLAFR1I-011 com o0s genes
capbHIJ substituindo wbjA-wzy por recombinacdo hombdloga. A
sequéncia inserida também contém uma cassete de cat para selecédo

de clones recombinados homdélogos.

A SEQ ID N°: 3 representa pLAFR1 contendo o aglomerado
gquimérico de CP5 com o gene de flipase capbK, correspondendo ao
PLAFR-011 com ©0s genes capbHIJ substituindo wbjA-wzy por
recombinacdo homdéloga e o capbK clonado entre capbJ e a cassete

de cat.

A SEQ ID N°: 4 representa pLAFR1 contendo o© aglomerado
gquimérico de CP8 incluindo um gene de flipase, correspondendo ao
PLAFR1-011 com os genes cap8KHIJ substituindo wbjA-wzy. A
sequéncia inserida também contém uma cassete de cat para selecédo

de clones recombinados homdélogos.

A SEQ ID N°: 5 representa um plasmideo de expressdo para a

producdo de Hla H35L. A ORF que codifica Hla H351 estd clonada
em NdeIlSacl em pEC415.

33



A SEQ ID N°. 6 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 202 de Hla-H35L. A ORF codifica um péptido
sinal de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da
posicdo 202 de amincacido e uma cauda de HIS C-terminal. Esta

construcdo estd clonada em NheI/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 7 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 238 de Hla-H35L. A ORF codifica um péptido
sinal de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da
posicdo 238 de aminodcido e uma cauda de HIS C-terminal. A

construcdo acima mencionada estd clonada em NheI/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 8 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 272 de Hla-H35L. A ORF codifica um péptido
sinal de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da
posicdo 272 de aminocdcido e uma cauda de HIS C-terminal. A

construcdo acima mencionada estd clonada em NheI/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 9 representa um plasmideo de expressdo para a
producdo de ClfA. O gene foi sintetizado guimicamente e clonado

no Ndell Sacl no vetor de expressdo pkEC415.

A SEQ ID N°: 10 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 290 de ClfA. A ORF codifica um péptido sinal
de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da posicéo
290 de aminocdcido e uma cauda de HIS C-terminal. A construcéo

acima mencionada estd clonada em Nhel/Sall em pEC415.
A SEQ ID N°: 11 representa o plasmideo de expressdo para a

producdo do sitio 327 de ClfA. A ORF codifica um péptido sinal

de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da posicéo
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327 de aminodcido e uma cauda de HIS C-terminal. A construcéo

acima mencionada estd clonada em Nhel/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 12 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 532 de ClfA. A ORF codifica um péptido sinal
de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da posicédo
532 de aminodcido e uma cauda de HIS C-terminal. A construcéo

acima mencionada estd clonada em Nhel/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 13 representa a sequéncia de aminocacidos de
EPA recombinante geneticamente destoxificado, com uma sequéncia

sinal e dois sitios de glicosilacdo nas posicgdes 260 e 402.

A SEQ ID N°: 14 representa a sequéncia de aminocacidos de
EPA recombinante, geneticamente destoxificado, sem a segquéncia

sinal e dois sitios de glicosilacdo nas posicdes 241 e 383.

A SEQ ID N°: 15 representa a ORF que codifica AcrA clonado
por meio de NheI/Sall em pEC415.

A A SEQ ID N°: 6 representa o plasmideo de expressdo para a
producdo do sitio 130 de Hla-H35L. A ORF codifica um péptido
sinal de DsbA N-terminal de E. coli, um glicositio préximo da
posicdo 130 de aminodcido e uma cauda de HIS C-terminal. A

construcdo acima mencionada estd clonada em NheI/Sall em pEC415.

A SEQ ID N°: 17 representa CP5 que produz o aglomerado
génico com cap5K de flipase, seguido de uma cassete de expressio
de pglB consistindo da sequéncia de ADN intergénica entre galF e
wbgA do serotipo 0121 de E. coli e a ORF de pglB. Este inserto

estd clonado no sitio EcoRI de pLAFRI.
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A SEQ ID N°: 18 representa CP8 que produz o aglomerado
génico com cap8K de flipase, seguido de uma cassete de expressio
de pglB consistindo da sequéncia de ADN intergénica entre galF e
wbgA do serotipo 0121 de E. coli e a ORF de pglB. Este inserto

estd clonado no sitio EcoRI de pLAFRI.

A SEQ ID N°: 19 representa CP8 que produz o aglomerado
génico com cap8K de flipase, seguido de uma cassete de expresséo
de pglB consistindo da sequéncia de ADN intergénica entre galF e
wbgA do serotipo 0121 de E. coli e a ORF de pglB, além disso,
esta sequéncia tem o gene para wzz do serovar 07 de E. coli
clonado em SfaAIl/BspTI, i. e., entre wzx de Pseudomonas
aeruginosa 011 e cap8H. O inserto estd clonado no sitio EcoRI de

pLAFR1.

A SEQ ID N°: 20 representa um plasmideo de expressido para
EPA e wzz. A estrutura é pACT3, na gqual a cassete de resisténcia

foi substituida (canamicina por cloranfenicol)

A SEQ ID N°: 21 representa wzz de serotipo 07 de E. coli

clonado em pext2l Eco/Sal.

A SEQ ID N°: 22 representa uma sequéncia peptidica

apresentada nos Exemplos.

A SEQ ID N°: 23 representa uma sequéncia peptidica

apresentada nos Exemplos.
A SEQ ID N°: 24 representa uma sequéncia consenso proteica,

D/E-X-N-Z-S/T, em que X e 7Z podem ser dqualquer aminodcido

natural, exceto prolina.
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A SEQ ID N°: 25 representa um sitio de glicosilacdo.

A SEQ ID N°: 26 representa um sitio de glicosilacédo.

A  SEQ ID N°: 27 representa um ©plasmideo de expresséo

contendo a ORF de pglB clonada nos sitios EcoRI/BamHI.

As descricg®es de termos e abreviaturas surgem abaixo como
utilizadas na descricdo e consistentes com as utilizacdes
conhecidas de alguém com conhecimentos gerais na técnica. As
descricdes sdo proporcionadas para facilitar a compreenséo
desses termos e abreviaturas e ndo podem ser interpretadas como
formas de realizacdo limitativas da invencéo.

AcrA refere-se a uma glicoproteina de C. jejuni.

Imunizacéo ativa refere-se a inducédo de imunidade

(anticorpos) apds exposicdo a um antigénio.

APC refere-se a células de apresentacdo de antigénios.

Amp refere-se a ampicilina.

Bacteriemia refere-se a presenca de bactérias viadveis no

sangue em circulacéo.

C’ refere-se ao complemento.

CapA é uma enzima gque se propde ser um determinante de

comprimento de cadeia em CP5 de 5. aureus
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CapB ¢é uma enzima gue se propde ser um regulador do

comprimento da cadeia de polissacarido em CP5 de S. aureus

CapC é uma enzima gue se propde codificar uma proteina

velculo em CP5 de S. aureus

CapD uma enzima tendo uma atividade de 4,6 desidratase,
convertendo o) precursor UDPG1lcNAC em UDP-2-acetamido-2, 6

didesoxi-D-xilo-4-hexulose em CP5 de S. aureus.

CapE é uma 4,6-desidratase 3,5-epimerase catalisando a
epimerizacéo de UDP-D-G1cNAC em UDP-2-acetamido-2,

6-didesoxi-D-xilo-4-hexulose em CP5 de S. aureus.

CapF é uma redutase, catalisa a reducéo de
UDP-2-acetamido-2, 6-didesoxi-D-xilco-4-hexulose em UDP-L-6dTalNAc

em CP5 de S. aureus.

CapG ¢é uma 2-Epimerase, catalisa a epimerizacdo de

UDP-L-6dTalNAc em UDP-LFucNAc em CP5 de 5. aureus.

CapH em CP5 de S. aureus é uma O-acetiltransferase.

CapH em CP8 é uma transferase semelhante a capl de CP5b de

S. aureus.

CapI em CP5 de S. aureus ¢é uma glicosiltransferase
que catalisa a transferéncia de UDP-ManNACA em lipido
transportador-D-FucNAc-L-FucNAc produzindo o) lipido

transportador-D-FucNAc-L-FucNAc-ManNACA.
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Capl em CP8 é uma polimerase a qual é semelhante a CapJ em

CP5 de S. aureus.

CapJ em CP5 de S. aureus é uma polimerase.

CapJd em CP8 é uma O-acetiltransferase semelhante a CapH em

CP5 de S. aureus.

CapK em CP5 de S. aureus é uma flipase em.

CapK em CP8 de S. aureus é uma flipase semelhante a CapK em

CP5.

CapL é uma transferase gue catalisa a transferéncia de
UDP L-FucNAc para D-FucNAc-lipido transportador produzindo o

lipido transportador-D-FucNAc-L-FucNAc em CP5 de S. aureus.

CapM ¢é uma transferase gue catalisa a transferéncia de
UDP D-FucNAc para lipido transportador produzindo o lipido

transportador-D-FucNAc em CP5 de S. aureus.

CapN é uma 4-redutase que catalisa a reducdo de
UDP 2 acetamido-2, 6-didesoxi-D-xilo-4-hexulose em UDP-D-FucNAc

em CP5 de S. aureus.

Cap0O ¢é uma desidrogenase gue catalisa a conversdo de

UDP D ManNAc em UDP-ManNAcA em CP5 de 5. aureus.

CapP é uma 2-epimerase gque catalisa a epimerizacdo de

UDP D-GlcNAc em UDP-D-ManNAc em CP5 de S. aureus.

CFU refere-se a unidade de formac&o de Coldnia.
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ClfA refere-se ao fator de aglutinacdo A de S. aureus, uma

proteina ancorada a parede celular.

Vacina conjugada refere-se a uma vacina <criada ©pela
conjugacdo covalente de um antigénio polissacdrido a uma
proteina transportadora. A vacina conjugada deduz respostas
imunitdrias antibacterianas e memdéria imunoldgica. Em bebés e
pessoas idosas, pode ser induzida uma resposta imunitéria
protetora contra antigénios polissacaridos se estes antigénios
estiverem conjugados com proteinas gue induzem uma resposta

dependente de célula T.

Sequéncia consenso refere-se a uma sequéncia de
aminoacidos, -D/E - X - N - Z - S/T-, em que X e 7 podem ser
qualgquer aminodcido natural, exceto Prolina, dentro da qual se
encontra o sitio de conjugacdo de hidrato de carbono a

glicoproteinas ligadas a N.

Polissacarido capsular refere-se a uma camada espessa, de
tipo mucoso, de polissacarido. Polissacaridos capsulares sé&o
soltveis em Aagua; geralmente acidicos que consistem de unidades

regularmente repetidas de um a varios monossacaridos/mondmeros.

CP5 refere-se a polissacéarido capsular tipo 5 ou

polissacadrido capsular de serotipo 5 de Staphylococcus aureus.

CP38 refere-se a polissacéarido capsular tipo 8 ou

polissacarido capsular de serotipo 8 de Staphylococcus aureus.

D-FucNAc refere-se a N-acetil D-fucosamina.
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ECA refere-se a antigénio enterobacteriano comum.

ELISA refere-se a ensaio de imunocabsorcdo enzimatica, uma
técnica bioquimica utilizada, principalmente, em imunologia para

detetar a presenca de um anticorpo ou um antigénio numa amostra.

EPA ou EP Ar refere-se a exoproteina A de P. aeruginosa

recombinante ndo tdéxica

Vacina de glicoconjugado refere-se a uma vacina consistindo

de um veiculo proteico ligado a um oligossacarido antigénico.

Glicosiltransferase refere-se a enzimas gue atuam como um
catalisador para a transferéncia de uma unidade de monossacarido
de um acucar de nucledtido ativado para uma molécula aceitadora

de glicosilo.

Estirpe Gram-positiva refere-se a uma estirpe bacteriana
que cora de roxo com coloracdo Gram (uma valiosa ferramenta de
diagndéstico). As bactérias Gram-positivas tém uma espessa parede
celular semelhante a malha constituida por peptidoglicano

(50-90% da parede celular).

Estirpe Gram-negativa refere-se a uma estirpe bacteriana
gque tem uma camada mais fina (10% da parede celular) que cora de
rosa. As Dbactérias Gram-negativas também tém uma membrana
exterior adicional gue contém lipidos e estd separada da parede

celular pelo espaco periplasméatico.

Hla (toxina alfa) refere-se a hemolisina alfa, que é uma
toxina segregada formadora de poros e um antigénio fator de

viruléncia essencial de S. aureus.
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Hla H35L refere-se a uma forma mutante de toxina alfa né&o

téxica mutante de Hla de S. aureus.

Cauda de histidina ou cauda de poli-histidina, é um motivo
de aminocacido em proteinas gue consiste de, pelo menos, cinco
residuos de histidina (His), freguentemente no terminal N ou C,
da proteina utilizada para purificar de um modo muito simples e
radpido, através de ligacdo especifica a uma coluna de afinidade

de niquel.

IV refere-se a intravenosamente.

kDa refere-se a quiloDaltons, ¢é uma unidade de massa

atémica.

L-FucNAc refere-se a N-acetil L-fucosamina.

LPS refere-se a lipopolissacarido. Os lipopolissacaridos
(LPS), também conhecidos por lipoglicanos, sdo moléculas de
grandes dimensdes consistindo de um lipido e um polissacéarido
unidos por uma ligacdo covalente; sdo encontrados na membrana
exterior de bactérias Gram-negativas, atuam como endotoxinas e

deduzem fortes respostas imunitdrias em animais.

ManNAcA refere-se a adcido N-acetilmanosaminurdnico.

Estirpes de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)
refere-se a estirpe de S. aureus resistente a meticilina
associada com permanéncia hospitalar mais longa e mais infecdes
em unidades de cuidados intensivos, o que conduz a administracéo

de mais antibidticos.
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N-glicanos ou oligossacadridos 1ligados a N refere-se a
monossacaridos, oligossacaridos ou polissacaridos de composicdes
varidveis que estdo ligados a um azoto de eg-amida de um residuo
de asparagina numa proteina por meio de uma ligacéo

N glicosidica.

Glicosilacdo proteica ligada a N refere-se a um processo ou
via para ligar covalentemente “glicanos” (monossacaridos,
oligossacaridos ou polissacadridos) a um azoto de cadeia lateral

de asparagina (N) numa proteina alvo.

Antigénios O refere-se a um polimero de glicano repetitivo
contido num LPS, também denominado polissacarido 0. O antigénio
O estd conjugado ao oligossacarido nuclear e compreende o

dominio malis exterior da molécula de LPS.

Oligossacdridos ou Polissacaridos refere-se a homopolimero
ou heteropolimero formado por hidratos de carbono ligados
covalentemente (monossacaridos), consistindo de unidades de
repeticdo (monossacaridos, dissacaridos, trissacaridos, etc.)

ligadas umas as outras por ligacdes glicosidicas.

Atividade opsonofagocitica refere-se a fagocitose de um
patogeno na presenca de complemento e anticorpos especificos.
Considera-se que as atividades opsonofagociticas (OPA) in vitro
de anticorpos séricos representam as atividades funcionais dos
anticorpos in vivo e, assim, correlacionam-se com imunidade

protetora

OTase ou OST refere-se a oligossacariltransferase qgue

catalisa uma transferéncia mecanisticamente Unica e seletiva de
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um oligossacarido ou polissacarido (glicosilacdo) para o residuo
de asparagina (N) na sequéncia consenso de proteinas nascentes

ou enroladas.

Imunizacdo passiva é a transferéncia de imunidade humoral
ativa na forma de anticorpos Jj& preparados, de um individuo para

outro.

Espaco periplasmdtico refere-se ao espac¢o entre a membrana
citoplasmadtica interna e a membrana exterior externa de

bactérias Gram-negativas.

PMN refere-se a neutrdéfilos polimorfonucleares, o0s qguais
sdo o0s gldébulos brancos mais abundantes no sangue periférico de

humanos e muitos (embora ndo todos) mamiferos.

Veiculo proteico refere-se a uma proteina gue compreende a
sequéncia consenso dentro da qual o oligo-“poli”-sacarido esté

conjugado.

RU refere-se a unidade de repeticdo, a gual & constituida
por heteropolissacaridos especificos sintetizados através do
agrupamento de monossacaridos individuais num oligossacéarido num
transportador de undecaprenilfosfato (Und-P), seguido de

polimerizacdo num oligossacéarido.

Sequéncia sinal refere-se a um curto (e. g.,
aproximadamente, 3-60 aminodcidos de comprimento) péptido na
extremidade N-terminal da proteina que dirige a proteina para

diferentes localizacbes.

UDP-D-ManNAc é& UDP-N-acetil-D-manosamina
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UDP-D-ManNAcA é Acido UDP-N-acetil-D-manosaminurdénico

UDP-D-QuiNAc é UDP-N-acetil-D-guinovosamina

UDP-L-FucNAc é& UDP-N-acetil-L-fucosamina

UDP-L-6dTalNAc é UDPN-acetil-L-pneumosamina.

Und refere-se a 1lipido undecaprenil ou undecaprenol,

composto por onze unidades de prenol.

UndP refere-se a undecaprenilfosfato, o) qual é um
transportador lipidico universal (derivado de Und) de
intermedidrios Dbiossintéticos de glicano para polimeros de
hidrato de carbono que sdo exportados para o envelope da célula

bacteriana.

UndPP refere-se a undecaprenilpirofosfato, o gqual ¢é uma

versdo fosforilada de UndP.

wbjA & uma glucosiltransferase em P. aeruginosa 011

wbiB é uma putativa epimerase semelhante as enzimas
requeridas para a biossintese da capsula de CPS e CP8 em
S. aureus.

wbhj C é uma putativa epimerase em P. aeruginosa Ol1.

wbiD é uma putativa epimerase em P. aeruginosa 011.

wbJjE é uma putativa epimerase em P. aeruginosa 011.
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wbijF é uma Glicosiltransferase em P. aeruginosa 0Ol1.

wbpL glicosiltransferase, participa na biossintese de LPS

em P. aeruginosa 011.

wbpM glicosiltransferse, participa na biossintese de LPS em

P. aeruginosa 0l1

Formas de realizacédo da invencéo sao, pelo menos
parcialmente, baseadas na verificacdo de que C. jejuni contém um
sistema geral de glicosilacdo de proteina ligada a N, uma
caracteristica pouco habitual para organismos procaridticos. Foi
mostrado que diversas proteinas de C. jejuni sdo modificadas por
um heptassacéarido. Este heptassacarido ¢é agrupado em UndPP, o
lipido  transportador, no lado citoplasmadtico da membrana
interna, pela adicdo, passo a passo, de monossacaridos ativados
por nucledtido catalisados por glicosiltransferases especificas.
O oligossacarido ligado a lipido é, depois, deslocado (i. e.,
difunde-se transversalmente) para o espaco periplasmatico por

uma flipase, e. g., PglK. No passo final da glicosilacdo de

proteina ligada a N, a OTase (e. g., PglRB) catalisa a
transferéncia do oligossacéarido do lipido transportador
para residuos de Asn na sequéncia consenso

Asp/Glu-Xaa-Asn-Zaa-Ser/Thr (i. e., D/E - X - N - Z - S/T), onde
0os Xaa e Zaa podem ser gqualguer aminodcido, exceto Pro. A
requerente transferiu com éxito o aglomerado de glicosilacéo
para o heptassacarido dentro de E. coli e foi capaz de produzir

glicoproteinas ligadas a N de Campylobacter.

Foi desenvolvido um método novo e inventivo para modificar

uma bactéria de hospedeiro Gram-negativa, tal como E. coli, para
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produzir proteinas glicosiladas para utilizacdoc como produtos
vacinais contra uma bactéria Gram-positiva, tal como S. aureus.
O desenvolvimento deste método requereu a superacdo de problemas
significativos e, em muitos aspetos, inesperados, e afastou-se
substancialmente do conhecimento convencional e da técnica

anterior.

Neste método novo e inventivo, foli identificada outra
bactéria Gram-negativa que produz um polissacdrido que tem
semelhanca estrutural com o© ©polissacarido de interesse do
organismo alvo, por exemplo, S. aureus. Para objetivo desta
invencdo, a semelhanca estrutural manifesta-se ela prépria como
unidades de repeticédo no polissacéarido do alvo (e. g.,
S. aureus) gque sdo parcialmente idénticas a unidades de
repeticdo no polissacadrido da bactéria identificada, outra
Gram-negativa. Devido a esta ultima bactéria ser Gram-negativa,
como ¢é o hospedeiro, por exemplo, © organismo E. coli, a
requerente admitiu inicialmente a hipdtese (e, mais tarde,
verificada por experiéncia, como discutido abaixo) de qgue a
utilizacdo destas wvias de Dbiossintese num organismo E. colil
modificado permitiria a Dbiossintese do antigénio de RU
construido e o seu deslocamento do citoplasma para o periplasma
do organismo E. coli modificado. Além disso, a regquerente
admitiu a hipdtese (e, mais tarde, wverificada por experiéncia,
como discutido abaixo) de que o tamanho do polissacéarido
produzido através desta via de biossintese seria muito menor do
que o polissacarido produzido pela via de biossintese do

S. aureus Gram-positivo.

Como um resultado, e como discutido abaixo, o método novo e
inovador desenvolvido pela reguerente resolveu os dificeis

problemas mencionados acima.
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Além disso, fol surpreendentemente verificado gque aspetos
da wvia de LPS num organismo Gram-negativo poderiam ser
utilizados para produzir polissacaridos que contém algumas das
mesmas unidades de repeticdo que polissacadridos capsulares
nativos a bactérias Gram-positivas, tal como, por exemplo,

S. aureus, como detalhado abaixo.

Deste modo, na preparacdo da seccdo de polissacdrido da
vacina de proteina glicosilada para S. aureus, a construcdo da
seccdo de polissacarido baseada, pelo menos parcialmente, num
polissacdrido nativo a uma bactéria Gram-negativa, como E. coli,
& uma solucdo surpreendente. A reqguerente verificou ainda que,
agindo assim, ¢é aparentemente importante encontrar uma bactéria
gque produza um polissacarido gue seja tdo semelhante gquanto
possivel ao polissacédrido de interesse produzido por S. aureus.

P. aeruginosa €& essa bactéria.

A FIG. 1 proporciona uma representacdo passo a passo de uma
forma de realizacdo da preparacdo de monossacaridos ativados por
nucledtido no citoplasma, por enzimas proporcionadas no
aglomerado de antigénio 0O, ou por enzimas de gestdo da célula
hospedeira Gram-negativa, como seria evidente a um especialista
na técnica a luz desta descricdo. 0Os passos do processo
prosseguem da esquerda para a direita na representacdo da
FIG. 1. Na forma de realizacdo representada na FIG. 1, uma
glicosilfosfatotransferase (WbplL) acrescenta D-FucNAc fosfato a
UndP, formando UndPP-FucNAc. Glicosiltransferases especificas
alongam, depois, ainda mais a molécula de UndPP-D-FucNAc, pela
adicdo de monossacaridos, formando o oligossacarido de unidade
de repeticdo (RU) (WbJjE, WbjA). A RU &, depois, deslocada para o

espaco periplasmatico pela proteina Wzx. A enzima Wzy polimeriza
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RU periplasméaticas para formar o polissacdrido de antigénio O. O
comprimento do polimero é controlado pela proteina Wzz. Muitos
oligossacaridos e polissacaridos bacterianos s&o agrupados em
UndPP e, depois, transferidos para outras moléculas. Por outras
palavras, a UndPP é uma plataforma de construcdo geral para
aculcares nas bactérias. Em E. coli e, considera-se, muitas
outras bactérias Gram-negativas, o antigénio O & transferido de
UndPP para o nucleo de Lipido A pela enzima Waal de E. coli,

para formar o lipopolissacéarido (LPS).

A FIG. 2 representa uma forma de realizacdo da preparacéo
de monossacaridos ativados por nucledétido no citoplasma por
enzimas  proporcionadas no aglomerado de antigénio O de
P. aeruginosa 011, por enzimas de gestdo da célula hospedeira
Gram-negativa e por enzimas de S. aureus e/ou E. coli dJue se
sabe serem requeridas para a biossintese de UDP-ManNAcA (Cap50P
e/ou WecBC), como seria evidente a um especialista na técnica a
luz desta descricdo. Na representacdo da FIG. 2, o0s passos do
processo prosseguem da esquerda para a direita. Como na
biossintese de 011, WbplL e WbJjE sintetizam o dissacarido
nuclear. Depois, a glicosiltransferase Capb5l de S. aureus
adiciona D-ManNAcA. CapbH adiciona um grupo acetilo ao segundo
residuo de FucNAc. A acetilacdo pode ser o passo final da
sintese de RU, como mostrado na FIG. 2. O deslocamento &
possivel de uma ou da totalidade das proteinas Wzx no sistema,
as quais sdo Wzx de P. aeruginosa ou CapbK expressas
recombinantemente, ou enzimas semelhantes a Wzx expressas
endogenamente, e. g., do aglomerado de ECA codificado no
cromossoma de E. coli. A polimerizacdo é uma atividade exclusiva
da polimerase CapbJ que forma o polissacdrido CP5 em UndPP. Como

outros polissacéridos 1ligados a UndPP, o acguUcar de CPh &

49



transferido para o nlUcleo de Lipido A pela enzima WaalL de

E. coli, para formar LPS recombinante (capsula de LPS).

A FIG. 3 representa a preparacdo de monossacaridos ativados
por nucledétido no citoplasma, por enzimas proporcionadas no
aglomerado de antigénio O de P. aeruginosa 011, por enzimas de
gestdo da célula hospedeira Gram-negativa e por enzimas de
S. aureus e/ou E. coli que se sabe serem requeridas para a
biossintese de UDP-ManNAcA (Cap80OP e/ou WecBC), como seria
evidente a um especialista na técnica a luz desta descricdo. Na
representacdo da FIG. 3, o0s passos do processo prosseguem da
esquerda para a direita. Como na biossintese de 011, WbpL e WbjE
sintetizam o dissacdrido nuclear. Depois, a glicosiltransferase
Cap8H de S. aureus adiciona D-ManNAcA. Cap8J adiciona um grupo
acetilo ao segundo residuo de FucNAc. Ndo se sabe se ocorre
acetilacdo no acucar ativado ou na RU ligada ao lipido. O
deslocamento é possivel por uma ou a totalidade das proteinas
Wzx no sistema, as quais sdo Wzx de P. aeruginosa ou Cap8K
expressas recombinantemente, ou enzimas semelhantes a Wzx
expressas endogenamente, e. ¢g., do aglomerado de ECA codificado
no cromossoma de FE. coli. A polimerizacdo ¢é uma atividade
exclusiva da polimerase Cap8I gque forma o polissacarido CP8 em
UndPP. O acucar de CP8 é&, depois, transferido para o nucleo de

Lipido A em E. coli pela enzima Waal.

A FIG. 4 ilustra as diferentes estruturas dos
polissacaridos 011, CP5 e CP8. Mostra-se na FIG. 4 gue as RU
partilham a estrutura tronco idéntica, consistindo do UndPP e do
dissacarido o-D-FucNAc-(1l,3)-L-FucNAc. As RU de S. aureus sdo
parcialmente decoradas com um Unico grupo O-acetilo, no L-FucNAc
do meio ou no residuo de ManNAcA, o gue é caracteristico das RU

de S. aureus. A ligacdo do segundo e terceiro acguUcar nas RU de
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S. aureus difere entre si, assim como a ligacdo entre as RU
polimerizadas. A direita, as estruturas de aclcar sdo mostradas
numa representacdo diferente. O numero prdéximo das setas para
trds (CP5 e CP8) indica a posicdo do carbono modificado com um
grupo O-acetilo. Uma representacdo alternativa das estruturas de
RU estd mostrada no canto inferior esquerdo. Como mostrado na
FIG. 4, existe grande sobreposicdo entre a RU no antigénio 011
que é parte de um polissacadrido nativo a P. aeruginosa e aquelas
das cépsulas de CP5 e CP8 das respetivas estirpes de
Staphylococcus. Em particular, como mostrado na FIG. 4, a porcgédo

L-FucNAc-->D-FucNAc na RU é i1déntica em ambas.

Noutro aspeto, a divulgacdo caracteriza um método de
identificacdo de um ©polissacarido alvo para utilizacdo na
glicosilacdo de uma proteina com o referido polissacarido alvo,
no todo ou em parte. A referida proteina glicosilada
compreendendo o polissacdrido alvo pode ser wutilizada, por
exemplo, em composicdes vacinais. O método de identificacdo de
um polissacarido alvo inclui: identificacdo de uma bactéria
Gram-positiva, tal como S. aureus, como um alvo; identificacéo
de uma primeira unidade de repeticdo de um polissacéarido
produzido pela referida bactéria Gram-positiva compreendendo,
pelo menos, trés mondmeros; identificacdo de um polissacarido
produzido por uma bactéria de uma espécie Gram-negativa,
compreendendo uma segunda unidade de repeticdo compreendendo,
pelo menos, dois dos mesmos mondmeros gque a referida primeira

unidade monomérica de repeticdo.

Consequentemente, numa forma de realizacdo da divulgacéo,
um método de modificacdo de uma bactéria de uma primeira espécie
Gram-negativa inclui: identificacéo de uma bactéria

Gram-positiva, tal como S. aureus, como um alvo; identificacéo
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de uma primeira unidade de repeticdo de um polissacéarido
produzido pela referida bactéria Gram-positiva compreendendo,
pelo menos, trés mondmeros; identificacdo de um polissacarido
produzido por uma bactéria de uma segunda espécie Gram-negativa,
compreendendo uma segunda unidade de repeticdo compreendendo,
pelo menos, dois dos mesmos mondmeros gue a referida primeira
unidade de repeticdo; insercdo na referida bactéria de uma
primeira espécie Gram-negativa de uma ou mails sequéncias
nucleotidicas que codifica glicosiltransferases gque agrupam um
trissacéarido, contendo: a) referida segunda unidade de
repeticdo; e b) um mondmero da referida primeira unidade de
repeticdo ndo presente na referida segundo unidade de repeticédo;
insercdo de uma sequéncia nucleotidica gue codifica uma
proteina, tal como uma proteina compreendendo, pelo menos, uma
sequéncia consenso D/E-X-N-Z-S/T inserida, em gque X e Z podem
ser qualgquer aminodcido natural, exceto prolina; e insercdo de

uma sequéncia nucleotidica que codifica uma OTase.

Numa forma de realizacdo da divulgacdo, o método compreende
ainda a insercdo numa bactéria Gram-negativa hospedeira de uma
ou mais sequéncias nucleotidicas que codifica
glicosiltransferases que agrupam um trissacdrido contendo um
monémero de uma primeira unidade de repeticdo ndo presente numa
segunda unidade de repeticdo e que agrupam a segunda unidade de
repeticdo. Uma forma de realizacdo adicional da divulgacéo,
envolve a insercdo de uma ou mais glicosiltransferases de uma
bactéria Gram-negativa gue agrupam, pelo menos, uma unidade
monomérica de uma primeira unidade de repeticdo e uma ou mais
glicosiltransferases de uma bactéria Gram-positiva, tal como
S. aureus, que agrupam, pelo menos, dois mondmeros de uma
segunda unidade de repeticéo. 0 método compreende,

adicionalmente, a insercéo numa bactéria hospedeira
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Gram-negativa de uma sequéncia nucleotidica gque codifica uma

proteina e uma sequéncia nucleotidica que codifica uma OTase.

Em, pelo menos, uma forma de realizacdo da divulgacdo, é
produzida uma estirpe de E. coli hospedeira que transporta os
correspondentes Acidos nucleicos gque codificam as requeridas
enzimas das estirpes CP5 e CP8 de S. aureus, as dquails se
acumulam, deslocam e polimerizam as unidades de repeticéo
construidas. Numa forma de realizacdo, as glicosiltransferases
especificas necessarias correspondem aquelas que formam a RU
L-FucNAc->D-FucNAc gque sdo nativas a P. aeruginosa, e as
glicosiltransferases correspondentes as que adicionam o)
monossacarido D-ManNAcA & RU completa gue sdo nativas a cada das
estirpes CP5 e CP8 de S. aureus. Uma tal forma de realizacédo
pode, ainda, incluir a utilizacdo de um plasmideo para injetar
0s acidos nucleicos na célula hospedeira. Uma forma de
realizacdo adicional envolve a utilizacdo, num plasmideo, de
4dcidos nucleicos que codificam para as glicosiltransferases
correspondentes a L-FucNAc-->D-FucNAc e, numn plasmideo
diferente, adcidos nucleicos que codificam para as
glicosiltransferases correspondentes a D-ManNAcA. Um beneficio
dessas formas de realizacdo, surpreendente, a luz da técnica
anterior, ¢é gque a via de Dbiossintese de LPS modificada de
P. aeruginosa que & agora responsavel pela producdo do polimero
de RU construido da céapsula de S. aureus resulta numa estrutura

gque é muito menor do que a cépsula de S. aureus.

A presente divulgacdo ¢é adicionalmente dirigida a uma
proteina N-glicosilada recombinante compreendendo, pelo menos,
uma sequéncia consenso D/E-X-N-7Z-S/T inserida, em que X e 7
podem ser gualguer aminodcido natural, exceto prolina; e, pelo

menos, um oligossacdrido ou polissacadrido de uma Dbactéria
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Gram-positiva ligado a referida sequéncia consenso. Noutra forma
de realizacdo, a proteina N-glicosilada recombinante compreende
duas ou mais das referidas segquéncias consenso inseridas. Ainda
numa forma de realizacdo adicional, a proteina N-glicosilada
recombinante compreende dois ou mais dos referidos
oligossacaridos ou polissacaridos de S. aureus. Ainda numa forma
de realizacdo adicional, a proteina N-glicosilada recombinante
compreende duas ou mails das referidas sequéncias consenso
inseridas e oligossacaridos ou polissacadridos de estirpes de
S. aureus diferentes, por exemplo, da estirpe do polissacarido

capsular 5 e estirpe do polissacédrido capsular 8 de S. aureus.

A presente divulgacdo ¢é, além disso, dirigida a uma
combinacdo de um polissacarido capsular modificado de S. aureus
com um antigénio proteico do mesmo organismo por ligacdo

N-glicosidica.

Formas de realizacdo da presente divulgacdo incluem uma
proteina gue, na natureza, estd glicosilada. Essas proteinas
naturalmente glicosiladas (e. g., proteinas de C. jejuni) contém
sequéncias consenso naturais mas ndo compreendem guaisquer
sequéncias consenso otimizadas (i. e., introduzidas) adicionais.
As proteinas naturalmente glicosiladas incluem proteinas
procaridticas e eucaridticas. Formas de realizacdo da presente
divulgacéo incluem ainda uma proteina N-glicosilada
recombinante, compreendendo uma ou mais da(s) seguinte (s)
sequéncia(s) de aminodcidos parcial (parciais) N-glicosilada(s):
D/E - X - N - Z - S/T, (sequéncia consenso otimizada), em que X
e 7 podem ser qualgquer amincadcido natural, exceto Pro e em que é
introduzida, pelo menos, uma da(s) referida(s) sequéncia(s) de
aminodcidos parcial (parciais) N-glicosilada(s). A introducéo

da (s) sequéncia (s) de aminocéacidos parcial (parciais)
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egspecifica(s) (seguéncia(s) consenso otimizada(s)) em proteinas
conduz a proteinas gue sdo N-glicosiladas eficientemente por uma
OTase, tal como, por exemplo, uma OTase de Campylobacter spp.,
tal como, por exemplo, uma QOTase de C. jejuni, nas posicdes de

introducéo.

A expressio “sequéncia (s) de aminoacidos parcial
(parciais)” como é utilizada no contexto da presente invencéo
também serd referida como “seguéncia(s) consenso otimizada(s)”
ou “sequéncia(s) consenso”. A sequéncia consenso otimizada é
N-glicosilada por uma OTase, tal como, por exemplo, uma OTase de
Campylobacter spp., tal como, por exemplo, uma OTase de

C. jejuni.

De acordo com o cbédigo de uma letra internacionalmente
aceite para aminoéacidos, as abreviaturas D, E, N, S e T denotam
adcido aspéartico, acido glutdmico, asparagina, serina e treonina,

respetivamente.

A  introducdo da seguéncia consenso otimizada pode ser
alcancada pela adicdo, eliminacdo e/ou substituicdo de um ou
mais aminodcidos. A adicdo, eliminacdo e/ou substituicdo de um
ou mais aminocdcidos para introducdo da sequéncia consenso
otimizada pode ser alcancada por estratégias guimicas sintéticas
bem conhecidas dos especialistas na técnica, tal como sintese
peptidica guimica assistida por fase sélida. Alternativamente, e
preferido para polipéptidos maiores, as proteinas da presente
invencdo podem ser preparadas por técnicas recombinantes
correntes, por adicdo de &acidos nucleicos gque codificam para uma
ou mais seqguéncias consenso otimizadas a sequéncia de acidos

nucleicos de uma proteina de partida, a gqual pode ser uma
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proteina gque seja naturalmente glicosilada ou pode ser uma

proteina gue ndo seja naturalmente glicosilada.

Numa forma de realizacdo preferida, as proteinas da
presente 1invencdo podem compreender uma ou mais, de um modo
preferido, pelo menos, duas ou, pelo menos, trés e, de um modo
mais preferido, pelo menos, cinco das referidas sequéncias de

aminodcidos otimizadas N-glicosiladas introduzidas.

A presenca de uma ou mails sequéncia(s) de aminodcidos
otimizada(s) N-glicosilada(s) nas proteinas da presente invencéo
pode ter a wvantagem para aumentar a sua antigenicidade,
aumentando a sua estabilidade, afetando a sua atividade
biolbgica, prolongando a sua meia-vida bioldbgica e/ou

simplificando a sua purificacéo.

A  sequéncia consenso otimizada pode incluir gualguer

aminodcido, exceto prolina, na posicdo ou posigles X e Z. A
= A\ . . 4 . ” . 4 .

expressao “qualisquer aminoacidos” pretende abranger aminoacidos
naturais comuns e raros, assim como derivados e anadlogos de
aminodcidos sintéticos, os guaisque vdo permitir que a sequéncia
consenso otimizada seja N-glicosilada pela OTase. Os aminoacidos
comuns e raros de ocorréncia natural sdo preferidos para X e Z.

X e 7 podem ser iguais ou diferentes.

E de notar que X e Z podem diferir para cada sequéncia
consenso otimizada numa proteina de acordo com a presente
invencédo.

O N-glicano 1ligado & sequéncia consenso otimizada seréa
determinado pelas glicosiltransferases egpecificas e sua
interacdo quando se agrupa o oligossacarido num transportador

lipidico para transferéncia pela OTase. Os especialistas na
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técnica podem conceber o N-glicano por variacdo do(s) tipo(s) e
quantidade das glicosiltransferases especificas presentes na
célula hospedeira desejada. (Raetz & Whitfield, Endotoxinas de
Lipopolissacéaridos, NIH-PA Manuscrito de Autor 1-57, 19-25
(publicado na forma editada final como: Annual Rev. Biochem.,
71: 635-700 (2002)); Reeves et al., Sintese de Polissacéarido
Bacteriano e Nomenclatura Génica, Trends 1in Microbio. 4(3):
495-503, 497-98 (Dec. 1996); e Whitfield, C. e I. S. Roberts.
1999. Estrutura, agrupamento e regulacdo da expressdao de

cépsulas em Escherichia coli. Mol Microbiol 31(5): 1307-19).

“Polissacaridos”, como aqui utilizado, inclui sacaridos
compreendendo, pelo menos, dois monossacaridos. Os
polissacdridos incluem oligossacaridos, trissacadridos, unidades
de repeticdo compreendendo um ou mais monossacaridos (ou
mondémeros) e outros sacaridos, reconhecidos como polissacaridos
por alguém com conhecimentos gerais na técnica. Os N-glicanos
sdo aqui referidos como monossacaridos, oligossacaridos ou
polissacdridos de composicdes varidveis gue estdo ligados a um
azoto de g-amida de um residuo de asparagina numa proteina por

meio de uma ligacd&o N-glicosidica.

Os polissacdridos das formas de realizacdo da invencédo
incluem, sem limitacdo, polissacidridos de S. aureus, tais como
CP5 e CP8. A forma de realizacdo da invencdo inclui, ainda,
polissacéaridos de S. aureus gque visam uma bactéria, tal como um
polissacarido que wvisa uma estirpe de S. aureus resistente a
meticilina. Onde seja aqui mencionado gque os polissacéaridos
visam uma estirpe Dbacteriana, esses polissacédridos incluem
polissacaridos que sdo da bactéria contra a qual é desejada uma

resposta imunitdria e incluem polissacdridos que sdo igquais a,
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baseados em derivados de, nativos de ou manipulados da bactéria

contra a qual é desejada uma resposta imunitédria.

N&do existe limitacdo no gue respeita a origem da proteina
recombinante da invencdo. Numa forma de realizacdo, a referida
proteina ¢é derivada de ©proteinas de mamifero, bacterianas,
virais, fungicas ou vegetais. Numa forma de realizacéo
adicional, a proteina é derivada de proteinas de mamifero, de um
modo muito preferido, humanas. Para a preparacdo de proteinas
recombinantes antigénicas de acordo com a invencdo, de um modo
preferido, para utilizacdo como componentes ativos em vacinas,
prefere-se que a proteina recombinante seja derivada de uma
proteina Dbacteriana, viral ou fungica. A glicosilacdo de
proteinas de diversas origens é conhecida de um especialista na

técnica. Kowarik et al. “Definicdo da sequéncia consenso do

sitio de N-glicosilacdo bacteriano” EMBO J. (2006) 1-10.

Num exemplo, numa forma de realizacdo, a Exotoxina de
P. aeruginosa (EPA) geneticamente destoxificada ¢é um wveiculo
proteico adequado. Para producdo de uma versdo de EPA gue possa
ser glicosilada, os &cidos nucleicos que codificam para EPA
necessitam de ser modificados por insercdo de sitios de

glicosilacdo, como anteriormente discutido.

Os transportadores proteicos destinados a wutilizacdo em
formas de realizacdo da invencdo devem, de um modo preferido,
ter determinadas caracteristicas imunoldgicas e farmacoldgicas.
De uma perspetiva imunoldgica, de um modo preferido, um wveiculo
proteico deve: (1) ter epitopos de célula T; (2) ser capaz de
distribuir um antigénio a células apresentadoras de antigénios
(APC) no sistema imunitédrio; (3) ser potente e duravel; e (4)

ser capaz de produzir uma resposta de IgG sistémica especifica
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de antigénio. De uma perspetiva farmacoldgica, um wveiculo
proteico deve, de um modo preferido: (1) ser ndo tdéxico; e (2)
ser capaz de distribuir antigénios eficientemente através de
barreiras epiteliais intactas. De um modo mais preferido, além
destas caracteristicas imunoldgicas e farmacoldgicas, um veiculo
proteico considerado para utilizacédo na producédo de um
bioconjugado bacteriano deve: (1) ser facilmente segregado para
O espaco periplasmatico; e (2) ser capaz de ter epitopos
antigénicos facilmente introduzidos como ganchos ou sequéncias
lineares dentro dele. Informado por esta divulgacéo e
conhecimento de alguém com conhecimentos gerais na técnica, um
praticante com conhecimentos gerais na técnica pode,
rotineiramente, considerar e identificar transportadores
proteicos adequados gque podem ser utilizados em formas de

realizacdo particulares da invencéao.

Numa forma de realizacdo da invencdo, a proteina AcrA de

Campylobacter & um veiculo proteico.

Numa forma de realizacdo adicional da invencdo, a Exotoxina
de P. aeruginosa (EPA) geneticamente destoxificada é um wveiculo
proteico, no gual o organismo alvo para o qual se deseja uma
vacina é o S. aureus. Contrariamente a AcrA, gue contém sitios
de glicosilacdo naturais, o EPA ndoc contém tais sitios de
glicosilacdo naturais e necessita de ser modificado por insercédo
de sitios de glicosilacdo (e. g., insercdo de 4&cidos nucleicos
gque codificam para a sequéncia consenso otimizada, como
discutido anteriormente, na sequéncia de 4&cidos nucleicos gque
codificam para EPA). Numa forma de realizacdo adicional, o EPA &
modificado para se introduzir dois sitios de glicosilacdo gue
vado permitir a glicosilacdo com o antigénio de S. aureus. Ainda

numa forma de realizacdo adicional, sdo introduzidas duas
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sequéncias consenso, como discutido no Exemplo 10 do documento

WO 2009/104074.

A seguéncia de aminoacidos de EPA, como modificada numa
forma de realizacdo desta invencdo para conter dois sitios de
glicosilacdo, é proporcionada como SEQ ID N°: 13 (com seguéncia
sinal) e SEQ ID N°.: 14 (sem seguéncia sinal). 0Os sitios de
glicosilacdo na SEQ ID N°: 13 sdo DNNNS e DQONRT, nas posicdes
260DNNNS e 402DQNRT. Os sitios de glicosilacdo na SEQ ID N°: 14
s&o DNNNS e DQNRT, nas posicdes 241DNNNS e 383DQNRT.

Uma proteina transportadora, tal como EPA, é uma proteina
na qual podem ser adicionados siticos de N-glicosilacdo na
producédo de um bioconjugado bacteriano. Os sitios de
N-glicosilacdo requerem a introducdo das sequéncias consenso
discutidas anteriormente, nomeadamente, 1insercdo dos seqgudes
D/E - X - N - Z-S/T, em que X e 7 podem ser qualguer aminocacido
natural, exceto prolina. A requerente verificou que essas
sequéncias consenso, de um modo preferido, s&o introduzidas em
ganchos de superficie, por insercdo, ao invés de mutacdo, e pela
utilizacdo de residuos flanqueantes adicionalmente inseridos e
por mutacao de residuos flanqueantes, para otimizar o)

funcionamento do sitio de N-glicosilacéo.

Alguns antigénios de subunidade de proteina bem
caracterizados de S. aureus sdo a hemolisina alfa (toxina alfa,
Hla), fator de aglutinacdo alfa (ClfA), IsdB e Leucocidina de

Panton-Valentine (PVL).

Hla é uma toxina de formacdo de poros segregada e um fator
de wviruléncia essencial de MRSA num modelo de murganho de

pneumonia de S. aureus. O nivel de expressdo de Hla por estirpes
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de S. aureus independentes correlaciona-se diretamente com a sua
viruléncia. Mostrou-se que a 1imunizacdo ativa com uma forma
mutante de Hla (Hla H351, SEQ ID N°: 5), gque ndo conseqgue formar
poros (Menzies, B. E. e D. S. Kernodle. 19%6. A imunizacéo
passiva com antissoro contra um mutante de toxina alfa néo
toéxico de Staphylococcus aureus é protetora num modelo murino.
Infect Immun ©4:1839-41; Jursch, R., A. Hildebrand, G. Hobom, J.
Tranum-Jensen, R. Ward, M. Kehoe e S. Bhakdi. 1994. Residuos de
histidina préximos da terminacdo N de toxina alfa estafilocdcica
como repbdrteres de regides que s&o criticas para a
oligomerizacdo e a formacdo de ©poros. Infect Immun 62(6):
2249-56), produzia respostas de imunoglobulina G especificas de
antigénio e proporcionava protecédo contra a pneumonia
estafilocdcica. A transferéncia de anticorpos especificos de Hla
protege animais ndo 1imunizados contra estimulo por S. aureus e
previne a lesdo de células epiteliais de pulmdo humano durante a
infecdo (Bubeck Wardenburg, J., A. M. Palazzolo-Ballance, M.
Otto, O. Schneewind e F. R. DelLeo. 2008. A leucocidina de
Panton-Valentine ndo é um determinante de viruléncia em modelos
murinos de doenca de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina associada a comunidade. J Infect Dis 198:1166-70).
Para ser utilizada como uma wvacina, a mutacdo H35L em Hla é
requerida para eliminar a toxicidade da proteina (Menzies, B. E.
e D. S. Kernodle. 199%4. Mutagénese dirigida a sitio do gene da
toxina alfa de Staphylococcus aureus: papel das histidinas na
atividade da toxina in vitro e num modelo murino. Infect Immun
62:1843-7). O ClfA contém um dominio resistente a protease gue é
utilizado para imunizacdo. A imunizacdo passiva de murganhos com
anticorpos anti-ClfA e anti-CP5 esterilizou eficazmente as
gléndulas mamarias num modelo de infecdo de glidndula mamaria
(Tuchscherr, L. P., F. R. Buzzola, L. P. Alvarez, J. C. Lee e D.

O. Sordelli. 2008. Anticorpos para polissacadrido capsular e
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fator de aglutinacdo A, previnem mastite e o surgimento de
variantes nao encapsulados e de coldnias peqguenas de

Staphylococcus aureus em murganhos. Infect Immun 76: 5738-44).

Uma forma de realizacdo adicional da invencdo inclui a
glicosilacdo de proteinas nativas a S. aureus, por exemplo, Hla
e ClfA. Em formas de realizacdo exemplificativas adicionais da
invencdo, o veiculo proteico utilizado pode ser selecionado como
sendo a proteina Hla, por exemplo, Hla H351 (por exemplo,
SEQ ID N°: o, SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8 ou SEQ ID N°: 16).
Noutra forma de realizacédo exemplificativa adicional da
invencdo, o wveiculo proteico é a proteina ClfA (por exemplo,

SEQ ID N°: 10, SEQ ID N°: 11 ou SEQ ID N°: 12).

A divulgacdo é ainda dirigida a organismos procaridticos
hospedeiros recombinantes, compreendendo: uma sequéncia
nucleotidica gque codifica uma ou mais glicosiltransferases de
uma primeira espécie procaridtica, tal como uma espécie
Gram-positiva; uma ou mais glicosiltransferases de uma espécie
procaridtica diferente, tal como uma espécie Gram-negativa; uma
sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina; e uma
sequéncia nucleotidica gque codifica uma OTase. A divulgacédo ¢&,
adicionalmente, dirigida a um organismo procaridtico hospedeiro
recombinante, compreendendo uma sequéncia nucleotidica
introduzida que codifica glicosiltransferases nativas apenas a
um organismo procaridtico Gram-positivo; uma sequéncia
nucleotidica que <codifica uma proteina; e uma Sseguéncia
nucleotidica que codifica uma OTase. A divulgacdo também &
dirigida a um organismo procaridético hospedeiro recombinante ou
manipulado, compreendendo: uma sequéncia nucleotidica que
codifica uma glicosiltransferase nativa a uma primeira espécie

procaridtica, a qual ¢é, por exemplo, diferente do organismo
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procaridético hospedeiro; uma sequéncia nucleotidica que codifica
uma glicosiltransferase nativa a uma segunda espécie
procaridética diferente da espécie do referido primeiro organismo
procaridtico e, por exemplo, diferente do referido hospedeiro. O
organismo procaridético manipulado também pode, por exemplo,
compreender uma primeira espécie procaridtica gque seja uma
espécie Gram-positiva. O organismo procaridético manipulado
também pode, por exemplo, compreender uma segunda espécie
procaridtica gque seja uma espécie Gram-negativa. A divulgacéo
inclui, ainda, um organismo procaridético hospedeiro Gram-
negativo recombinante ou manipulado, compreendendo: uma
sequéncia nucleotidica que codifica uma glicosiltransferase

nativa a uma espécie procaridética Gram-negativa dque &, por

exemplo, diferente do referido organismo procaridtico
hospedeiro; uma sequéncia nucleotidica que codifica uma
glicosiltransferase nativa a S. aureus; uma sequéncia
nucleotidica que <codifica uma proteina; e uma Sseguéncia

nucleotidica que codifica uma OTase. A invencdo inclui, ainda,

um hospedeiro de E. colil recombinante ou manipulado,
compreendendo: uma sequéncia nucleotidica gue codifica uma
glicosiltransferase nativa a P. aeruginosa; uma sequéncia

nucleotidica que codifica wuma ou mais glicosiltransferases
nativas a estirpe CP5 de S. aureus e/ou a estirpe CP8 de
S. aureus; uma sequéncia nucleotidica que codifica um EPA de
P. aeruginosa, hemolisina alfa de S. aureus ou veiculo proteico
do fator de aglutinacdo A de S. aureus; e uma SsSeguéncia
nucleotidica que codifica uma OTase, por exemplo, e OTase nativa

a C. jejuni.

Além da utilizacdo da wvia de biossintese do outro organismo
Gram-negativo no organismo de FE. coli hospedeiro modificado,

numa forma de realizacdo adicional, também estdo incluidos no
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organismo de E. coli hospedeiro acidos nucleicos que codificam
para (i) glicosiltransferases para construcgdo da estrutura das
unidades de repeticdo do polissacdrido do outro organismo
Gram-negativo (que sdo idénticas as unidades de repeticdo do
polissacarido de interesse do organismo de S. aureus
Gram-positivo alvo) e (ii) glicosiltransferases para construcéo
das unidades do polissacarido de interesse do organismo de
S. aureus Gram-positivo alvo gque ndo sdo encontradas no
polissacadrido relevante do outro organismo Gram-negativo e
(iii) enzimas para deslocamento e polimerizacdo da RU de
interesse construida do organismo de S. aureus Gram-positivo
alvo para formar um polissacarido semelhante a céapsula de
S. aureus. Em particular, nesta forma de realizacdo, os &cidos
nucleicos que codificam para (i) tiveram origem numa outra
bactéria Gram-negativa, enguanto gque os Aacidos nucleicos gue
codificam para (ii) e (i1iii) tiveram origem no organismo de

S. aureus Gram-positivo alvo.

Outro aspeto da divulgacdo ¢é dirigido a: um organismo
procaridtico hospedeiro manipulado, compreendendo: i) uma
sequéncia nucleotidica que codifica glicosiltransferases nativas
a uma espécie procaridtica Gram-positiva; 1i) uma seguéncia
nucleotidica que codifica uma proteina; e 1ii) uma seguéncia
nucleotidica que codifica uma OTase, em gue as segquéncias gque
codifica genes transportadores da referida espécie procaridtica
Gram-positiva estdo eliminadas. Essa forma de realizacdo envolve
uma construcdo de 4cido nucleico introduzida que codifica apenas

glicosiltransferases Gram-positivas.

Com respeito aos outros acidos nucleicos que seriam
inseridos no hospedeiro em uma ou mais outras formas de

realizacdo, &cidos nucleicos que codificam uma proteina, tais
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como AcCrA, Hla, ClfA ou EPA (SEQ ID N°: 15, SEQ ID N°: o,
SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 16; SEQ ID N°: 10,
SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 12; SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 14) e a
oligossacariltransferase de C. jejuni (SEQ ID N°: 27), gque sé&o
parte da maquinaria de glicosilacdo desse organismo, s&o
injetados no hospedeiro além dos &cidos nucleicos que codificam
para glicosiltransferases de cada de P. aeruginosa e S. aureus.
Como um vresultado, o organismo de E. coli modificado pode
glicosilar a proteina AcrA com 0O polissacadrido produzido nesse
organismo por acdo das glicosiltransferases de 5. aureus e da

outra bactéria Gram-negativa.

Uma forma de realizacdo da divulgacgdo envolve um organismo
procaridtico hospedeiro manipulado, compreendendo: i) uma
sequéncia nucleotidica que codifica uma glicosiltransferase
nativa a uma primeira espécie procaridtica diferente do
organismo procaridtico hospedeiro; ii) uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma glicosiltransferase nativa a uma
segunda espécie procaridtica, por exemplo, uma espécie
procaridética Gram-positiva, diferente do organismo procaridtico
hospedeiro; 1iii) uma sequéncia nucleotidica que codifica uma
proteina; e 1iv) uma seguéncia nucleotidica gue codifica uma
OTase. Em formas de realizacdo da invencdo, a primeira espécie
procaridtica é uma espécie Gram-negativa, por exemplo,

P. aeruginosa.

No contexto da presente divulgacdo, c¢élulas hospedeiras
referem-se a qualquer célula hospedeira, e. g., uma célula
hospedeira eucaridética ou procaridtica. Noutras formas de
realizacéo, a c¢élula hospedeira ¢é uma c¢élula hospedeira
procaridtica, e. g., Escherichia ssp., Campylobacter ssp.,

Salmonella ssp., Shigella ssp., Helicobacter ssp., Pseudomonas
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ssp. ou Bacillus ssp. Ainda em formas de realizacdo adicionais,
a célula hospedeira ¢é Escherichia coli, Campylobacter jejuni,

Salmonella typhimurium, etc.

A divulgacdo é, além disso, dirigida a métodos de producéo
de uma wvacina de bioconjugado, compreendendo a introducdo num
organismo procaridético hospedeiro de 4cidos nucleicos que
codificam uma ou mais glicosiltransferases de S. aureus; uma ou
mais glicosiltransferases de uma segunda espécie procaridtica,
uma proteina; e uma OTase. Além disso, a presente divulgacdo é
dirigida a producdo de wvacinas de bioconjugado por producdo, em
bactérias Gram-negativas, de polissacéaridos capsulares
modificados em undecaprenol (Und) e ligacdo destes antigénios

polissacaridos a um veiculo proteico de escolha.

A divulgacdo ¢é ainda dirigida a métodos de producdo de
proteinas glicosiladas num organismo procaridético hospedeiro,
compreendendo sequéncia nucleotidica que codifica
glicosiltransferases nativas a um primeiro organismo
procaridtico e que também codificam glicosiltransferases nativas
a um segundo organismo procaridtico que é diferente do primeiro
organismo procaridtico. A presente divulgacdo ¢é adicionalmente
dirigida a producdo de proteinas N-glicosiladas com
polissacaridos capsulares de bactérias Gram-positivas, o0s quais
s&o sintetizados por uma combinacédo de diferentes
glicosiltransferases de diferentes organismos. A divulgacdo &,
além disso, dirigida a producdo de proteinas glicosiladas num
organismo procaridético hospedeiro, compreendendo uma sequéncia
nucleotidica introduzida que codifica glicosiltransferases

nativas apenas a um organismo procaridtico Gram-positivo.
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Como € conhecido na técnica, a biossintese de diferentes
polissacaridos em células bacterianas é conservada. Os
polissacadridos sdo agrupados em lipidos transportadores de
precursores comuns (nucledétidos de agucar ativados) na membrana
citoplasméatica por diferentes glicosiltransferases com
egspecificidade definida. (Whitfield, C. e I. S. Roberts. 1999.
Estrutura, agrupamento e regulacdo da expressdo de capsulas em
Escherichia coli. Mol Microbiol 31: 1307-19). A via
biossintética para a producdo de polissacadridos de antigénio O
em Gram-negativos e para polissacdrido capsular Tipo I em
Gram-positivos & conservada. O processo utiliza o mesmo
transportador lipidico, i. e., UndP, para agrupamento do
polissacarido. Comeca com a adicdo de um monossacarido-l-fosfato
ao lipido transportador UndP no lado citoplasmadtico da membrana.
O antigénio é acumulado por adicdo sequencial de monossacéaridos
de nucledbdtidos de acucar, ativados por diferentes
glicosiltransferases. O oligossacdrido ligado a lipidos ou RU §&,
depois, deslocado através da membrana pela flipase. As RU séo
polimerizadas pela enzima Wzy no espaco periplasmatico, gue
formam o denominado antigénio O em bactérias Gram-negativas ou
polissacadrido capsular em bactérias Gram-positivas. As bactérias
Gram-negativas utilizam a enzima Wzz para regular o comprimento
do polimero, o qual &, depois, transferido para o nucleo do
lipido A, formando LPS. O LPS é&, ainda, translocado para a
membrana exterior expondo o antigénio O ao exterior (como
representado, por exemplo, na FIG. 1). As bactérias
Gram-positivas, em contraste, formam a capsula deste precursor
ligado ao lipido por transporte adicional, wutilizando uma
maquinaria enzimdtica diferente e especializada. As vias
biossintéticas destes polissacédridos possibilitam a producdo de
bioconjugados in vivo, ©pela captura dos ©polissacaridos no

periplasma num veiculo proteico.
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O processo da construcdo de polissacdrido difere para
polissacaridos capsulares, na medida em que o polissacarido
capsular é libertado do lipido transportador apds polimerizacéo
e exportado para a superficie. Em bactérias Gram-positivas, como
S. aureus, o0s guais ndo contém um compartimento periplasmatico,
a polimerizacdo do antigénio ocorre no lado exterior da
membrana. Além disso, a regulacdo do comprimento em S. aureus
estd incluida na maquinaria de trés enzimas responsaveis pelo
agrupamento da capsula. Neste agrupamento, o polissacadrido &
libertado do lipido transportador e exportado para a superficie

pPor um processo enzimatico.

Os elementos genéticos encontrados no aglomerado génico
requeridos para expressdo da céapsula funcional em S. aureus
assemelham-se a4 maquinaria genética encontrada em aglomerados de
sintese de antigénio O dependente de wzy. (Dean, C. R., C. V.
Franklund, J. D. Retief, M. J. Coyne, Jr., K. Hatano, D. J.
Evans, G. B. Pier e J. B. Goldberg. 1999. Caracterizacdo do
lécus do antigénio O do serogrupo 011 de Pseudomonas aeruginosa

PA103. J Bacteriol 181:4275-4284).

N&do obstante estas diferencas entre a construcdo de
polissacadridos em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, foi
surpreendentemente identificado e verificado que os aspetos da
via de LPS num organismo Gram-negativo poderiam ser utilizados
para produzir polissacaridos que contém algumas das mesmas
unidades de repeticdo que polissacaridos capsulares nativos a
bactérias Gram-positivas, tal como, por exemplo, S. aureus. Como
egsses polissacaridos sdo produzidos pelos mecanismos da via de
LPS no hospedeiro Gram-negativo, a estrutura desses

polissacadridos é a mesma gue em precursores de polissacaridos
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LPS. Tais polissacdridos produzidos em sistemas Gram-negativos
da presente invencdo podem, para os fins deste pedido, ser
caracterizados, deste modo, como “polissacaridos capsulares
modificados” ou “cépsulas de LPS”. Além disso, este sistema de
expressdo e via biossintética sintetizados de novo, os guais
combinam as vias biossintéticas de LPS e capsular, podem, para
0s objetivos deste pedido, ser caracterizados como sendo uma

“via biossintética de LPS modificada”.

Numa forma de realizacédo da presente invencéo, um
polissacadrido modificado produzido por uma via biossintética de

LPS modificada compreende:

3Ac

|

b D-ManNAcA%»L-FucNAc% D-FucNAc

1,4

Numa forma de realizacdo adicional da presente invencdo, um
polissacadrido modificado produzido por uma via biossintética de

LPS modificada compreende:

4Ac

|

D -ManNAcA %.L-FUCNAC _% , D-FucNAc
, 1,3 1

n

Utilizando a tecnologia da invencdo, podem ser produzidos
bioconjugados bacterianos gque sdo imunogénicos. Podem ser

realizadas modificac¢cdes genéticas permitindo a conjugacdo 1in
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vivo de polissacaridos bacterianos em proteinas desejadas e em

posicdes desejadas.

Outro aspeto da divulgacdo envolve a producdo de capsulas
de LPS ou LPS modificados conjugados a um veiculo proteico
utilizando a via biossintética de LPS modificada, como discutido

acima.

Uma forma de realizacdo adicional da divulgacdo inclui uma
construcdo de sequéncia nucleotidica que codifica o aglomerado
de biossintese do polissacarido completo de Capb e Cap8, em que
0s genes transportadores eliminados s&o caphA, capB e capC de

S. aureus (ver a FIG. 6).

Uma forma de realizacdo adicional da invencdo inclui a
integracéo do aglomerado gquimérico CP5/011 (SEQ ID N°. 2,
SEQ ID N°. 3 ou SEQ ID N°. 17) ou do aglomerado guimérico
CP8/011 (SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 18 ou SEQ ID N°. 19) no genoma
de uma célula hospedeira. Uma forma de realizacdo adicional da
invencdo envolve a integracdo no genoma de uma célula
hospedeira: (a) o aglomerado quimérico CP5/011 (SEQ ID N°. 2,
SEQ ID N°. 3 ou SEQ ID N°. 17) ou o aglomerado quimérico CP8/011
(SEQ ID N°. 4 SEQ ID N°. 18 ou SEQ ID N°. 19); (b) adcidos
nucleicos que codificam a OTase; e (c) &cidos nucleicos dgue
codificam uma proteina com ou sSem uma sSequéncia consenso

introduzida.

Outra forma de realizacdo da presente divulgacdo é dirigida
a plasmideos, tal como, por exemplo, plasmideos compreendendo
uma ou mais das SEQ ID N°: 2; SEQ ID N°: 3; SEQ ID N°: 4;
SEQ ID N°: 17; SEQ ID N°: 18 e SEQ ID N°: 19. A invencdo também

inclui plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 13;
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SEQ ID N°: 14 e SEQ ID N°: 15. A invencdo também se refere a
plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 16;
SEQ ID N°: 6; SEQ ID N°: 7 e SEQ ID N°: 8. A invencdo também se
refere a plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 10;
SEQ ID N°: 11 e SEQ ID N°: 12. Além disso, a invencdo é dirigida
a plasmideos compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 20;

SEQ ID N°: 21 e SEQ ID N°: 27,

Formas de realizacdo da presente divulgacdo sdo, além
disso, dirigidas a células bacterianas transformadas, tal como,
por exemplo, incluindo uma célula bacteriana transformada com um
plasmideo compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°. 2;
SEQ ID N°. 3; SEQ ID N°: 4; SEQ ID N°: 17; SEQ ID N°: 18;
SEQ ID N°: 19; SEQ ID N°: 20; SEQ ID N°: 21 e SEQ ID N°: 27.
Esté ainda incluida na invencéao uma célula bacteriana
transformada com um plasmideo compreendendo uma ou mais das
SEQ ID N°: 19 e SEQ ID N°: 20. Estd adicionalmente incluida uma
célula bacteriana transformada com um plasmideo compreendendo
uma ou mals das SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 19 e SEQ ID N°: 21. A
presente 1invencdo ¢é, ainda, dirigida a uma célula bacteriana
transformada com um plasmideo compreendendo uma ou mais das
SEQ ID N°: 1o, SEQ ID N°: 6; SEQ ID N°: 7; SEQ ID N°: 8;
SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11 e SEQ ID N°: 12. A divulgacido ¢é
adicionalmente dirigida a células bacterianas transformadas, tal
como, por exemplo, incluindo uma célula bacteriana transformada
com um plasmideo compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°. 3;
SEQ ID N°: 4; SEQ ID N°: 17; SEQ ID N°: 18; e SEQ ID N°: 19 e em
que a referida célula bacteriana expressa uma
glicosiltransferase nativa a P. aeruginosa e uma
glicosiltransferase nativa a CP5 e/ou CP8 de S. aureus. Estéa
ainda incluida na divulgacdo uma célula bacteriana transformada

com um plasmideo compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°: 17;
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SEQ ID N°: 18 e SEQ ID N°: 19, em gue a referida célula
bacteriana expressa uma glicosiltransferase nativa a
P. aeruginosa, uma glicosiltransferase nativa a CP5 e/ou CP8 de
S. aureus e PglB. Estd ainda incluida adiciconalmente na presente
divulgacéo (a) uma célula bacteriana transformada com um
plasmideo compreendendo a SEQ ID N°. 19, em qgue a referida
célula bacteriana expressa uma glicosiltransferase nativa a
P. aeruginosa, uma glicosiltransferase nativa a CP8 de
S. aureus, Wzz de E. coli serovar 07 e PglB; (b) uma célula
bacteriana transformada com um plasmideo compreendendo uma ou
mais das SEQ ID N°. 19 e SEQ ID N°. 20, em que a referida célula
bacteriana expressa uma glicosiltransferase nativa a
P. aeruginosa, uma glicosiltransferase nativa a CP8 de
S. aureus, Wzz (regulador de comprimento), EPA e PglB; e (c) uma
célula bacteriana compreendendo uma ou mais das SEQ ID N°. 16;
SEQ ID N°: 6; SEQ ID N°: 7; SEQ ID N°: 8; SEQ ID N°. 13;
SEQ ID N°: 14; SEQ ID N°: 15; SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11 e
SEQ ID N°: 12.

As formas de realizacdo da presente divulgacdo sé&o,
adicionalmente, dirigidas a um método de inducdo de uma resposta
imunitéria contra uma infecéo causada por bactérias
Gram-positivas e outras bactérias num mamifero, tal como, por
exemplo, num humano. Numa forma de realizacdo, o método
compreende a administracédo ao referido mamifero de uma
gquantidade eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:
proteina compreendendo, pelo menos, uma sSequéncia consenso
D/E-X-N-Z-S/T inserida, em dque X e Z podem ser qgualguer
aminodcido natural, exceto prolina; e um ou mais oligossacéaridos
ou polissacaridos, 0s um ou mais oligossacéaridos ou
polissacdridos gue sdo iguais ou diferentes a outros dos um ou

mais oligossacaridos ou polissacéaridos, de uma bactéria
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Gram-positiva ligada a referida sequéncia consenso. Uma forma de
realizacdo adicional da presente divulgacdo inclui um método de
inducdo de uma resposta imunitdria contra uma infecdo causada
por S. aureus num mamifero, compreendendo a administracdo ao
referido mamifero de uma quantidade eficaz de uma composicéo
farmacé&utica compreendendo: uma sequéncia consenso D/E-X-N-Z-S/T
inserida, em gque X e 7 podem ser qualquer aminoadcido natural,
exceto prolina; pelo menos, um oligossacdrido ou polissacéarido
de S. aureus, tal como polissacadrido CP5; e um adjuvante
farmaceuticamente aceitéavel. Outra forma de realizacdo da
divulgacdo ¢é dirigida a inducdo de uma resposta imunitéaria
contra uma infecéo causada por S. aureus num mamifero,
compreendendo a administracdo ao referido mamifero de uma
quantidade eficaz de uma composicdo farmacéutica compreendendo:
uma proteina compreendendo uma sequéncia consenso D/E-X-N-Z-S/T
inserida, em gque X e 7 podem ser qualquer aminoacido natural,
exceto prolina; pelo menos, um polissacdrido CP8 de S. aureus; e
um adjuvante farmaceuticamente aceitdvel. Ainda uma forma de
realizacdo adicional ¢é dirigida a inducdo de uma resposta
imunitdria contra uma infecdo <causada por S. aureus num
mamifero, compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz
de uma composicdco farmacéutica compreendendo uma proteina com
duas ou mais sequéncias consenso e oligossacéaridos ou
polissacaridos de diferentes estirpes bacterianas
Gram-positivas. Ainda uma forma de realizacdo adicional &
dirigida a inducdo de ma resposta imunitdria contra uma infecdo
causada por S. aureus numn mamifero, compreendendo a
administracdo de uma qguantidade eficaz de uma composicédo
farmacéutica compreendendo uma proteina com duas ou mais
sequéncias consenso e polissacaridos compreendendo CP5 de S.

aureus e CP8 de §. aureus.
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Nos casos, nesta descricdo, onde sejam anotadas sequéncias
de nucledtidos ou de aminocécidos especificas, serd entendido que
a presente invencdo abrange sequéncias hombdlogas gue ainda
incorporam a mesma funcionalidade gue as seguéncias anotadas.
Numa forma de realizacd&o da invencdo, essas sequéncias sdo, pelo
menos, 85% homdlogas. Noutra forma de realizacéo, essas
sequéncias sdo, pelo menos, 90% hombdélogas. Ainda em formas de
realizacdo adicionais, essas sequéncias sdo, pelo menos, 95%
homélogas. A determinacdo da percentagem de identidade entre
duas sequéncias de nucledtidos ou aminocdcidos é conhecida de um

especialista na técnica.

As sequéncias de acidos nucleicos agqui descritas, tal como
agquelas descritas nas listagens de sequéncias gque acompanham
esta descricdo, sdo apenas exemplos e serd evidente a um
especialista na técnica que estas sequéncias podem ser
combinadas de diferentes modos. Formas de realizacdo adicionais
da invencdo incluem variantes de &cidos nucleicos. Um variante
de um &acido nucleico (e. g., um &cido nucleico coddo-otimizado)
pode ser substancialmente idéntico, ou seja, pelo menos, 70%
idéntico, por exemplo, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 99,5% idéntico as SEQ ID N°: 1,
SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3, SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5,
SEQ ID N°: o, SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 9,
SEQ ID N°: 10, SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 13,
SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°: 15, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 17,
SEQ ID N°: 18, SEQ ID N°: 19, SEQ ID N°: 20, SEQ ID N°: 21,
SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 24, SEQ ID N°: 25,

SEQ ID N°: 26 e/ou SEQ ID N°: 27. Variantes de &cido nucleico de

uma sequéncia que contém SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2,
SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: o,
SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 9, SEQ ID N°: 10,
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SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 14,
SEQ ID N°: 15, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 17, SEQ ID N°: 18,
SEQ ID N°: 19, SEQ ID N°: 20, SEQ ID N°: 21, SEQ ID N°: 22,
SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 24, SEQ ID N°: 25, SEQ ID N°: 26 e/ou
SEQ ID N°: 27. Inclui A&cidos nucleicos com uma substituicéo,
variacdo, modificacdo, substituicdo, eliminacdo e/ou adicdo de
um ou mais nucledbdtidos (e. ¢g., 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300,

350, 400, 450, 500 ou mais nucledtidos) de uma sequéncia gue

contém as SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3,
SEQ ID. N°: 4, SEQ ID N°: b, SEQ ID N°: o, SEQ ID N°: 7,
SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 9, SEQ ID N°: 10, SEQ ID N°: 11,

SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 13, SEQ ID N°: 14, SEQ ID N°: 15,
SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 17, SEQ ID N°: 18, SEQ ID N°: 19,
SEQ ID N°: 20, SEQ ID N°: 21, SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 23,
SEQ ID N°: 24, SEQ ID N°: 25, SEQ ID N°: 26 e/ou SEQ ID N°: 27

ou suas partes.

Tais variantes incluem A&cidos nucleicos gque codificamm
glicosiltransferases procaridticas e que 1) s&o expressos numa
célula hospedeira, tal como E. coli e 1i) sdo substancialmente
idénticos as SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3, SEQ ID N°: 4,
SEQ ID N°: 17, SEQ ID N°: 18 e/ou SEQ ID N°: 19 e/ou suas

partes.

Os &cidos nucleicos aqui descritos incluem ADN recombinante
e ADN sintético (e. g., sintetizado quimicamente). Os Aacidos
nucleicos podem ser de cadeia dupla ou cadeia simples. No caso
de 4acidos nucleicos de cadeia simples, o &acido nucleico pode ser
uma cadeia sentido ou cadeia antissentido. 0Os &cidos nucleicos

podem ser sintetizados utilizando anadlogos ou derivados
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oligonucleotidicos, como conhecido de um especialista na técnica

a luz desta descricéo.

Os plasmideos gque incluem um &cido nucleico aqui descrito
podem ser transformados em células hospedeiras para expresséo.
As técnicas para transformacdo sdo conhecidas dos especialistas

na técnica a luz desta descricéo.

Uma forma de realizacdo adicional da divulgacdo envolve a
producdo de +vacinas de bioconjugado Gram-positivo contendo
cdpsulas de LPS ou LPS modificados conjugados a um veiculo

proteico.

Uma forma de realizacdo adicional da divulgacdo envolve uma
nova vacina de bioconjugado. Uma forma de realizacdo adicional
da divulgacdo envolve uma nova abordagem para a producdoc dessas
vacinas de bioconjugado que utilizam c¢élulas bacterianas
recombinantes que produzem diretamente bioconijugados
imunogénicos ou antigénicos. Numa forma de realizacdo, as
vacinas de Dbioconjugado podem ser utilizadas para tratar ou
prevenir doencas bacterianas, tais como diarreia, infecgdes
nosocomiais e meningite. Em formas de realizacdo adicionais, as
vacinas de bioconjugado podem ter potencial terapéutico e/ou

profiladtico para o cancro ou outras doencas.

Noutra forma de realizacéo da presente divulgacéao,
complexos sintetizados de polissacaridos (i. e., residuos de
acucar) e proteinas (i. e., transportadores proteicos) podem ser
utilizados Como vacinas conjugadas para proteger contra
infecdes, tal como infecdes por S. aureus. Numa forma de
realizacdo, uma vacina de Dbioconjugado, tal como uma vacina

Gram-positiva, compreende um veiculo proteico compreendendo uma
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sequéncia consenso de acidos nucleicos inserida; pelo menos, um
oligossacarido ou polissacérido de uma bactéria Gram-positiva
ligado & seguéncia consenso e, opcionalmente, um adjuvante.
Noutra forma de realizacdo, a presente divulgacdo é, ainda,
dirigida a uma vacina de bioconjugado Gram-positiva, tal como
uma vacina de S. aureus, compreendendo um veiculo proteico
compreendendo uma sequéncia consenso de acidos nucleicos
inserida; pelo menos, um oligossacarido ou polissacarido de uma
bactéria Gram-positiva, tais como polissacarido capsular ou
cdpsula de LPS, ligado a sequéncia consenso e, opcionalmente, um
adjuvante. Noutra forma de realizacdo da invencdo, a vacina de
bioconjugado de S. aureus compreende duas ou mais destas
sequéncias consenso inseridas. Numa forma de realizacédo
adicional, a vacina de bioconjugado de S. aureus compreende dois
ou mais de oligossacaridos ou polissacaridos de S. aureus. Ainda
uma forma de realizacdo adicional compreende duas ou mais das
referidas sequéncias consenso 1inseridas e oligossacaridos ou
polissacaridos de estirpes de S. aureus diferentes, por exemplo,
da estirpe de polissacdrido capsular 5 (CP5) e da estirpe de

polissacarido capsular 8 (CP8) de S. aureus.

Uma forma de realizacdo adicional da presente invencéo
envolve uma vacina de S. aureus realizada por um sistema de
glicosilacdo utilizando uma via de LPS modificada, que
compreende a producdo de um polissacdrido capsular ou capsula de
LPS modificados. Ainda uma forma de realizacdo adicional envolve
uma vacina de S. aureus realizada por um sistema de glicosilacéo
gque utiliza uma wvia de LPS modificada, o gqual compreende a
producdo de um polissacdrido capsular modificado a partir de
adcidos nucleicos introduzidos que nao codificam

glicosiltransferases de uma espécie procaridtica Gram-negativa.
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Uma forma de realizacdo adicional envolve uma vacina de
S. aureus produzida por um sistema de glicosilacéo,
compreendendo Acidos nucleicos que codificam: i) uma ou mais
glicosiltransferases responséaveis pela producéo do
L-FucNAc-->D-FucNAc da RU do antigénio 0l1 nativo a
P. aeruginosa; 1i1) uma ou mais glicosiltransferases responsaveis
pela producdo do D-ManNAcA contendo RU nativa a qualquer das
estirpes CP5 ou CP8 de S. aureus; 1ii) uma ou mais enzimas
responsaveis pelo deslocamento e polimerizacdo das RU de CP5 ou
CP38 construidas, iv) uma proteina recombinante contendo
sequéncias consenso introduzidas; e v) oligossacariltransferase
de C. jejuni. Nesta forma de realizacdo, o organismo hospedeiro

pode ser uma bactéria Gram-negativa, por exemplo, E. coli.

Uma forma de realizacdo adicional da invencdo envolve uma
vacina de S. aureus produzida por um sistema de
glicosilacdo compreendendo 4acidos nucleicos gue codificam:
i) glicosiltransferases responsaveis pela producao do
L-FucNAc-->D-FucNAc da RU do antigénio 0l1 nativo a
P. aeruginosa; 1ii) uma glicosiltransferase responsavel ©pela
producdo do D-ManNAcA contendo RU nativa a qualquer das estirpes
CP5 ou CP8 de S. aureus; 1i1i) proteina AcrA de C. jejuni; e 1iv)
oligossacariltransferase de C. jejuni. Nesta forma de
realizacéo, o) organismo hospedeiro pode ser a bactéria

Gram-negativa, E. coli.

As vacinas da presente invencdo tém utilidades terapéuticas
e profildticas. Serd entendido gque a vacina da invencdo pode ser
Util nas &reas de medicina humana e medicina veterindria. Assim,
0 sujeito a ser imunizado pode ser um humano ou outro animal,
por exemplo, animais de criacdo, 1incluindo wvacas, ovelhas,

porcos, cavalos, cabras e aves domésticas (e. g., galinhas,
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perus, patos e gansos) e animais de companhia, tais como cédes e

gatos.

Noutro aspeto, a divulgacdo ¢é dirigida a um método de
producdo de wvacinas para imunizacdo de um mamifero contra uma
bactéria, tal como uma bactéria Gram-positiva. O método inclui:
imunizacdo de um sujeito com um bioconjugado, tal como um
bioconjugado compreendendo um polissacarido Gram-positivo,
e. g., um polissacarido de S. aureus e um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.

Esta divulgacdo também caracteriza composicdes vacinais
para protecdo contra infecdo por uma bactéria gram-positiva, tal
como S. aureus, ou para tratamento de uma infecdo gram-positiva,
tal como infecdo por S. aureus. Numa forma de realizacdo, as
composigdes vacinais compreendem  um ou mais componentes
imunogénicos, tal como a polissacadrido, ou um seu fragmento ou
parte, de S. aureus. Numa forma de realizacdo adicional, as
composigdes vacinais compreendem  um ou mais componentes
imunogénicos, tal como uma proteina, ou um fragmento ou porcgdo

desta, de uma bactéria Gram-negativa ou Gram-positiva.

Um aspeto da divulgacdo proporciona uma composicdo vacinal
para protecdo contra infecdo por S. aureus gue contém, pelo
menos, um componente imunogénico ou fragmento de um
polissacarido de S. aureus e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Esses componentes ou fragmentos imunogénicos podem,
incluir, por exemplo, um polissacdrido de S. aureus de, pelo
menos, cerca de dois mondmeros em comprimento ou, pelo menos,
cerca de trés mondmeros em comprimento. Num aspeto adicional da

invencdo, uma RU de S. aureus compreende o0s referidos mondmeros.

79



Essas unidades de repeticdo podem incluir, por exemplo, uma RU

de S. aureus de, pelo menos, 1 (um) em comprimento.

Os componentes ou fragmentos imunogénicos da divulgacdo
podem ser obtidos, por exemplo, por rastreio de polissacaridos
ou polipéptidos produzidos recombinantemente ou através de
sintese gquimica ou, por exemplo, por rastreio do bioconjugado
compreendendo um polissacérido e uma proteina. O rastreio de
componentes ou fragmentos imunogénicos da divulgacdo pode ser
realizado, utilizando um ou mais dos varios diferentes ensaios.
Por exemplo, o©0s ensaios de rastreio incluem ELISA e outros
ensaios conhecidos de alguém com <conhecimentos gerais na

técnica.

Numa forma de realizacdo, os componentes ou fragmentos
imunogénicos sdo identificados pela capacidade do polissacarido
e/ou proteina estimular anticorpos de IgG contra bactérias
Gram-positivas, tais como polissacaridos CP5 ou CP8 de 8.
aureus, como determinado, por exemplo, pela resposta imunitéria
obtida em murganhos (FIG. 15A) e no coelho (FIG. 15B), medindo
anticorpos anti-CP5 especificos (quantificados por ELISA) contra
0 candidato wvacinal de glicoconjugado CP5-EPA e outros meios

conhecidos de uma pessoa com conhecimentos gerais na técnica.

Numa forma de realizacdo, os componentes ou fragmentos
imunogénicos sdo identificados pela capacidade do polissacarido
e/ou proteina estimular a atividade opsdnica, tal como a
neutralizacdo opsonofagocitica, como determinado, por exemplo,

AN

pela neutralizacdo de S. aureus (atividade in vitro”) com
anticorpos anti-CP5-EPA de coelho (obtidos no Exemplo 7 abaixo,
ver a FIG. 15B) e outros meios conhecidos de uma pessoa com

conhecimentos gerais na técnica.
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Ainda numa forma de realizacd&o adicional, os componentes ou
fragmentos imunogénicos sdo identificados pela capacidade de o
polissacdrido e/ou proteina estimular a imunidade humoral e/ou
de mediacdo celular contra bactérias Gram-positivas, tal como
S. aureus, como determinado, por exemplo, pela protecdo contra a
infecdo bacteriana (Yestimulo”) utilizando imunizacdo ativa em
murganhos (FIG. 18) com CP5-EPA e outros meios conhecidos de uma

pessoa com conhecimentos gerais na técnica.

Numa forma de realizacdo da presente invencéo, uma
composigdo vacinal da invencao pode ser baseada numa
glicoproteina compreendendo um componente ou fragmento
imunogénico de um polissacdrido de S. aureus da invencdo e,
opcionalmente, compreendendo ainda um veiculo ou adjuvante
farmaceuticamente aceitédvel. Em formas de realizacdo adicionais
da presente invencdo, uma composicdo vacinal pode ser baseada
numa glicoproteina compreendendo um componente ou fragmento
imunogénico de uma proteina de S. aureus da invencdo e,
opcionalmente, compreendendo ainda um veiculo ou adjuvante
farmaceuticamente aceitavel. Ainda noutro aspeto adicional da
invencéo, uma composicio vacinal pode ser baseada numa
glicoproteina compreendendo um componente ou fragmento
imunogénico de uma proteina de P. aeruginosa da invencdo e,
opcionalmente, compreendendo ainda um veiculo e/ou adjuvante

farmaceuticamente aceitéavel.

E bem conhecido daqueles com conhecimentos gerais na
técnica como modificar uma vacina para administracdo a um tipo
de mamifero, por exemplo, murganhos, para administrac&o a outro
tipo de mamifero, ©por exemplo, humanos. Por exemplo, um

especialista saberia facilmente que a eliminacdo da cauda de
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histidina do wveiculo proteico de uma glicoproteina wutilizada
numa composicdo wvacinal em murganhos tornaria a glicoproteina
adequada para administracdo numa composicdo wvacinal em humanos.
Por exemplo, a eliminacdo da cauda de HISTIDINA (cauda de HIS)
em transportadores proteicos, tais como, e. g., EPA
(SEQ ID N°: 13), ClfA (SEQ ID N°: 10, SEQ ID N°: 11,
SEQ ID N°: 12) e Hla (SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 7, SEQ ID N°: 8,
SEQ ID N°: 16), seria reconhecida pela sua wutilizacdo numa

glicoproteina para administracdoc a um humano.

Deve ser compreendido que o melhoramento de gualquer dos
sintomas de uma Gram-positiva, por exemplo, S. aureus, ou outra
infecdo bacteriana ou doenca é um objetivo clinico desejavel,
incluindo um atenuar da dosagem de medicacdo utilizada para a
infecdo ou doenca causada por uma Gram-positiva, por exemplo,
uma infecdo ou doenca causada por S. aureus, ou outra infecdo ou
doenca de causa bacteriana ou um aumento na producdo de
anticorpos no soro ou muco de doentes. Serd evidente aos
especialistas na técnica que algumas das composicdes vacinais da
divulgacdo sdo Uteis para a prevencdo de uma i1infecdo por
Gram-positiva, por exemplo, uma infecdo por S. aureus, ou outra
infecdo bacteriana, algumas sdo Uteilis para o tratamento de uma
infecdo Gram-positiva, por exemplo, uma infecdo por S. aureus,
ou outra infecdo bacteriana e algumas s&o Uteis para a prevencao

e 0 tratamento dessas infecdes.

As formas de realizacdo da presente invencdo, tais como
vacinas e outros agentes farmacéuticos podem, opcionalmente, ser
preparadas utilizando wveiculos, excipientes, diluentes e/ou
adjuvantes adeguados e farmaceuticamente aceitéveis, como séo
bem conhecidos na técnica e evidentes a luz desta descricdo. Um

excipiente, diluente ou adjuvante pode ser um material sdélido,
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semissdlido ou liguido gue pode servir como um veiculo ou meio
para o ingrediente ativo. A 1luz desta descricdo, alguém com
conhecimentos gerais na técnica no campo da preparacdo de
composicgdes, pode facilmente selecionar a forma e modo de
administracéao apropriados, dependendo das caracteristicas
particulares do produto selecionado, da doenca ou estado a ser
tratado, da fase da doenca ou estado e outras circunstincias
relevantes (Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co. (19%0)). A proporcdo e natureza do diluente, excipiente ou
adjuvante farmaceuticamente aceitdvel sdo determinadas pela
solubilidade e propriedades guimicas do composto
farmaceuticamente ativo selecionado da via de administracédo

escolhida e da pratica farmacéutica corrente.

Consequentemente, em formas de realizacdo da invencdo, as
composig¢des vacinais compreendem componentes ou fragmentos
imunogénicos, e. g., polissacdrido ou fragmento deste de
S. aureus e/ou proteina ou fragmento desta de S. aureus ou
P. aeruginosa e, opcionalmente, incluem um velculo
farmaceuticamente aceitavel. A expressio “veiculo
farmaceuticamente aceitdvel” refere-se a um veiculo gque & né&o
téxico. Os veliculos farmaceuticamente aceitdveis adequados
incluem, por exemplo, um ou mais de 4&gua, soro fisioldgico,
solucdo salina tamponada com fosfatos, dextrose, glicerol,
etanol, e semelhantes, assim como as suas combinacdes. Os
veiculos farmaceuticamente aceitédveis podem ainda compreender
quantidades mencores de substéncias auxiliares, tais como agentes
molhantes ou emulsionantes, conservantes ou tampdes, que
melhoram a estabilidade em armazenamento ou eficacia do
anticorpo. Esses veliculos farmaceuticamente aceitaveis incluem,
por exemplo, diluentes ligquidos, semissdélidos ou sdlidos que

servem como veiculos, excipientes ou meios farmacéuticos. Pode
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ser utilizado qualquer diluente conhecido na técnica. Diluentes
exemplificativos incluemnm, mas ndo estdo limitados a
polioxietileno monolaurato de sorbitano, estearato de magnésio,
metil- e propil-hidroxibenzoato, talco, alginatos, amidos,
lactose, sacarose, dextrose, sorbitol, manitol, goma de acéacia,
fosfato de calcio, éleo mineral, manteiga de cacau e 6&éleo de

teobroma.

Além disso, em formas de realizacdo adicionais da invencéo,
a composicdo vacinal pode, opcionalmente, incluir um adjuvante
ou uma combinacdo de adjuvantes, incluindo, mas ndo limitados a
adjuvantes particulados, tais como sais de aluminio (hidrdéxido
de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de hidroxifosfato de
aluminio, etc.); emulsdes, tal como &leo em &gua (MF59, AS03);

combinacdes de lipido e sal, tal como AS04; &gua em &leo

(Montanida) ; ISCOMS, lipossomas/virossomas; nanoparticulas e
microparticulas, etc.; ndo particulados, tal como péptidos;
saponinas (QS21); MPL A; citocinas; derivados de ADN; toxinas
bacterianas; etc. Uma forma de realizacdo adiciocnal inclui

adjuvantes utilizados em animais, tais como Adjuvante Completo
de Freund e Adjuvante Incompleto de Freund, adjuvantes baseados
em micolato (e. g., dimicolato de trealose), lipopolissacéarido
bacteriano (LPS), peptidoglicanos (i. e., mureinas, mucopéptidos
ou glicoproteinas, tais como N-Opaca, dipéptido de muramilo
[MDP] ou anadlogos de MDP} , proteoglicanos, preparacdes
estreptocdcicas (e. g., OK432), DEAE-dextrano, &leos neutros
(tal como migliol), &leos vegetails (tal como 6leo de amendoim),
Pluronic, 0 sistema adjuvante de Ribi ou interleucinas,
particularmente agquelas que estimulam a 1imunidade de mediacédo
celular. O adjuvante utilizado dependersi, em parte, da
composicdo e tipo da wvacina de glicoconjugado. A guantidade de

adjuvante a administrar wvai depender do tipo e estatura do
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mamifero. As dosagens otimas podem ser facilmente determinadas

por métodos de rotina.

Um aspeto adicional da presente invencdo refere-se a uma
composicao farmacéutica, compreendendo, pelo menos, uma
glicoproteina de acordo com invencéo. A preparacao de
medicamentos compreendendo glicoproteinas € bem conhecida na
técnica. O esquema de preparacdo para a composicdo farmacéutica
final e o modo e pormenores da sua administracdo dependerdo da
proteina, da célula hospedeira, do &cido nucleico e/ou do vetor

empregues.

Serd evidente aos especialistas na técnica que a quantidade
terapeuticamente eficaz de polissacdrido ou glicoproteina desta
invencdo dependerd, inter alia, do programa de administracdo, da
dose unitaria de anticorpo administrado, se o polissacarido ou
glicoproteina ¢é administrado em combinacdo com outros agentes
terapéuticos, do estado imunitdrio e saude do doente e da
atividade terapéutica do polissacéarido ou glicoproteina

particular.

As composicdes vacinais e/ou preparacdes farmacéuticas da
invencdo podem ser adaptadas para utilizacdo oral, parentérica
ou tépica e podem ser administradas ao doente na forma de
comprimidos, <céapsulas, supositérios, solucéo, suspensdes ou
qualgquer outro meio ou forma de dosagem adeguado. Em aspetos
adicionais da invencdo, as composicgdes vacinais e/ou preparacdes
farmacéuticas podem ser introduzidas no individuo a ser
imunizado por gualquer método conhecido, incluindo, e. g., por
injecdo intravenosa, intradérmica, intramuscular, intramaméaria,
intraperitoneal ou subcuténea; ou por distribuicdo oral,

sublingual, nasal, anal ou vaginal. Os compostos
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farmaceuticamente ativos da presente invencdo, embora eficazes
por si sb6, podem ser formulados e administrados na forma dos
seus sais farmaceuticamente aceitaveis, tais como sais de adicéo
de &acido ou sais de adicdo de base, para fins de estabilidade,
conveniéncia de cristalizacéo, solubilidade aumentada e
semelhantes. As composig¢gdes vacinais, numa forma de realizacéo
da invencdo, s&o administradas parentericamente, e. g., por
injecdo, subcutaneamente ou intramuscularmente. Os métodos para
imunizacdo intramuscular sé&do descritos por Wolff et al. (1990)
Science 247: 1465-1468 e por Sedegah et al. (1994) Immunology
91: 9866-9870. Outros modos de administracdo incluem oral e

transdérmica.

As vacinas da invencdo podem ser administradas como um
agente profildtico priméario, e. g., adultos ou em criancas, como
uma prevenc¢do secundaria, apds erradicacdo com sucesso de
bactérias Gram-positivas, tal como S. aureus, num hospedeiro
infetado, ou como agente terapéutico com o objetivo de induzir
uma resposta imunitaria num hospedeiro para prevenir infecdo por
uma bactéria Gram-positiva, tal como S. aureus. As vacinas da
invencéao sdo administradas em quantidades facilmente
determinadas por pessoas com conhecimentos gerais na técnica. O
tratamento pode consistir numa dose Unica ou numa pluralidade de
doses, ao longo de um periodo de tempo. Por exemplo, em algumas
formas de realizacdo, ¢é esperado gue uma dosagem tipica para
humanos de uma vacina da presente invencdo seja cerca de 1 a
25 ug do antigénio oligossacarido, o qual estard ligado ao (e
ndo inclui a massa do) veiculo proteico, em formas de realizacéo
adicionais <cerca de 1 ug a cerca de 10 ng do antigénio
polissacaérido e ainda em formas de realizacdo adicionais cerca
de 2 pg do antigénio polissacarido. Em formas de realizacédo

adicionais, a razdo de acucar/proteina no glicoconjugado ou na
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vacina é cerca de 1:5 a cerca de 1:10. Opcionalmente, uma
vacina, tal como uma vacina de Dbioconjugado da presente
invencdo, pode incluir um adjuvante. Os especialistas na técnica
reconhecerdo que a dose o6tima pode ser maior ou menor,
dependendo do peso corporal do doente, doenca, da via de
administracdo e de outros fatores. 0Os especialistas na técnica
também reconhecerdo que o0s niveis de dosagem apropriados podem
ser obtidos com base em resultados com vacinas conhecidas. O
numero de doses dependerd da doenca, da formulacdo e dados de

eficidcia de ensaios clinicos.

As composic®es vacinais podem ser embaladas em formas
convenientes para distribuicdo. S&do preferidas as formas de
distribuicdo compativeis «com a entrada do componente ou

fragmento imunogénico no mamifero recetor.

Uma forma de realizacdo da divulgacdo é geralmente dirigida
a producdo recombinante de uma vacina para um organismo Gram-
positivo num organismo Gram-negativo, por utilizacdo de uma via
biossintética de LPS modificada. Isto é alcancado por insercédo
num hospedeiro que compreende Aacidos nucleicos que codificam
para uma oligossacariltransferase e uma proteina e 4&cidos
nucleicos que codificam para glicosiltransferases tendo origem
em, pelo menos, dois organismos diferentes. Esta forma de
realizacdo é dirigida a manipulacdo genética de um organismo com
base num organismo natural dentro do qual sdo inseridos Aacidos
nucleicos gue codificam para (1) uma proteina; (idi) uma
oligossacariltransferase e (iii) glicosiltransferases de, pelo

menos, dois organismos diversos.

Num exemplo dessa forma de realizacdo, ¢é produzido um

produto de proteina glicosilada para utilizacdo como uma vacina
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para Staphylococcus aureus. 0s produtos vacinais da invencdo sdo
produzidos num hospedeiro de E. coli geneticamente modificado.
S. aureus ¢é uma bactéria Gram-positiva e tem uma capsula de
polissacdrido. Um produto wvacinal para este organismo poderia
ser baseado numa proteina glicosilada cuja seccdo de acucar

tivesse uma estrutura semelhante a este polissacdrido capsular.

Noutro aspeto, a presente divulgacdo é dirigida a uma nova
abordagem de biomanipulaci&do para producdo de vacinas de
conjugados imunogénicos gue proporcionam vantagens relativamente
aos métodos cléssicos de conjugacdo gquimica. Numa forma de
realizacéo, a abordagem envolve a producéo in vivo de
glicoproteinas em células Dbacterianas, por exemplo, células

Gram-negativas, tal como E. coli.

Como conhecido de uma pessoa com conhecimentos gerails na
técnica, a producdo e purificacdo de glicoconjugado pode variar,
dependendo do candidato wvacinal e da combinacdo de plasmideos
utilizados. Por exemplo, que processo de purificac&o escolher é
conhecido com base no veiculo proteico, no componente de acucar
do glicoconjugado e na utilizacdo pretendida do candidato
vacinal purificado, por exemplo, em animais ou humanos. Para
utilizacdo em humanos, por exemplo, é conhecido que a cauda de
HIS, a gqual de outro modo facilitaria a purificacdo, seria

removida.

AN ”

Deve ser compreendido que o termo ou”, como aqui

utilizado, denota alternativas que podem, onde apropriado, ser

AN ”

combinadas; ou seja, o termo ou inclui cada alternativa

listada separadamente, assim como a sua combinacdo. Como agui

utilizado, salvo claramente indicado em contrario pelo contexto,

AN ”

as referéncias ao singular, tais como as formas singulares “um”,
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” ”

uma” e “o”, incluem o plural e as referéncias ao plural incluem

o singular.

A invencdo ¢é ainda definida por referéncia aos seguintes
exemplos que descrevem adicionalmente as composicgdes e métodos

da presente invencdo, assim como a sua utilidade.

Exemplos

Exemplo 1: Sintese de polissacarido CP5 e CP8 em células de

E. coli

Um objetivo de uma forma de realizacdo da invencdo é
produzir os polissacadridos antigénicos CP5 e CP8 em E. coli.
Como discutido acima, a requerente explorou de um novo modo,
surpreendente em consideracdo da técnica anterior, o facto de
que as vias de producdo de CP e antigénio O se sobrepdem
funcionalmente, um facto que estd representado na estrutura da
RU (Ver as FIG. 1-4). 0Os glicanos capsulares de CP5 e CP8 séo
polimeros consistindo de RU de trissacaridos semelhantes de
Acido 2-acetamido-2-desoxi-D-manurdnico (D-ManNACA) e dois
residuos de 2-Acetamido-2,6-didesoxigalactose com configuracdes
D e L (D- e L-FucNAc). Os residuos de ManNAcA estdo ligados de
um modo diferente nos dois serotipos; adicionalmente, a ligacéo
entre as RU no glicano polimerizado ¢é diferente. Além disso,
existe uma modificacdo O-acetilo imunodominante em diferentes
posicdes nos dois antigénios (Jones, C. 2005. Estruturas
revistas para os polissacéridos capsulares de Staphylococcus
aureus tipos 5 e 8, componentes de novas vacinas de
glicoconjugado. Carbohydr Res 340:1097-106). O antigénio 011 de

LPS de P. aeruginosa é semelhante na sua estrutura a CP5 e CP8,
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dado que o) antigénio 011 de P. aeruginosa LPS contém
[-3) ~a-L-FucNAc-(1,3) -B-D-FucNAc-(1,2)-R-D-Glc-(1-] (FIG. 4).
(Knirel, Y. A., V. V. Dashunin, A. S. Shashkov, N. K. Kochetkov,
B. A. Dmitriev e I.L. Hofman. 1988. Antigénios somdticos de
Shigella: estrutura da cadeia polissacdrida especifica de 0O do
lipopolissacadrido de Shigella dysenteriae tipo 7. Carbohydr Res
179: 51-60). As RU trissacdridas diferem apenas na medida em que
0 D-ManNAcA de S. aureus estd substituido por uma unidade de
glucose, nao existe modificacédo O-acetilo em LPS de
P. aeruginosa 0l1 e a diferenca no tipo de ligacdo entre o 2° e

3° monossacarido na RU (FIG. 4).

Para produzir um sistema genético capaz de sintetizar os
glicanos de CP5 e CP8 em UndPP, utilizando o método de Dean
et al., (Dean, C. R., C. V. Franklund, J. D. Retief, M. J.
Coyne, Jr., K. Hatano, D. J. Evans, G. B. Pier e J. B. Goldberg.
1999. Caracterizacdo do lécus do antigénio O do serogrupo 011 de
Pseudomonas aeruginosa PA103. J Bacteriol 181:4275-4284), a
requerente modificou o aglomerado génico do antigénio O de
P. aeruginosa 0l1 da estirpe PA103. 0Os genes que codificam a
maquinaria biossintética para a sintese da estrutura tronco
consistindo de UndPP-D-FucNAc-L-FuncNAc foram complementados com
as enzimas de S. aureus requeridas para a conclusdo do glicano
de S. aureus (FIG. 1-4), o gque também constituiu uma nova
utilizacdo deste processo. Deste modo, utilizando o método de
Dean et al., todos os elementos genéticos de P. aeruginosa PA103
requeridos para a biossintese de UndPP-FucNAc-FucNAc foram
expressos. O gene que codifica a glicosiltransferase que
adiciona o terceiro acucar foi eliminado e substituido pelos
correspondentes genes dos aglomerados de capb ou 8 de S. aureus

Mub0 (CP5) e MW2 (CP8), com ligeiras modificacdes.
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Os genes gue codificam as enzimas gue sintetizam o©s
residuos especificos para o polissacarido capsular de S. aureus
foram integrados, passo a passo, no contexto de 011 de acordo
com as funcdes dos genes previstos por Sau et al. (Sau, S., N.
Bhasin, E. R. Wann, J. C. Lee, T. J. Foster e C. Y. Lee. 1997.
Os 1loci genéticos alélicos de S. aureus para a expressido da
cépsula de serotipo 5 e 8 contém os genes especificos de tipo
flangueados por genes comuns. Microbiology 143: 2395-405;
O’'Riordan, K. e J. C. Lee. 2004. Polissacaridos capsulares de
Staphylococcus aureus. Clin Microbiol Rev 17(1): 218-34). Tais

passos sdo explicados abaixo.

Foi predado que o produto génico capbI/cap8H era a
glicosiltransferase que adiciona o) ManNAcCA a
UndPP-D-FucNAc-L-FuncNAc da RU que forma uma ligacdo especifica
para cada serotipo (Sau, S., N. Bhasin, E. R. Wann, J. C. Lee,
T. J. Foster e C. Y. Lee. 1997. 0Os loci genéticos alélicos de
Staphylococcus aureus para a expressido da cépsula de serotipo 5
e 8 contém os genes especificos de tipo flangueados por genes
comuns Microbiology 143: 2395-405) . Para ©provar 1isto, a
atividade de Capb5I e Cap8H foi analisada em E. coli na presenca
de um plasmideo conferindo a producdo do antigénio 0O de
P. aeruginosa 011. Células gque expressam o aglomerado de 011
sintetizam o antigénio O de 011 primeiro em UndPP, de onde é
transferido para o nlUcleo de lipido A pela enzima Waal de
E. coli, a ligase de antigénio 0O, formando o lipopolissacarido
egpecifico de 011 (LPS) (Goldberg, J. B., K. Hatano, G. S.
Meluleni e G. B. Pier. 1992. Clonagem e expressdo de superficie
de antigénio O de Pseudomonas aeruginosa em Escherichia coli.
Proc Natl Acad Sci U S A 89(22): 10716-20). Para sintetizar este
lipopolissacarido, o aglomerado de antigénio O de 011 de

P. aeruginosa PAl103 foi c¢lonado em pLAFRI1 (SEQ ID N°: 1).
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Depois, o gene wbhjA que codifica a glucosiltransferase, a enzima
que adiciona o terceiro acucar a RU de 011, foi eliminado por
mutagénese de transposéao. 0 aglomerado mutado (011
wbjA: : Tn50<dhfr-1>) foi ainda modificado por recombinacédo
homéloga, para eliminar a atividade de polimerase do gene wzy,
formando 011 wbjA:: TnS50<dhfr-1> wzy::cat, o Jgque denocta a
SEQ ID N°: 1 mutada, em gue 0SS genes para a glicosiltransferase
wbhjA e a polimerase wzy do aglomerado génico de 011 foram
inativados. Este aglomerado modificado foi expresso em células
W3110 AwecA, os extratos foram tratados com proteinase K e

analisados por SDS PAGE e coloracdo de prata, de acordo com o

método divulgado em Tasi, et al. (Tsai, C. M. e C. E. Frasch.
1982. Uma coloracao de prata sensivel para detecao de
lipopolissacaridos em géis de poliacrilamida. Anal Biochem
119:115-9) . Os resultados s&do proporcionados na FIG. bA,

mostrando a coloracdo de prata dos extratos de W3110 AwecA que
expressam O aglomerado de 011 mutado de pLAFR1, como agqui
descrito. A segunda linha indica o0s genes expressos do plasmideo
indutivel pEXT22. Os asteriscos indicam genes sintetizados e
coddo-otimizados. Diferentes glicoformas relevantes estdo

indicadas com setas).

A andlise resultou em duas bandas principais nos géis
(FIG. 5A, pista 1). Os sinais correspondem ao nucleo de lipido A
ndo modificado (FIG. 5A, banda inferior) e LPS consistindo de
nicleo de lipido A e dois residuos de FucNAc, como esperado numa
RU de 011 truncada. Apds expressido de uma cdpia de tipo selvagem
de wbjA de um plasmideo separado, indutivel por IPTG, a banda
superior mudou para uma mobilidade eletroforética mais lenta,
indicando a adicdo de um residuo de glucose ao LPS de 011
truncado (FIG. 5A, pista 2). Quando as glicosiltransferases de

S. aureus previstas CapbI (pista 4) e Cap8H (FIG. 5A, pista 3)
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foram expressas em trans, em vez de WbjA, foil observada uma
mudanca semelhante do sinal do nucleo de lipido A glicosilado,
indicativa de adicdo de um monossacérido, possivelmente até
maior gue a glucose, sendo muito provavelmente ManNAcA. Estes
dados provam que as glicosiltransferases de S. aureus podem
alongar o) glicolipido UndPP-D-FucNAc-L-FuncNAc que foi

sintetizado por atividade de enzimas de P. aeruginosa.

Deste modo, também foi confirmado que um pré-requisito para
0 agrupamento da RU de S. aureus em E. coli & a provisdo de
UDPManNAcCA, porque a maguinaria biossintética estd presente nos
aglomerados de CP5/8 de S. aureus mas ndo no aglomerado de
antigénio O de 011 de P. aeruginosa. Todos o0s outros acucares
ativados por nucledtido regqueridos sdo proporcionados por
fungdes de gestdo de E. coli e do aglomerado de antigénio O de
0l1l de P. aeruginosa. Sabe-se gue a E. coli produz UDP-ManNAcA,
0 substrato para a glicosiltransferase de ManNAcA, por expressio
de wecB e wecC. Agueles genes sdo expressos de modo constitutivo
no aglomerado responsavel pela biossintese do antigénio
enterobacteriano comum (ECA) (Meier-Dieter, U., R. Starman, K.
Barr, H. Mayer e P. D. Rick. 1990. Biossintese do antigénio
enterobacterianoc comum em Escherichia coli. J Biol Chem
265:13490-13497). Verificou-se qgue o hombdlogo funcional para a
biossintese de UDP-ManMAcA encontrado no aglomerado de CP de
S. aureus complementa a atividades de wecBC, como referido
anteriormente (Kiser, K. B., N. Bhasin, L. Deng e J. C. Lee.
1999. 0 capSP de Staphylococcus aureus codifica uma
UDP-N-acetilglucosamina 2-epimerase com redundédncia funcional.
J. Bacteriol 181 (16): 4818-24). Isto mostra que a producdco dos
antigénios de CP em E. coli depende da expressdo funcional dos
genes wecBC na estirpe hospedeira. Assim, para proporcionar

UDP-ManNAcA como substrato para CapSI e Cap8H num sistema
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recombinante, foi confirmado gque WecB e WecC tém gue ser
expressos. Num tal sistema, pode ser utilizada qualgquer estirpe
procaridtica gque expressam o antigénio enterobacteriano comum
como estirpe de E. coli de tipo selvagem, e. g., tipos de
células baseados em W3110, com ou sem uma eliminacdo de wecdA e

com ou sem eliminacdo adicional de wzzE.

Pensa-se que, para atividade imunoldgica maxima do glicano,
0 alongamento adicional do polissacdrido capsular de S. aureus
seja requerido. Os genes cap5J/cap8I codificam os hombélogos wzy
que polimerizam as unidades de repeticdo e capb5K/cap8K codificam
a flipase que transloca o trissacarido ligado a UndPP do lado
citoplasmatico para o) lado periplasmatico da membrana.
Cap5H/cap8J codificam a O-acetiltransferase que modifica o
L-FucNAc na posicdo 3’ ou o ManNAcA na posicdo 4’ da RU (Bhasin,
N., A. Albus, et al. (1998). “Identificacdo de um gene essencial
para a O-acetilacdo do polissacérido capsular de Staphylococcus
aureus tipo 5”. Mol Microbiol 27(1): 9-21. A acetilacdo & um
determinante importante gue discrimina a reatividade imunoldgica
do polissacarido (Fattom, A. I., J. Sarwar, L. Basham, S.
Ennifar e R. Naso. 1998. Determinantes antigénicos de wvacinas de
polissacarido capsular tipo 5 e tipo 8 de §S. aureus. Infect
Immun 66:4588-92). Para mostrar que as RU poderiam ser alongadas
e acetiladas, as enzimas de S. aureus responsaveis pela
polimerizacdo e OQO-acetilacdo foram expressas de plasmideos
separados na presenca do aglomerado de 011 mutado. Os
extratos de células W3110 AwecA gue expressam o aglomerado
wbjA: :Tn50<dhfr-1> wzy::cat de 011 e diferentes genes do
aglomerado de CP5 foram tratados com proteinase K e analisados
por SDS PAGE, eletrotransferéncia seguida de imunotransferéncia
utilizando um acucar anti-CP5 (obtido de J. C. Lee no

Departamento de Medicina, Brigham and Women’s Hospital,
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Faculdade de Medicina de Harvard, Boston, MA, EUA). A FIG. 5B
mostra os resultados da imunodetecdo dos extratos de E. coli
tratados com proteinase K separados por SDS PAGE e
eletrotransferidos gue utilizam o antissoro anti-CP5. Todos os
extratos analisados continham um aglomerado de P. aeruginosa 011
com eliminacdes dos genes wbjA e parcialmente (indicado por um
asterisco) wzy expressos a partir do plasmideo pLAFR, como aqui
descrito, e mais dois plasmideos (pEXT22, pACT3) expressando
diferentes proteinas Capb (como indicado) gue possibilitam a
polimerizacdo e O-acetilacdo de CP5 nestas células. Estéo
indicados pormenores experimentais, tais como concentracdes de

indutor e temperaturas de incubacdo de cultura de expressio.

Na FIG. 5B, o0s resultados mostram sinais semelhantes a
escada, tipicos para um polimero de antigénio O numa gama de
peso molecular mais elevado. As diferentes bandas representam
diferentes numeros de RU polimerizadas linearmente em LPS ou em
UndPP, ambos o0s quails sdo estaveis a digestdo de proteinase K.
Foram observadas diferentes intensidades da estrutura semelhante
a escada na presenca ou auséncia de O-acetiltransferase.
Enquanto fortes sinais foram detetados na presenca de capbH
(FIG 5B, pistas 1-4), estes estavam virtualmente ausentes em
pistas sem capb5H (FIG 5B, pistas 5, 6). Isto significa que a
O-acetilacdo aumenta o reconhecimento pelo antissoro especifico,
ou que melhora a atividade de polimerizacdo, acelerando o
deslocamento ou tornando a polimerizacdo como tal mais eficiente
ou 1induzindo mais producdo de RU. O gene capbH é funcional
quando expresso a partir de diferentes plasmideos de estrutura
(FIG 5B, pistas 1, 2 e 3, 4), embora a intensidade de sinal seja
mais forte guando o capb5H é expresso isoladamente a partir de um
plasmideo separado (comparar a pista 1 com a pista 3 da FIG. 5B

e pista 2 com pista 4 da FIG. 5B). E surpreendente e notdvel que
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quanto menos IPTG era wutilizado para inducdo dos genes de
S. aureus, mais fortes os sinais (comparar a pista 1 com a

pista 2 da FIG. 5B e a pista 3 com a pista 4 da FIG. 5B).

Exemplo 2: Sintese de polimero CP5 e CP8 em lipido em

células de E. coli

Dado que a expressido elevada dos genes especificos de capd
conduz a menor formacdo de polimero, foi construido um sistema
de expressdo alternativo para os glicanos recombinantes para
abordar este problema. Em pormenor, numa nova abordagem,
inesperada a luz da técnica anterior, a glucosiltransferase
(wbjA) de P. aeruginosa e a polimerase (wzy) de 011 foram
substituidas pelos genes que codificam os elementos especificos
de CP5/8 do aglomerado génico capsular de S. aureus MubO0/MW2
(cap5/8HIJK e partes destes), produzindo um aglomerado génico
unico, gquimérico, composto pelos genes CP5 ou CP38 de
P. aeruginosa 011 e S. aureus (FIG. 6). A construcdo continha os
genes especificos de S. aureus. Cada fol marcado para detecdo de
expressdo e cada continha um sitio de ligacd&o ribossdédmica
introduzido e era seguido de uma cassete de resisténcia a
cloranfenicol (cat) para selecao de clones recombinados,
resultando nas SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3 e SEQ ID N°: 4, de
acordo com o método de Datsenko, et al. (Datsenko, K. A. e B. L.
Wanner. 2000. Inativacdo de um passo de genes cromossdmicos em
Escherichia coli K-12 utilizando produtos de PCR. Proc Natl Acad
Sci U S A 97:6640-5).

A  FIG. 6 representa uma forma de realizacdo de uma
estratégia da presente invencéao para a construcdo dos

aglomerados génicos O011/CP55 e 011/CP8 gquiméricos da presente
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invencdo. Os aglomerados de CP de S. aureus CP5 e CP8 (topo) e o
aglomerado rfb de P. aeruginosa PA103 (011, meio) estdo
representados como publicado (Dean, C. R., C. V. Franklund, J.
D. Retief, M. J. Coyne, Jr., K. Hatano, D. J. Evans, G. B. Pier
e J. B. Goldberg. 1999. Caracterizacdo do 1ldécus do antigénio O
do serogrupo 011 de Pseudomonas aeruginosa PA103. J Bacteriol
181:4275-84; (Sau, S., N. Bhasin, E. R. Wann, J. C. Lee, T. J.
Foster e C. Y. Lee. 1997. 0Os 1loci genéticos alélicos de S.
aureus para a expressido da capsula de serotipo 5 e 8 contém os
genes especificos de tipo flangueados por genes comuns.
Microbiology 143 (Pt 7): 2395-405). As func¢des hombdlogas dos
genes estdo descritas abaixo. Diagonais para a frente completas
indicam o0s genes responsaveis pela sintese do dissacéarido
D-FucNAc-L-FucNAc em UndPP nos dois organismos; pontos indicam
0s genes de glicosiltransferase gque adicionam o terceiro
monossacarido a RU. 0Os genes de flipase semelhantes a Wzx estéo
indicados por diagonais para a frente a tracejado, o0s genes da
polimerase de RU semelhantes a wzy estdo indicados por diagonais
para trds a tracejado. O aglomerado de CP5 ndo contém um
regulador de comprimento de Wzz (seta wvazia), mas um conjunto de
trés genes compondo a maquinaria de exportacdo para
polissacarido capsular gque inclui a funcdo reguladora de
comprimento em S. aureus (setas vazias). O gene da transferase
O-acetilo, indicado por diagonais para a frente completas, &
inico ao aglomerado de CP. Os genes requeridos ©para a
biossintese de UDP-ManNAcA em S. aureus estdo indicados a negro.
N&do sdo requeridos para a producgcdo do antigénio O de
P. aeruginosa. Os genes responsaveis pelas diferencas
estruturais dos polissacaridos 011, CP5 e CP8 estdo aglomerados
uns aos outros no inicio (0ll: wbhjA e wzy) ou meio (CP5/8:
capb/8HIJK) dos respetivos aglomerados génicos. O aglomerado de

CP8 & qguase idéntico ao aglomerado de CP5 considerando
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comprimento e sequéncia de ADN, exceto na parte do meio
(capb/8HIJK) que confere especificidade estrutural. O aglomerado
gquimérico foi construido por substituicdo dos genes wbhjA e wzy
de um aglomerado de 0l1 gerado em plasmideo, com a parte da
especificidade do aglomerado de CP5 (ou CP8) (cap5/8HIJK) e uma
cassete de cloranfenicol acetiltransferase representada pela
seta wvazia rotulada cat (cat, para selecdo), por recombinacio
homéloga e clonagens c¢lassicas, resultando nas SEQ ID N°: 2,
SEQ ID N°: 3 e SEQ ID N°: 4. Os asteriscos nas setas a tracejado
indicam sequéncias génicas incompletas utilizadas para
recombinacéo homéloga. Os dois aglomerados gquiméricos
resultantes estdo mostrados no painel inferior, representando o

ADN das SEQ ID N°: 3 e SEQ ID N°: 4.

Para provar que o0s CP5 e CP8 qguiméricos da presente
invencdo agrupam, surpreendentemente, a RU correta em UndPP e
garantem gue as unidades de repeticdo sdo polimerizadas, a
digestdo de proteinase K de células de E. coli (W3310 AwecA)
contendo os aglomerados quiméricos de comprimento completo foi
separada por SDS-PAGE. Especificamente, células com um plasmideo
contendo ou desprovido do aglomerado génico de CP5 qguimérico
(FIG. 7A) ou o aglomerado génico de CP8 gquimérico (FIG. 7B) no
plasmideo pLAFR foram tratadas com Proteinase K, separadas por
SDS-PAGE e os lipidos foram visualizados por coloracdo de prata
(painel da esquerda nas FIG. 7A e 7B) ou imunodetecdo com
antissoro anti-CP5 ou anti-CP8 apds eletrotransferéncia para
membranas de nitrocelulose (painel da direita na FIG. 7TA e B)).
As construgdes desprovidas (SEQ ID N°: 2) e contendo
(SEQ ID N°: 3) o) gene capbK de flipase foram testadas.
Verificou-se que a uUltima era menos ativa na producdo de LPS

de CPb).
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Apds eletrotransferéncia e imunodetecdo com soro especifico
anti-CPb, extratos expressando os aglomerados de CP5 gquimérico
integrais mostram um sinal semelhante a escada semelhante as
estruturas de antigénio O enddgenas de E. coli sondadas com o
seu soro autdlogo (FIG. 7A, uUltimas duas pistas a direita). Isto
sugere fortemente gque as unidades de repeticdo de CP5 séo
polimerizadas, gque existe um comprimento de polimero preferido e
gque o antigénio de CP5 é transferido para nutcleo de lipido A
nestas células. Os mesmos extratos foram visualizados por
coloracdo de prata apds SDS PAGE (FIG. 7A, no lado esguerdo da
figura, as duas pistas a direita rotuladas como: CP5 quimérico
(sem capbK) e CP5 guimérico mostrando gque o LPS &, de facto,
formado, consistindo do nucleo de lipido A de E. coli decorado
com a estrutura semelhante a antigénio O de CP5. Diferencas de
intensidade foram obtidas de extratos que tém origem em células
que expressavam o0 aglomerado quimérico de CP5 com ou sem © gene
de flipase capb5K. A comparacdo dos dois extratos mostra gue a
expressdo de CapbSK aumenta consideravelmente a producdo do
polimero (comparar as pistas do meio e da direita em ambos os

painéis da FIG. 7A).

Como mostrado na FIG. 7B, 08 mesmos resultados foram
observados com um aglomerado guimérico de CP8. Células contendo
um plasmideo contendo ou desprovido do aglomerado génico de CP8
gquimérico no plasmideo pLAFR foram tratadas com Proteinase K,
separadas ©por SDS PAGE e o0s lipidos foram detetados por
coloracdo de prata (painéis da esquerda) ou imunodetecdo com
antissoro anti-CP8, apds eletrotransferéncia para membranas de
nitrocelulose (painel da direita). A construcdo gquimérica de CP8

contendo o gene de flipase cap8K corresponde a SEQ ID N°: 4.
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Uma extensdo nova e surpreendente adicional da invencdo foi
desenvolvida pela alteracao das estruturas do plasmideo
utilizadas para manutencdo e expressido do aglomerado gquimérico
em FE. coli. A cassete de resisténcia em pLAFR1 contendo o
aglomerado de CP5 guimérico foi alterada de Tet para Kan.
Adicionalmente, o aglomerado guimérico de CP5 integral contendo
0 capbK foi subclonado no plasmideo pDOC-C, de acordo com método
de Lee et al. (Lee, D. J., L. E. Bingle, K. Heurlier, M. J.
Pallen, C. W. Penn, S. J. Busby e J. L. Hobman. 2009.
Adulteracédo génica: um método para manipular de modo
recombinante em estirpes de FEscherichia coli de laboratdrio e
patogénicas. BMC Microbiol 9: 252) e pACYCl77 (acesso GeneBank
N°® X06402).

Como mostrado nas FIG. 8A e 8B, todos estes plasmideos
conferiram producdo do polimero CP5, como analisado por SDS
PAGE, eletrotransferéncia e imunodetecdo com antissoro
egspecifico de anti-CP5. Na FIG 8A, extratos de células totais de
células contendo diferentes aglomerados quiméricos foram
tratadas com Proteinase K e analisadas por SDS PAGE e coloracéo
de prata. Estdo indicados os plasmideos que contém diferentes
genes especificos de S. aureus e diferentes genes de
resisténcia, utilizados para selecéo de antibidtico:
Tetraciclina (Tet) e HIJ, SEQ ID N°: 2; Tet HIJK, SEQ ID N°: 3,
Tet e sem genes, controlo de plasmideo vazio, 0©0s numeros
correspondem a marcadores de peso molecular. As pistas rotuladas
Canamicina (Kan) contém uma variacdo da SEQ ID N°: 3, na qual a
cassete de resisténcia a tetraciclina é substituida por um gene

de resisténcia a canamicina.

Na FIG. 8B, a estirpe hospedeira foi E. coli W3110 AwecA,

como na FIG. 8A. A pista da esquerda na FIG. 8B corresponde ao
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marcador de peso molecular como na FIG. 8A. Na FIG. 8B, extratos
de células totais de células contendo diferentes aglomerados
quiméricos foram tratadas com Proteinase K e analisadas por SDS
PAGE e coloracdao de prata (painel da esquerda) e por
imunotransferéncia anti-CP5 apds eletrotransferéncia (painel da
direita). Os plasmideos wutilizados contém o aglomerado de CPS
guimérico indicado na SEQ ID N°: 3, presente numa estrutura do
plasmideo pLAFR]1 modificada contendo uma cassete de Canamicina,
em vez de tetraciclina (ver a FIG. 8A), ou em pACYC contendo uma

cassete de resisténcia a cloranfenicol.

Além disso, foram testados diferentes promotores para
expressar o LPS de CP5 de 011 qguimérico. Nestes testes, a
estirpe hospedeira era E. coli W3110 AwecA transportando o
aglomerado de CP5 qguimérico. ©Nesta estirpe, 0o aglomerado
gquimérico substituiu o0s genes wecAwzzE. Extratos de células
totais de células contendo diferentes aglomerados gquiméricos
expressos a partir de pLAFR1 foram tratados com Proteinase K e
analisados por SDS PAGE e imunotransferéncia anti-CP5 apds
eletrotransferéncia. Os plasmideos continham aglomerados de 011,
onde wbhjA e wzy foram substituidos por diferentes genes de
egspecificidade de S. aureus (com uma cassete de cat), como
indicado abaixo nas pistas na FIG. 9. Além disso, o ADN em
frente dos genes de especificidade de cap5 foi alterado e o
efeito na glicosilacdo lipidica foi analisado. O efeito destas
regides promotoras diferentes foi analisado, como representado
na FIG. 9. Wzz/wzx denota os genes originais (ver a FIG. 6) em
frente dos genes cap apds a recombinacdo hombdéloga inicial
(FIG. 9 correspondente as duas primeiras pistas). Estes dois
genes foram removidos (-) (FIG. 9 correspondente as trés pistas
no meio) e substituidos com a regido de 0,6 kb (PO121) (FIG. S

correspondente as trés ultimas pistas) presente a montante do

101



aglomerado do antigénio O de E. coli 0121 que codifica uma forte
sequéncia promotora. As pistas denotadas wzz/wzx e HIJ na FIG. 9
foram derivadas de células expressando a SEQ ID N°: 2, as pistas
denotadas wzz/wzx e HIJK derivam da SEQ ID N°: 3. Na FIG. 9, os
marcadores de peso molecular estdo indicados a esquerda da

moldura do gel.

Como indicado na FIG. 9, o0s resultados mostraram gue uma
atividade promotora relevante reside no gene wzx (FIG. 9,
primeiras duas pistas- wzz/wzx) e que pode ser funcionalmente
substituida por um promotor constitutivo de E. coli, e. g., O
promotor do serovar 0121 wb (PO121, 4ultimas trés pistas na
FIG. 9), sem perda de producdo de LPS. Considerados em conjunto,
estes resultados significam gque o0s elementos de 011 e de
S. aureus para a producdo do antigénio O e do polimero capsular
CP5 de 011, como agui descrito, podem ser combinados em muitos
sistemas de expressdo de FE. coli diferentes, resultando na

producdo de polissacdrido de S. aureus recombinante.

Estes resultados mostraram, pela primeira vez, a producgido
em FE. coli de uma estrutura capsular de polissacérido tendo
origem num organismo Gram-positivo. Isto significa que foi
possivel, contrariamente a técnica anterior e expectativas
convencionais, combinar as enzimas do aglomerado de 011 e as
enzimas do aglomerado de cap de S. aureus para construir um
polissacéarido gquimérico, i. e., que a enzima trabalha

conjuntamente na mesma estrutura in vivo.
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Exemplo 3: Confirmacdo da estrutura molecular dos glicanos

recombinantes

Para confirmar a atividade do aglomerado de CP5/011
guimérico em E. coli a um nivel molecular, foi desenvolvido um
novo método permitindo a andlise de aclUcares ligados a UndPP,
por utilizacdo de marcacdo fluorescente do acucar na extremidade
de reducdo com 2-Aminobenzamida (2-AB) . Para melhorar a
resolucdo da andlise, foram wutilizados aglomerados guiméricos
contendo eliminac¢des gue aumentaram a Jquantidade de RU néo
polimerizadas. 0Os glicolipidos de diferentes células de E. colil
expressando o aglomerado quimérico contido no plasmideo pLAFR1 e
desprovido da flipase de capbK (SEQ ID N°: 2) foram analisados

como descrito abaixo.

Para extrair os glicanos ligados a UndPP, células de
E. coli foram lavadas com NaCl a 0,9% e liofilizadas. As células
secas foram extraidas, uma vez, com 30 mL de solvente organico
(85 a 95% de Metancol = M). O sedimento celular licofilizado foi
ainda extraido, duas vezes, com 5 mL de Clorofdédrmio: Metanol:
Agua (C:M:W = 10:10:3; v/v/v). O extrato (M) foi convertido com
clorofdérmico e &gua para uma razdo final de 3:48:47 (C:M:W). O
extrato 10:10:3 (C:M:W) foi convertido para um sistema de duas

fases Bligh/Dyer (Bligh, E. G. e W. J. Dyer. 1959. Um método

rédpido de extracdo e purificacdo de lipidos totais. Can J
Biochem Physiol 37(8): 911-7) por adicdo de &gua, resultando
numa razdo final de 10:10:9 (C:M:W). As fases foram separadas

por centrifugacdo e a fase aquosa superior foili mantida para

processamento adicional.

Para purificar os glicolipidos extraidos, a fase aquosa foi

submetida a um cartucho tCig Sep-PAK. O cartucho foi condicionado
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com 10 mL de metanol, seguido de equilibracdo com 10 mL de
3:48:47 (C:M:W). Apds carregamento da amostra, o cartucho foi
lavado com 10 mL de 3:48:47 (C:M:W) e eluido com 5 mL de metanol
e 5mL de 10:10:3 (C:M:W). As eluicdes combinadas foram secas
sob Nz;. As amostras de glicolipido foram hidrolisadas por
dissolucdo das amostras secas em 2 mL de n-propanol:acido
trifluorcacético a 2 M (1:1), agquecimento a 50 °C, durante
15 min e, depois, evaporacdo até a secura sob N2 (Glover, K. J.,
E. Weerapana e B. Imperiali. 2005. Agrupamento in vitro do
heptassacdrido ligado a UndPP para glicosilacdo procaridtica
ligada a N. Proc Natl Acad Sci U S A 102(40): 14255-9). As
amostras secas foram marcadas com 2-AB e a limpeza do glicano
foi realizada wutilizando o método do disco de papel, como
descrito (Bigge, J. C., T. P. Patel, J. A. Bruce, P. N.
Goulding, S. M. Charles, R. B. Parekh. 1995, Marcacao
fluorescente ndo seletiva e eficiente de glicanos wutilizando
2-aminobenzamida e Acido antranilico. Anal Biochem 230(2):
229-38; Merry, A. H., D. C. Neville, L. Royle, B. Matthews, D.
J. Harvey, R. A. Dwek e P. M. Rudd. 2002. Recuperacdo de
O-glicanos intactos marcados com 2-aminobenzamida libertados de
glicoproteinas por hidrazindlise. Anal Biochem 304 (1): 91-9). Os
glicanos marcados com 2-AB foram separados por HPLC utilizando
uma coluna de fase normal GlycoSep-N, de acordo com Royle
et al., mas modificada para um sistema de trés solventes (Royle,
L., T. S. Mattu, E. Hart, J. I. Langridge, A. H. Merry, N.
Murphy, D. J. Harvey, R. A. Dwek, P. M. Rudd. 2002. Uma base de
dados analitica e estrutural proporciona uma estratégia para
sequenciar O-glicanos a partir de guantidades de micrograma de
glicoproteinas. Anal Biochem 304(1): 70-90). O solvente A foi
formato de aménio a 10 mM, pH 4,4, em acetonitrilo a 80%. O
solvente B foi formato de aménio a 30 mM, pH 4,4, em

acetonitrilo a 40%. O solvente C foi &cido férmico a 0,5%. A
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temperatura de coluna foi 30 °C e os glicanos marcados com 2-AB
foram detetados por fluorescéncia (Aex de excitacdo = 330 nm,
Aem de emissdo = 420 nm). As condigdes de gradiente foram um
gradiente linear de 100% de A a 100% de B, ao longo de 160 min,
a um caudal de 0,4 mL/min, seguido de 2 min de 100% de B a 100%
de C, aumentando o caudal para 1 mL/min. A coluna foi lavada
durante 5 min com 100% de C, regressando a 100% de A ao longo de
2 min e correndo durante 15 min a 100% de A, a um caudal de
1 mL/min, depois, restituindo o caudal para 0,4 mL/min, durante

5 min. As amostras foram injetadas em agqua.

As fracdes secas foram ressuspensas em 5 pL de acetonitrilo
(ACN) a 10%, 4&cido trifluoroacético (TFA) a 0,1% e misturadas
1:1 com solucdo de matriz (DHB a 40 mg/mL em ACN a 50%, TFA a
0,1%) na placa alvo. Os dados de MS e MS/MS foram adquiridos
manualmente no modo idénico positivo num espetrdmetro de massa
MALDI-ToF/ToF Ultraflex-I1I (Bruker Daltonik GmbH, Bremen,
Alemanha). MS/MS foram obtidos utilizando o método de LIFT. Uma
mistura peptidica padrdoc (Bruker Daltonik GmbH) foi utilizada
para calibracdo externa. 0Os espetros foram exportados utilizando
o software Flex Analysis (Bruker Daltonik GmbH) e analisados

manualmente.

Os extratos de metanol de E. coli W3110 AwecA (CPb)
contendo plasmideos com (linha grossa) ou sem (linha fina a
tracejado) os aglomerados quiméricos foram purificados através
de cartuchos tCl8 e analisados por HPLC de fase normal. As
fracdes correspondentes aos picos mostrados na FIG. 10A
verificados a 37, 40 e 45 minutos de eluicdo foram analisados
por MALDI-MS/MS. As amostras eluindo a 37 e 40 minutos foram
identificadas como RU de CP5 recombinantes, com e sem 0O grupo

O-acetilo conjugado, respetivamente. A amostra eluindo a
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45 minutos foi identificada como estrutura de RU de S. aureus
ndo acetilada alongada por uma desoxi-N-acetil-hexosamina (como
mostrado na FIG. 11E). No aglomerado qguimérico de CP5, capbHIJ
substituiu os genes wbjA e wzy do aglomerado de 011 em pLAFR.
Além dos genes capb5HIJ, a substituicdo continha a cassete de cat

(SEQ ID N°: 2).

Os extratos de metanol de E. coli W3110 AwecAwzzE contendo
plasmideos com (linha grossa) ou sem (linha fina a tracejado) o
aglomerado quimérico foram purificados através de cartuchos tC18
e analisados por HPLC de fase normal. A FIG. 10B mostra os
resultados da andlise de HPLC de RU recombinante de CP8
produzida utilizando um aglomerado gquimérico (SEQ ID N°: 4 sem
polimerase). 0Os picos especificos para células gue expressam O
acucar recombinante foram identificados a 237, 32’, 38’7 e 45 de
eluicdo, recolhidos e analisados por MALDI-MS e MALDI-MS/MS. No
aglomerado quimérico de CP8, cap8HJK substituiu os genes wbjA e
wzy do aglomerado de 011, i. e., uma construcdo sem a polimerase
para acumular RU uUnica para analise. Além dos genes cap, a

substituicdo continha a cassete de cat.

A FIG. 11A mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP5 quimérico da presente invencéo
em FE. coli eluindo a 37 minutos. A massa principal m/z=772
([M+H]*) foi selecionada e analisada por MS/MS, a qual mostra um
padrido de fragmentacdo consistente com a estrutura de RU de CP5
acetilada gue era esperada a 1luz da invencdo divulgada nesta
descricdo. As espécies O-acetiladas sdo caracterizadas por uma
perda especifica de 42 mais a massa do monossacarido FucNAc
(dHexNAc (OAc)) na posicdo do meio da RU. 0Os ides de fragmentacéo

estdo indicados de acordo com nomenclatura do consdrcio para a
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glicbébmica funcional, CFG (www.functionalglycomics.org/
static/consortium/Nomenclature.shtml). 2-AB, 2-aminobenzamida. A
legenda para os 1i6es de fragmentacdo ¢é dada na insercdo da

FIG. 11A.

A FIG. 11A mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP5 guimérico da presente invencéo
em E., coli eluindo a 40 minutos. A massa principal de m/z= 730
([M+H]*) foili selecionada e analisada por MS/MS, a gual mostra a
série 1dbnica de fragmentacdo consistente com a estrutura de RU
de CP5 ndo acetilada gue era esperada a 1luz da invencéo
divulgada nesta descricdo. 2-AB, 2-aminobenzamida. A legenda

para os ides de fragmentacdo é dada na insercdo da FIG. 11B.

A FIG. 11C mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de
realizacdo do aglomerado de CP8 guimérico da presente invencéo
em E. coli eluindo a 32 minutos. Uma massa principal de m/z=794
([M+H]*) foili selecionada e analisada por MS/MS, a gual mostra a
série i1dbnica de fragmentacdo consistente com a estrutura de RU
de CP8 acetilada gue era esperada a luz da invencdo divulgada
por esta descricdo. As espécies O-acetiladas sdo caracterizadas
por uma perda especifica de 42 mais a massa do monossacarido
ManNAcA (HexNAcA (OAc)) na posicdo mais exterior da RU. Os ides
de fragmentacdo estdo indicados de acordo com a nomenclatura do
CFG. 2-ARB, 2-aminobenzamida. A  legenda para o©os ides de

fragmentacdo é dada na insercdo da FIG. 11C.

A FIG. 11D mostra os resultados da andlise de MALDI-MS/MS
do pico especifico produzido pela expressdo de uma forma de

realizacdo do aglomerado de CP8 quimérico da presente invencéo
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em E. coli eluindo a 38 minutos. A massa de m/z= 730 ([M+H]*) foi
selecionada e analisada por MS/MS, a qual mostra a série idnica
de fragmentacdo consistente com a estrutura de RU de CP8 né&o
acetilada gque também era esperada a 1luz da invencdo divulgada
nesta descricdo. A andlise adicional mostrou gue o0s picos
eluindo mais tarde (mostrados na FIG. 10A a 40 min e FIG. 10B a
38 min) contém os trissacadridos ndo O-acetilados das RU de CP5 e
8. 0Os 1i8es de fragmentacdo estdo indicados de acordo com a
nomenclatura do CFG. 2-AB, 2-aminobenzamida. A legenda para os

ides de fragmentacdo é dada na insercdo da FIG. 11D.

Os resultados de MS mostraram gue as massas e série idnica
de fragmentacdo estdo de acordo com a estrutura molecular do
oligossacarido de RU de CP5 com a O-acetilacdo do residuo de
FucNAc do meio (i. e., o pico a 37 minutos na FIG. 10A e na
FIG. 11A) ou sem a O-acetilacdo do residuo de FucNAc do meio
(i. e., o pico 40 minutos na FIG. 10A e em 11B). O sinal a 45
minutos na FIG. 10A foi identificado como um tetrassacarido, o
qual é ainda analisado abaixo. A mesma andlise foil repetida com
0 aglomerado de CP8 guimérico gue ndo possuia o gene de
polimerase. Nesses extratos, sinais consistentes com a estrutura
de RU O-acetilada esperada a 1luz da invencdo divulgada nesta
descricdo foram verificados a 23 e 32 minutos de eluicdo, como
mostrado nas FIG. 10B e 11C. A presenca de dois tempos de
eluicdo diferentes para a mesma sequéncia de glicano gque a
identificada por MALDI-MS/MS indica um evento de migracdo de O-
acetilo a ocorrer durante a preparacdo da amostra. As RU néo
acetiladas foram identificadas para os extratos de CP5 e CP8 a
40’ e 38’, como mostrado nas FIG. 11B e D, respetivamente. As
estruturas de RU de CP5 e CP8 estavam presentes em diferentes
estirpes de E. coli, incluindo, por exemplo, W3110, W3310 Awech,

W311l0 AwecAwzzE e W311l0 AwecAwzzE Awaal.
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Exemplo 4: Melhoramento da estrutura da unidade de

repetigcdo e sua analise.

O pico de HPLC mostrado na FIG. 10B eluindo a 45 minutos,
derivado de células de E. coli expressando o aglomerado de CP8
guimérico (SEQ ID N°: 4), mas desprovido do gene de polimerase
wzy cap8I, também foi analisado por MALDI-MS/MS. O 1&o mais
intenso no MS de wvarrimento completo foi m/z=939 ([M+H]*) e a
anadlise de sequéncia foil realizada por MS/MS. Os resultados
desta andlise de MS/MS estdo mostrados na FIG. 11E e apresentam
uma série idnica de fragmentacdo consistente com a RU capsular
de S. aureus ndo acetilada, alongada por uma massa de uma
desoxi-N-acetil-hexosamina na extremidade ndo redutora, como
esperado a luz da invencdo divulgada nesta descricdo. Os 1ides de
fragmentacdo correspondentes as estruturas hipotéticas estédo
indicados de acordo com a nomenclatura do CFG acima dos picos.
2-AB, 2-aminobenzamida. A legenda para os 1des de fragmentacdo é

dada na insercdo da FIG. 11E.

0 resultado mostrado na FIG. 11E sugeriu que uma
glicosiltransferase de E. coli era capaz de modificar o residuo
de ManNAcA da RU de CP8. Essa RU alterada, muito provavelmente,
nao estaria polimerizada por cap8I. A analise das
egspecificidades de glicosiltransferase no hospedeiro W3110 de
E. coli indicou gque uma enzima do aglomerado de ECA pode
interferir com o acucar recombinante, especificamente o produto
génico wecF, uma putativa 4-N-acetilfucosaminatransferase. WecF
adiciona naturalmente uma 4-N-acetilfucosamina a ManNAcA
compreendida em ECA, muito provavelmente a enzima também poderia

alongar a RU de CP8 e CP5.
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Para resolver este problema, foi desenvolvida outra
abordagem nova. Especificamente, o0s genes do aglomerado de ECA
localizados a Jusante do gene wecC, incluindo wecF, foram
eliminados. Isto foi alcancado utilizando o método descrito por
Datsenko et al. (Datsenko, K. A. e B. L. Wanner. 2000.
“Inativacdo de um passo de genes cromossébmicos em Escherichia
coli K-12 utilizando produtos de PCR”. Proc Natl Acad Sci USA
97(12) :6640-6645) . Diferentes hospedeiros de expressao de
E. coli foram eliminados nas regides génicas de waal e rmlB-wecG
e também em algumas estirpes em wecA-wzzECA,. Os extratos
Purificados de Sep-PAK (extratos de Metanol e 10:10:3) destas
células mutadas expressando o aglomerado guimérico de CP8
mutante de polimerase foram analisados por HPLC de fase normal,

como descrito acima.

A FIG. 11F apresenta o0s resultados das andlises de HPLC de
extratos de metanol de células de E. coli W311l0 AwaalL gue
expressam o mutante de polimerase da SEQ ID N°: 4 (linha fina a
tracejado) em comparacdo com células com uma eliminacéo
adicional dos genes do aglomerado de ECA rmlB-wecG (W3110 Awaal
ArmlB-wecG: :cat) (linha grossa). 0Os extratos foram purificados
através de cartuchos tCl8 e analisados por HPLC de fase normal.
Como mostrado na FIG. 11F, 0o pico principal surgindo a
45 minutos na FIG. 10B estava ausente, resultando em picos
egspecificos para as RU de CP8 acetiladas e ndo acetiladas
(FIG. 11F), indicando que uma das glicosiltransferases de ECA -
muito provavelmente wecF - & responsavel pelo fendtipo de
alongamento aberrante. Resultados semelhantes foram obtidos
quando © aglomerado quimérico de CP5 foi testado em diferentes
estirpes. Isto implica gque a eliminacdo de glicosiltransferases
e enzimas geradas em E. coli reqgueridas para a biossintese de

aculcar ativada por nucledtido é uma estratégia possivel para
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otimizacédo da qualidade e gquantidade de polissacéaridos
produzidos recombinantemente em E. coli. As enzimas alvo muito
provavelmente seriam codificadas no aglomerado de antigénio O, o
aglomerado de ECA, e nos aglomerados de &cido colé&nico ou de

céapsula.

Evidéncia adicional ©para a qualidade do polissacarido
recombinante ligado a UndPP foi obtida de uma andlise de HPLC de
fase normal otimizada de extratos de glicolipidos marcados
fluorescentemente, purificados por Sep-PAK, de hospedeiros de
expressdo cromossomicamente otimizados, como descrito acima.
Para desempenho 6étimo das colunas Sep-PAK para purificacdo de
lipidos ligados a oligossacaridos e polissacdridos de CP5 e CPS8
carregados, fosfato de terc-butilaménio (TBAP) foi adicionado
aos extratos antes de carregamento nos cartuchos Sep-PAK. Como
referido por Trent, et al., o catido deste sal melhora a ligacéo
de coluna de compostos carregados blindando cargas negativas com
cadeias de butilo hidréfobas (Trent, M. S., A. A. Ribeiro,
et al. (2001) . “Acumulacéo de um aminoacucar ligado a
poliisopreno em Salmonella typhimurium e Escherichia coli
resistentes a polimixina: caracterizacéo estrutural e
transferéncia para lipido A no periplasma”. J Biol Chem 276 (46):
43132-43144.). Este método otimizado foi aplicado as amostras de
CP5 e CP8 ©obtidas por extracdo com metanol de células
expressando aglomerados gquiméricos de CP5 ou CP8 contendo uma

polimerase.

A FIG. 11G proporciona os resultados da andlise de HPLC que
mostram o repertdério de glicano de CP5 completo presente em
UndPP em células de E. coli. Os extratos de metanol de E. colil
W3110 Awaal AwecAwzzECA ArmlB-wecG: :cat que expressam o)

aglomerado de CP5 quimérico SEQ 3 (linha a cheio) ou um controlo
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plasmidico wvazio (linha a tracejado) foram extraidos em fase
s6lida em cartuchos Sep-PAK e tratados com &acido moderado para
hidrolisar acgticares de UndPP. O material resultante foi colocado
em reacao com 2AB por aminacéo redutora, para marcar
extremidades de reducdo dos glicanos e analisado por HPLC de
fase normal. Os sinais presentes na linha a cheio, mas ndo na
linha a tracejado, representam material especifico de CP5. As
letras maiutusculas indicam picos contendo polimeros da RU de CP5
acetilada e/ou ndo acetilada, como identificado por MALDI-MS/MS
das fracgdes recolhidas. A legenda da FIG. 11G indica as
estruturas moleculares propostas, como deduzidas a partir da
anadlise de MS/MS. Deve notar-se que o0s polimeros de RU
acetilados e ndo acetilados mostrados para MS/MS confirmaram
estruturas do mesmo grau de polimerizacéao agrupadas no
cromatograma, como indicado por barras grossas. As letras
maitsculas mostram os seguintes comprimentos: A e B: uma RU; C,
D e E: duas RU; F e G: trés RU; e H: gquatro RU. O pico alargado
entre 95’ e 125’ na FIG. 11G, muito provavelmente, representa 5

ou mais RU polimerizadas ndoc resoclvidas pela coluna.

A  FIG. 11H apresenta resultados adicionais de  HPLC,
mostrando glicanos de CP5 acetilados e homogeneidade de RU. Para
preparar esta anadlise de HPLC, amostras de glicano marcadas com
2AB de E. colil W3110 Awaal AwecAwz zECA ArmlB-wecG: :cat
expressando o) aglomerado de CP5 guimérico SEQ ID N°.: 3
(preparado de acordo com 0s processos descritos acima fazendo
referéncia a FIG. 11G) foram tratadas com NaOH em solucdo agquosa
e remarcadas. Como mostrando na FIG. 11H, as amostras antes (a
tracejado) e apds (linha a cheio) tratamento alcalino foram
analisadas por HPLC. Os numeros na FIG. 11H indicam os putativos
numeros das RU nos picos correspondentes. Deve ser observado

que, na FIG. 11H, os picos acetilados mostrados na FIG. 11G
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unificam no sinal de polimero nao acetilado e que a
desacetilacdo resolveu as unidades de RU nos tempos de eluicéo

apds 95 minutos.

A FIG. 11I proporciona os resultados da andlise de HPLC
mostrando o repertdrio de glicano de CP8 presente em UndPP em
células de E. coli. Os extratos de metanol de E. coli W3110
Awaal., AwecAwzzECA ArmlB-wecG::cat expressando o aglomerado de
CP8 quimérico SEQ ID N°.: 4 (linha a cheio) ou um controlo
plasmidico wvazio (linha a tracejado) foram extraidos em fase
s6lida em cartuchos Sep-PAK e tratados com &acido moderado para
hidrolisar acgticares de UndPP. O material resultante foi colocado
em reacao com 2AB por aminacéo redutora, para marcar
extremidades de reducdo dos glicanos e analisado por HPLC de
fase normal. Os sinais presentes na linha a cheio, mas ndo na
linha a tracejado, representam material especifico de CP8. Estéo
indicadas as putativas estruturas de RU de CP8 acetiladas e/ou
ndo acetiladas, como identificadas por MALDI-MS/MS das fracdes
recolhidas. E de notar que como nos resultados de HPLC com CP5
mostrados na FIG. 11G, os polimeros de RU de CP8 acetilados e
ndo acetilados do mesmo grau de polimerizacdo agrupam-se no
cromatograma da FIG. 11H, como indicado por barras grossas. O
material detetado apds 110 minutos representa polimeros de CP8

mais longos.

A  FIG. 11J apresenta resultados adicionais de  HPLC,
mostrando a desacetliacdo de glicanos de CP8 e homogeneidade de
RU. As amostras de glicano marcadas com 2AB de E. coli W3110
Awaal., AwecAwzzECA ArmlB-wecG::cat expressando o aglomerado de
CP8 guimérico SEQ ID N°.: 4 foram tratadas com NaOH em solucdo
aguosa e remarcadas. As amostras antes (a tracejado) e apds

(linha a cheio) tratamento alcalino foram analisadas por HPLC.

113



Os numeros indicam os putativos numeros das RU nos picos
correspondentes. Deve notar-se que 0S picos acetilados
desaparecem em grande parte e gque 08 sinais do polimero néo
acetilado aumentam e gue a desacetilacdo resolveu as unidades de

RU nos tempos de eluicdo apds 110 minutos.

As FIG. 11H e 11J mostram resultados de HPLC indicativos do
caracteristico padrdo de bandas semelhante a escadas de
antigénios 0O, quando o tratamento alcalino foi realizado nestas
amostras de CP5 e CPS§, para remover as modificacdes de
acetilacdo dos oligossacadridos e polissacéridos. Os resultados
mostram discretos picos agudos, com incrementos de tempo de
eluicdo diminuindo constantemente. Isto implica que essas
cadeias de hidratos de carbono analisadas sdo polimeros lineares
compostos por RU idénticas. Estes dados mostram gque ©s agucares
de CP5 e CP38 recombinantes produzidos em E. colil s&o
polimerizados regularmente e parcialmente acetilados. Os
polimeros CP5 e CP8 ndo acetilados eluem identicamente da coluna
de HPLC, como esperado da sua semelhanca em estrutura; contudo,
a cromatografia de fase normal também revela diferencas: por
exemplo, o CP5 polimeriza em menor escala do gque o CP8 e a
acetilacdo é mais frequente em CP5; nos comprimentos de RU acima
de 4, o CP5 tem uma clara preferéncia para produzir polimeros de
7 RU, enguanto gque o CP8 polimeriza num grau mais amplo; e, como
indicado pelos resultados de HPLC e MS/MS, o CP5 é mais

eficiente para a producdo de glicano do que o CP8.

Nas vias de polimerizacdo dependente de wzy, foil referido
por Marolda, et al., que uma enzima especifica (wzz ou cld, para
determinante de comprimento de cadeia) é responsavel ©por
determinar o numero médio de passos de polimerizacdo de RU

realizados (Marolda, C. L., L. D. Tatar, et al. (2006) .
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“Interacdo da translocase de Wzx e da correspondente polimerase
e proteinas regquladoras do comprimento de cadeia na translocacéo
e agrupamento periplasmatico do lipopolissacarido antigénio 0”.
J Bacteriol 188 (14): 5124-5135.). As enzimas Wzz causam uma
média do numero especifico de repeticgdes, e. g., polimeros de
acucar curtos, longos e muito longos, e sdo conhecidas por
transferirem a sua especificidade de comprimento para vias
polissacadridas exdgenas. 0s comprimentos e quantidades dos
glicolipidos de CP8 foram analisados na estirpe de producéo,
resultando em comprimentos maiores e quantidade menor deste
acucar. Para aumentar a quantidade de moléculas e, desse modo, a
eficiéncia de transferéncia de acucar para glicosilacéo
proteica, foli realizada uma regulacdo negativa do comprimento do

aculcar de CP8 utilizando uma enzima Wzz especifica.

Para testar o efeito de uma proteina Wzz no tamanho e
quantidades de actcares de CP8 em 1lipido, foi realizada a
co-expressdo de Wzz de E. coli wzz (07 a partir de um plasmideo
separado (SEQ ID N°: 19). A FIG. 11K apresenta os resultados
deste teste. Os extratos de metanol de E. coli W311l0 Awaal
AwecAwzzECA ArmlB-wecG::cat expressando o aglomerado de CP8
guimérico SEQ ID N°: 4 e uma codépia indutivel de IPTG produzida
em plasmideo de wzzO7 (SEQ ID N°: 21, 1linha a cheio) ou um
controlo plasmidico vazio (linha a tracejado) foram extraidos em
fase sbélida em cartuchos Sep-PAK e tratados com acido moderado
para hidrolisar acucares de UndPP. Os glicanos marcados com 2AR
foram analisados por HPLC de fase normal. O tratamento alcalino
da amostra de CP8 mostrou gue mais de 85% da area entre 85 e
115" representa 7 ou 8 polimeros de RU de CP8, indicando uma
ampla variedade de acetilacdo. Estes resultados também indicam
que o aglomerado de CP8 quimérico induziu: a) uma intensificacéo

em numeros de repeticdo do glicano mais abundante de 7 para 8 e
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b) uma intensidade global mais elevada de sinal fluorescente,

como avaliada a partir da Area sob o cromatograma.

O tratamento alcalino confirmou a acetilacdo do glicano
encurtado, como na FIG. 11I e 11J, indicando que o comprimento
de um polissacdrido recombinante pode ser regulado por uma
enzima Wzz estranha. Também é possivel regular o comprimento do
polimero de acucar capsular por uma enzima Wzz derivada de
antigénio 0. Além disso, diferentes promotores em frente do
aglomerado gquimérico, guando presentes num plasmideo, causam
diferentes niveis de expressao e diferentes graus de

polimerizacdo.

Exemplo 5: Glicosilac¢do proteica com os glicanos de CP5 e

CP8 e caracterizacido de produto

Foram testados diferentes wvariantes do aglomerado quimérico
para a producdo de Dbioconjugado. Os aglomerados génicos de
011/CP5 gquiméricos (SEQ ID N°: 2 e 3y, 0s quais contém
diferentes wvariantes de regides de especificidade de S. aureus
no aglomerado de antigénio O de 011, em vez de wbjA e wzy, foram
expressos na estirpe hospedeira E. colil W3110 Awaal
AwecAwzzE::cat, na presenca de PglB (SEQ ID N°: 27?) e EPA
(SEQ ID N°: 13). As células hospedeiras de W3110 Awaal
AwecAwzzE::cat expressaram EPA com dois sitios de glicosilacéo
(da SEQ ID N°: 13) e PglB (SEQ ID N°: 27) a partir de plasmideos
separados, além do plasmideo pLAFR1 com o aglomerado de
antigénio O de 011, onde o0s genes wbjA e wzy foram substituidos
com diferentes conjuntos do gene cap5 (e a cassete de cat,

SEQ ID N°: 2 e SEQ ID N°: 3).
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A proteina EPA & expressa, contendo: a) uma seguéncia de
péptido sinal N-terminal para exportar para o periplasma, b)
duas sequéncias consenso de N-glicosilacgéo bacterianas
manipuladas na sequéncia da proteina (SEQ ID N°: 13), como
apresentado no Exemplo 10 do documento WO 2009/104074, aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade e c¢) uma cauda de
hexa his para purificacdo. As células foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer de 5 L em meio de LB. Uma cultura de um dia
para o outro foi diluida para D.O.soo mm= 0,05. A D.O.s00 nm Cerca
de 0,5, a expressdo de PglB foi induzida por adicdo de IPTG a
1 mM e a expressdo de EPA foi induzida por adicdo de arabinose
(concentracdo final de 0,2%). As células foram cultivadas
durante 4 horas, a inducdo foi repetida e as células foram
cultivadas durante cerca de 16 horas adicionais. As células
foram sedimentadas por centrifugacdo; as células foram lavadas e
suspensas em 0,2 vol de tampdo de sacarose, sedimentadas e
lisadas por choque osmdético. Os esferoplastos foram sedimentados
por centrifugacédo e as proteinas periplasmaticas foram
carregadas numa cromatografia de afinidade de Nizt, 0
bioconjugado de EPA-CP5 sem e com o gene capbK de flipase de
S. aureus (SEQ ID N°: 2 e 3) foi eluido por imidazole a 0,5 M e
0s picos eluido foram agregados e analisados por SDS PAGE e

corados por Coomassie e prata (FIG. 12).

A FIG. 12 apresenta os resultados de SDS PAGE. 0O painel
esquerdo mostra a coloracdo de Coomassie e o painel da direita
mostra a coloracdo de prata. 0s numeros no meio indicam os
tamanhos do marcador de peso molecular. As letras por baixo das
pistas indicam os genes que estavam presentes no aglomerado
gquimérico expresso nas estirpes utilizadas para producdo de
bioconjugado. A estirpe hospedeira foi E. coli W3110 Awaal

AwecAwzzE::cat. 0Os resultados mostram sinal de proteina a 70 kDa
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(mobilidade eletroforética) correspondendo, muito provavelmente,
a EPA nao glicosilada e uma escada de bandas acima
(100-170 kDa). A escada corresponde, provavelmente, a proteina
EPA glicosilada com o glicano CP5 de S. aureus recombinante.
Além disso, os resultados indicam gue a inclus&o do gene de
flipase no sistema aumenta o rendimento da glicoproteina (pistas

do meio e da direita).

Numa anadlise separada, o Dbioconjugado de CP5-EPA foi
produzido em E. coli W3110 Awaal AwecAwzzE::cat por co-expressio
do aglomerado génico de CP5 quimérico (SEQ ID N°: 3), PglB
(SEQ ID N°: 27) a partir do plasmideo pEXT21 e EPA (contendo
dois sitios de glicosilacéo, SEQ ID N°: 13) de plasmideos
separados. Para se obter um processo mais controlado para
producdo de Dbioconjugado, as <células foram cultivadas num
biorreator de 2 L até uma D.O.soo m = 30 a 37 °C e a expressado de
PglB e EPA foi induzida pela adicdo de IPTG a 1 mM e arabinose a
0,2%. As células foram cultivadas durante 18 h, a 37 °C, sob
condicdes limitantes de oxigénio. As células foram sedimentadas
por centrifugacdo, lavadas e ressuspensas em tampdo de sacarose
a 25%, a uma D.0.c00 nm = 200, apds incubacdo de 30 min., a 4 °C,
a suspensdo foi sedimentada e lisada por chogue osmbdético. Os
esferoplastos foram sedimentados por centrifugacédo e as
proteinas periplasmaticas presentes no sobrenadante foram
carregadas numa cromatografia de afinidade de Ni?f., As EPA
glicosiladas e ndo glicosiladas foram eluidas da coluna de
afinidade por imidazole a 0,5 M e carregadas numa coluna de
troca anidnica SourceQ. A EPA glicosilada foi separada da EPA
ndo glicosilada por aplicacdo de um gradiente de concentracéo

crescente de NaCl.
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Como mostrado na FIG. 13A, a EPA glicosilada purificada
(CP5-EPA) foi separada por SDS PAGE e corada por Coomassie
(pista da esquerda) ou transferida para membranas de
nitrocelulose e incubada com anticorpos anti-CP5 (pista do meio)
ou anticorpos anti-EPA (pista da direita). O bioconjugado
purificado foi reconhecido pelos anticorpos especificos de EPA
(pista da direita), assim como o antissoro policlonal especifico
de CP5 (pista do meio). A indica a posicdo no gel de onde um
pedaco foi cortado e utilizado para tripsinizacdo e anadlise de
glicopéptidos por MALDI-MS/MS. A FIG. 13B apresenta as massas
MALDI-MS/MS de M/Z verificadas para o sitio de glicosilacdo no
péptido tripsinizado DNNNSTPTVISHR ligado N-glicosidicamente a
massa de RU O-acetilada (m/z=2088 ([M+H]")). A andlise de MS/MS
da m/z=2088 mostra fragmentacdo parcial da unidade de acucar,
como indicado. A insercdo ilustra a estrutura de RU conjugada ao
péptido derivado de tripsinizacdo de CP5-EPA purificado da
FIG. 13A. As perdas sequenciais de ManNAcA (HexNAcA, 217 Da) e
FucNAc acetilado (dHexNAc (OAC) , 229 Da) apoiam a estrutura
esperada do glicano. A FIG. 13C apresenta as massas MALDI-MS/MS
de M/Z verificadas para o sitio de glicosilacdo no péptido
tripsinizado DQNR ligado N-glicosidicamente & massa de RU
O-acetilada (m/z=1165 ([M+H]*)). A andlise de MS/MS de m/z=1165
mostra a série idnica de fragmentacdo completa do ido Y,
consistente com a estrutura de RU de CP5. A insercdo ilustra a
estrutura de RU conjugada ao péptido derivado de tripsinizacéo
de CPL-EPA purificado da FIG. 13A. As perdas segquenciais de
ManNAcA (HexNACA, 217 Da), FucNAc acetilado (dHexNAc (OAc),
229 Da) e FucNAc (dHexNAc, 187 Da) estd3o mostradas, confirmando
a estrutura esperada do glicano no péptido DQNR (m/z=532 Da
([M+H*])) .
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Na FIG. 13D, o bioconjugado de CP8 em E. coli foi produzido
utilizando a mesma estratégia gque a producdo do bioconjugado de
CP5. O bioconjugado de CP8-EPA foi produzido em E. coli por
co-expressao do aglomerado génico de CP38 gquimérico
(SEQ ID N°: 4), PglB (no plasmideo pEXT21 (SEQ ID N°: 27)) e EPA
contendo dois sitios de glicosilacdo (SEQ ID N°: 13). As células
foram cultivadas num biorreator, com um volume de partida de 7 L
em meio semidefinido contendo, como fontes de C, glicerol,
peptona e extrato de levedura. As células foram cultivadas a
37 °C em modo descontinuo ou descontinuo pulsado até uma
D.O.¢oo nm de 30 e a expressdo de PglB e EPA foi induzida pela
adicdo de IPTG a 1 mM e arabinose a 10%. Apds inducdo, as
células foram ainda cultivadas em modo semicontinuo, durante um
periodo de 15 horas, sob condicgdes limitantes de oxigénio. As
células foram sedimentadas por centrifugacdo; as células foram
lavadas e suspensas em 0,2 vol de tampao de sacarose,
sedimentadas e lisadas por choque osmético. Os esferoplastos
foram sedimentados por centrifugacéo e as proteinas
periplasmdticas foram carregadas numa cromatografia de afinidade
de Ni?*., As EPA glicosiladas e ndo glicosiladas foram eluidas da
coluna de afinidade por imidazole a 0,5 M e carregadas numa
coluna de troca anidnica SourceQ. A EPA glicosilada foi separada
da EPA ndo glicosilada por aplicacdo de um gradiente de

concentracdo crescente de NaCl.

Como representado na FIG. 13D, a proteina purificada foi
separada por SDS PAGE e corada por Coomassie (pista da esquerda)
ou transferida para membranas de nitrocelulose e incubada com
anticorpos anti-CP8 (pista da direita) ou anticorpos anti-EPA

(pista do meio).
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Foram testadas diferentes estratégias para melhoramento
adicional do sistema de glicosilacdo. Numa estratégia para
reduzir o numero de plasmideo no sistema de producdo para
diminuir a carga de um antibidético adicional, assim como manter
um plasmideo extra, a cassete de expressio para pglB foil clonada
no plasmideo contendo o0s aglomerados guiméricos para CP5
(SEQ ID N°: 17) e CP8 (SEQ ID N°: 18). A cassete de expressido é
composta pela regido intergénica presente entre galF e wbgA do
genoma de E. coli 0121 (para uma sequéncia promotora) e a
sequéncia de pglB a jusante desta. Esta cassete de expressido foi
clonada imediatamente a Jjusante dos aglomerados gquiméricos de
CP5 e CPS8. A requerente testou E. colil W3110 Awaal,
AwecAwzzECA: :cat contendo o) aglomerado de CP5 guimérico
(SEQ ID N°: 3) e pglB (SEQ ID N°: 27) em plasmideos separados ou
no mesmo plasmideo (SEQ ID N°: 17). Além disso, a EPA
(SEQ ID N°: 13) foi expressa a partir de um plasmideo sob o
controlo de um promotor indutivel de arabinose. As células foram
cultivadas em frascos Erlenmeyer de 5 L em meio de LB, a 37 °C.
Uma cultura foi diluida, de wum dia ©para o outro, para
D.0.¢00 nm= 0,05. A D.O.s0oo mm cerca de 0,5 de expressdo de PglB foi
induzida por adicdo de IPTG a 1 mM e a expressdo de EPA foi
induzida por adicdo de arabinose (concentracdo final de 0,2%).
As células foram cultivadas durante 4 horas, a inducdo foi
repetida e as células foram cultivadas durante cerca de 16 horas
adicionais. A cultura foi sedimentada por centrifugacido; as
células foram lavadas e suspensas em 0,2 vol de tampdo de
sacarose, sedimentadas e lisadas ©por chogque osmbético. Os
esferoplastos foram sedimentados por centrifugacédo e as
proteinas periplasmédticas foram carregadas numa cromatografia de
afinidade de NiZ*. O EPA-CP5 foi eluido por imidazole a 0,5 M e
0s picos eluidos foram agregados e analisados por SDS PAGE e por

Coomassie. A FIG. 13E representa os resultados de SDS PAGE. S&o
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mostradas as c¢élulas contendo 3 (esquerda) ou 2 plasmideos
(pista da direita) para producgéo de glicoconjugado. Os
resultados mostram gque a producdo de glicolipido e conjugado

para CP5-EPA foi mantida.

Uma otimizacd&o adicional do sistema foi a integracdo da
sequéncia proteica wzz (reguladora do comprimento do polimero)
nos plasmideos utilizados para a glicosilacéo proteica.
Exemplificado pelo sistema produzindo CP8-EPA, wzz foli integrado
no aglomerado de CP8 gquimérico plasmideo gerado em plasmideo
(SEQ ID N°: 19) e a Jusante do gene epa no plasmideo de
expressdo para a proteina transportadora (SEQ ID N°: 20). O
bioconjugado de CP8-EPA foi produzido em E. coli W3110 Awaal
AwecAwzzECA ArmlB-wecG: :cat compreendendo 2 plasmideos: um
plasmideo continha além do aglomerado génico de CP8 quimérico
uma codpia do gene wzz 07 e uma cassete de ADN para a expressdo
constitutiva do gene pglB (SEQ ID N°: 19); o segundo plasmideo
continha, em primeiro lugar, o gene para expressdo e secrecdo da
proteina EPA destoxificada contendo dois sitios de glicosilacéo
e, em segundo lugar, uma cdépia de wzz07 sob o controlo do mesmo
promotor (SEQ ID N°: 20). A estirpe resultante, E. coli W31l10
Awaal AwecAwzzECA ArmlB-wecG: :cat, contendo 0s plasmideos
mencionados foi «cultivada num biorreator, com um volume de
partida de 7 L em meio semidefinido contendo, como fontes de C,
glicerol, peptona e extrato de levedura. As células foram
cultivadas em modo descontinuo ou descontinuo pulsado até uma
D.O.go0 nm de 30 e a expressdo de PglB e EPA foi induzida. Apds
inducédo, as células foram ainda cultivadas em modo semicontinuo,
durante um periodo de 15 horas, sob condig¢des limitantes de
oxigénio e recolhidas por centrifugacdo. As células foram
sedimentadas por centrifugacdo; as células foram lavadas e

suspensas em 0,2 vol de tampdo de sacarose, sedimentadas e
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lisadas por choque osmdético. Os esferoplastos foram sedimentados
por centrifugacédo e as proteinas periplasmaticas foram
carregadas numa cromatografia de afinidade de Ni?*, As EPA
glicosiladas e ndo glicosiladas foram eluidas da coluna de
afinidade por imidazole a 0,5 M. A formacdo do glicoconjugado
CP8-EPA & mostrada na FIG. 13F por Coomassie e transferéncia de
western utilizando antissoros anti-his e anti-CP8. A FIG. 13F
mostra os resultados da separacdo de SDS PAGE da proteina
purificada e andlise ©por coloracdo de Coomassie (pista da
esquerda) ou transferida para membranas de nitrocelulose e
sondada com anticorpos anti-cauda de his (pista do meio) ou

anticorpos anti-CP8 (pista da direita).

A caracterizacdo do glicoconjugado de CP5-EPA foi ainda
refinada por diversos métodos analiticos. O CovalX (Schlieren,
Suica) realizou a analise de MALDI de Elevada Massa de uma
amostra de CPS5-EPA purificada, produzida utilizando o sistema de
3 plasmideos como utilizado nas analises representadas na
FIG. 13A em W3110 Awaal AwecAwzzECA::cat. A FIG. 14A representa
0os resultados de MALDI de Elevada Massa. At e B* apontam na
direcdo das espécies de proteina de massa ([M+H]*') correspondendo
a EPA ndo glicosilada e EPA glicosilada, respetivamente. As
formas oligoméricas podem estar presentes com peso molecular
mais elevado e 0s sinais na &rea de baixo PM sdo contaminantes
ou produtos de degradacédo. Os resultados apresentados na
FIG. 14A mostram que a preparacdo de proteina acima continha uma
populacdo proteica em grande parte monomérica que é 4 kDa maior
que a proteina EPA isoladamente, indicativo de um comprimento
médio de acucar de 5,2 unidades de repeticdo. Isto estd em
concordéncia com o comprimento de acucar de 5-7 da principal
forma de glicoconjugado na preparacdo, como analisado por

SDS-PAGE, coloracdo de azul brilhante de Coomassie e contagem
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das unidades de repeticdo na principal forma de conjugado (ver

as FIG. 7, 8 e 13A).

O CPS5-EPA foi ainda caracterizado por cromatografia de
exclusdo por tamanho (SEC-HPLC). A requerente utilizou o sistema
de 3 plasmideos em W3110 Awaal AwecAwzzECA::cat, como utilizado
nas anadlises representadas na FIG. 13A. A amostra foi purificada
por cromatografia de troca anidénica para remover EPA nédo
glicosilada. A anadlise foil realizada numa coluna G2000SWXL
Supelco TSK. A FIG. 14B mostra os resultados da anédlise de
SEC-HPLC da amostra de CP5-EPA purificada. E mostrado o tracado
de UV medido a 280 nm. A linha grossa a cheio deriva da anélise
de 3,25 ng de CP5-EPA purificado, a linha fina foi obtida de
5 ng de EPA purificada, ndo glicosilada. Um pico homogéneo
principal a 11,5 minutos de eluicdo estd mostrado, enquanto gue
a EPA ndo glicosilada eluiu a 12,9 minutos (FIG. 14B). O calculo
dos raios hidrodindmicos das duas moléculas resultou num tamanho
de 42 kDa para EPA ndo glicosilada e 166 kDa para EPA
glicosilada. Isto indica que a EPA glicosilada surge como uma
proteina monomérica alongada em solucdo, como esperado devido a

estrutura linear do glicano.

As presentes anédlises confirmaram, deste modo, que o©
bioconjugado de CP5-EPA consiste da proteina EPA e da correta
estrutura do glicano O-acetilado. Com base nestes resultados,
também poderia ser predado gue o Dbioconjugado de CP8-EPA
consistia da proteina EPA e da estrutura correta do glicano

O-acetilado.
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Exemplo 6: Glicosilagdo da proteina de S. aureus e

caracterizacdo do produto

Para provar a versatilidade da glicosilacdo “in wvivo”, para
produzir candidatos vacinais de glicoconjugado, foram utilizadas
vadrias proteinas veiculo como substrato para serem glicosilados
com CPb. Para aumentar adicionalmente a resposta imunitaria da
vacina de bioconjugado contra S. aureus, a proteina
transportadora EPA é trocada pela forma AcrA de C. jejuni e duas
proteinas de S. aureus: Hla e ClfA. Para serem utilizadas como
proteinas veiculo, Hla e ClfA foram modificadas pela insercéo
dos sitios de N-glicosilacdo Dbacterianos. O ©processo foi
realizado como descrito no documento WO 2006/119987, produzindo
quatro versbdes para Hla H3b51: SEQ ID N°: o, SEQ ID N°: 7,
SEQ ID N°: 8, SEQ ID N°: 16 e trés para ClfA: SEQ ID N°: 10,
SEQ ID N°: 11, SEQ ID N°: 12.

Para glicosilacdo do sitico 130 de Hla H351, foram
utilizadas células de E. colil (W3110 Awaal, AwecAwzzE
ArmlB-wecG), compreendendo dois plasmideos de expressdo: um para
a producdo de Hla H351 (SEQ ID N°: 16), no qual a expressado de
Hla H35L contendo o péptido sinal N-terminal para secrecdo
periplasmédtica, um sitio de N-glicosilacdo e uma cauda de hexa
HIS para purificacdo estd sob o controlo do promotor ParaBAD e,
em segundo, lugar, um para expressdo do aglomerado guimérico de
CP5 e pglB (SEQ ID N°.: 17). Este sistema corresponde ao sistema
de expressdo de 2 plasmideos otimizado de antemdo de CP5-EPA,
com um plasmideo de expressdo de veiculo proteico trocado. As

células foram cultivadas num biorreator de 12 L em meio rico até

uma D.O.goo nm = 30, a expressdo de Hla foi induzida pela adicéo
de arabinose a 0,2%. As células foram sedimentadas por

centrifugacdo; as células foram lavadas e suspensas em 0,2 vol
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de tampdo de sacarose, sedimentadas e lisadas por chogue
osmbético. Os esferoplastos foram sedimentados por centrifugacéo
e as proteinas periplasméticas no sobrenadante foram carregadas
numa cromatografia de afinidade de Ni?". As Hla glicosiladas
(CP5-Hla) e ndo glicosiladas foram eluidas da coluna de
afinidade por imidazole a 0,5 M e carregadas numa cromatografia
de troca anidnica. As proteinas foram eluidas com um gradiente
linear de 0 a 0,7 M de NaCl para separar CP5-Hla de Hla. A
proteina resultante foi separada por SDS PAGE e corada por
Coomassie, ou transferida para membranas de nitrocelulose e
sondada com antissoros anti-His, anti-Hla ou anti-CP5, como
indicado (FIG. 14C). Os resultados na FIG. 14C mostram a
formacdo de glicoconjugado (CP5-Hla) por Coomassie (pista da
esquerda) e transferéncia de western utilizando antissoros
anti-His (pista da esquerda do meio) e anti-Hla (direita do

meio) e anti-CP5 (direita).

A didentidade de Hla H351 com um sitio de glicosilacéo
130 manipulado foi confirmada por tripsinizacdo em gel e

MALDI-MS/MS.

Para mostrar adicionalmente que a proteina transportadora é
permutavel para glicosilacdo por CP5 e CP8, a proteina AcrA de
C. jejuni foi utilizada como um aceitador de glicosilacgdo (ver a
FIG. 14D). Utilizando o sistema de 3 plasmideos (SEQ ID N°: 3,
SEQ ID N°: 15 e SEQ ID N°: 27), a estirpe de producdo para este
conjugado foi W311l0 Awaal albergando o aglomerado gquimérico de
CP5 (SEQ ID N°: 3), a proteina PglB induzida por IPTG
(SEQ ID N°: 27) e a AcrA (SEQ ID N°: 15) sob inducdo de
arabinose em plasmideos separados. As células foram cultivadas
num biorreator, com um volume de partida de 7 L em meio

semidefinido contendo, como fontes de C, glicerol, peptona e
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extrato de levedura. As células foram cultivadas em modo
descontinuo ou descontinuo pulsado até uma D.O.eo nm de 30 e a
expressdo de PglB e AcrA foil induzida pela adicd&o de IPTG a 1 mM
e arabinose a 10%. Apds inducdo, as células foram ainda
cultivadas em modo semicontinuo, durante um periodo de 15 horas,
sob condicdes limitantes de oxigénio e recolhidas por
centrifugacdo. As células foram sedimentadas por centrifugacéio;
as células foram lavadas e suspensas em 0,2 vol de tampdo de
sacarose, sedimentadas e lisadas ©por chogque osmbético. Os
esferoplastos foram sedimentados por centrifugacédo e as
proteinas periplasméticas foram carregadas numa cromatografia de
afinidade de Ni2*. As glicoproteinas CP5-AcrA foram eluidas da
coluna de afinidade por imidazole a 0,5 M. A proteina purificada
foi separada por SDS PAGE e corada por Coomassie, ou transferida
para membranas de nitrocelulose e sondada com antissoros

anti-AcrA ou anti-CP5, como indicado na FIG. 14D.

A insercdo dos sitios de N-glicosilacdo bacterianos em ClfA
foi realizada como descrito no documento WO 2006/119987,
produzindo as SEQ ID N°: 10; SEQ ID N°: 11; SEQ ID N°: 12. As
proteinas veiculo foram expressas em células de E. coli a partir
de promotores indutiveis de arabinose. Os genes foram concebidos
para produzir um péptido sinal N-terminal para secrecgdo
periplasmidtica, varios sitios de N-glicosilacdo e uma cauda de
hexa HIS para purificacdo. A purificacdo foi iniciada a partir

de extratos periplasméaticos de células de E. coli.

Para glicosilacdo de ClfA 327, foram empregues o0S Sistemas
de expressdo otimizados de antemdo de CPL-EPA. Utilizando o
sistema de 2 plasmideos (SEQ ID N°: 17 e SEQ ID N°: 11), células
de E. coli (W311l0 AwecAwzzE ArmlB-wecG AwaalL) compreendendo o

aglomerado quimérico de CP5 e pglB (cassete de expresséo
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constitutiva), assim como o plasmideo de expressdo para ClfA 327
(sob controlo do promotor ParaBAD), foram cultivadas em frascos
Erlenmeyer de 1 L em meio de LB. Uma cultura de um dia para o
outro foi diluida para D.O. s00 mm= 0,05. A D.O.soonm de cerca de

0,5, foi induzida a expressdo de CIlfA por adicdo de arabinose

(concentracdo final de 0,2%). As células foram cultivadas
durante 20 horas. As células foram sedimentadas por

centrifugacdo; as células foram lavadas e suspensas em 0,2 vol
de tampdo de sacarose, sedimentadas e lisadas por chogue
osmbético. Os esferoplastos foram sedimentados por centrifugacéo
e as proteinas periplasmaticas foram carregadas numa
cromatografia de afinidade de Ni%*, O Cl1fA-CP5 foi eluido por
imidazole a 0,5 M, foi separado por SDS PAGE e corado por
Coomassie ou transferido para membranas de nitrocelulose e
sondado com antissoros anti-His ou anti-CP5. A FIG. 14E mostra
0s resultados obtidos utilizando o variante ClfA com o sitio de
glicosilacdo inserido préximo da posicdo de aminodcido 327 da
proteina (SEQ ID N°: 11). Eles mostram a formacdo de ClfA por
coloracdo de Coomassie e transferéncia de western anti-His e
glicoconjugado (CP5-C1fA) por transferéncia de western

utilizando antissoros anti-CP5.

Exemplo 7: Atividade de CP5-EPA como vacina de
glicoconjugado
Células W3110 Awaal AwecAwzzECA: :cat compreendendo

aglomerado quimérico de CP5 (SEQ ID N°: 3) com capbSK no
interior, a proteina PglB (SEQ ID N°: 27) e EPA com 2 sitios de
glicosilacdo de sinal em pEC415 (SEQ ID N°: 13) foram cultivadas
em frascos Erlenmeyer de 1 L, em meio de ILB. Uma cultura foi

diluida, de um dia para o outro, para D.O.somm 0,05. A D.0.600 mm
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de cerca de 0,5, foi induzida a expressdo de EPA e PglB por
adicdo de arabinose (concentracdo final de 0,2%) e IPTG a 1 mM,
respetivamente. As células foram cultivadas durante 20 horas. As
células foram sedimentadas por centrifugacdo; as células foram
lavadas e suspensas em 0,2 vol de tampao de sacarose,
sedimentadas e lisadas por choque osmético. Os esferoplastos
foram sedimentados por centrifugacéo e as proteinas
periplasmdticas foram carregadas numa cromatografia de afinidade
de Ni?*. As EPA glicosiladas e ndo glicosiladas foram eluidas da
coluna de afinidade por imidazole a 0,5 M e carregadas numa
coluna de troca anidnica SourceQ. A EPA glicosilada foi separada
da EPA ndo glicosilada por aplicacdo de um gradiente de
concentracdo crescente de NaCl. As quantidades de proteina
eluida foram determinadas pelo ensaio de BCA e, com base no
tamanho das bandas obtidas em SDS PAGE corado por Coomassie, a
massa tedrica do acucar foi calculada. Juntamente com a
determinacéo de proteina, a quantidade de antigénio
polissacarido foil estimada na preparacdo. Esta quantificacéo
estimada foi confirmada pelo método de MS de maldi de elevada

massa (ver a FIG. 14A).

Para medir a imunogenicidade de CP5-EPA em animais vivos,
1 pg do glicoconjugado purificado foi injetado em murganhos pela
via IP (intraperitoneal), na presenca de Hidréxido de aluminio
como adjuvante, nos dias 1 (primeira injecdo), 21 (segunda
injecdo) e 56 (terceira injecdo). Apds 35 e 6l dias, que foram
duas semanas apds a segunda e terceira injecdes, respetivamente,
a resposta de IgG foi medida por ELISA utilizando wum CP5
modificado por poli-L-lisina para revestimento (Gray, B.M. 1979.
Metodologia de ELISA para antigénios polissacdridos: 1ligacédo
proteica de polissacéaridos para adsorcdo sobre tubos de

pléastico. J. Immunol. 28:187-192) . Sangue de murganhos
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imunizados com bioconjugado de CP5 foi analisado para anticorpos
egspecificos de 1IgG contra polissacarido capsular de CP5. A
FIG. 15A apresenta os titulos de IgG deduzidos por CPS5-EPA em
murganhos. As placas de ELISA foram revestidas com CP5
modificado por poli-L-lisina, a resposta de IgG em murganhos
imunizados duas vezes (segunda barra (vazia) a cada diluicdo) ou
trés vezes (primeira barra (diagonais para a frente) a cada
diluic&o) com CP5-EPA foli medida em triplicados. Os sinais
obtidos com o0s soros pré-imunes como controlo estdo indicados
pela terceira barra (diagonais para tras) a cada diluicdo. A
resposta de IgG dos murganhos foi medida com ©proteina G
conjugada a fosfatase alcalina. Como mostrado na FIG. 15A, o
bioconjugado de CP5-EPA deduziu um titulo de anticorpo sérico de
6,4 x 103, Os resultados apresentados na FIG. 15A mostram que o
CP5-EPA deduz anticorpos especificos de CP5 em murganhos. Esta
experiéncia mostra gque o bioconjugado produzido em E. coli é

imunogénico em murganhos.

Uma experiéncia semelhante foi realizada em coelhos como o©
organismo hospedeiro. CP5-EPA (15 ug de CP5) foi injetado em
coelhos intradermicamente na presenca de adjuvante completo de
Freund no dia 1 e subcutaneamente na presenca de adjuvante
incompleto de Freund nos dias 20, 30 e 40. Apdés 61 dias, a
resposta de IgG foi medida por ELISA wutilizando um CP5
modificado por poli-L-lisina para revestimento (Gray, B.M. 1979.
Metodologia de ELISA para antigénios polissacdridos: 1ligacédo
proteica de polissacéridos para adsorcdo sobre tubos de
pléastico. J. Immunol. 28:187-192). A FIG. 15B apresenta titulos
de IgG deduzidos por CP5-EPA em coelhos. Os resultados
apresentados na FIG. 15B mostram que o CP5-EPA deduz anticorpos
especificos de CP5 em coelhos. A resposta imunitédria a

bioconjugado de CP5-EPA é a segunda barra (diagonais para a
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frente) a cada diluicdo. Os soros de controlo incluem soros
absorvidos especificos de CP5 deduzidos para S. aureus
neutralizado (extratos de WC, primeira barra (pontos) a cada
diluic&o) e soro pré-imune (terceira barra (vazia) a cada
diluic&o). O soro de coelhos imunizados com diversos antigénios
foi analisado para anticorpos especificos para CP5 purificados.
As placas foram revestidas com CP5 modificado por poli-L-lisina.
Os sinais obtidos com o0s soros pré-imunes como controlo estédo
indicados pela terceira barra (diagonais para tras) a cada
diluic&o. A resposta de IgG dos coelhos foi medida com proteina
G conjugada a fosfatase alcalina em triplicados. O bioconjugado
de CP5-EPA deduziu um titulo de 1 x 10%, o qual foi 4 vezes
superior ao titulo de soros de controlo (preparados por
imunizacdo com S. aureus neutralizado intacto e, depois,
absorvidos com Wood 46 e um mutante acapsular 1isogénico
tripsinizado, de modo a que o antissoro fosse tornado especifico
de CPb). Esta experiéncia mostra gque o bioconjugado foi capaz de

deduzir uma resposta de IgG especifica de CP5 de elevado titulo.

Exemplo 8: Atividades funcionais de anticorpos de CP5

Atividade in vitro

O antissoro policlonal de coelho deduzido como descrito no
Exemplo 7 foi purificado por coluna de afinidade de Proteina A,
para enriquecimento para anticorpos especificos de IgG. IgG de
coelhos imunizados com o bioconjugado de S. aureus CP5-EPA foi
testado para atividade funcional num ensaio de neutralizacdo
opsonofagocitica cléassica in vitro (Thakker, M., J.-S. Park, V.
Carey e J. C. Lee. 1998. O polissacarido capsular de serotipo 5

de Staphylococcus aureus é antifagocitico e melhora a viruléncia
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bacteriana num modelo de Dbacteriemia murina. Infect Immun
66:5183-5189). 0O S. aureus foi cultivado durante 24 h em &gar

Columbia + NaCl a 2%. As bactérias foram suspensas em meio

minimo essencial + BSA a 1% (MEM-BSA). Os PMN (neutrdéfilos
polimorfonucleares) foram isclados de sangue humano fresco,

lavados contados e suspensos em MEM-BSA. As preparacdes de IgG
purificadas de coelhos imunizados com CP5-EPA de S. aureus ou
como preparacdes de IgG purificadas de controlo de coelhos
imunizados com Ol-EPA de Shigella que foi purificado como
descrito no documento WO 2009/104074, foram adicionadas ao
ensaio em diluicdes seriais de fator 10 preparadas em MEM-BSA.
Soro de cobaio (Pel-Freez) foi utilizado como uma fonte de C’.
Cada ensaio (volume total de 0,5 mL) continha ~5 x 10¢ PMN,
1 x 10® CFU de S. aureus, 0,5% a 1% de soro de cobaio e
concentracdes variaveis de IgG, variando entre 140 pg/mL e
1 pg/mL. As amostras de controlo continham 1) S. aureus incubado
com C’ e PMN, mas sem anticorpo; 2) S. aureus incubado com IgG e
C’, mas sem PMN; e 3) S. aureus isoladamente. As amostras foram
rodadas pelas extremidades (12 rpm), durante 2 h, a 37 °C. As
diluicdes das amostras foram agitadas em vértice em A&gua estéril
e a neutralizacdo bacteriana foil estimada por plagqueamento das
amostras diluidas, em duplicado, em TSA. A percentagem de
neutralizacdo foi definida como a reducdo em CFU/mL apds 2 h em

comparacdo com aquela no tempo zero.

No primeiro conjunto de experiéncias, foi testada a
neutralizacdo opsonofagocitica da estirpe Reynolds de S. aureus
sensivel a meticilina (MSSA), o isolado protdétipo de CP5, e os
resultados estdo mostrados na FIG. 16A. A atividade opsdnica de
anticorpos para CP5-EPA deduzidos em coelho foil testada contra a
estirpe Reynolds de S. aureus serotipo 5. 0Os anticorpos de

CP5-EPA eram opsdnicos até uma concentracdo de 1,4 ug/mL,
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enquanto que o0s anticorpos de Ol-EPA mostraram pouca atividade
opsdnica a 140 pg/mL. Um soro de controlo positivo deduzido
contra extratos de células intactas de S. aureus (obtido de J.
C. Lee no Departamento de Medicina, Brigham and Women’s
Hospital, Faculdade de Medicina de Harvard, Boston, MA, EUA)
mostrou atividade semelhante ao soro anti-CP5-EPA (antissoro WC,

1%) .

Como mostrado na FIG. 16A, entre 65-75% de S. aureus
Reynolds foi neutralizado pelas PMN quando incubado com
anticorpos para CPL-EPA e soro de cobaio a 1% com atividade de
complemento. O antissoro foi wutilizado a 1% final no ensaio e
89% do indéculo de S. aureus fol neutralizado sob estas
condig¢des. Foi observada pouca neutralizacdo quando o S. aureus
foi opsonizado por C’ isoladamente (soro de cobaio a) ou
anticorpos e C’ sem as PMN. Os dados mostrados sdo as médias de
2 a 5 experiéncias. Todas as amostras em grafico incluiam soro
c’ de cobailio e, na auséncia de C’, ndo foil observada
neutralizacdo. Nem os anticorpos isoladamente nem o complemento
isoladamente eram opsdnicos e esta particularidade é
caracteristica de patogénios bacterianos encapsulados. Em
contraste, anticorpos deduzidos pela vacina de controlo
(antigénio de Shigella 01 ligado a EPA) ndo mostraram atividade
opsdnica, mesmo na presenca de C’'. Como um controlo positivo
neste ensaio, a reguerente também testou antissoro de coelho
especifico de CP5 (obtido de J. C. Lee no Departamento de
Medicina, Brigham and Women’s Hospital, Faculdade de Medicina de
Harvard, Boston, MA, EUA). Estes dados mostram gque os anticorpos
deduzidos para o bioconjugado de CP5-EPA mostraram atividade
opsbdnica contra S. aureus encapsulado gque & comparavel a
anticorpos de CP5 com atividade opsdnica documentada (Thakker,

M., J.-S. Park, V. Carey e J. C. Lee. 1998. 0O polissacarido
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capsular de serotipo 5 de Staphylococcus aureus é antifagocitico
e melhora a viruléncia bacteriana num modelo de bacteriemia

murina. Infect Immun 66:5183-5189).

A atividade opsdbdnica de anticorpos para CP5-EPA testou
contra a estirpe USA100 de MRSA de CPL-EPA. A FIG. 16B apresenta
0s resultados da atividade opsdnica de IgG e C’ testada contra a
estirpe USA100 de S. aureus, um  isolado de CPb5+, e é
denominada NRS382. Os dados mostrados sdo as médias de 2 a b5
experiéncias. Todas as amostras em grafico incluiam soro C’/ de
cobaio e, na auséncia de C’, ndo foi observada neutralizacdo.
Como mostrado na FIG. 16B, ~60% do indculo de USA100 foi
neutralizado pelas PMN incubadas com complemento de cobaio a
0,5% e concentracdes de IgG de CPb-EPA wvariando entre 100 a
1 pg/mL. Fol observada neutralizacdo minima na auséncia das PMN
ou quando a IgG foi omitida do ensaio. Nado foi alcancada
neutralizacdo quando a IgG deduzida para a vacina conjugada de
Ol1-EPA foi adicionada as PMN + C’ (nesta amostra, as bactérias
multiplicaram-se). Foi observada pouca neutralizacdo gquando o
S. aureus foil opsonizado por C’ isoladamente ou anticorpos e C’
sem as PMN. Assim, os anticorpos de CP5-EPA eram opsdnicos a
concentracdes que variam entre 100 e 1 upg/mL, enguanto gque oS
anticorpos de Ol-EPA mostraram pouca atividade opsdnica a
100 ng/mL. Esta experiéncia mostra que os anticorpos de CP5-EPA

exibem atividade opsdénica contra as estirpes de MSSA e de MRSA.

Atividade in vivo

Para determinar se a atividade opsdnica de IgG deduzida
para a vacina do Dbioconjugado CP5-EPA conferia protecdo num

modelo de murganho de infecdo estafilocédcica, foram realizadas
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experiéncias de imunizacdo passiva. Nos estudos iniciais,
murganhos Swiss-Webster macho (~6 semanas de 1idade) foram
injetados IV (veia da cauda) com 1,4 a 2 mg de IgG de coelhos
imunizados com CP5-EPA ou Ol1-EPA de Shigella. Apds 24 h, os
murganhos foram estimulados pela wvia intraperitoneal (IP) com
~3,6 x 107 CFU de S. aureus Reynolds. 0s niveis de bacteriemia
foram medidos 2 h apds o estimulo para avaliar a eliminacéo
mediada por anticorpo da bacteriemia. O limite inferior de
detecdo pela cultura era 5 CFU/mL de sangue. A FIG. 17A mostra
0s niveis de bacteriemia resultantes. Cada ponto representa uma
cultura de sangue qgquantitativa realizada por perfuracido da veia
da cauda num murganho individual 2 h apds inoculacdo bacteriana.
As linhas horizontais representam valores medianos de CFU/mL. Os
circulos wvazios sdo amostras de sangue de murganhos que
obtiveram anticorpos anti-CP5-EPA, o0s circulos cheios a negro
sdo amostras de animais que receberam uma preparacdo de
anticorpo de controlo gque foi deduzida contra EPA conjugado a um
glicano diferente (01 de S. dysenteriae). Os resultados da
FIG. 17A mostram gque o0s murganhos gue receberam anticorpos de
CP5 mostraram uma reducdo significativa (P = 00,0006 pela anédlise
de Mann-Whitney) nos niveis de bacteriemia, em comparacdo com
murganhos que receberam o0s anticorpos especificos de 01. De
facto, a reducdo em CFU/mL de sangue foi 98% em murganhos
imunizados passivamente com IgG de CP5-EPA vs. murganhos gue

receberam IgG de Ol-EPA.

Em experiéncias subsequentes de i1munizacdo passiva, o0s
murganhos foram estimulados IP com  um indculo inferior
(~5,5 x 10 CFU/murganho) de S. aureus Reynolds. A imunizacao
passiva com anticorpos de CP5-EPA foil testada em murganhos
estimulados IP com 5-6 x 10° CFU de S. aureus Reynolds. Os

murganhos foram injetados intravenosamente (IV) com 2 mg de IgG
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de CP5-EPA ou IgG de Ol-EPA, 24 h antes do estimulo bacteriano.
A FIG. 17B mostra os niveis de bacteriemia resultantes. Cada
ponto representa uma cultura de sangue quantitativa realizada
por perfuracdo da veia da cauda num murganho individual 2 h apéds
inoculacdo bacteriana. As linhas horizontais representam valores
medianos de CFU/mL. Os circulos vazios sd&o amostras de sangue de
murganhos gue obtiveram anticorpos anti-CP5-EPA, os circulos
cheios a negro sdo amostras de animal gue recebeu uma preparacido
de anticorpo de controlo que foi deduzida contra EPA conjugado a
um glicano diferente (01 de 8. dysenteriae). Como mostrado na
FIG. 17B, os murganhos que receberam 2 mg de IgG de CPS5-EPA
tiveram niveis de bacteriemia significativamente (P <0,0001 pela
andlise de Mann-Whitney) inferiores aos animais gque receberam
2 mg de IgG de QOl-EPA. De facto, 6 de 7 murganhos imunizados
passivamente com anticorpos de CP5-EPA tiveram culturas de
sangue estéreis (limite inferior de detecdo 6 a 30 CFU/mL de
sangue, dependendo do volume de sangue recolhido e plaqueado de
cada murganho). A reducdo nos niveis de bacteriemia atribuivel
aos anticorpos de CP5 foi 98%, em comparacdo com murganhos de

controlo que receberam IgG de Ol-EPA.

Para determinar se a protecdo contra bacteriemia poderia
ser conferida por um nivel inferior de IgG, foil realizada uma
experiéncia subsequente em gue o0s murganhos foram imunizados
passivamente pela via IV com 300 upg de IgG de CP5-EPA ou Ol-EPA.
Apds 24 h, os murganhos foram inoculados IP com 6 x 106 CFU de
S. aureus Reynolds. 0O limite inferior de detecdo pela cultura
era 13-67 CFU/mL de sangue. A FIG. 17B mostra os niveis de
bacteriemia resultantes. Cada ponto representa uma cultura de
sangue guantitativa realizada por perfuracdo da veia da cauda
num murganho individual 2 h apds inoculacdo bacteriana. As

linhas horizontais representam valores medianos de CFU/mL. Os
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circulos wvazios sdo amostras de sangue de murganhos que
obtiveram anticorpos anti-CP5-EPA, o0s circulos cheios a negro
sdo amostras de animal gque recebeu uma preparacdo de anticorpo
de controlo que foi deduzida contra EPA conjugado a um glicano
diferente (01 de &S. dysenteriae). Como na FIG. 17B, 0s
resultados da FIG. 17C mostram gque a protecdo mediada por
anticorpo de CP5 contra bacteriemia foi alcancada com esta dose
inferior de anticorpo. Foi alcancada uma reducdo de 98% nos
niveis de bacteriemia por anticorpos deduzidos pela wvacina de
bioconjugado de CP5 e 8 de 9 murganhos tiveram culturas de
sangue estéreis, em comparacdo com 0 de 8 murganhos qgue

receberam anticorpos de Ol-EPA de Shigella.

Exemplo 9: Imunizac¢do ativa em murganhos

Para mostrar gue a vacinacdo de murganhos com ©
bioconjugado CP5-EPA medeia protecdo contra estimulo bacteriano,
como no ensaio de imunizacdo passiva, foram realizados estudos

de imunizacd&o ativa.

O bioconjugado de CP5-EPA foi produzido em W3110 Awaal
AwecAwzzE::cat por co-expressdo do aglomerado génico de CP5
guimérico (SEQ ID N°: 3), PglB (SEQ ID N°: 27) a partir do
plasmideo pEXT21 e EPA (contendo dois sitios de glicosilacéo,
SEQ ID N°: 13) de plasmideos separados. As células foram
cultivadas num biorreator, com um volume de partida de 7 L em
meio semidefinido contendo, como fontes de C, glicerol, peptona
e extrato de levedura. As células foram cultivadas em modo
descontinuo ou descontinuo pulsado até uma D.O.eo nm de 30 e a
expressdo de PglB e EPA foi induzida pela adicdo de IPTG a 1 mM

e arabinose a 10%. Apds inducdo, as células foram ainda
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cultivadas em modo semicontinuo, durante um periodo de 15 horas,
sob condicdes limitantes de oxigénio e recolhidas por
centrifugacdo. As células foram lavadas e suspensas em tampdo de
sacarose a 25%, a uma D.O.spo om = 200, sedimentadas e lisadas por
choque osmbético. Os esferoplastos foram sedimentados por
centrifugacdo e as proteinas periplasmaticas foram carregadas
numa cromatografia de afinidade de Ni?*., As EPA glicosiladas e
ndo glicosiladas foram eluidas da coluna de afinidade por
imidazole a 0,5 M e carregadas numa coluna de troca anidnica
SourceQ. A EPA glicosilada foi separada da EPA ndo glicosilada

por aplicacdo de um gradiente de concentracgdo crescente de NaCl.

Pretende-se qgue CP5-EPA seja utilizado como uma vacina
conjugada para proteger contra estirpes de S. aureus de CP5.
Para testar se essa imunizacdo ativa é funcional, a regquerente
imunizou diferentes grupos de murganhos Swiss Webster fémea com
trés doses diferentes de CP5-EPA e analisou a imunizacéo
utilizando um modelo de bacteriemia. Trés doses foram injetadas
subcutaneamente nos dias O, 14 e 28. Os murganhos foram
estimulados intraperitonealmente no dia 42 com a estirpe JL278
de S. aureus, como mostrado na FIG. 18. Cinco grupos de
murganhos foram imunizados com trés doses diferentes de CP5-EPA,
como indicado debaixo do eixo x (circulos ponteados; circulos
vazios; e diagonais para trads em circulos). Dois grupos de
controlo receberam adjuvantes (diagonais para a frente em
circulos) ou PBS (circulos cheios a negro) isoladamente. Cada
ponto representa uma amostra de sangue de um Unico murganho. A
dose mais baixa de wvacina (0,2 ng) induziu protecdo em todos os
murganhos do grupo. Duas horas apds estimulo, as amostras de
sangue foram analisadas para formacdo de c¢fu e anticorpos
anti-CPb por ELISA, utilizando um CP5 modificado por

poli-L-lisina para revestimento (Gray et al. (1979)). Em todos
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0s grupos imunizados com CP5-EPA, foi observada uma reducgdo
média de c¢fu no sangue. Contudo, apenas no grupo gue recebeu a
dose mais baixa de vacina existiu uma protecdo geral da
bacteriemia em todos os c¢inco murganhos. A analise de sangue
para anticorpos anti-CP5 resultou numa correlagdo positiva de
protecdo e titulos médios de ELISA nos diferentes grupos de
murganho. 0Os resultados apresentados na FIG. 18 indicam gque os
anticorpos induziram a protecdo da bacteriemia em murganhos

imunizados.

Estes estudos indicam que a vacina de bioconjugado de
CP5-EPA induziu anticorpos que opsonizaram S. aureus para
neutralizacéo fagocitica pelas PMN humanas e protegeram
murganhos contra bacteriemia em estudos de imunizacdo positiva e
ativa. Estes dados proporcionam forte evidéncia de que o
bioconjugado apresentado iréd proteger contra as doencas

provocadas por multiplas estirpes de S. aureus.
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<400> 1

aattcacatg
agccccagcea
aaaaggccgce
cgatagatcc
aactggcgaa
accttgaagg
gtgggattca
ccactgaact
gacaggtgga
acgaatacat
ggaatggtca
ttgatctget
cggaccatgg
accggcgecg
cccatcacat
ccgacctgceca
tcggecgatgt
ttgacctteo
atocggcaaca
atgctataga
atgatctgee
tgacogogga
aggteagoega
atgaagoeogy
cggegoegygy
togatecatet
goegatotget

googcaacaa

ttgccceatce
aagcagtcgce
taggcggcect
agtcgacgat
cccgcegagta
cctceccaget
cgttgtcacc
cgatggcgat
tcatcttcte
ctcecgecectg
tgaagtaacg
cgcggaacag
tgaaacgggt
attcgttgcet
tggtcggeceg
ccgeggectg
tgtgctcgac
aggtacgcat
ggttecaccga
ggttgtatte
gacagagtto
tgceacegtte
tgtocaccto
gceatgotgeg
cecgagtgge
ggcggatatyg
tgtegteate

actggttgea

acgaaaccac
ttecectggtcece
tttcecggaga
ttcaccgtca
gtcgtceette
caggtgttcc
gatcagcagc
gtcaccatgg
ggcgagctcecce
ccccatecgaa
ggtgatgctc
cggaatgacc
cttgttgacg
gagcgcecctga
caccgcecettg
caccgcatge
gatcggcaca
cacgtocaco
aagcgactceg
getgtgttog
cgaacogata
cagcagetee
ctgeaggtea
cacgtgoage
ggaaggaatc
cttggeggata
gatgaacgoe

ggoogaoaaes

cttatcgecg
ggcaccggaa
acgatgactc
ggcgcatage
tccacggecgg
tecgttggecee
tcttecgtaga
ggcgaacgct
aggatcttca
ccggectgga
gggtgggtga
gaaccggacg
tgatgcacgt
aggaccattt
tcggtggaaa
aaggtgccta
tgcttgtagg
aggegetogy
cgettgatee
aacaggateoa
gagoogoccg
ttgegeggtyg
tacaccttga
gggaacggcet
gccaggagaa
tagaccogea
acoggacgoa

gaececcataga
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tggaacgcac
acatcgtacg
agggttctcg
cgctgacggt
ccagcaactg
gcatgatcat
gcttctecgec
cggaacgcac
ccggeggecce
tgaccaactg
ccgtcaccgg
aaccgaggac
ccttecggte
ccgccaggceg
tcagcacgaa
tcacgttgtt
ccgceccegecatg
gattgogaac
gacgctocag
gcacgetagg
coccggtoac
cgacgetgta
cocggooget
ceagggacte
cctoctgege
gacaoggoaat
tegooogace

taaccacoct

ctggatcgac
gagaaaacaa
ccgectetgg
ttccecgecage
ctccagcacg
cggatggtcyg
aggacgcagg
gctcaggecg
catgtccage
cgcegecteg
gccgecgege
gttgccgaag
gccgaacagce
cttggtgctg
gttctgcacg
gagaacgccce
gtagacggta
cgaacegagyg

ttecctgatgg

cgaacaacte

catcaccacc

gegeoocage

ggccaggtoa

gagaatctot

geccgteteg
gacceggttyg
gagacgoaac

gggcaggoca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1146

1200

1260

1320

1388

1440

1500

1560

1620

16880



tectggoggt
tggegeatgg
accagggaac
accagageog
cgcatcaceyg
gtgatgaaaa
accacaaaaqg
aaacgtttee
ctactocttt
aaaacgagag
accaacaagy
ggagcatget
tacacctigt
acgectaaca
gaaagaattc
gggggtggaa
aaagcctgeg
atggectgaa
cacacgagat
acaatctgaa
tgtoccagea
goaaccoogne
acagcocaaa
ggagtgggaa
gcataacgac
tacecattett
tattogattyg

agtacgtttyg

tgagaaatgg
ccagacgcaa
goeggeacoegy
agatggtoac
cgcegatacat
gocatgeatyg
cgagecacaqg
agegacgagy
aggcctgage
ggacgtagge
ctatagggag
ttocatagta
cacctotcag
ggaccaacca
ctaaaacaat
aattocagaa
toagttggee
ggoetageaag
agaaagcaaa
atggtggtat
gacgeecagag
cgocagegag
taggcageat

cgacatggyga

geaagaggeo

ccatttataa

ttotgegtgg

acatatattc

tacegactge
geegeogate
ageaggegey
cgecttggeg
gccgaagoga
ctogecgaac
agacagccat
catggataac
ggacgactet
tatgacgaty
gagocagatyg
toggcttgegy
caagcgacga
tgocecagaaa
coccagaaga
caagaatcca
atteageoag
tecategate
gagaagtcact

gccattcaaa

acagcagagt
agcageatge
ccacgatace
atggegatea
atgaatagtg
acgtegatcea
accagaagga
aactttacte
agcttacoog
aecatcaaag
acgtteaatyg
tattgatagy
atcagggtat
aaattegtat
ccactaccog
aasacggcaa
tataataatg
ccatoccatga
pogaaccace

aagtacaatg

accagtegoe
toaaccacca
agtacaccac
atgogtoegtt
gaatggogat
tategtotgt
tatcogtage
ttaaacgate
ccttgaacct
getetagaga
cagtgacgea
catggettog
aggtoegeoate
tcatccacat
catctoceat
aagctagega
coeeaccaac
agttatagag
coaggtocca

agaccaagge

catgaaatac
gtagttgaac
cagegacagoe
acegagatag
gaccggegea
goctagacgyg
cacttgaage
tagoatteoe
cactgccaga
sacactaeeyg
aatcgtaaca
atgagcoctca
gacgatgaaa
gguatgaatg
gaaaattttt
taaggggage
acagacaaaa
atteagcaac
actgacacca

tgcactaaaa

tgoggegata tgacogtgat catccatgaa tocaataatg

aagtaaagoe
gagacasaaa
acttoegagag
tgtaageagt
atttatceec
tacgacatye

taccaacate

caggacacygyg
gtaactacaa
ttaggggtgt
coogaaacce
aaaaatacte
tagtagcaaa

ttacaacgoeg
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coecatgagat
tggogacceo
caagtaagcet
cagctgoage
toacccctte
gegoctgoagy

gaaagggtgc

attteoccagt
toctoogegt
cotegetaag
gagtaacaaa
aacagggttc

ataatcatte

tottgoeggoy

1740

1800

1860

1820

1380

2040

2100

2180

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3069

312¢

3180

3240

3300

3360



ttecoaacca
agtgtataac
ccacatgatyg
aatctoctga
gcaagetaga
accaaatgga
agotttcocayg
gaaaagctee
ageaggettyg
agaactaaca
agtagcatcg
atgggetogt
agtgetetet
tegtacttgt
gacaaaaccg
ggtcgaacac
acactocgeg
cttgccaaag
atacgggaga
gagaaatatg
goaacgtcas
ctcaacagag
tetecaataa
ttttetatac
cattcaggaa
caggcocaat
goktecatat

agacgacgta

agoaaaageg
ccaccaettte
gggogacgea
coateggata
aagtcaacta
agaggaagtc
tcgtaaacga
cgaagegeta
gagttetcat
aaaatgaaac
cgattcacet
ccagetagat
ttoageteeg
cagacaacct
ctagececgg
aggcagagaa
ggactcogea
caaccggato
tttcageeoce
ccttgetggg
aggeagocaa
cacactgate
aagcaaaage
cttgtaateg
tattgataaa
togaaataaa
cgogecctat

gaagceggta

tgoctttoga
ctactaattt
ceatteeage
ccaaaaacag
aattatccag
cogaagoaac
gtggaggect
ctteageocte
cgaagggett
getttacaga
tccgaaaaat
gaactacaca
ctogaacata
gaaaggagyc
ttaccageac
ttttteocaat
taaactagac
attecggogga
tttttcoatg
aaccocaage
accaaaatte
tteocagogeyg
cgoctteteg
accgacatta
aggagcaton
gaccaaagat
tacgactaga

gygcaatacta

cgagtogace
aagaaacctc
agcaagogoa
ttegecggea
agasacaaaa
cagcttcaac
gacgataaca
aaactttgaa
ttetttggtt
tgcttegate
atctagtgaa
ttecaacaces
cteaaccoce
ggcageaage
cttcatcata
gaaatatatt
aagtcgagtt
cagttccaac
acagctagsaa
ccgaacatte
tttteggeta
tgttttitta
tttttaaceca

ccaaaaaatt

tctagtgage
agaataaacc
gteaccagtt
geagaagggt
cttegtoggt
aatecgogaga
agttectgttg
atogecatatt
aaagcgeocat
gcctgocgag
teacgctgoe
cgaagegeag
gtaacgggat
gacctgoaaa
ttttegacte
cagaataatt
cacaaatcte
cgattcecggt
toggttigte
cttotteotaas
atggeagoot
cactgtogac
actgaatage

ggaaaaccct

agcataactyg
taggaacagy
gettggtaga
gegteataca
tatctatgea
aatttccagy
aggaatgett
ctgcatgagyg
ttacaccaat
caagogocag
ttccaaagat
catcaagott
tgtacaggga
gegeacteoca
agacagaagc
ttgctgaaggy
atcgatcaat
ctcatctatt
tgetgecatg
ggtaactaaqg
tecaaaatae
caaggeacca
agaaagtatyg

tttaccttte

tcteteoggta ctgggaasaac ctoetttcotca

cgegggteat tcaccttete tttcataaga

cgatcagegy atgagtaaat gaaagazaag

tetttotteca gaacgooogoe cggeaccaag
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3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4280

50490



ttetegggaa
aagggaaacyg
ctggoacgag
ctagaaagga
ggtgaaaccsa
aactooeoget
goacogacat
atttttteca
tttcagaaac
goeotetgteoo
teatcaceac
cgggaaaatt
tggoetgtaat
cctoghtgaaa
cgatgacggy
aattottate
ttttcaacce
gaacttcgaa
agagataatce
tgogaegatt
gaaaggtegg
ccagcacgag
cattecctat
ttataccgag
ggacaagtac
totcaggacyg
accttacgea

ttegttageoe

acacateatg
tcatcagtag
aagtcaattt
goctattott
caggeggggt
gcatctttee
actoagaaac
gacagttoge
gttgggeatg
ctocaacace
agectottoe
cagtattgaa
ttgeagttta
ctttgoctee
cagegagtac
cgaatctatg
gagcctttca
catagggcta
acgegeaatt
tatctattea
tatettacge
cagecgeatey
cgtttecagec
gtcecctgaaaa
atgataogeag
agttccaaca
cottageoecta

cacaacatga

caccageage
aagagcaggyg
tactgagaac
attgcetecte
ttcacctgeg
tattatctte
cacaaatata
atgacatagt
ctatagtecag
tagagtgott
atgecttetg
gactooteac
ttgtaatcct
gtecgectcoaa
ttttotgeca
ttttectete
agaatatogg
ccagtettga
gtactatagg
ggcacacgea
cgttttgecag
ggatctattt
coggaagaco
aatatttcat
tactgatcaa
acogtaacga
chgaacaage

ctaccatate

acccacttga
ttggttecac
agaaacgeet
ggaaacttaa
gtcageggga
toccaatagt
acttgeogcatea
coagatagcet
cgaccaageyg
gtagtacteg
ggcgttcatg
tgatggteco
taaagocegag
ttctetttit
cagoegttgay
ggtgegcact
aggactcgat
taaccatgtc
toaaatttac
tatcgaaaca
gcagtacego
cgoccagaac
cggoggegtt
taagttogta
goettegecat
cttttagett
gtaggtatece

gtecagtteeyg
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aaccgaggge
tcaataccac
gaaaaatctyg
ageattettg
aaattacggt
atcocgtgga
actcoaagee
atgaactatg
taacatgoge
atcogaateo
agcotcecacga
actgtcagaa
gggttteage

tgttctaggy

catagaaacc
cacgacaaag
cecgtcacga
tggagaaagt
atcagoetgta
gagattgact
catacaacta
acgatcgact
tagaaaataa
atcataattc
gacecctagac
ctgeattgtt
ggattttoce

acattagtaa

atacottago
atctoctogt
cgocaatoect
cteoaacggaa
tagcccacea
gttctgattg
teaagttaat
cgaacaatot
totgegtege
agtccgacca
atattcaaag
ataactgeet
agtttaatac
tgagttgata
aacttcaaga
aaccgcteoty
tagtgetcga
cottcacgea
tgatogacaa
gattecatat
trggtatcac
gagattatta
tecggoettte
tgtocagtat
aagogaataa
atctcactat
gatcaaatac

tgtcatgagt

5100

5160

5220

5280

53490

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

$120

€180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



aaatacaggt
tgocccoggte
ttoggttttc
cgagaactgg
atgoattgge
caaggegege
aaactoatac
tagtgaaact
atctatgtat
aataatatta
gaatacatta
gagatgctot
ggatgaagta
atacgtgagt
ggcaagatga
ctegegggty
ccthecaaca
ggcactetoy
tecttogata
ttootogoat
ataatagtca
aagettotet
ttgagtaagcec
atetccattg
catcatgaaa
ctogataaag
acaaattacg
catggoottt
aacqgactttt
attggtatto

cgcatggaaa

actgtttega
aggatgttte
gagtgatggt
ccagagteceyg
acgtcgtaac
gtcaataceg
aattgttetyg
goattggata
acaagagtga
tgacaaaaag
ggaaggogaa
tetgoggoto
taaagaagty
teggaattac
aaaataaaat
aatggeacca
aatocattog
coacgotgaa
tecagacgtt
tgotocacaa
cccatgtett
ccatgacgey
gcatgageca
gtaccatget
cgtgtcatgt
agaggaatga
gtaggagtge
gaaataccca
ttgacgeccat
acagcocteca

atgtagtcca

caatttotge
taaacttgaa
aatgcccgece
cggtctitcag
taaaactatg
agccaacact
agagotaaco
goetteocate
tectetgecga
tagoaacoge
atatgtagac
gottgottaa
gtatggeteg
cgatottaaa
cgacggaany
acotogatace
cgocagttac
tagoacgaat
tggtattatg
acttactata
cagcacaggc
tacctattace
gcacctegat
cgaaageata
ttggatcagt
ccgageccct
gttccaggtt
tggoattgat
totggatage
togggtagaa

caccgagagt

etttteacea
acgtgecate
cctggtaaca
catotogacy
ttotggcaay
tgeggtagte
aacagaaato
catgacttte
ggaattgtta
tgaattataa
aggacaacca
acagtactas
tocattggas
ctottotggt
aattagetea
accocgotot
aagaacttto
gaaatocoaac
agaattatag
gttcagatca
catttcctct
attgatagga
ggttgcagcee
aagcacaaqgq
gattgtgaga
tgaagcecatyg
togagactty
tgggtaaact
agattcgagy
ctcacaagag

agcattcaga
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ttagtgcaaa
cctttgataa
cctggatgag
aatgtgccac
aaacttagat
agtgacttte
tgatactggy
atgaaggtge
atttgaatcg
tteggacgeg
atatcctcac
ttatccacct
cttacogect
ggcaaattac
geaagatgaqg
atagtttatt
ttecagoaaca
tectetgtat
cgaaaatoetyg
cgactaagaa
taaccatteot
ggtgetttet
tetacggeat
ggctggecty
acgttaccat
gegaceatga
geettatcooy
acatttteeg
ggaacetgtt

gtgotttgat

tttoegtaaaa
ceagaaactt
cogtaaaaaa
goeggatooga
aagtogagta
gactattacy
gectogacety
gaaccacate
gaatatcteg
accatttace
ctagcacttg
cagecetgaat
cacacagagce
gattgaccece
caacactact
cgoacagatt
caetatggact
gottttteoat
gagtaatttt
gggggatacg
gogoctcata
tgecaageaa
gtacaaaaaqg
cogtaagogt
atcgecatttg
aacgggtges
cottttocat
tactcagaca
ttoegatgac
teaatgoage

agtogeggac

8780

6840

6300

€360

7020

7480

7148

7200

7260

7320

7380

7440

7300

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7580

80490

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



atctocaata
cttoteateo
aacggeattt
acaccacctc
gaaaaacaac
agacataatt
ctgtttttot
saagaacage
tgtgegecat
ccaaaacaaq
gategaatat
geacgacaat
atacagataa
gttttageoca
gogacageat
gataaaagag
ctaccaatga
taggtccaaa
taagtigeat
gtaatgatge
acaccgasaac
atttaatato
gaactaaata
gaaccagago
ggaaagttte
ataagcagct
aatatftgaa
cttgettgac
atcagttgtt
gogacagaac
aagaacagaa

accaacaaat

taaaacetca
cgactgaata
ccaaaggaac
tttactaatyg
gagacagaac
aacgaaccay
tegecggaag
caagocaccsa
tggatattge
tatctcgeta
ggattogaag
cagtogatgo
acccagooct
ataggcaaag
cgaccacaay
tgaageaagt
tgoaaaacgy
tacatactgc
gggoactttt
ccacaacctyg
gagogaggoa
cctecagtta
atacgceaceyg
aacgctitote
gactttetat
ctagagtaga
aactttgact
aaagcaaage
gcaactttca
ttogaaatac
taaccaaget

cgetoateas

acttggggty
cacgtattto
cagticcace
tgttecaacgt
aatgoagaeoc
attataaatg
acaagcaaas
aaaatgaaac
gcatacccta
cogtagaaag
aatggaacat
acgatttoca
geaagaagga
aataagacaa
caaagaagaa
gegggaacte
gogoeoaocag
cagagaaaay
agattatotce
aaaatccota
tacgtocaga
ttaataaata
gatagattoe
tgetteoatga
cgagaacooc
gcecategaat
ceagogeaag
coggetecat
tgaattoogg
tgoctteocgg
tgeocaacoat

aaagageatt

agceatagoac
accaatatct
ggtaattaac
[alalss ot of Loluls
ctacoggatg
cagagcataa
atacagagta
catagatgcea
gaaccaoaac
acaatgtttce
cttgegagac
gactgocaga
aggtgaaaaa
tgacgatatt
ggaaacatac
acaccataad
caagoeteact
aaagagoogo
tggcaagaac
tggaatagte
agaaaataac
agagaaasa’aa
ggagaataty
gtaccacaca
cttocgatag
agagtcogtt
acacagecact
ccategtata
cattoogtea
ttogacatge
taaccoaaac

atcttggage
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ttacgeatat
gtatccagaa
agaacagagt
cctcaaaata
gaaaagocca
gaagectaac
gacaaaaage
aageageteyg
teccocaaaa
caaaggcagt
tgaggaateg
ccogaagtot
caagtatgta
ggccagagea
caggegagoa
accatatgog
ggcttcagog
cagactgaag
catagcaaca
tocatataga
aaatatacot
cagaccacaa
aaagagaaac
tctttgtity
gatgaggooa
ttctoctagag
gotetgaata
ggaccaagag
cgggeggoat
tegattteag
tocogtatett

agaatatcee

catettgett
aacgettoaa
tottateeat
taaagaaage
cogacgataa
tctgtacaag
aacaatagoa
acaataceat
acgoeegogs
gcagbtacce
gaggtgagga
goaaggaaaa
ttitttgatca
getttctgea
caacccottta
gteaaactto
aaccattcta
aaaaatgaaa
aagagaagag
tegaaccata
aatgocgotat
aacccagceaa
acaaaaagga
acbttteotottt
aaacgagcct
aatgaataag
gactctgaaa
totcaaggto
gatagtactt
cocogacaagyg
caaagoogta

totocagogag

8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
2600
5660
9720
9780
2840
$300
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440

10500



satattcatg
gaagtgacaa
tetgacaceoa
attogagaga
cttegetaaa
aagacggacyg
accactatta
aaggcoggec
caacaacatc
atcoccaaag
agogecaaga
tatacaccat
gcaaacactg
gggaatagga
gctattagta
ctcgcataca
gogatocego
acaacaccaa
aaagatcgag
caccgbatte
aaaccaaace
aataggaaat
cttecctgaa
gcaaccaata
aaaagtgaaa
agttoaactt
tetaccagtt
tegettgaca
cocatggata
taatacaatt

agatcaaaac

gtaacaatag
ctatcccotat
cogoaccaga
tgageaggat
cgaacgaeckt
ttgaagoock
ctgtogacaa
aggaccaatt
aaagtccect
agacctctgt
ggataaatgt
catacccaga
gcactatcga
gatatgaaat
acatcagace
teoctgotaaa
gaaggaattt
cogocgoaac
caccgtoacy
ccatagaaaa
ccaacgaags
aaaatacctt
agaaccatac
caagcaagyy
goageaacaa
tgttatcgat
gacatagaat
atgttetegt
taccggagta
caacaactac

ttagogaaga

ttttatacee
agcgatagta
taacgogtte
ctggoacaca
tatttagttt
gaacogette
caataactto
ttagttecett
tttetctete
aacgaccage
taatacceocy
aggaacaaga
aaacattott
gtattcagaa
tagogobtte
agtcocggaaat
ateogeagta
gagcacttgo
caatatatcg
taaaatacaa
cagcacaagy
agacaaaaaa
tgcttgaaga
gattggtaaa
taagaatcta
aatggeages
gacagocacy
gagaaaagga
gaaaacygece
aacaagtaay

gagooatoge

caaggagtty
attactogte
cocacttoga
atcatcatcea
tgeactagee
gaactegegy
aaaatcctta
gggacgacgc
aacttaacog
gtecacgoto
cocaattocyg
gteaacooto
attacaacag
aataagaaaa
cttettaaac
agagcgetag
gaaagcacto
atgtgeaagoe
agaattoctgt
cagagagoac
toagaatect
ttggtaageg
taatttecaa
atagaagata
gcactctgta
tttottgatao
goectgggeaa
atogoagoaa
cgecttatiyg
coctgatgoo

tacgaagett
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ggoagogget
gacaccaatyg
gagttagcag
agaagcacta
gaattcaget
accacatogy
asagooagag
caagtactaa
tggccaggaa
caaaaagctc
caaaaaaaat
catacagaac
ttagacctot
gaaataasaca
tgecgactgn
ctatgggtga
cggcegegga
taagaaaago
ctttctogayg
ttecacctat
tegtgacaaa
coaaccatocg
ctactgeoegg
cagcecaaaat
cascagaaas
ctgocagaat
teaccaattyg
gaggcaaaayg
acattctact
agtaagtgge

ccttataaaa

tgtcageaga
agcaagaaaa
cgttcagaaa
cgtagogoeoa
cggeatgota
gtgttteate
actgogotac
cgacgacact
aaacattooe
atccceccaa
tgoetogoaaa
accaatacaa
ggactgttco
actaggaata
cgggtoggea
agtagoagoo
ggetocacea
cagagaaaga
aaccggygcyc
gacataggaa
aaaaacgace
aaacagcget
aagageagecs
ggocageact
gaaactagac
aaatccaaag
gecaaacget
atagttgoety
cgatacccce
atcagggttt

ccagogagoa

10560
16620
10680
10740
10800
10860
10220
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
116490
117400
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12249
123400

12360



ctgegagtag aattocaatt atcaatcotg coaaagtace tatagtaact ataagaatct 12420
tettoggett aatgggttga tttgaasaag agagtcocte ghettocttg tagacagoca 12480
cegaeatcaga atocacagac asactggagt tecaagatag tttotettgg agagtteotea 125490
actecaggaat gaatggagca tctacactac gogactcaag attgttgatt tcagogegea 12600
gogecttagoe tectogeatg tacatceaagt caccatccat gatcgaggag agttgttget 126860
cggacgeoecee ttctattaat ggogggecat ctatcttgag cgactocgea atcagoaatg 12720
cctoettcaa acgtgcaatt ctatcatcac ggeggeocectt cgecatattc tgragcacgg 1278¢
ttatgegget ctgeattgea goatttetta cotggaaate tetacctgea ctatcaataa 12849
ccteatgeac ggeccgatoc geagocaaac geacgaaage ttgtgeococecat gtagcaagaa 12900
actotaegott cgtgecctoes acaattacceyg tataacggte tgoatotygge ttgttageag 12560
gatcaatott tacctetttg gagaacttet tataasacte ctectgetea tottegottt 13020
cogetococte acocacchtgg ggaaggtata tottatagaa gaactottit ttattcoteat 1308¢
cogaaageag attgegegaa aagatcgeat agatacttct aacagtatat geatctagge 13140
cattetecet totaccaacs ttgasacett cgatagacce aagageagga ggeactactg 132060
caaccctata ttcatataca ggettactca gatacgeata ggtaaaagac cogattaatg 1326¢
caagaagagt agtcagaaga atcagaacct tgttaaccca aagotcocttg accagettca 13320
coaggtecaac cteaccatca gecgteatca aagaagaatt gootcaggg 13363
<210> 2

<211> 15244

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledétido
Sintético"
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<400>

aattcacatg
agccccagea
aaaaggccgc
cgatagatcce
aactggcgaa
accttgaagg
gtgggattca

ccactgaact

gacaggtgga

ttgcccatce
aagcagtcge
taggcggcect
agtcgacgat
cccgegagta
ccteccaget
cgttgtcacc
cgatggcgat

tcatcttcete

acgaaaccac
ttecctggtce
tttcecggaga
ttcaccgtca
gtcgtcctte
caggtgttcc
gatcagcagc
gtcaccatgg

ggcgagctcce

cttatcgeeg
ggcaccggaa
acgatgactc
ggcgcatage
tccacggegg
tegttggcecece
tcttcgtaga
ggcgaacgct

aggatcttca

acgaatacat ctocogooctg ccccatcgaa coggooctgga

ggaatggtcoa
ttgatetget
cggaceatgg
accggegecyg
cceatcacat
ccgacctgea
toggoegatgt
ttgaccttoo
atcggcaaca
atgcetataga
atgatctgoo
tgacogogga
aggtcagoga
atgaagoogy

cggcgecgyg

tgaagtaacg
cgoggaacag
tgaaacgggt
attegttget
tggteggecy
cogeggectyg
tgtgetegac
aggtacgcat
ggttcaccga
ggttgtatte
tgoacogtte
tgtoccaccte
gaatgobgag

cccgaghggo

tegatcatolt ggoggatatyg

gogatctget

googoaacea

tgtogtcate

actggttgos

ggtgatgete
cggaatgace
cttgtbtgacyg
gagogoctga
caccgocktg
cacogeatgo
gatoggecaca
cacgtocaco
aagecgacteg
goetgtgtieg
cgaacegata
cagecagetee
ctgcaggtca
cacgtgcage

ggaaggaatc

gagtgggtga
gaaccoggacy
tgatgoacgt
aggaccattt
toggtggaaa
aaggtgecta
tgottgtagg
aggogetogg
cgettgatec
aacaggatca
gagceoegecey
ttgegeggty
teocaccttga
gggaacgget

gocaggagas
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tggaacgcac
acatcgtacg
agggttctcg
cgctgacggt
ccagcaactg
gcatgatcat
gcttctcegece
cggaacgcac

ccggcggecce

tgaccaactg
cogteacogy
aaccgaggac
cctteeggte
ccgocaggeqg
tcagcacgaa
tcacgttgtt
cageecgeatyg
gattgogcac
gacgctocag
geacgoetagy
coccgghoac
cgacgoebgho
cooggoeoget
coagggache

cctectgege

ctggatcgac
gagaaaacaa
ccgectetgg
ttececegeage
ctccagcacg
cggatggtcg
aggacgcagg
gctcaggecg

catgtccagce

ocgoogootog
googoogega
gttgcogaag
gecegaacage
cttggtgetyg
gttcetgeacy
gagaacgecc
gtagacggta
cgaaccogagy
ttoctgatgg
cgaacaacto
catcacoaca
gogooooago
ggccaggtec
gagaatotet

gecegtoteg

cttggoggta tagaccogea gacceggoaat gaccoggtig
gatgaacgee acoggacgea togeecgace gagacgeaad

ggocgececee gocacataga taaccacect gggoaggooa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

84¢

90¢

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
1620

1680



tectggagat
tggegoatgy
accagggaac
accagageog
acgeatoaceg
gtgatgaaaa
accacaaaag
aaacgtttce
ctactccttt
aaaacgagag
accaacaagyg
ggageatgat
tacaccettgt
acgectaaca
gaaagaattc
gggggtggaa
aaagectgeg
atggectgaa
cacacgagat
acaatctgaa
gcaaccceoge
acagoccaaa
ggagtgggaa
gecataacgac
taccattett
tattegattg

agtacgtityg

cocagacgeaa
geggeaceygy
agatggtcac
cgegatacat
goecatgeatyg
cgagocacay
agegacgagqg
aggcctgago
ggacgtagge
ctatagggag
ttocatagta
cocctoteag
ggaccaacca
ctaaaacaat
aattececagaa
teagttggeo
ggctagoaag
agaaagcaaa
atggtggtat
gaogoecagey
cgcecagegag
taggcageat
cgacatggga
gcaagaggoo
ccatttataa
ttetgogtag

acatatattc

taccgactgo
gocgecgate
cgooggegey
cgecettggeyg
gocgaagega
ctogoegaac
agacagccat
catggataac
ggacgactct
tatgacgatg
gagccagaty
toggettgeg
caagegacga
tgcecagaaa
coccagaaga
caagaatcca
attecagocag
toecategate
gagaagtcct
gecattecaaa
tgoggogata
aagtaaagec
gagacaaaaa
acttegagag
tgtaageagt
atttatccce
tacgecatge

taccaacatc

acagoagagt
agcagcatge
ccacgataco
atggogatca
atgaatagtg
acgtogatca
accagaagga
aactttacte
agcttaccog
coeatcaaag
acgttcaatyg
tattgatagg
atcagggtat

aaattcgtat

coactacooy
aaaacggcaa
tataataatyg
coatccatga
Cogaaceace

aagtacaatg
tgacagtgat

caggacacgyg
gtaactacaa
ttaggggtgt

corcgaaacoe
aaaaatactc
tagtagecaasa

ttccaacgeg
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accagtegon
toaaccacca
agtacaccac
atgogtegtt
gaatggogat
tatcgtetgt
tateogtage
ttaaacgate
cecttgaacct
getetagaga
cegtgaagee
catggettog
aggtogeate
tcatccacat
catoetoccat
aagctagoga
coccaccaac
agttatagag
cecaggtooea
agacecaaggc
cccatgagat
tggcgacceo
caagtaaget
cagotgcage
tecaccectte
gegeotgoag

gaaagggtgce

gtagttgaac
cagogacage
accgagatag
gacoggogea
goctagacgg
cacttgaage
tagecattcce
cactgocaga
cogacteony
aategtaaca
atgaguoctca
gacgatgaaa
ggoatgaatg
gaaaattttt
taaggggage
acagacaaaa
attcageaac
actgacacca
tgcactaaaa
atttcocagt
tocteecgogt
cctegetaag
gagtaacaaa
aacagggtte

ataatcattce

tettgoggog

1746

1800

1860

1820

1280

2040

2100

2160

222¢

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3080

3120

3188

3240

3300

3360



ttoacaacca
agtgtataac
ccacatgatg
aatctoctga
gcaagotaga
accaaatgga
agetttocag
gaaaagetao
agcoggottg
agaactaaca
agtagcateg
atgggotcgt
agtgoetctet
tagtacttgt
gacaaaacoqg

ggtcgaacac

acactocegeg
cttgcoaaag
atacgggaga
gagaaatatg
geaacgtoac
ctoaaccgayg
tctocaataa
ttttetatac
cattcaggaa
caggecaaat

gottooatat

agcaaaagee
ceaccecttto
gggogacgoe
ccatoggata
aagtecaacta
agaggaagte
tegtaaacga
cgaagegeaeta
gagttcteat
aaaatgaaac
cgattcacct
ccagoetagat
ttecagotang
aogacaaccet
ctageccegyg
aggoagcgaa
ggactocecgoe
caaccggatc
tttecagecce
cattgotggg
aggcagecaa
cacactgatc
aagcaaaagc
cttgtaatog
tattgataaa
togaaataaa

cgegeooctat

tgeectttega
ctactaattt
ccattoooge
ccaaaaacag
aattatccag
cegaageaac
gtggaggoct
ctteagocte
cgaagggett
getttacaga
toccgaaaaat
gaactacaca
ctegaacata
gaaagggggc
ttaccagcac

tttttoccaat

taaactagac
atteggogga
ttttteocatg
aacoccaage
accaaaatte
ttecagegeg
cgectteteg
acogacatta
aggagcataa
gaccaaagat

tacgactaga

agagtagace
aagaaacata
agcaagcgca
ttogcoggea
agaaacaaaa
cagattcaan
gacgataaca
aaactttgaa
ttotttggtt
tgocttegate
atctagtgaa
tteaacaccc
cteoaacocas
ggcagcaage
ctteatcata
gaaatatatt
aagteogagtt

cagttccaac

acagetagaa
cogaacatte

ttttoggeta
tgtttttita
tttttaacca
coaaaaaatt

totetoggta

cgoegggteat

cgatcagcgg
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tetagtgage
agaataaacc
gtcaccagtt
geagaagggt
cttegteggt
aatoegcgaga
agttotgtty
atcgoatatt
aaagcgecat
gootgecgag
tcacgetgeco
cgCagugeag
gtaacgggat
gacctgcaaa
ttttogacto

cagaataatt

cacaaatcte
cgattoeoggt
teggtitgta
cttottotaa
atggcagect
cactgtegac
actgaatage
ggaaaacaet
ctgggaaaac
teaccttote

atgagtaaat

agcataacty
taggaacagyg
gettggtaga
gegteataca
tatctatgea
aatttccagyg
aggaatgett
ctgcatgagy
ttacaccaat
caagcgeoeag
ttocaaagat
catcaagctth
tgtacaggga
gogeactecce
agacagaage

ttgotgaagy

atcgatecaat
ctcatctatt
tgotgocatyg
ggtaactaag
tacaaaatac
caaggcacca
agaaagtatg
tttaccttte
ctetttetea
ttteataaga

gaaagaaaag

3420

3480

3540

35600

3660

3720

3780

3840

3900

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320
4380

4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4880
4926

4980



agacgacgta
ttectogggaa
aagggaaacy
ctggeacgayg
ctagaaagga
ggtgaaacca
aactaccget
goacagacat
atttttteeca
ttteagaaac
goactotgtec
teatcaccac
cgggaaaatt
tggotgtaat
cotegtgaaa
cgatgacgygg
aattettate
ttttcaacce
gaacttoegaa
agagataatce
tgegocgatt
gaaaggtcgy
ccagcacgag
catteactat
ttataccgag

ggacaagtac
tatcaggacy

accttacgca

gaagcoccggta
acacatcatg
teatcagtag
aagtcaattt
gectattott
caggeggggt
gcatettton
acteagaaac
gacagttege
gttgggeatyg
ctocaacace
agectetteco
cagtattgaa
ttgeagttta
etttgactee
cagegagtac
cgaatetatg
gagccatttca
catagggeta

acgogoaatt

tatctettea
tatcttacge
cagogeateg
cgttteageco
gtectgaaaa

atgatogeag

ggcaatacta
caccageage
aagagcaggg
tactgagaac
attgoteocte
ttoacctgeg
tattatette
cacazaatate
atgacatagt
atatagtoag
tegagtgett
atgcettetg
gactecteoac
ttgtaatcet
gtegecteoaa
ttttotgoca
ttttectete
agaatatcgg
coagtettga

gtactatagyg

ggcacacgca
cgttitgeag
ggatctattt
ccggaagaco
aatatttcat

tactgatcaa

totttettea
acccacttga
ttggtiecac
agaaacgoot
ggaaacttaa
gtecagoggga
toccaatagt
cttgocataa
cccgataget
cgaccaageyg
gtagtacteg
ggegttoatg
tgatggtooe
taaagocgag
ttotatttet
cagagttygag
ggtgogcaat
aggactegat
taaccatgte

tcaaatttac

tatcgaaaca
geagtacege
cgoocagaac
cggeggegtt
taagttegta

gettogocat

gaacgceacge
aaccgagygge
teaataccac
gaaaaatctg
ageattottyg
azaattacggt
atoeoegtgga
actecacges
atgaactatg
taacatgege
atcoccegaateo
agectoacga
actgtcagaa
gggtttcage
tgttctaggyg
catagaaace
cacgacaaaqg
cecgtoacga
tggagaaagt

atcagctgta

cggcaccaayg
atacottage
atotectogt
cgocaatoct
ctaaacggaa
tagceccacca
gttetgattyg
tcaagttaat
cgaacaatet
tetgegtoge
agtecogacca
atattcaaag
ataactgect
agtttaatac
tgagttgata
aactteaaga
aacegctoetyg
tagtgctega
cettoacgoa

tgatcgacaa

gogattgoot gottacatat
catacaacta ttggtatcacg
acgatecgact gogattatta
tagaaaataa teccggcttte
atcataatte tgtocagtat

gaccctagac aagogaataa

agttecaaca accgtaacga cttttagett ctgeattgtt atctcactat

ccttogoecta ctgaacaage gtaggtatcece ggattticec gatcaaatac
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5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540
6600

6660



ttegttagee
cgatccaggt
tgoceaggta
ttoggtttte
cgagaactgg
atgcattgge
caaggegege
aaactecatac
tagtgaaact
atctatgtat
aataatatta
gaatacatta
gagatgotet
ggatgaagta
atacgtgagt
ggcaagatga
ctegegggty
acttocaaca
ggeactoteg
tccttegata
ttoctogect
ataatagtca
aagcttotet

ttgagtaage

cacaacatga
actgtttega
aggatgttte
gagtgatggt
ceagagtecg
acgtogtaac
gtcaatcoeg
aattgttetyg
gcattggata
acaagagtga
tgacaaaaag
ggaaggcgaa
tetgoggoto
taaagaagtyg
toggaattcea
aaaataaaat
aatggcacca
aatccattcg
ccacgetgaa
tecagacgtt
tgotccacaa
cecatgtott
ccatgacgeg

geatgagoca

atctocattg gtaccatgot

catcatgaaa cgtgtcatgt

ctegataaag agaggaatgs

acaaattacg gtaggagtge

catggoottt gaaataccca

ctaccatate
caatttctge
taaacttgaa
aatgooogec
cggtettcag
taaaactate
agcecaaccct
cgagctoace
gotteoccateo
tetoktgecga
togeaacaoge
atatgtagac
goettgettaa
gtatggeteg
cgatcttaaa
cgacggaacy
cctogataco
cgocagttac
tagcacgaat
tggtattatg
acttactata
cagcacagge
tacctattac
gcacctegat
cgaaagcata

ttggatcagt

cegagoooct

gttccaggtt

tggcattgat

gtecagttceeg
cttitcacea
acgtgocate
cctggtaaca
catotagacy
ttotggoaag
tgeggtagte
aacagaaatc
catgacttte
ggaattgtta
tgaattataa
aggacaacca
accgtactea
tecattggac
ctettetggt
aattagetea
acocecgetet
aagaacttte
gaaatccaac
agaattatag
gttcagatca
catttecctet
attgatagga

ggttgeagee

acattagtaa
ttagtgoaaa
cetttgataa
cctggatgag
aatgtgoeac
aaacttagat
agtgactttc
tgatactggy
atgaaggtge
atttgaateg
ttoggacgoyg
atatccteac
ttatocacet
cttaccegect
ttttcoggac
ggcaaattac
gceaagatgag
atcocgtttatt
tteageaaca
tectotgtat
cgcaaatctg
cgactaagaa
taaccattot

ggtgetttot

tgteatgagt
tttcgtaaaa
coagaaactt
cogtaaaaaa
goggatecga
aagtcgagta
gactattacg
gctogacetyg
gaaccacatc
gaatatcocteg
accatttace
ctagecacttyg
cagoeotgaat
cacacagagce
gattgacccc
caacactact
cgeacagatt
coctetggact
getttttoat
gagtaatttt
gggggatacyg
gogectoata
tgccaagcoaa

gtacaaaaag

aagracazagg tctacggeoat ccgtaagegt

gattgtgaga ggotggeootg ategeatttg

tgaagecatg acgttaccat aacgggtgec

tecgagacttyg gogaccatga cottitecat

tgggtasact gocttatocg tactcagaca
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6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

T440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



aacgactttt
attggtotteo
cgcatggaaa
atctccaata
cttoteoateo
aacggcattt
acaccaccte
aggaacttcg
atcgeagtac
gatgaacctyg
tggtgaaaac
aactcaccca
aggacaggtt
aategtogtyg
tgtaacaagg
attcoggatg
gettatttit
aggtacattg
tatcaacggt
atctcgacaa
aacctottac
tatcaacagyg
gogocgaagh
attcatatgg

atgacgoogt

ttgacgecat
acagoctaoca
atgtagteca
taaaacctca
cgactgaata
coaaaggaac
tttacgtgta
gaataggaac
tgttgtatte
aatogocage
gggggcgasag
gggattgget
ttcaccgtaa
gtattcacte
gtgaacacta
agcatteoate
atttacggte
agcecaactgac
ggtatatcca
ctcaaaaaat
gtgcagatea
gacaccagga
toctatactt
tgcacggaag

cottttgtaa

tetggatage
tegggtagaa
caccgegagt
acttggggty
cacgtattte
cagttacace
ggctggaget
ttcatttaaa
attaagcate
ggcatcagoa
aagttgtecca
gagacgaaaa
cacgocacat
cagagaegaty
toecatatea
aggcgggcaa
tttaaaaagy
tgaaatgoct
gtgatttitt
acgoocggta
acgtcteatt
tttatttatt
tctagagaat
tttaaactta

taaaatagaa

ataatttgaa ctaaacatta ataatgtgat

atctatagty tttggateat agtitoctaat cattttataa actagtagea aasatgceaaat
cattatgata aaaaacccta ataagocaaa tgatagaatce aactcaatas tgatgttatg

tggtatattt ceogattaghtt tataatagtt aaatggecca tagectaata acggactttg

agattcgagyg
ctoacaagag
ageattcaga
agcatagcac
accaatatet
ggtaattaac
gcecttogaagt
tggegagoct
tgacgacatyg
cottgtogee
tattggocac
acatattcte
attgegaata
aaaaggttto
coagetcace
gaatgtgaat
ccgtaatato
caaaatgtte
totocatttt
gtgatcttat
ttegecaaaa
ctgogaagtyg
aggaacttcg
tttatcatea
caacacaaac

tggatagatt
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acattttceeg
ggaacctgtt
gtgetttgat
ttacgeatat
gtatccagaa
agaacagagt
tcctatactt
tacgecooge
gaagcecatca
ttgeghtataa
gtttaaatea
aataaaccct
tatgtgtaga
agtttgetea
gtottitcatt
aaaggcogga
cagctgaacg
tttacgatge
agettcectta
ttcattatgg
gttggecaay
atetteegte
gaataggaac
teatctttat
caaaattcac

gctataaaca

ttoecgatgae
toaatgeage
agtegeggac
catcttgett
aacgettcaa
tottateeat
tctagagaat
cctgecacte
caaacggeat
tatttgecca
aaactggtga
ttagggaaat
aactgeegga
tggaaaacgyg
gecatacgta
taaaacttgt
gtctggttat
cattgggata
gctoctgaaa
tgaaagttgg
ggattacegy
acaggtagge
taaggaggat
aatcaccaty
ttacaactaa

taacgagtaa

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8540

2008

9060

912¢

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9860
10020

10080

10140



ttgaataaag
aagtgtteca
gtaaatcaat
aggtatteoct
aatageacct
aacatatate
agtaaatget
aggtatotca
gaaaaatact
accactaatt
tttectatteo
taataatatt
cgtagtaatt
taatacttet
aagtacaaaa
ttetgagatg
ccaattoaaa
attatctott
aatgocaaat
tggtaaacca
agatacaggt
ttttacttca
tatcacttet
agetgatgaa
taggatttct
attogtaata
atgacttact
tacaaacttt

cgcatcataa

taaatacctt
cottgtagat
acactagata
cttttaaacyg
cocacgeoote
cacttatgtt
gaaaggtacg
cotgtaagtt
aatttaaaaa
goeagetggaa
ttatctggtg
aaccctegog
aatgctatac
ttagtaaatg
aattteatag
agtttttgtt
attttagacg
aatttteotaa
ttatattttt
geatgtatac
ttegteoaaga
actggtttat
teatgoggac
gcaataataa
ttaaagtttt
acattegett
gttacgaagg
gaaataagtg

acaatattag

tttcataaat
atgaaaatgt
tgettaatge
taataagtat
ctggtataaa
taactgaace
aagegbtttty
ttggtattaa
atcttteoetac
ctgeccatgt
aaaaataata
gaatttettg
caaccatggt
tagagattac
ttoctootge
caaatttata
cettaattgo
cogootttta
cattgagata
attcaaaaat
taacaccaac
ccaacctaat
caaaccctog
actctteata
cgatttettt
cettettata
cattaacacg
gaactttatt

cttttttata

cggtoctcett
totagtatte
aaaaatatac
aaatgceaaat
cacaataggy
ttteataatyg
atagttcata
aattacaaaa
cgtageottyg
taaasaagaat
aaaagctaga
cgtgacaatt
tgagtaatac
tataaatatg
tagaggatao
taattctact
attttgacgt
aatttetaac
aatatgectot
tttattagat
attactttcet
attttocgag
aattatgaat
tectetgteon
aaattctotg
toatttagat
atgttttact
aataaaggea

attgettaaa
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ccagaagtac
gaaccettttyg
ataatgcttt
aagcogtaaa
atatcaatta
aaataaatge
agtocaaaat
ataaatgaaa
tttatatatt
agaatattat
taaagcaaac
atettataaa
accggetota
ttcatgetga
cogggtoott
aatogtteac
aaatgattaa
ggcgtaactt
ttgacaggag
actgtatatt
gctaacttat
ttataactaa
gaaggageat
attacaattt
ctateattta
tgataatatt
atgtgttttt
tttttageat

tagaccatta

cttctaaatt
taaaaagaaa
ttactgoaat
gaattaataa
ttgtaaatag
ctaatoagge
tgatataget
tagaaaatat
taatataaat
ttttagetag
atatagcaat
tagcaaacac
tagggaacce
taattgcaca
acagatcete
titctatttyg
acaaategtyg
cctttaaaac
ataaaattac
caaaattaat
caaccaattc
toagttettt
tttgtttaaa
gaccttgata
aaataggtge
attttgekge
ctatacttto
atatttecatg

ataatacgtce

10200

102690

10320

10380

104490

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10980

110490

11100

11160

11220

112860

11340

114400

11460

11520

11580

11640

11700

11780

11829

11880



gaaatcattt
tgeaaatett
taacaaacga
cattocasca
cettgggtot
geteoattgta
ttttatttaa
tgeottteocaa
QRACCCCACT
tgactgeace
catcattttt
tgttaaatgy
gttttoctaa
tattassatc
tacaccatcot
gatgaatett
caatogetat
aggasasaca
ageteateee
aaaattgete
agaacaccaa
cctetggact
aaacaactag
actgecgggt
ggtgaagtay
goggaggeto
aaagocagagy
togagaacey
cotatgacat
acasaasaas

catocaaaca

goatgaatoa
atacgcttaa
taattacaat
attttataat
tgaacaatat
cacctoctgt
atattcaace
aagtttttca
aacaacctea
agtatttatt
aattgttgta
attattatta
cocaattttt
actaccaaat
atctatatag
aacattogat
cotcatotta
tteccatoon
cocaaagoge
geaaatatac
tacaagcaasa
gttoogggas
gaatagetat
cggcactege
cagecgegat
caccaacaac
aaagaaasgs
ggogocacay
aggaaaasce
cgaccaatag

gegatettea

cgtoaggttt
ttaatttaga
ctaaatttto
cattegtaac
tactegatac
tacgeataat
gaaaatcctt
attgttttat
tatgctocta
gttaatocat
cggettggtt
gaataaaaaa
acatcogaag
ccaatataac
ttattgocat
tetttagagy
agatcaaagt
caaagagacs
caagaggata
accatcatac
cactggoact
taggagatat
tagtaacate
atacatcctyg
CCCgeYAATY
accaacoges
togageacey
tattccocata
aaaccccaac
gaaataaaat

ctgaaagaac

aaaagettta
aagaatattt
caatogocta
goctttaatt
aatatttaaa
coggeacatc
ttagtttgte
tgtcaaatey
catttttagt
ceataataat
ggtcattaaa
teggtgatyga
atatcgaaca
tgtattcace
caaattttga
actggttttt
aaoottttot
tetgtaacga
aatgttaata
coagaaggas
ategaaaaca
gaaatgtatt
agacctagoy
ctaaaagteg
aatttatoeyg
geaacgagea
teacgoaata
gaaaataaas
gaagocagea
accttagaca

catactgott
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atttetogga
ttgggatota
ttagtagott
gtttotattt
attctecatty
atacgygataa
aggogtttte
cttcttaate
aacaactgag
tacatttgea
gtetataaac
gotaaaaaay
atatcttoct
aatgtgagas
gtttgtaata
cagcaaacos
ctotoaactt
ccagogtoos
cooogoocas
caagagtcaa
ttcttattac
cagaaaatas
cttteoottet
gaaatagage
cagtagaaay
cttgeatgty
tatogagaat
tacaacagag
caaggtcaga
aaaaattggt

gaagataatt

taacacctgt
cottgotace
gtgaattatt
gtttaagtac
tacacctect
ctagtateoct
teccocaccact
acttttgoag
coggoetgota
ceaatocaca
ttttgettta
togtgtaggat
acttctacat
ttoctgattt
tacgoocaage
attateotttt
aacogtggoa
cgotocaaaa
ttocgoaaaa
cectocatac
aacagttaga
gaaaagaaat
taaactgooyg
getagetatg
cactooggee
caagetaaga
tetgtettte
agoacttooa
atocottogty
aagogooaac

tacaactact

iis40

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

125490

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12860

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740



gcocggaagag
aaaatggcca
gaaaagaaac
agaataaatc
aatiggocaa
aaaagatagt
ctactecgata
gtggeateag
taaaaccagd
taactataag
cctigtagac
cttggagagt
tgatttcage
aggagagtty
cogeaatoagy
tattctgeag
ctgoactate
cocatgtage
ctggcettgtt
getoatette
cttttttatt
tatatgcatc
caggaggeac
aagacccgat

cottgaccag

aggyg

cagocogcaac
gcactaaaag
tagacagtta
caaagtctac
acgettoget
tgetgoeocat
coacctaata
ggtttagate
gagcactgeg
aatcttette
agccacagea
teteaactea
gogeagegec
ttgeteggas
caatgeotoc
cacggttatg
aataaccteca
aagaacctot
agcaggatca
gottteoget
cteatocgaa
taggocatte
tactgeaaco
taatgcaaga

ctteaccagg

caatacaagc
tgaaagcagc
aactttgtta
cagttgacat
tgacaatgtt
ggatataccg
caattcaaca
aaaacttage
agtagaattc
ggottaatgg
tcagaatcca
ggaatgaatyg
ttagectoote
goaacttota
tteaaacgty
cggctotgea
tgoacggooe
agoettaegtge
atatttacct
coctcaccea
agoagattge
teccttetac
ctatattcat
agagtagtceca

tcaaccteac

aaggggattg

aacaataaga
togataatgg
agaatgacayg
ctegtgagaa
gagtagaaaa
actacaacaa
gaagagagoce
caattatcaa
gttgatttga
cagacaaact
gagcatetag
gcatgtacat
ttaatggogy
caattctate
ttgeageatt
gatocgoage
catocacaat
ctttggagaa
cotgygggaag
gcgaaaagat
caacattgaa
atacaggcett
gaagaatcag

catcagecgt
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gtaaaataga
atctagecact
cagoctttot
ccacggootyg
aaggaatcege
cgeaoogect
gtaagccoctyg
atcgetacga
teatgocaaa
aaaagagagt
ggagttocaa
actacgegac
caagtcacca
gocatcetate
atcacggegy
tettacctgy
caaacgcacy
taccgtataa
ctteottataa
gtatatctta
cgeatagata
accttegata
actecagatac
aaccttgtta

catcaaagaa

agatacagec
ctgtacaaca
tgatoctgeoe
ggcaatcacco
agcaagagygc
tattgacatt
atgecagtaa
agottockta
gtacctatag
coectagbteott
gatagtitcot
teaagattgt
toecatgateg
ttgagegact
coecttogoca
aaatotctac
aaagcttgtyg
cggtetgeat
aactoctact
tagaagaact
cttctaacayg
gacccaagag
geataggtaa
acocaaaget

gaattgecte

13800

13860

13920

133980

14040

14100

14160

14229

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14540

15000

15060

15120

15180

15240

15244



<210> 3
<211>
<212> ADN

<213>

<220>
<221>

<223> /nota="Descricdo de

16483

fonte

Sintético"

<400> 3

teacatgttg
cecageaaag
aggeaegcetag
tagatccagt
tggagaaces
ttgaaggaet
ggattcacgt
ctgaactoga
aggtggatca
aatacatcte
atggtcatga
atetgetoege
accatggtga
ggoegecgatt
atcacattgg
acctgeaceg
gegatgttgt

accttcooagyg

cocatocacy
cagtcegetto
geggaatttt
cgacgattte
gegagtagte
cecagetoag
tgtcaccgat
tggagatgke
tettetegge
cgeectgeoa
agtaacgggt
ggaacagegyg
aacgggtett
cgttgetgag

teggoogeac

cggeotgsan

gctogacgat

taageatoac

Sequéncia Artificial

aaaccacctt
ctggtoegge
caggagaacy
accgtoagge
gtecettetoe
gtgttecteg
cagcagetat
accatgggge
gagctocagg
cat¢gaacey
gatgcetoggyg
aatgaccgaa

gttgacgtga

Sequéncia

atcgoecgtgy
accggaaaca
atgacteagy
geatagocge
acggeggeca
ttggecegea
tegtagaget
gaacgetcegy
atetteaceyg
geotggatga
tgggtgacey
coggacgaac

tgcacgtoct

cgoctgaagg accattteeqg ccaggogett ggtgoetgoce

cgeocttgteog gtggaaatca goacgaagtt ctgcacgecg

cgeatgeaag ghgectatea cgttgtitgag aacgogcteg

cggeacatge tigtaggecg cegeatggta gacggtattg

Artificial: Polinucledtido
aacgeacctyg gatcgacage 60
tegtacggayg asaacaaaaa 129
gttotogeeyg ceotatggoga 180
tgacggttte cegoagcaac 240
geaactgete cagoacgace 300
tgatcataogy atggteggtyg 360
toteogocagyg acgoaggeca 420
aacgcacget caggooggac 480
gaggeeacat gtacageacy 540
ceaactgoge cgectaggga 600
teacogggee googogetty 660
cgaggacgtt gocgaagegy 720
tocggtegee gaacageacs 780

840

2¢0

960

1020

1080

gtecaccagg cgetegggat tgegeacega acagaggate
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ggcaacaggt

ctatagaggt
atctgoogac
cegeggatge
tecagegatgt
aagocgggoa
ogoogggooc
atcatectgge
atotgotigt
geaaccaact
tggeggttga
cgoatggoca

agggasacgog

agagcogaga
atcacogoge
atgaaaagog
acaaaagcga
cgtttocage
ctactttagyg
acgagaggga
aacaaggeta
geatgottte
accttgteee
cctaacagga
agaattcocta
ggtggaaaat
gooctgogtea
gcctgaagge

acgagataga

teacegaaag
tgtatteget
agagttccoga
acagtitccag
ceacctocty
tgetgogeac
gagtggegga
ggatatgett
cgteoategat
ggttgeegge
gaaatggtac
gacgoaageo

goacoggoge

tggtcaccge
gatacatgac
atggatgete
gccacagaga
gacgaggcat
coctgagegga
cgtaggetat
tagggaggag
catagtatog
ctotcageaa
ccaaccatgc
aaacasatcoe
tccagaacaa
gttggeeatt
tagecaagtcee

aagcaaagag

cgactagoge
gtgttegaac
accgatagag
cagetactig
caggteatea
gtgcagoegygy
aggaatcgee
ggeggtatag
gaacgoeace
alelelelelelale fole]
cgactgeaca
goagataaga

cggcgegooa
cttggogatyg

gaagoegaaty
googaacacy
cageccatacc
ggataacaac
cgactotage
gacgatgeoe
ccagatgacyg
gettgaegtat
gegacgaato
ccagaaaaas
cagaagacca
gaatccaaaa
cagcocagtat
atcgatccca

aagtectecy

ttgatcegac
aggatcagoa
cogeoagece
cgeggtgega
accttgacco
aacggctaca
aggagaacct
accogeagac
ggacgeateyg
ccatagataa
geagagtace
agceatgotcoa

cgataccagt

goegatcaatg
aatagtggaa
tegateatat
agaaggatat
tttactcotta
ttaccogact
atcecasagget
ttecaatgecg
tgataggeat
agggtatagg
ttcgtattea
ctacceogeat
acggcaaaag
aataatgeece
tccatgaagt

aagoageaca
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gectecagtte
cgetaggega
cggtcaccat
cgoetgtegeg
ggecegetgge
gggactegag
cotgogogeo
cggcaatgac
coogacegayg
ccaccetggy
agtogecocat
accaccagta

agaccaccaqg

agtegttacce
tggcgatgac
cgtatgtgoe
ccgtageocac
aacgatctag
tgaaccteac
ctagagacce
tgacgecaat
ggcttogatyg
togeatogac
tocacatgge
ctoccatgaa
ctagogataa
caceaacaca
tatagagatt

ggtcocaact

ctgatggatyg
acaadctceatyg
cacoacctga
coccageagy
caggtecatyg
aatctetegg
cgtotegteg
ceggttgyeg
acgeaacgec
caggecatee
gaaatactgg
gttgaacace
cgacagoace
gagatagcge
cggegeagty
tagacggace
ttgaagcaaa
cattoccocta
tgccagaaaa
actooogace
cgtaacagga
agoctcatac
gatgaaaacy
atgaatggaa
aatttttggg
ggggagcaaa
gacaaaaatyg
cagcaaccac

gacaccaaca

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

1860
1920

19860

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



atctgaaatyg
cccagcagac
acceegooge
goccaaatag
gtgggaacga
taacgacgea
cattoctteca
tegattgtte
acgtttgaca
ccaaccaage
gtataaccea
catgatgggy
ctogtgacea
agcetagaaag
aaatggaaga
tttccagteg
aagctocega
cggottggag
actaacaaaa
ageatcgega
ggctogteca
getotettte
tacttgtacyg
aaaaccgeta
cgaacacagg

ctoogeggga

gtggtatgee
gocagoeghga
cagcogagaag
geageatgag
catgggaact
agaggaatgt
tttataaatt
tgcgtggtac
tatattctac
aaaagecotge
cecotttecta
cgacgocaca
toggatacea
tcaactaaat
ggaaghtcocyg
taaacgagtg
agcegatactt
ttctecatcga
atgaaacgcet
ttecacecttoo
gctagatgaa
agetoeocgate
acaacctgaa
goeoccggtta
cagcgaattt

ctocgectaa

attcaaaaag
ggcgatatga
taaagcocag
acaaaaagta
tegagagtta
aagoagtoca
tatcoccaaa
gocatgotag
caacatcttc
ctttegacga
ctaatttaag
ttocogeage
aaaacagttca
tatccagaga
aagcaaccag
gaggoctgac
cagactcaaa
agggetttte
ttacagatge
gaaaaatatc
ctacacattec
gaacatacte
agggggeyggc
ceagcacctt
ttccaatgaa

actagacaag

tacaatgaga
cogtgatcat
gacacggocc
actacaatgg
ggggtgteaa
gaaacoccag
aatactotea
tagcaaageyg
caacgcggaa
gtcegacctaet
aaacctecaga
aagogaagto
goecggeagaa
aacaaaactt
cttcaacaat

gataacaagt

ctttgaaate
tttggttaaa
ttcgategeo
tagtgaatca
aagageecge
aagaccegta
agcaagogac
catcatattt
atatattcag

tegagtteac

cecaaggetge
caatgaatoe
atgagatatt
cgacecctec
gtaagetoct
ctgeagegayg
caectteaac
cotgcagata
agggtgetoct
agtgagcage
ataaacctag
accagttget
gaagggtgeyg
cgteggttat
cgogagaaat
tctgttgagyg
gcatattetyg
gogecattta
tgccgageaa
cgetgoctte
agcogeageoat
acgggattgt
ctgcaaagag
togactcaga
aataattttg

aaatcteate

actaaaatgt
aataatggea
tcccagtaca
toegegtgga
cgotaaggea
taacaaatac
agggttetat
atcattcagt
tgocggggtte
ataactgagt
gaacaggeca
tggtagaaat
tcatacagea
ctatgcaacco
ttecaggage
aatgcttgaa
catgaggage
caccaataga
gegecagagt
caaagatatg
caagcttagt
acagggatcg
cacteocegas
cagaagoggt
ctgaaggaca

gatcaatctt

gacaaageaa coggatcatt cggoggacag ttoecaacoga tteeggtete atctattata

cgggagattt cageccettt ttccatgaca gotagaatceg gtittghetge tgocatggag
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2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
34290
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440

4500



aaatatgoct
acgtcacagg
aacogagoac
ccaataaasg
tctataccett
toaggaatat
goccaattoyg
tcecatatego
cgacgtagaa
tagggaaaca
ggaaacogtca
gracgagaay
gaaaggagos
gaaaccacag
tecoccogotgea
cocgacatact
ttttacagan
cagaaacgtt
tetgteaate
tcacracage
gaaaattcag
ctgtaatttyg
cgtgaaactt
tgacgggoayg
tettatecga
toaaccagag
cttogaacat
gataatcacy

goecgatttat

tgotgggaac
cagocaaace
actgatctte
casaagecge
gtaatcgace
tgataaaaqgqy
aaataaagac
goeactattac
googgtagge
catcatgead
tcagtagaag

taaattttac

tattoettatt

geggggttte

tetttoctat
cagaaaccac
agttageaty
gggeatgeta

caacaccteyg

ctettoeaty
tattgaagac
cagtttattg
tgocteegta
cgagtacttt
atctatgttt
cctttcaaga
agggctaceca
cgeaattgta

ctettcagge

cacaagoooy
aaaattettt
cagegegtgt
cttotegttt
gacattacca
ageateoctet
caaagatoga
gactagacga
aatactatet
cagcagoacs
agcagggtty
tgagaacaga
getoctegga
acctgeggte
tatettotec
aaatatceott
acatagtcan
tagteagoga
agtgcttgta
cottetggge
tectoactga
taatocttaa
gectoaatto
tetgecacag
tocteteggt
atatocggagg
gtcttgataa
ctataggtea

acacgcatat

aacattecott
taggetaatyg
ttttttacac
ttaaccaact
aaaaattgga
cteggtactg
gggtcattea
tcageggaty
ttattcagaa
cacttgaaac
gttoocactea
aacgootgaa
aacttaaage
agcgggaaaa
caatagtatc
gecatcaact
gatagetatg
ccaagoegtaa
gtactagate
gtteatgage
tggteccact
agocgaggoy
tottttttgt
agttgageat
gegoactcas
actcgateoce
ccatgtetgg
aatttacatc
cgaaacageyg
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cttotaaggt
gceagoottee
tgtecgaccaa
gaatagcaga
aaacoctttt
ggaaaaccte
cctiotoettt
agtaaatgaa
cgoacgeegy
cgagggoeata
ataccacate
aaatctgoge
attettgete
ttacggttag
cogtggagtt
ccacgectea
aactatgega
catgagetoet
cgaatcecagt
ctcacgaata
gtcagaaata
tttcagecagt
totagggtga
agaaaccaac
gacaaagaac
gteacgatag
agaaagtcct
agoetgtatga

attgoctget

aactaaggea
aaaataccte
ggcaccatet
aagtatgttt
acctttocat
tttetcacag
cataagaget
agaasagaga
caceaagtte
cottageaag
tectegtetyg
caateocteta
aacggaaggt
cccaccaaac
ctgattggea
agttaatatt
acaatetttt
goegtagegee
cogaccatca
ttoaaagogy
actgoettgy
ttaataccet
gttgatacga
tteocaagaaat
agoetetgbet
tgctagagaa
tcacgcaaga
tcgacaatgo

tocatatgaa

4560

4620

46890

4740

4800

48690

4920

4980

5049

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5880

5640

5700

5760

5820

5880

59440

6000

6060

6120

6180

6240



aggtceggtat
geacgageag
tccctatogt
taccgaggte
caagtacatyg
caggacgagt
ttacgeacet
gttageoccac
taocaggtact
cccgghtcagg
ggtttiteogag
gaactggooa
cattggeacy
ggegegegto
ctoatacaat
tgaaactgea
tatgtataca
aatattatga
tacattagga
atgctottet
tgaagtataa

cgtgagttog

aagatgaaaa
gegggtgaat
tocaacaaat
actctcogeca
ttogatatco
ctaogocttge

atagtcoaceo

ckhtacgoegt
cgoatoggga
ttcagoocog
ctgaasaaat
atogcagtac
tecaacaace
tegoetactg
aacatgacta
gtttcegacaa
atgtttetaa
tgatggtaat
gagtcogegg
toegtaactaa
aatccogage
tgttetgags
ttggatagat
agagtgatct
caaaaagtog
aggcgaaata
geggetoget
agaagtggta

gaattcoocga

ataaaatcga
ggcaccacct
ceattogoge
cgetgaatag
agacgtttog
tccacaaact

atgtettoag

trtgoaggca
totatttoge
gaagaccogg
atttcattaa
tgatcaaget
gtaacgactt
aacaagogta
cecatatogto
tttotgeoott
acttgasacg
geccegeeect
tettoageat
aactatette
caaccctige
geteaceaac
tececeatecat
ctgoogagga
caaccgoetga
tgtagacagy
tgcttaaace
tggctogtce

tottaaacte

cggaacgaat
cgataccace
cagttacaag
cacgaatgaa
tattatgaga
tactatagtt

cacaggecat

gtacogecak
ccagaacacyg
cggoegtttag
gttegtaate
tegeocatgac
ttagettetg
ggtatcogya
agtteocgaca
ttcaccatta
tgececatecet
ggtaacacct
ctogacgaat
tggcaagaaa
ggtagtcagt
agaaatctga
gacttteatyg
attgttaatt
attataatte
acaaccaata
gtactcatta
attggacctt

ttotggtttt
tagetecagge

cagetatgea
aacttteate
atccaactte
attatagtoc
cagatcacge

ttoctctoga
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acaactattg
atogactgoeyg
aaaataatcc
ataattotgt
cctagacaay
cattgttate
ttttecegat
ttagtaatgt
gtgcaaattt
ttgataacca
ggatgagceg
gtgoeacgeyg
cttagataag
gactttogac
tactggggcet
aaggtgogaa
tgaatcggaa
ggacgegaco
tcctoaccta
toccacctcag
accgectoac

tcoggacgat

aaattaccaa
agatgagage
gtttattcet
agcaacagcet
tetgtatgag
aaatctgggg

ctaagaagoyg

gtatcaccea
attattacat
ggctttotta
ccagtatgga
cgaataatet
teactataco
caaatactte
catgagtcca
egtaaaatge
gaaactttto
taaaaaacga
gatocgaatg
tegagtacaa
tattacgaaa
cgacetgtag
ccacateate
tatctcgaat
atttaccgaa
gecacttggag
cctgaatgga
acagagcata

tgaccoagge

cactactecte
acagattoct
ctggactgge
tttteattee
taatttttic
ggatacgata

cctecataaag

6300
6360
6420
6480
6540
8600
6660
6720
8780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

1560
7620

7680
7740
7800
7860
7920

7980



cttetoteoca
agtaagcgea
tcgattggta
catgaaacgt
gataaagaga
aattacggta
ggocttitgaa
gacttttittg
ggtettcaca
atggaaaatyg
tccaatataa
cteatocega
ggcatttoca
ccacctettt
aacttoggaa
goagtactgt
gaacctgaat
tgaaaacggg
tocacccaggy
ccaggtttte
cgtegtggta
aacaagggtyg
coggatgage
tatttttett
tacattgage
caacggtogt
tegacaacts
ctettacgtg

caacagggac

tgacgegtac
tgagccagea
ccatgetoga
gteatgtttyg
ggaatgaccey
ggagtgegtt
atacccatgy
acgecattot
goctecateg
tagtccacac
aacctoaact
ctgaatacac
aaggaaccayg
acgtgtagge
taggaactte
tgtattcatt
cgacagegge
ggogaagaaqg
attggetgag
accgtaacac
ttcactcoccag
aacactatca
attcatcagg

tacggtcettt

ctattacatt
cotegatggt
aagcataaag
gatcagtgat
ageccettga
ccaggtttcg
cattgattgg
ggatagcaga
ggtagaactc
cgegagtage
tggggtgags
gtatttcace
ttecacoggt
tggagetget
atttaaatgg
aagcatetge
atcagcacct
ttgtecatat
acgaasaaca
gecacatcett
agogatgaaa
catatcacca
cgggeaagaa

asaaaggocy

gataggataa
tgoagooggt
tgtgagagge
agaecatgacy
agacttggcg
gtasactgeo
ttogaggaca
acaagaggga
attcagagtyg
atagcactta
aatatctgta
aattaacaga
tecgaagttoo
cgogecttac
cgacatggaa
tgtagocttyg
tggcecacgtt
tattotcaat
gcgaatatat
acgtttcagt
goteoacegte
tgtgaataaa

taatatcoocag

cecattettga
getttetgta
acggcatecyg
tggeetgate
ttaccataac
accatgacct
ttatcegtac
ttttoogtte
acctgtttca
cttigatagt
cgeatateat
toccagaaaac
acagagttet
tatactttet
gocecgoeact
goecatcacaa
cgtataatat
taaatcaaaa
aaacccttta
gtgtagaaac
ttgcteatgyg
ttteattgee
ggccggataa

ctgaacggte

caagcaattyg
caaaaagatc
taagcghtcat
gcatttgoete
gggtgecaca
tttccateat
tcagacaaac
cgatgacatt
atgcagecge
cgceggacate
cttgottott
gcttcaaaac
tatecataca
agagaatagg
gecacteate
acggeatgat
ttgocccatygg
ctggtgaaac
gggaaatagg
tgccggaaat
azaacggtgt
atacgtaatt
aacttgtget

tggttatagyg

aactgactga satgocctcaa aatgttottt acgatgocat tgggatatat
atatccagtg attttitict ccattttage ttocttaget cctgaaaatce
aaaaaatacg coecggtagbyg atottattte attatggtga aagtiggaac
ccgatcaacg totcatttte geocaaaagtt ggeccaggge ttoceggtat

accaggattt atttattetg cgaagtgate ttecgteaca ggtaggogeg
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8040

8100

8160

8220

B280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

2000

9060

9120

9180

9240

9300

93690

9420
5480

9540

9600

5660

9720



cegaagttec
catatggtge
attaatgaat
gaacagcegtt
gaatataaat
ttttgtattt
taaaataata
taatgtaatt
agtttteaaa
tacattatta
tgatatagtt
attcaaatta
atcttoactt
tgoaaacaat
tagtoctate
taaagtcatc
aattaaaaag
agctatacto
attggattty
aacactogtyg
tactcgttga
accaattatt
ttaaacttat
aaaatagaac
taatgtgatt
gttaoctaate

taagcecaaat

tatactttet
acttacgeat
ttagacttta
gtccaaaaga
gtaatcgtgt
aaagtttgga
aacttcgaat
ggataacata
tattgetteot
atcggataca
acagetgtto
ttaaggetat
tgatactage
teactggtaa
agcaaaccta
ctaaaaaata
ataatatcga
tcaatcagaa
tatagattca
attgttatta
ttaataattg
gteotttacge
ttatcatcat
aacacaaaco
ggatagattg
attttataaa

gatagaatca

agagaatagg
aatceggcac
aacctataat
atoccatttag
gaagogteat
tcataatact
ataaacttga
taatcatgac
ttatattgtc
gaaatgtage
cacctataat
ttgtactcag
ctatagttaa
taaaacaaac
aaaattgaat
cattoagata
tggtgttcaa
ttgaaattaa
tattaattaa
ttgtataaat
gataagctaa
tatocataat
catotttata
aaaattcact
ctataaacat
ctagtagcaa

actcaataat

aacttcggaa
atcatacgga
atttaaaate
accaaacgca
ataatteget
cactgoattyg
atcaatgtta
taaacatagt
gattteattt
taacatttte
tggtaataag
tagcateaca
toccegtaat
aatccagtit
aagagcaata
aatccttaaa
attaaaaaag
aagtatogac
togtatattg
cgttaaaata
aaattgtaat
aaaaacttte
atcacecatga
tacaactaaa
aacgagtaaa
aatgcaaate

gatgttatgt
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taggaactaa
taactatoga
acatacttaa
attgtecatta
tgtaatgtta
aataaaacac
tacagtaaag
goagetatag
acagaaatat
ccaataaatg
attaatctat
taatetttga
ttaaccaatg
tggattaaat
tacaaaatet
cacattaaaa
taaagaaata
acaaatttece
ttaagegtat
gaaccaaacg
cctaaageta
ttaaccatga
tgacgecgte
taatttgaac
totatagtgt
attatgataa

ggtatattte

ggaggatatt
cgtoottttt
taatgttget
aaatagttat
ttgatgegtyg
ctatattacc
agacaataat
caaatagatt
atgaaagtac
ttgaaagaaa
ctaagtagag
ccacattatt
tatatatcogt
aatatagaaa
gattatattt
tattaagtag
caataattaa
agtagtaatg
tgectaatac
cttecattaco
taagcaacgt
tgectoctgt
cttttgtaat
taaacattaa
ttggateata
aaaacoctaa

cgattagttt

8780

9840

8900

3960

10020

10080

10140

10200

10260

16320

10380

10440

10500

16560

10620

106680

10740

16800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340



ataatagtta
tteataaata
tgaaaatgtt
gcttaatgea
aataagtata
tggtataaac
cactgaacgt
agogttttga
tggtattaaa
tetttoetace
tgecccatgtt
aaaataataa
aatttottge
aaccatggtt
agagattact
toctoctget
aaatttatat
cttaattgea
cgocttttea
attgagataa
ttcaaaaatt
aacaccaaca
caacctaata
aaacactaga
ctettoatat
gatttcettta
cttottatat
attaacacga
aactttatta
ttttttataa

gteaggttta

aatggcoccat
ggtoctotte
ctagtatteg
aaaatataca
aatgcaaata
acaataggga
ttcataatga
tagttcataa
attacaaaaa
gtagecoctigt
aaaaagaata
aaagctagat
gtgacaatta
gagtaataca
ataaatatgt
agaggatccoc
aattotacta
ttttqgacgta
atttotaacg
atatgetett
ttattagata
ttactttatg
ttttocgagt
attatgaatg
cetetgtoca
aattctoctge
cotttagatt
tgttttacta
ataaaggeat
ttgettaaat

aaagotttaa

agoctaataa
cagaagtace
aagcttttgt
taatgetttt
agccogtaaag
tatcaattat
aataaatggeg
gkocaaaatt
taaatgaaat
ttatatattt
gaatattatt
aaagcaaaca
tottataaat
coggetotat
teatgotgat
agggtaectta
ategtteact
aatgattaaa
gogtaactto
tgacaggaga
ctgtatatto
ataacttate
tataactaat
aaggagcatt
ttacaatttyg
tatcatttaa
gataatattc
tgtgttttte
ttttogeoata
agaccattaa

tttoteggat

cggactttgt
ttotaaatta
aaaaagaaag
tactgcaata
aattaataaa
tgtaaataga
taatocggoa
gatatagota
agaaaatatg
aatataaata
tttagctagt
tatagcaatt
agcaaacaca
agggaacacht
aattgcacaa
cagatoctet
ttotatttge
caaatagtga
ctttaaaaca
taasattact
aaaattaata
aaccaattet
cagttotttt
ttgtttaaaa
accttgatat
aataggtgca
ttttgotgea
tatactttct
tatttcatge
taatacgteg

aacacctgtt
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tgaataaagt
agtgtitcecac
taaatcaata
ggtatteccte
atagcacctco
acatatatcc
gtaaatgotg
ggtatctcac
aaaaatacta
ccactaattg
ttototteoct
aataatatta
gtagtaatta
aatacttett
agtacaaaaa
tetgagatga
caattcaaaa
ttatetotta
atgocaaatt
ggtaaaccag
gatacaggtt
tttacttcaa
atcacttott
gectgatgaag
acgatttett
ttegtaataa
tgacttactg
acaaactttg
goatcataaa
aaatcatttyg

gcoaaatotta

aaataccttt
cttgtagata

cactagatat

ttttaaacgt

cacgcocctoo
acttatgttt
aaaggtacga
ctgtaagttt
atttaaaaaa

cogotggaac

tatctggtga

accctegeqgg

atgctatace

tagtaaatgt

atttcatagt

gtttttgtte

ttttagacge

attttctaac

tatatttttce

catgtataca

tegtcaagat

ctggtttate
catgoggace

caataataaa

taaagttttc

cattogeotte

ttacgaaggc

aaataagtgg
caatattage

catgaatcac

tacgottaat

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200



taatttagaa
taaattttao
attegtaacyg
actocgataca
acgoataate
aaaatoottt
ttgtEttatt
atgotoctac
ttaatecato
ggcttggttyg
aataaaaaat
catocegaaga
caatataact
tattgocata
ctttagagga
gatcasagte
aaagagacct
aagaggataa
cecatcatacc
actggcacta
aggagatatg
agtaacatca
tacatccotgo
cogagaagga
cocaaccgocyg
cgagcacogt
attoccatag
aaccecaacy
aaataaaata
tgaaagaaco
aatacaagcoa

gaaagoagea

agaatatttt
aatcgaoctat
actttaattg
atatttaaaa
cggcacatca
tagtttgtca
gtcaaatogo
attbttagta
cataataatt
gtcattaaag
cggtgatgay
tatcgaacaa
gtattcaceca
aaattttgag
ctggttttto
ceckbtbote
ctgtaacgac
atgttaatac
cagaaggaac
tcgaaaacat
aaatgtatte
gacgtagegs
taaaagtogy
atttatcege
caacgagcac
cacgaaatat
asaataaaat
aageeagoan
cottagacaa
atactgettg

aggggattgy

acaataagaa

tgggatctac
tagtagottg
tttotattby
ttotecattgt
tacggataac
ggcgttttet
ttcttaatoa
acaactgage
acatttgeac
tetataaact
ctaaaaaagt
tatcttocta
atgtgagaat
tttgtaatat
agecaaaccasa
totoaactta
cagegtocac
cocgocoaat
aagagtcaac
tettattaca
agaaaataag
trttecttott
aaatagagog
agtagaaage
ttgeatgtge
atcgagaatt
acaacagaga
aaggtcagaa
aaaattggta
aagataattt
taaaatagaa

totageacte

cttgotacoet
tgaattattc
tttaagtace
acacctoctg
tagtateett
cooaccactt
cttttgoagg
cggctgetat
caatccacac
tEttgetttat
gtgtaggatyg
cttoctacatt
toctgatttt
acgecaageyg
ttatctittc
acagtggeca
gctocaaaaa
tocogcaaaaa
cotocataca
acagttagac
aaaagaaata
aaactgooga
ctagetatgg
actocggecy
aagctaagaa
ctgtetttet
geacttocac
teettoghtga
agogecaaca
ccaactactyg
gatacagaooa

tgtacaacag
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aacaaacgat
attocaacaa
cttgggtett
ctcattgtac
tttatttaaa
getttcecaaa
aacococacca
gactgcacca
atcatttita
gttaaatgga
ttttoctaac
attaaaatca
acaccatota
atgaatctta
aatogotate
ggaaaaacat
gotcatocee
aaattgotcg
gaacaccast
ctetggactyg
aacaactagg
ctgoagggte
gtgaagtagce
cggaggetoc
aagocagaga
cgagaacegg
ctatgacata
caaaaaaaac
atccaaacag
coggaagage
aaatggocag

aaaagaaact

aattacaate
ttttataatce
gaacaatatt
acctoctgtt
tatteaacayg
agtttttcaa
acaacctcat
gtatttattg
attgttgtac
ttattattag
coaattttta
ctaccaaate
tetatatagt
acattogatt
ctoatcttaa
toccatecca
cocaaagogee
caaatataca
acaagcasac
ttocgggaat
aatagetatt
ggcactogea
agoogogatce
accaacaaca
aagaaaagat
goegecaccgt
ggaaaaacaa
gaocaatagy
cgetettooo
agccgoasco
cactaaaagt

agacagttca

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

143880

14940

15000

15060

15120



actttgttat
agttgacata
gacaatgtte
gatatacogg
aattcaacaa
aaacttageyg
gtagaattoc
gcttaatggg
cagaatacac
gaatgaatgg
tagetectog
ceccttotat
tcaaacgtga
ggctatgoat
goacggcccg
gettegtgee
tetttaccto
cetoacceaa
geagattgog
cecttetace
tatatteata
gagtagtcag

caacctcace

<210> 4
<211>
<212> ADN

<213>

cgataatgge
gaatgacage
togtgagaaa
agtagaaaacq
ctacaacaag
aagagagoca
ttgatttgaa
agacaaactyg
agcatctaca
catgtacate
taatggegoy
aattetatca
tgoagecattt
atcogoageo
cteocacaatt
tttggagaac
ctggggaagy
cgaaaagato
aacattgaaa
tacaggetta
aagaatcaga

atcageegte

16660

ageetttoett
cacggaectgy
aggaatcgea
goeocgegectt
taagacctga
togetacgaa
cctgocaaag
aaagagagtc
gagttccaag
ctacgegact
aagtcaccat
ceatetatet
taacggogge
cttacctgga
aaacgcacga
accgtataac
ttottataaa
tatatcttat
gcatagatac
cottegatag
ctcagatacg
accttgttaa

atcaaagaag

Sequéncia Artificial

gatoctgeca
geaatoacea
gcaagaggca
attgacatte
tgccagtaag
gettecettat
tacctatagt
cctegtette
atagtttote
caagattgtt
ccatgatoega
tgagegacte
cettogocat
aatctcotace
aagottgtge
ggtctgeate
actoctectyg
agaagaacte
ttotaacagt
acccaagage
cataggtaaa
cecaaagcta

aattgoctea
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gaataaatce
attggecaaa
aaagatagtt
tactcegatac
tggecatcagy
aaaaccageg
aactataaga
cttgtagaca
ttggagagtt
gatttcageg
ggagagttgt
cgeaatcage
attaotgcage
tgoactatca
ccatgtagea
tggottgtta
cteatatteg
ttttttatte
atatgcatcet
aggaggcact
agacccgatt
cttgaceage

ggg

aaagtctace
egattegett
gcetgeccatg
cecgtaatac
gtttagatca
agcactgega
atcttetteg
gocacogeat
ctcaactcayg
cgcagagect
tgoteggacy
aatgocetoct
acggttatgo
ataacctcat
agaacctote
gcaggatcaa
cttteogete
tecatccgaaa
aggecattob
actgcaacce
aatgoaagaa

ttcaccaggt

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15200

153690

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16483



<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> 4

aattccctga

ggtcaaggag
cgggtetttt

gcctoctget
tgcatatact
taaaaaagag
agatgageag
caagocagat
tacatgggca
tagtgeaggt
goeagaatatyg
gattgeggag
actctocteg
tgaaatcaac
tetocaagag
ctacaaggaa
tatagttact
tggttttata

gatgegcactt

tegagtagaa
tatetttige

ggecaattgg

tttattotgg

ggcaattctt

ctttgggtta

acctatgogt
cttgggtcta
gttagaagta
ttctteotata
gaggagtttt
geagacaegtt
caagoettteg
agagatttce
gogaaggygos
togetesaaga
atcatggatg
aatcttgagt
aaactatctt
gacgagggac
ataggtactt
aggaagctte
actggcatea

tgtcaataag
ctottgotge

tgattgooca

caggatcaag

ctttgatgac

acaaggttct
atctgagtaa

togaaggtbtt
tctatgegat
agatatacct
ataagaagtt
atacggtaat
tgegtttgge
aggtaagaaa
gceagtgatga
tagatggece
gtgacttygat
cgegtagtgt
ggaactocag
tetettttte
tggcaggatt
gtagcgatgg
gggcttactt

geggggogtt
gattoctttt

ggecgtggct

aaaggetgoce

ggctgatggt gaggttgacc tggtgaagct

gattcttctg actactcttc ttgcattaat

gcctgtatat
caatgttggt
cttttegege
tocccaggtg
ctecaaagag
tgtggagggce
tgcggataegy
tgctgeaaty
tagaattgea
gocattaata
gtacatgega
agatgceteca
ttetgtotgtyg
aaatcaacco
gataattgga
c¢tetettege
gttgtagttg

ttetacteoag

ctoacgagaa
gtcattctat

attatcgata
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gaatataggg
agaagggaga
aatctgcttt
ggtgagggag
gtaaagattg
acgaagegag
geegtgeaty
cagagocgea
cgtttgaagy
gaaggggcgt
ggagctaagy
ttcattcetg
gattetgatg
attaagcoga
attctackteg
taagttttga
ttgaattgta

gtatatceat
cattgteaag

gtcaactggt

acaaagttga

ttgcagtagt
atggoctaga
cggatgagaa
cggaaagoga
atcctgctaa
aggttottge
aggttattga
taaccgtget
aggeattget
cogagoaaca
cgetgagoge
agttgagaac
cggtggetgt
agaagattet
cagtgetaoge
tctaaacoct
ttagggggta

gggcagcaac
cgaagegttt

agactttgga

actgtctagt

Polinucledétido

60

120
180

2490
300
360
420
480
5490
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140

1200
1260

1320

1380



ttottttotg
geccattitgg
ctteoceggeag
tttggatggt
ttttttgtca
gtecataggtg
gttetegaga
ctggotttte
goctocgeag
acttcacega
ceggecagteg
agttgtttat
tccagaggtc
ggtgttctgt
geaatttttt
gatgagettt
tttttoctgg
taggaggaca
gotgagocat
cgataaatat
ggatatcaaa
gtatgegatg
caccggcocat
catecgtgat
ggatgogage
cgaaaaatac
egatggettt

cgaaattaac

ttgtacagag
ctgtatctte
tagttggaaa
toggegettac
cgaaggattc
gaagtgotot
aagacagaat
ttagcettgea
coggagtget
tagectagege
geagtttaag
ttettttett
taactgttogt
atggagggtt
ttgoggaatt
ttggagegty
ccacggttaa
getatgegta
tatctgaaca
gatattgaag
gaagattgga
aaaattctga
ctgttcaaaa
tacttttteg
cgtgtgacca
cgtatcatet
aaaaaacgtt

cagaaactga

tgotagatta
tattttacca
ttatctteaa
caattttitg
tgaccttgtg
ctgttgtatt
totegatata
catgcaagtyg
ttetactgeg
totatttocg
aaggaaagceyg
attttetgaa
aataagaatyg
gactettgtt
gggceggggta
gacgetggte
gttgagagag
ttgogattat
atattgatct
aacatattca
cettcateaa
aagaaaaccg
getttectgga
aaaacaacaa
coctgageag
acagctacaa
ggccgattaa

ttaaagaact

ttattgttge
atccoottge
gcagtatggt
tetaaggtat
ctggettogh
ttatttteota
ttgegtgacy
ctegttgegyg
gataaattce
acttttagea
ctaggtetga
tacatttcat
ttttogatag
ccttetgggt
ttaacattta
gttacagagg
aaaaggggac
gggegegaco
gaacattaac
gggeateaac
gaaagogatt
ttatgatttt
aaaacattac
actgattaaa
cgaaggettt
catgageate
cattggettt

ggcgaacgat
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tgottteact
ttgtattggt
tctttcaggg
tttatttect
tggggtttgg
tgggaatacg
gtgctegato
cggttggtgt
tteogogggat
ggatgtatga
tgttactaat
atctectatt
tgecagtgtt
atgatggtgt
teotettgge
tototttggy
tttgatctta
aacattaaac
gaagtggata
aactactaca
gegtattate
gtgattgtgt
aaaaacaaat
tatcgtatga
ctgaaattce
atccgtgaaa
attggcaacg

agoagtttte

tttagtgotyg
tgoggetgot
aagagogetg
attggtegtt
tttttootat
gtggegacey
ttttotitet
tgttggtgga
cgoeggetget
gagtgoogac
agctattcet
cocggaacag
tgcttgtatt
atatttgega
gotttggggg
gatgggaatg
aggcgatoege
atatgagecot
ttatttatac
aatacaaagt
gttttegtce
ggggcageta
tecatcctgaa
agaaaategt
tgocgaaaaqg
geaacgtgac
tgegttttaa

atatgoagta

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2140
2160
2220
2280
2340
2440
2460
2520
2580
2640
2790
2760
2820
2880
2940
3000

3069



ttttggoaca
taccttitage
tetgaacaac
gtattatgeg
cgaagegaac
cgatgaactg
agcgtategt
ttttaacgaa
agctatgaac
cotgatgetg
actgttoate
gatgggottt
cattgataac
ggaatttatt
tgtgageegt
ggtgattige
tattaaaacc
tgtgatgetg
caaaaaatac
tetgaacatt
ggtgetgace
catoagegty
taactatagoe
ggataccctg
gaactattat

ctttaackttt

ttatggcagc

ttttggeoceg

ggcagegaaa
ggcggetttyg
ctgttitggea
ctgtttetga
aaatttggoo
atggattggt
aacgatgtga
gaacagaaac
aaaatttata
ggcgataaac
agcttcagea
ctgegtotgy
ctgoegetgy
attggeagee
aacagettta
ggcatttttyg
gatgegatgg
tttcagetgg
aaagaaaacc
agcctgattg
gttgtgagea
ggcatetteg
agctatageg
cagagotatt
aacggaaget
ttoctggata
aaacagctga

ctgtbtttct

aactggaagt

atctgaaaga
accagaacat
acaaacogat
tgggetttag
ataacaacct
ttgaaaacaa
tgattageoga
acgtgaccag
cgctgetgtt
acaacccgaa
tgtttattce
gocaggoegta
tgtttattot
cactgagoegy
tggegtttec
geoegtggeac
cgetggeget
cgaaaatcat
tgggcgaacy
tectgtttag
tgetggeget
aagagotgaa
tttatggaeee
ttaaacagta

aaaaacagcet

ceggecatot

acctgaacct

gtttgoegegt
aacccocgaaa
tgegetggat
tattacecacc
cattaacceqg
ggatgtgaty
caaacagttt
agaagatctg
ctatgtgatt
tctggegoeg
cttoaaatte
ggcgatgatt
ttttaaceag
gattctgage
cagcageaatt
ggaagtgegt
cgaagegace
goctgtttctyg
ctacgtggtg
togtagotat
caaacataaa
gatgaccctyg
cagceacoage
gagcaacatt
tetghttgat
gattaccage
gattagcage

gattgogasc
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gaaaacttta
tatctgaacg
accgagetga
gatgatacct
gaaaacctga
gatattaacc
tatecaggaaa
taacgtttaa
gegattctga
attagctatg
agcaaaateg
gtgtttttee
goggtgattt
aaactgttca
tattatattyg
azaaacatta
agaggaectga
atcatcgogt
ctgocgoetgg
cagctgtata
cgtogtatea
tataaagaac
gtgageaaco
goeggegagoa
aacaccogty

cagetgtttia

gegggoetatg

atettttteg

ttaacaacat
aaattgatat
goattegtat
ttacegogac
aaggeattgg
ataaacgtga
ttggeegtat
acaggaggac
tgtttcogtg
gegtgggeaa
tgtacgatgt
aggatagcac
atatgagegt

agcatgaagt
tgtttggoot

getttetgat
acgbgetgtt
acgcgagota
cgattggcat
ccatggtgge
acatcatcat
tgtatgtgtt
tgasaatigt
ttgattatet
cggtgtttgg
acecagcetgat
gcattattta

aogtttotgag

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800
3980

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



cgaatacatoe
catgoghetg
gattetggtyg

aaaagtggge

agcetatgatt
gotgotgttt
ctggetgtgy
gtttocggog
cgatatteat
tattggeagt
taaaaacctyg
tggecatgaac
gggcagegty
gaaaattatt
ccaggtgcac
ttttaageaqg
tatattcacc
taccaataat
ctaatatact
caatatttge
ttattatgtt
gaaagtataa
aaatcatttt
cotatatege
gagataaaga
caccatcaat
tgtataccaa
tgacaattat

ttgaacatygy

atccgtaaaa
attaccagoa
gtgtatgtga
atocgaagatt
gtgaaaacct
tataaaaaaqg
gegtggaaay
gatattaccg
atttttcaga
ggcgtgtata
aaaagccatyg
agegtgattc
gtgaccaaaa
aagaaaatca
gaagaaaatt
tggecataget
tacagaattt
aaatgcaaga
ttecacaaatc
gattagtgea
gttttitggta
agtgttaagt
cggactttta
aggcattaca
agaaactaaa
attattaaat
tacagaagty
ttcattaggg

taacttocga

gecatagect
tttttagececa
ttgegatcat
acaaagatga
ttatgaaaag
aatatetgac
cggtgocatt
tgogtatgea
gecoogggeac
ttgegoegaa
cgoogggcga
tgccgggogt
gctttecgga
gctatcogta
atgagattaa
caagtcatat
ggtgagttta
tacgatttgt
agttttttga
tgtttatacc
agtttaacaa
ttgattaatg
geattaggaa
ctaggatata
geattattit
agtttgtett
ggtatttatg
ttatcaaaaa

aatttattac

ggaagtgatc
tccgacecceeg
cocgggeate
tgatgataaa
caaaattttt
aggctattat
caagetgetyg
taaccegaac
ctattttaac
cgtgggeatt
agatgtgaasa
ggaactggge
aggcaacgtg
tgatgtgocg
ataaatttat
taatcatcac
caatttttie
tgattgtgaa
tatcattget
caaactttat
acatttttac
tgtttagage
gtttaggatt
aaacgtttaa
tagaaaataa
teteggttgt
gtatggoeeat
tatttatgeca

ttaaatttag
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ttecatcoggea
ctgattacec
atcatcaaga
taacgtttaa
cgtotgatga
tttgaaaaca
ggcattaaca
aacattgtgt
aactttageg
attacogega
attggcaact
gaacatacca
gtgattggeg
gattatgegt
tggegattcg
tacccecaatt
aaatatcgea
taccaaaaat
tattttatta
attagatttt
aaattatota
tggatcaaty
aattattggt
aaagcacttt
aaatcagtta
tgtgttettt
aagagtacta
acaagccaat

ttecatacty

cctacatcta
tgattagcat
aattcaccaa
acaggaggac
acaccoaget
aagtggcggg
ceagoeotgea
ttgataaaaa
cggtgattta
accataacat
atagetggat
ttgtgggege
goaaceegge
aattaattaa
tttttaatga
attacaagac
atgattttaa
gacagtagty
atactgatac
attttcatta
aataaggaaa
goktttactte
ttttcattat
aatattgtga
gtttattcaa
ataggtattt
ggcataceag
gactattata

gttatagttt

4800

4860

4820

4980

5640

5100

5160

5220

5280

5340

5490

5460

5520

5580

5540

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

624Q

£300

6360

6420

6480



ctataattet
gacatagotg
ggctgattgt
taatactaca
ttaatttaac
tgatatittt
atcegtatga
attceogaagt
agatcacttc
caacttttgg
tgaaataaga
agctaaaatg
taaagaacat
goatggatatt
ctttattcaa
agacggtgag
aactgaaacg
catatattcg
tattgagaat
aaacgtggec
gcaaggegac
cttacatgte
cgtaaggege
aggaacttag
ttotgttaat

atacagatat

gtaagtgcta

ttatgtgeca
ggttgacgea
atecaacggta
agcegttattt
ttttttaaac
catageactc
tgtgeoeggat
toctattete
geagaataaa
cgaaaatgag
teactacegy
gagaaaaaaa
tttgaggcat
acggcetttt
attottgeen
ctggtgatat
ttttcatege
caagaktgtgg
atgtttttey
aatatggaca
aaggtgctga
ggcagatgoet
gecatttaaa
aagcagotoc
tacecggtygga

tggtgaaata

tgatcacace

ctttattitgt
attacagtta
tecactttetyg
ttaataggta
tttgtateta
tattattttg
tatgecgtaag
tagaaagtat
taaatcctgg
acgttgatcg
gogtattitt
tecactggata
ttcagtcagt
taaagacoegt
goectgatgaa
gggatagtgt
tetggagtga
cgtgttacgg
totcagocaa
acttcttege
tgecgetgge
taatgaatac
tgaagttoct
agcectacacy
actggttect
cgtgtattca

aagttgaggt

tecagtgaaga
taaaaattgt
tgattgtatt
ctactgeoaac
ttaatacaat
ctaaaaataa
tgcaccatat
aggaacttog
tgtcecoctgtt
gcacgtaaga
tgagttgteg
taccacogtt
tgotecaatgt
aaagaaaaat
tgctoatecy
toacccettgt
ataccacgac
tgaaaacctg
tocctgggty
cceogtttteo
gattcaggtt
aacagtactg
attccgaagt
taaagaggtg
ttggaaatge
gtegggatga

tttatattgg
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attagtcaat
tatoecatta
acaaaaacaa
atttgttata
tgttttaate
acagttcaaa
gaatatccte
gagoegectac
gataccggga
ggttocaact
agattttecag
gatatatcee
acctataaca
aagoacaagt
gaattaogta
tacaccgttt
gatttcegge
gectatttee
agtttecacca
accatgggea
catcatgecg
cgatgagtgg
tectattete
gtgtatggat
cgttttgaag
gaagaagcaa

agatgtoege

atattattag
tttgttataa
cagttagaat
tcaaaaatge
gtatcgtaca
aattctagtt
cttagttect
ctgtgacgga
agecctggge
ttoaccataa
gagotaagga
aatggcateg
agaccgttea
tttatcegge
tggcaatgaa
tocatgagea
agtttctaca
ctaaagggtt
gbttttgattt
aatattatac
tttgtgatgg
caggygeggygyg
tagaaagtat
aagaactotg
cgttttctgyg
gatgatatge

gactatcaaa

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

1560

7620

1680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100



geactctgaa
tteocctettyg
atgtectoga
aggcagttta
togecaagte
acgtcatgge
agecteteac
tagaccttgt
caccggetge
gttatcectat
gtcgagagga
tgogtgatet
aggactataa
tgaagttgga
cgatgaaagt
ttgoagagoyg
tgectgaget
asaaaccaga
taaggtccaa
ataatgagta
atattggttyg
cgaattataa
aaattaacaa
tcatgaaagt

atecagattte

cactgactac
gtttottgoe

cattegtoga

tgectactege
tgagttetac
atctgetate
cocaatoaat
tcegaaacctyg
ttcaagggge
aatcactgat
gotttatget
aaccatcgag
caatgtaata
aatggecetgt
gaactatagt
ttecteoataat
tttoattagt
tottgtaact
gggtggtatc
aattegttec
agagtttaag
tggacgagee
cggtttaage
tectgtetac
ttcageggtt
ttectoggea
catggatggg

tgttggtgag

gatgtggact
ccgatggaggy
cagaatggeg
gocatgggta
gaacgoacto
tocggtecatte
ccaaacatga
ttogageatg
gtgetggete
ggtacgcegte
getgaagaca
aagtttgtgg
accaaacgte
gctattcage
ggegegaatyg
gaggtggtge
gtcgatttta
atcgggaatt
ataccactteo
aagegagecyg
atatttogoo
gcgactittt
gagatcacte
aagctatcea

ctegeagaac

acattbteca
ctgtgaagac
tcaaaaaagt
titcaaagge
ctacegtaat
ctcotetttat
cacgttteat
gtaccaatqgy
atgogettac
atggagagaa
tgggtgacta
agcaaggoga
tggatatega
gtggegagay
gatttgtigy
cattcacccy
ttttteatct
ccgaactcac
tttatactte
cagaagagca
ttactaatgt
gtcataatat
ttgtatacat
atgcagtttc

aattgtatga

tgoggctgea
caatgtcateo
cgtttgtety
catgatggaa
ttgtggeace
cgagcaaatg
gatgacgett
agatettttt
tcaattgett
gotttatgag
ttatcgtatc
ggaaaaaatt
aggaatgaaa
tgeocagtaca
aaggaatctg
cgagagtagt
tgoceoggggte
gtatgcetetg
atccatteag
tetecaagtyg
attcggtaaa
tattcgagat
agatgatgtyg

actacaggtc

gtttegtaat

ttgaaacagy
ggaacggaaa
agtacggata
aaggtcatgg
egttatggta
cgatcaggec
acggatgecg
gtacagaaag
ggcaagaatyg
gogettotta
cccccagatt
actcatacag
aagetgttge
gaggaataaa
tgegeteate
gttggtaatt
aatcgtecegyg
tgtgaggegy
getgaggtgg
ctaggtgagg
tggtegogte
attccgattc
gttcgeacct
gagcoccagt

agtcgaaagt

cgeaagggtt ggotegggat tgacgegege cttgtacteg acttatctaa

agaagatagt ttitagttacyg acgtgecaat gcattoggat cogeghtggea

gatgctgaag accgoggact ctggecagtt ctegttbtitt acggetcoate
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81690

8220

82890

B340

8400

84860

8520

8580

8640

87040

8760

8820

8880

8940

3000

30860

91290

2180

2249

5300

8380

5420

8480

9540

3600

2660

8720

8780



caggtgttac
aagggatgge
ctaatggtga
atgtoggaac
atcoggatac
goagaagceta
ggtcatggeg
tgattacgaa
teoctaaacgec
togtgttatyg
tatggoggta
tegctgttte
tgatgtaaat
tocagacaty
cgggatcgag
cgtgagtgeg
tatgeteaac
aacaaaaaag
aceoctogge
cagtgggacc
ggctoatgaa
ggatagagta
gttacgettyg
tcatagctat
gagttgatgyg
ggatactatt
attttecege

tgctttaagt

caggggcgay

acqgtttcaag
aaaggcagaa
tgacgatatg
ctacgettgt
aaagtogtta
aagcttgate
cttaatgaaa
gecgggtoett
ggegaaatag
ctgcotgeaa
gatatgegty
ttgacctata
gttatcaaga
tectocgata
caccgagagy
getgtggeag
agaattgagyg
tttaaggatt
atcagtgagg
cgeccagaag
ctacaagoac
gtegetgact
cgggactatg
caaggatatt
gggagaagat
tgacogaagy

ttccgaggag

cattaceate
tttagaaaca
attgtcgaaa
gtagtcatgt
tcagtaggeg
cggttgttgg
agtactgcga
tattttttea
cocggggetga
atocegatge
aacggcgtaa
tgcctgaaga
gtacaattgce
ctggtageos
ttcottgarag
aaaacataga
aaaagtacte
cgacggaggc
acaataaact
agtettcaat
gcatggaaga
tagaggtgtt
atageatgeoe
teatgecgaac

tgtggtttot

tgaaaceecyg

caataagaat

actegaaaac
toctgacegy
cagtacctgg
tgtgggetaa
aaggtgcgta
aactegtoct
tcatgtactt
ggacctogagt
aacgataggyg
goetgetogty
gataccgace
gataaatcgg
gegtgattat
tatgttegaa
getegggttyg
ttoeggataag
goetgocegto
aaagtttcac
gcaaattaca
actgaatttt
ggetgtgoty
ggagggacag
caacgtttet
tgtctggaaa
gagtatgtcg
atgcagoggy
coetgtggttt

aggctcettt
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cgaazagtit
ggcattttaca
atggactcat
cgaagtattt
aggtatagtg
gagattattc
gtecatactg
ataagaaagc
aatgtaataa
ctgggtgata
tttcatatgg
cgcattgteg
ctottgegty
gttetaogage
aaaacagagc
aatttottga
atcgtatcaa
gagggtatta
gocaaggeag
ccogetttga
atgatggteyg
aggogogacy
gaaaagattg
aaatattaac
gtgocaatca
agtttggtgy
cacettaegt

ctagaggatt

ctggttatoa
gaaatttgeoa
gacattacta
gatoegggaaa
agataacaat
gettgtetag
gacagaatta
cggattattt
togeagtocga
ccaatagttyg
aagcaggcaa
atcatacage
aaggactttec
actatagtga
ggttettigt
agttggttte
cteoaccetag
aactgctgaa
ttatttetga
atattogtga
gactggatte
cagagcgeat
ttegeatagt
ttgaggegty
gaactccacg
gctaacegta
tgagcaagaa

ggcgoagatt

2840

3900

9560

10620

10880

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

103920

105980

11040

111400

11160

11220

11280

11340

11400

11460



tttcaggegt
ttgagtggaa
ggtttcaagt
gttctgaaga
tcatcegetg
gtgaatgacc
ccagtaccga
ttccaatttt
cagttggtta
agtgtaaaaa
ccattageccg
gaaggaatgt
ccgattctag
atcggttgga
tgtgaactcg
tctgaatata
aaaatatgat
ggtcgcttge
ttacgggggt
tgcggggtgt
gtgattcact
aggcgatcga
ctttaaccaa
cgatttcaaa
aacttgttat
gattgttgaa
gaagttttgt
ctgetgeegg
tgactgeget
ttctgaggtt
tagaggtcga

tttccgegtt

ttctgttecte
ccaaccctge
gggtgctgct
aagatagtat
atcgtctagt
cgcgatettt
gagaggatgc
ttggtaatgt
aaaacgagaa
aacacgcgcet
aaaagaattt
tcgggettgg
ctgtcatgga
actgtcecgece
acttgtctag
tttcattgga
gaaggtgctg
tgccgceececce
tgagtatgtt
tgaatgtgta
agatattttt
agcatctgta
agaaaagccce
gtttgaggcet
cgtcaggcct
gctggttget
ttetetggat
cgaactgttt
tgctgcggga
tcttaaatta
ctegtcgaaa

ggaagatgtt

agtaaaattg
tcttectactg
ggtgcatgat
tgcctacegg
cgtaataggg
ggtctttatt
tccttttate
cggtcgatta
ggcggetttt
ggaagatcag
tggtttggct
ggttccecage
aaaaggggct
gaatgatccg
tttaggecgga
aaaattecget
gtaaccgggg
tttcaggttg
cgagcggage
gttcatctag
cggaaggtga
aagcgtttca
ttecgatgaga
gaagtagcgce
ccactcgttt
tcgggacttce
aatttagttg
ttggtatcecg
atggggcgtc
gtaggaaagg
ggcaggettt

ggtagaatat

acttctegtg
atgacgtttc
gtgtttccecg
cttctacgtce
cgcgatatgg
tcgaattggg
aatattcctg
caaggtatag
gcttttattg
tgtgctcggt
gcctgtgacg
aaggcatatt
gaaatctccc
gttgctttgg
gtcececgegga
gecetgtgtte
ctagcggttt
tcggacaagt
tgaaagagag
ctggacgage
atcgcgatgce
tttttgttag
actccaagcce
ttecgggaget
acgactggaa
ctcttccatt
actttctage
atggtcagga
gccccatcat
gtgggttata
tgcttggttg

atgtcaaacg
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ccagacgagg
ccttgctaag
agaacttggt
gtectetttte
aagctcttat
cctgtgagaa
aatggaaagg
aaaacatact
gagatggtgc
tgaggtattt
ttgeccttagt
tcteccatgge
gtataataga
caagattgat
gtgtccttca
gaccgettet
tgtcgggagt
acgatccctg
cactaagett
ccatatecttt
tactctggceg
ttctattggt
ggctccteat
tttcaagcat
agctcctgga
tggttgcata
ttgetgtatg
gatttctacce
gtggcectgtt
cactcagtta
ggaaccccege

tactgaatga

agatgtggta
gtatgccectce
gccggcggge
tttcatttac
gaaagagaag
agaggttttc
taaaagggtt
ttctgetatt
cttggtcgac
tggaaggctg
taccttagaa
agcagacaaa
tgagaccgga
cgatgagatt
gcaaaattat
gtctgagteg
gcgctttgceca
tacaatcccg
gatgctgege
ggaaggcagc
cttgctcgge
gtaaatggcg
gcagaatatg
tcctcaacag
aatttctcgc
gataaccgac
acgcaccett
aagcaactgg
cctaggttta
tgctgcectcac
aagagcacce

ttatctgcag

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12300

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380



gcgetttget
gtgagagtat
gctggggttt
cttgacaccc
gccattgtag
tgggccgtgt
gatgatcacg
gtctcattgt

ctggggtggt

aacttcatgg
ggggcattat
gcttttgeeg
gatgcgggta
atgaatacga
acctataccc
catgcctatce
acggcattga
gagcctttga
aaggcgggta
ttaagagtaa
gatatcctte
gatatgatcg
attccactat
gcattgatcg
tactggtatc
ttgagcatge
tggtactctg
gttatctatg
gcgatgegte
ggtctgeggg

gaggttctce

actagcatgg
ttttggggat
cgggactgcect
ctaactctcg
ttactttttg
cctgggettt
gtcatatcge
actttttgaa
tcggaggact
atgggatcga
tatactggct
tttttggatt
gtggtcttcet
attttttctg
tgattcgtcg
aatacgcaag
acgtcatctg
tgggcatcgt
agctagagtc
agttgttatc
tggtatggct
acgtgttegg
tcattegett
ccatcgceccaa
gtggcgegece
tgctgatcgg
ctgtgcagtc
gggcgggggc
cggtggegtt
tctataccge

tggcgattce

cgtaccacgce
aaatttataa
tacaggcctce
aagttcccat
tctcatgetg
acttcteget
cgcacgectgg
tggcatacca
tectetttget
tggacttgct
gaatggccaa
cttgttetgg
ggggattgtt
ggcatggttg
cttgctgaga
ccgatactat
gctccteect
catagcctac
gtccgctcag
catgcctegt
gtctetgtgg
cgagcatgca
cggcatgtat
ggcggtgace
ggcgecggtyg
cggcttgegt
ggtaccattt
ggccggcaac
catcgatgac
caagcatatc

ttccgecact

agaacaatcg
atggaagaat
ttgcgtegtt
gtcgttccca
cctatttggg
ggcggcgggyg
cgtetgetgg
ccatttcaga
ttctatcteg
agccttecagg
ctgacgcagg
aattttccac
ttaggaattc
gtcctgttag
ggggacaagg
ggaaagcatg
atagccttgt
gtccctcteg
gcctaaagga
cgctggaaac
ctegettttyg
tggctttteca
cgegeggtga
atcteggcete
ccgegttece
ctggcecatge
ctcaaccgec
cagttggttg
gacaagcaga
cgccagatga

cgggceccggce
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aatagaaccc
ggtatttgtt
atgccttage
ctccacgcgg
ctgtactggg
ttgccattat
gacattttag
ttgttggtgt
tgtggttgcet
ccatttttgt
ctttgctcece
ccccaaaaat
tttccattca
gcgttttcat
tgtatgaggce
ctcetgttac
tggtcgggag
tttttetgge
gtaggggaat
gtttgcttca
tggtcegtet
tcactgegece
tgegetatcet
tggtgectgte
tggtgttcaa
gccagtattt
aggatggcct
cggcgttgeg
tcgccaacceg
tcgacgagac

gccgagagat

tgttgaaggg
actcgectgceca
gaggagctta
aggaggggtc
aaatatctca
tggattcatg
tgcagccttg
cagttgggac
gaatctctat
ctgtgttggt
cttatcgcta
tttcatggga
tgccatgtgg
cgtcgatgeg
tcatcgaagce
gattggegtce
tgggtctcta
agtgaggttc
gctagatcgt
agtggctacg
aggcacagac
ggtcatecgece
cggtaacgac
gctggtggtg
ctactggtgg
catgggcgac
gcccagggtg
tctcggtegg
ggtcattgece
gggcgcgeag

tctegagtec

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240



ctggagccgt
cgggtcaagg
gtcgecaccge
ggggcgggcyg
gtgctgatcc
cgtecggatca
aatcccgage
gcggectaca
gtgataggca
ctgatttcca
gcggaaatgg
aaggacgtgce
ggttegtceceg
acggtcaccc
gtcatccagg
ccggtgaaga
tccgagegtt
aagctctacg
atgcgggcca
ctggcegecyg
agcggctatg
ccctgagtcea
atgtttccgg

tccacggecga

<210> 5
<211>
<212>
<213>

972
ADN

tcecegetgea
tggatgacct
gcaaggagct
gctctatecgg
tgttcgaaca
agcgcgagtce
gcectggtgga
agcatgtgece
ccttgecatge
ccgacaaggce
tecettcagge
atcacgtcaa
gtteggtcat
acccgagcat
ccggttegat
tcectggaget
cgecceccatgg
aagagctgcet
acgaggaaca
tggagaagga
cgcectgacgg
tegttcteeg
tgccggacca

taaggtggtt

cgtgegecage
gcaggaggtg
gctggaacgg
tteggaactce
cagcgaatac
gctttceggtg
cgtgatgegt
gatcgtcgag
ggtgcaggcc
ggtgeggecg
gctcagcaac
caagacccgt
tcegetgtte
caccecgttac
ggggcagggc
cgccgagaag
tgacatcgcece
gatcggtgac
cctgagetgg
cgactactcg
tgaaatcgtc
gaaaaggccg
ggaagcgact

tecgtggatgg

Sequéncia Artificial

atgccegget
gacatcgetg
tgcatccgeg
tgtecggecaga
aacctctata
aacctgttgce
acctggaagg
cacaacatcg
gcggtgcagg
accaatgtga
gaatcggegce
ttcaccatgg
cgcgagcaga
ttcatgacca
ggagatgtat
atgatccacc
atcgagttca
aacgtgaatc
gaggccttca
cgggttcegec
gactggatct
cctageggec
gctttgectgg

gcaacatgtg

177

tcatggacct
acctgetggg
gtcaggtggt
tcatgagttg
gcatccatca
cgatcctegg
tcaataccegt
ccgagggegt
teggegtgea
tgggcagcac
cggtgetgtt
tecegettegg
tcaagecgegg
ttccecgagge
tecgtgetgga
tgtcecggect
gtggcctgeg
ccaccgacca
aggtcgtget
agttgctgeg
atcgeccagag
ttttttgttt

ggctgtcgat

ggccagcggce
gcgegacage
gatggtgacc
ttcgectage
ggaactggag
ttecggtgege
ctaccatgeg
tctcaacaac
gaacttcgtg
caagcgectg
cggcgacegg
caacgtcctce
cggcccggtyg
ggcgcagttg
catggggccg
gagcgtgegt
tcectggegag
tccgatgatce
ggagcagttg
ggaaaccgtce
gcggcgagaa
tctecgtacg

ccaggtgegt

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

153900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16660



<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> b

catatgaaga

gcggatageg

aaaaccggcg
agcttcatcg
attgcgggcece
ccgagegegt
tattatcege
aacggcaacg
agcattggcc
accgataaaa
ccgtatgatc
aacggcagca
agcagcggct
cagcagacca
accagcacca
cgttataaaa

cattaggtcg

<210> 6
990
ADN

<211>
<212>
<213>

aaatctggct

atattaacat

atctggtgac
atgataaaaa
agtatcgtgt
ttaaagtgcea
gtaacagcat
tgaccggcga
ataccctgaa
aagtgggctg
gtgatagctg
tgaaagcggce
ttagcccgga
acattgatgt
actggaaagg
ttgattggga

ac

ggcgcetggeg

taaaaccggce

ctatgataaa
ccataacaaa
gtatagcgaa
gctgecagetg
tgataccaaa
tgataccggce
atatgtgcag
gaaagtgatt
gaacccggtg
ggataacttt
ttttgcgacc
gatttatgaa
caccaacacc

aaaagaagaa

Sequéncia Artificial

ggcctggtge

accaccgata

gaaaacggca
aaactgectgg
gaaggcgcga
ccggataacg
gaatatatga
aaaattggtg
ccggatttta
tttaacaaca
tatggcaacc
ctggatccga
gtgattacca
cgtgtgegtg
aaagataaat

atgaccaacg

178

tggcgtttag

ttggcagcaa

tgctgaaaaa
tgatccgtac
acaaaagcgg
aagtggcgea
gcaccctgac
gactgattgg
aaaccattct
tggtgaacca
agctgtttat
acaaagcgag
tggatcgtaa
atgattatca
ggattgatcg

gcagccatca

Polinucledtido
cgctagcgeg 60
caccaccgtg 120
agtgttttat 180
caaaggcacc 240
cctggegtgg 300
gattagcgat 360
ctatggettt 420
cgcgaacgtg 480
ggaaagcccg 540
gaactggggc 600
gaaaacccgt 660
cagcctgetg 720
agcgagcaaa 780
gctgecattgg 840
tagcagcgaa 900
tcatcatcat 960

972



<220>

<221> font

<223> /nota="Descricdo de

Sintético"

<400> 6

catatgaaga
gcggatageg
aaaaccggcg
agcttcatcg
attgcgggece
ccgagcgegt
tattatccge
aacggcaacg
agcattggcecce

accgataaaa

ccgtatgatce
aacggcaaag
aaagcgagca
gatcgtaaag
gattatcagc
attgatcgta

agccatcatc

<210> 7
990
ADN

<211>
<212>
<213>

aaatctggcet
atattaacat
atctggtgac
atgataaaaa
agtatcgtgt
ttaaagtgca
gtaacagcat
tgaccggega
ataccctgaa

aagtgggctg
gtgatagctg

atcaaaatag
gcectgetgag
cgagcaaaca
tgcattggac
gcagcgaacg

atcatcatca

ggcgctggeg
taaaaccggce
ctatgataaa
ccataacaaa
gtatagcgaa
gctgcagetg
tgataccaaa
tgataccgge
atatgtgcag

gaaagtgatt
gaacccggtg

aactaaaatg
cagcggcettt
gcagaccaac
cagcaccaac
ttataaaatt

ttaagtcgac

Sequéncia Artificial

Sequéncia Artificial:

ggcctggtge
accaccgata
gaaaacggca
aaactgctgg
gaaggcgcga
ccggataacg
gaatatatga
aaaattggtg
ccggatttta

tttaacaaca

tatggcaacc
aaagcggcgg
agcccggatt
attgatgtga
tggaaaggca

gattgggaaa

179

tggcegtttag
ttggcagcaa
tgctgaaaaa
tgatcegtac
acaaaagcgg
aagtggcgca
gcaccctgac
gactgattgg
aaaccattct

tggtgaacca
agctgtttat

ataactttct
ttgcgaccgt
tttatgaacg
ccaacaccaa

aagaagaaat

Polinucledtido
cgctagegeg 60
caccaccgtg 120
agtgttttat 180
caaaggcacc 240
cctggegtgg 300
gattagcgat 360
ctatggettt 420
cgcgaacgtg 480
ggaaagcccg 540
gaactggggc 600
gaaaacccgt 660
ggatccgaac 720
gattaccatg 780
tgtgcgtgat 840
agataaatgg 900
gaccaacggc 960

990



<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> 7

catatgaaga
gcggatageg
aaaaccggcg
agcttcatcg
attgcgggcece
ccgagcegcegt
tattatccge
aacggcaacg
agcattggcc
accgataaaa
ccgtatgatce
aacggcagca
agcagcggcet
caaaatagaa
gattatcagc
attgatcgta

agccatcatc

<210> 8
990
ADN

<211>
<212>
<213>

aaatctggct
atattaacat
atctggtgac
atgataaaaa
agtatcgtgt
ttaaagtgca
gtaacagcat
tgaccggcga
ataccctgaa
aagtgggctg
gtgatagctg
tgaaagcggce
ttagcccgga
ctaaaaaaca
tgcattggac
gcagcgaacg

atcatcatca

ggcgetggeg
taaaaccggc
ctatgataaa
ccataacaaa
gtatagcgaa
gctgcagetg
tgataccaaa
tgataccgge
atatgtgcag
gaaagtgatt
gaacccggtg
ggataacttt
ttttgcgacc
gcagaccaac
cagcaccaac
ttataaaatt

ttaagtcgac

Sequéncia Artificial

ggcctggtge
accaccgata
gaaaacggca
aaactgctgg
gaaggcgcga
ccggataacg
gaatatatga
aaaattggtg
ccggatttta
tttaacaaca
tatggcaacc
ctggatccga
gtgattacca
attgatgtga
tggaaaggca

gattgggaaa

180

tggcgtttag
ttggcagcaa
tgctgaaaaa
tgatccgtac
acaaaagcgg
aagtggcgca
gcaccctgac
gactgattgg
aaaccattct
tggtgaacca
agctgtttat
acaaagcgag
tggatcgtaa
tttatgaacg
ccaacaccaa

aagaagaaat

Polinucledtido
cgctagegeg 60
caccaccgtg 120
agtgttttat 180
caaaggcacc 240
cctggegtgg 300
gattagcgat 360
ctatggcttt 420
cgcgaacgtg 480
ggaaagcccg 540
gaactggggc 600
gaaaacccgt 660
cagcctgetg 720
agcgaaagat 780
tgtgcgtgat 840
agataaatgg 900
gaccaacggc 960

990



<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> 8

catatgaaga
gcggatagceg
aaaaccggcg
agcttcatcg
attgegggece
ccgagcegegt
tattatccge
aacggcaacg
agcattggcce
accgataaaa
ccgtatgatce
aacggcagca
agcagcggcet
cagcagacca
accagcacca
attgatcgta

agccatcatc

<210> 9
<211>
<212> ADN

<213>

aaatctggct
atattaacat
atctggtgac
atgataaaaa
agtategtgt
ttaaagtgca
gtaacagcat
tgaccggcga
ataccctgaa
aagtgggctg
gtgatagctg
tgaaagcgge
ttagcccgga
acattgatgt
actggaaagg
gcagcgaacg

atcatcatca

1659

ggcgetggeg
taaaaccggc
ctatgataaa
ccataacaaa
gtatagcgaa
gctgecagetg
tgataccaaa
tgataccggc
atatgtgcag
gaaagtgatt
gaacccggtg
ggataacttt
ttttgcgace
gatttatgaa
caccaacacc
ttataaaatt

ttaagtcgac

Sequéncia Artificial

ggcctggtge
accaccgata
gaaaacggca
aaactgctgg
gaaggcgcga
ccggataacg
gaatatatga
aaaattggtg
ccggatttta
tttaacaaca
tatggcaacc
ctggatccga
gtgattacca
cgtgtgegtg
aaagataaag

gattgggaaa

181

tggegtttag
ttggcagcaa
tgctgaaaaa
tgatccgtac
acaaaagcgg
aagtggcgca
gcaccctgac
gactgattgg
aaaccattct
tggtgaacca
agctgtttat
acaaagcgag
tggatcgtaa
atgattatca
atcaaaatag

aagaagaaat

Polinucledtido
cgctagegeg 60
caccaccgtg 120
agtgttttat 180
caaaggcacc 240
cctggegtgg 300
gattagcgat 360
ctatggettt 420
cgcgaacgtg 480
ggaaagcccg 540
gaactggggce 600
gaaaacccgt 660
cagcctgetg 720
agcgagcaaa 780
gctgeattgg 840
aactaaatgg 900
gaccaacggce 960

990



<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> 9

catatgaaga aaatctggct

gcgagcgaaa acagegtgac

agcagcagcg tgagcgegge

agcagcaaca ccaacaacgg

acccagagcea
accaccacca
gaagaactgyg
agcegtgaaca
agoaccgaay
aaagatgtgg
geggacgtgy
gtgaccgtgy
ctgaactatg
gtgcegaaag
geaggtgate
tttacogatt
attgatcogyg
accacegoga
agcatcaaag
tatgtgaacce
sacaccgata

gataacgegyg

gecagoaccaa
coaaccagge
tgaaccagac
gooogeagaa
cgaceccgay
tgaatcagge
cogecgatge
gcattgatag
getttagegt
aactgaacct
aggtygotgge
atgtgaacac
aaaacgtgaa
acaaaacaogt
gecaccatega
cgageggoga
gecaacgeget

cggatoetgag

ggcgctggeg
ccagagcgat
gccgaaaacc
cgaaaccagce
cgogacoace
caacacceocy
cagoaacgaa
cagcaccaac
caacaacgaa
cgttaatace
teocageageoa
cggeaccace
gocgaacage
gaacggegty
gaacggegty
caaagatgat
gaaaacocgge
totggtggat
tecagatogat
taacgtgatt
gattgatcag

cgaaagotat

ggcctggtge
agcgcgagea
gatgatacca
gtggcgcaga
gaagaaacce
gogaccacca
accaccttta
geggaaaacy
agegogecge
agcgegeege
ggtaccgata
gtgtatcage
geggtgaaag
accageaccyg
attgatageg
gtgaaagcga
aacgtgacce
tatgaaaaat
gegeoggtge
cagaacacca

tttgtgaacce

182

tggcgtttag
acgaaagcaa
acgtgagcga
acccggegea
cggtgacogy
agagcagcaa
acgataccaa
tgagcaccac
agageaccga
gtatgcgtge
ttaccaacca
atcaggecagg
gogatacett
cgaaagtgoo
atggeaacgt
cocotgaccat
tggogacegy
acggeaaatt
tgaccggcaa
geattaaagt

cggaaaactt

Polinucledtido
cgctagcgcce 60
aagcaacgat 120
taccaaaacc 180
gcaggaaacc 240
tgaagccacc 300
cacoaacgeqg 360
caccgtgago 420
coaggatace 480
tgcgageaadc 540
ctttagooty 600
gaotgaccaac £60
ttatgtgaaa 720
taaaattace 780
geogattatg 840
gatttatace 900
gooageatat 960
cattggeago 1020
ctacaaccty 1080
toagaceatt 1140
cctgaaaceg 1200
gtataaagtyg 1260
tgaagatgtyg 1320



accaacageyg
coggatgate
ageaaaggeyg
cgtageatga
attgataaac

gaagatggeca

<210> 10
<211>
<212> ADN

<213>

<220>
<221>
<223>

tgaacattac
agattaccac
atatggaeget
getgggataa

cggtygtgee

gecateatea

1677

fonte

Sintético"

<400> 10

catatgaaga

gcgagcgaaa

ageagoeagoyg
ageagoaaca
acoaceacca
gaagaactgg
agogtgaaca

agcaccgaag

aaatctggcect

acagcgtgac

tgagegoggo
ccaacaacgg
gcageaccaa
ccaaccagge
tgaaccagac
goaogoagaa

cgaccccgag

atttoogaac
ceogtatatt
gegtageace
cgaagtggeg
ggaacagceey

teatcateat

Sequéncia Artificial

/nota="Descricdo de

cogaaccagt ataaagtgga

gtggtgotga acggocatat

ctgtatgget ataacagceaa

tttaacaacg goagoggeag

gatgaaccgg gogaaattga

taggtcegac

Sequéncia Artificial:

ggcgetggeg ggectggtge tggcegtttag cgectagegece

ccagagcgat agcogcgagca acgaaagcaa aagcaacgat

gocgaaaacs

cgaaaccage

agegaceace

caacacooog

cagoaacgaa

cagoacoaac

caacaacgaa

gatgatacca
gtggegoaga
gaagaaacoo
gogaccacec
agcaccttta
goggaaaacyg

agegogooge

183

acgtgagega

acccggogea

agagcagoaa
acgataccaa
tgageaccac

agagcaccga

atttaacacc 1380

tgatecgaac 1440

cattattigg 1500

cggegatgge 1580

acegattocy 1620

1659
Polinucledtido

60

120

taccaaaacc 180
geaggaaacc 24¢
tgaagecace 300
caceaacgceg 380
caccgtgage 420
coaggatace 480
tgcgagcaac 540



aaagatgtgg tgaateagge cgttaatace agoegegeoge gtatgogtge ctttagectg 600
goggoecgbtgg cogoagatge tocageagea ggtaccgata ttaccaacoca getgaccaac 660
gtgaccgbtgy goattgatag cggcaccace gtgtateccge atcaggcagg ttatgtgaaa 720
ctgaactatg gotttagegt gocgaacage goggtgaaag gegataccett taaaattace 780
gtgccgaaag aactgaacct gaacggogtg accagcaaag atcaaaatag aactaaageg 840
aaagtgeege cgattatgge aggtgatecag gbtgetggega acggegbgat tgatagegat 900
ggcaacgtga tttatacctt taccegattat gtgaacacca aagatgatght gaaagegace 860
ctgaccatge cageatatat tgatccecggaa aacgtgaaga aaaccggceaa cgrtgaccoctg 1020
gogacoggea ttggoagoac cacogoegaac aaaaccogtte tggtggatta tgaaaaatac 1080
ggcaaattet acaacctgag catcaaagge accatcgatc agatcegataa aaccaacaac 1140
acctatogte agaccattta tgtgaacccg ageggogata acghgattgo googgtgetg 1200
aceggcaace tgasacagaa caccgatage aacgegetga ttgatcagea gaacacoagoe 1260
attazagtgt ataaagtgga taacgeggeg gatctgagoeg aaagetattt tgtgaaccog 1320
gaaaactttg aagatgtgac caacagcegtg aacattaccet ttcecgaaccce gaaccagtat 1380
aaagtggaat ttaacaccocce ggatgatcag attaccacce cgtatattgt ggtggtgasc 1440
ggecatattg atcogaacag caaaggegat ctggegotge gtageacect gtatggetat 1560
aacagcaaca ttatttggog tageatgage tgggataacg aagtggegtt taacaacggo 1560
ageggeageg goegatggeat tgataaaceyg ghtggtgeegy aacagoeogga tgaacegggoe 1620
gaaattgaac cgattccgga agatggoage catcatcate atcateatta agtogac 1677
<210> 11

<211> 1677

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledétido
Sintético"

184



<400> 11

catatgaaga
gcgagcgaaa
agcagcagcg
agcagcaaca
acccagagca
accaccacca
gaagaactgg
agcgtgaaca
agcaccgaag
aaagatgtgg
gcggeegtgg
gtgaccgtgg
ctgaactatg
gtgccgaaag
gcaggtgatc
tttaccgatt
ctgaccatgce
gcgaccggca
ggcaaattct
acctatcgtc
accggcaacc
attaaagtgt
gaaaactttg
aaagtggaat
ggccatattg
aacagcaaca
agcggcagceyg

gaaattgaac

aaatctggct
acagcgtgac
tgagcgcegge
ccaacaacgg
gcagcaccaa
ccaaccaggc
tgaaccagac
gcccgcagaa
cgaccccgag
tgaatcagge
ccgecgatge
gcattgatag
gctttagegt
aactgaacct
aggtgctgge
atgtgaacac
cagcatatat
ttggcagcac
acaacctgag
agaccattta
tgaaaccgaa
ataaagtgga
aagatgtgac
ttaacacccc
atccgaacag
ttatttggceg
gcgatggcecat

cgattccgga

ggcgetggeg
ccagagcgat
gccgaaaacc
cgaaaccagc
cgcgaccace
caacaccccg
cagcaacgaa
cagcaccaac
caacaacgaa
cgttaatacce
tccagecagea
cggcaccacc
gccgaacage
gaacggegtg
gaacggcgtg
caaagataaa
tgatccggaa
caccgcgaac
catcaaaggc
tgtgaacccg
caccgatage
taacgcggeg
caacagcegtg
ggatgatcag
caaaggcgat
tagcatgagc
tgataaaccg

agatggcagc

ggcctggtge
agcgcgagca
gatgatacca
gtggcgcaga
gaagaaaccc
gcgaccaccce
accaccttta
gcggaaaacg
agcgcgccge
agcgegecge
ggtaccgata
gtgtatcecge
gcggtgaaag
accagcaccg
attgatageg
gatcaaaata
aacgtgaaga
aaaaccgttc
accatcgatc
agcggcgata
aacgcgctga
gatctgagcg
aacattacct
attaccaccc
ctggcgetge
tgggataacg
gtggtgccgg
catcatcatc

185

tggcgtttag
acgaaagcaa
acgtgagcga
acccggcgca
cggtgaccgg
agagcagcaa
acgataccaa
tgagcaccac
agagcaccga
gtatgegtge
ttaccaacca
atcaggcagg
gcgataccett
cgaaagtgcc
atggcaacgt
gaactaaagt
aaaccggcaa
tggtggatta
agatcgataa
acgtgattgce
ttgatcagca
aaagctattt
ttcecgaaccce
cgtatattgt
gtagcaccct
aagtggegtt
aacagccgga

atcatcatta

cgctagegece
aagcaacgat
taccaaaacc
gcaggaaacc
tgaagccacc
caccaacgcg
caccgtgagce
ccaggatacc
tgcgagcaac
ctttagectg
gctgaccaac
ttatgtgaaa
taaaattace
gccgattatg
gatttatacc
gaaagcgacc
cgtgacccetg
tgaaaaatac
aaccaacaac
gceggtgetg
gaacaccagc
tgtgaacccg
gaaccagtat
ggtggtgaac
gtatggctat
taacaacggc
tgaaccgggce

agtcgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1677



<210> 12
<211>
<212> ADN

<213>

<220>
<221>
<223>

Sintético"

<400> 12

catatgaaga
gagagegaaa
agcagcagcg
agcageaaca
acccagagcos
acoaccacos
gaagaactgg
agcegtgaaca
ageaccgaag
aaagatgtygy
goggecgtgg
gtgacegtgg
ctgaactatg
gtgecgaaag
geaggtgatc
tttaccgatt

gogacaggea

1677

fonte

/nota="Descricdo de

aaatctgget
acagcegtgac
tgagogegge
ccaacaacgg
gcagcaccaa
ceaaccagyge
tgaacoagac
gocogeagaa
cgacccogag
tgaatcagge
cegecgatge
gcattgatag
gctttagegt
aactgaacct
aggtgetgge
atgtgaacac
cagcatatat

ttggeageaa

Sequéncia Artificial

ggegotggeg
acagagegat
goccgaaaaco
cgaaaccage
cgogaccoace
caacaceccyg
cagoaacgas
cagoaccaac
caacaacgaa
cgttaatace
tccagcagea
cggcaccact
gocgaacagc
gaacggegty
gaacggagty
caaagataas

cacogegaac

Sequéncia

ggectggtge
agogegagea
gatgatacca
gtggegoaga
gaagaaacce
gogaccacao
acoaccttta
goggaaaacg
agogegecoge
agegogooge
ggtaccgata
gtgtateooge
geggtgaaag
accagcacog
attgatageg
gatcaaaata
aacgtgaaga
aaaaccgtte

186

Artificial: Polinucledtido
tggogtttag cgoetagogee &G
acgasagcaa aagcaacgat 120
acgtgagega taccaaaaco 180
accoggogca goaggaaaca 240
cggtgaccgy tgaagecace 300
agageageaa caccaacgeyg 360
acgataccaa caccgtgage 420
tgagcaccac ccaggatacco 480
agagoaccga tgogagoasc 54¢
gtatgegtge ctitagectg 600
ttaccaacca getgaccaac 660
atcaggcagg ttatgtgaaa 726
gegatacctt taaszattacce 78¢
cgaaagtgec gocgattatyg 840
atggcaacgt gatttatacc 200
gaactaaagt gaaagegacoe 960
aaaccggcaa cgtgaccctyg 1020
tggtggatta tgaaaaatac 10890



ggcaaattct acaacctgag catcaaagge accatcgate agatcgataa aaccaacaac 1140
acctatcegte agaccattia tgtgaacoecg agoggegata acgtgattge gecggtgetyg 1200
acoggcaace tgaaacogaa gaccgatage aacgogetga ttgatcagea gaacacdfage 1260
attaaagtgt ataaagbgga taacgeggeg gatotgageg aaagoetattt tgtgaacoog 1320
gaazactttg aagatgtgac caacagcegtg aacattaccet ttoecgaacco gaaccagtat 1380
aaagtggaat ttaacaccoe ggatgatcag attaccacce cgtatattgt ggtggtgsac 1440
ggcecatattyg atccgaacag caaaggegat ctggegetge gtageacccet gtatggetat 1500
aacagcasca ttatttggoeg tagoatgage tgggataacy aagbggogtt taacaacgge 1560
ageggoageg gegatggeat tgatasaceg gtggtgocgg aacagoogga tgaacoggge 1620
gaaattgaac cgattocgga agatggecage catcatcate atcatcatta agtoagac 1677
<210> 13

<211> 643

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Seguéncia Artificial: Polipéptido
sintético"

187



<400> 13

Met Lys Lys
1

Ala Ser Ala

Ala Cys Val
35

Val Asp Pro

Ser Met Val
65

Asn Ala Leu

Gly Val Glu

Arg Gly Ser
115

Pro Ser Asn
130

Leu Ser His
145

Leu Ala Lys

Ser Asn Glu

Val Val Met
195

Ile

Ala

20

Leu

Ala

Leu

Ser

Pro

100

Trp

Ile

Met

Leu

Met

180

Ala

Trp

Glu

Asp

Ile

Glu

Ile

85

Asn

Ser

Lys

Ser

Ala

165

Gln

Gln

Leu

Glu

Leu

Ala

Gly

70

Thr

Lys

Leu

Val

Pro

150

Arg

Pro

Ala

Ala

Ala

Lys

Asp

Gly

Ser

Pro

Asn

Phe

135

Ile

Asp

Thr

Gln

Leu

Phe

Asp

40

Thr

Asn

Asp

Val

Trp

120

Ile

Tyr

Ala

Leu

Pro
200

Ala

Asp

25

Gly

Asn

Asp

Gly

Arg

105

Leu

His

Thr

Thr

Ala

185

Arg

Gly

10

Leu

Val

Gly

Ala

Leu

90

Tyr

Val

Glu

Ile

Phe

170

Ile

Arg

188

Leu

Trp

Arg

Gln

Leu

75

Thr

Ser

Pro

Leu

Glu

155

Phe

Ser

Glu

val

Asn

Ser

Gly

Lys

Ile

Tyr

Ile

Asn

140

Met

Val

His

Lys

Leu

Glu

Ser

45

vVal

Leu

Arg

Thr

Gly

125

Ala

Gly

Arg

Ala

Arg
205

Ala

Cys

30

Arg

Leu

Ala

Leu

Arg

110

His

Gly

Asp

Ala

Gly

190

Trp

Phe

15

Ala

Met

His

Ile

Glu

95

Gln

Glu

Asn

Glu

His

175

Val

Ser

Ser

Lys

Ser

Tyr

Asp

80

Gly

Ala

Lys

Gln

Leu

160

Glu

Ser

Glu



Trp

Tyr

225

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

305

Ala

Ile

Ala

Ala

Ala

385

Lys

Gly

Gly

Thr

Ala

210

Asn

Lys

Ile

His

Cys

290

Trp

Leu

Arg

Ile

Ala

370

Gly

Asp

Asp

Asp

Val
450

Ser

Tyr

Ile

Lys

Phe

275

His

Glu

Tyr

Asn

Arg

355

Glu

Ala

Gln

Ala

Gly

435

Glu

Gly

Leu

Tyr

Asp

260

Pro

Leu

Gln

Leu

Ala

340

Glu

Ser

Ala

Asn

Leu

420

Gly

Arg

Lys

Ala

Arg

245

Asn

Glu

Pro

Leu

Ala

325

Leu

Gln

Glu

Ser

Arg

405

Leu

Asp

Leu

Val

Gln

230

val

Asn

Gly

Leu

Glu

310

Ala

Ala

Pro

Arg

Ala

390

Thr

Glu

Val

Leu

Leu

215

Gln

Leu

Asn

Gly

Glu

295

Gln

Arg

Ser

Glu

Phe

375

Asp

Lys

Arg

Ser

Gln
455

Cys

Arg

Ala

Ser

Ser

280

Ala

Cys

Leu

Pro

Gln

360

Val

Vval

Gly

Asn

Phe

440

Ala

Leu

Cys

Gly

Thr

265

Leu

Phe

Gly

Ser

Gly

345

Ala

Arg

Val

Glu

Tyr

425

Ser

His

Leu

Asn

Asn

250

Pro

Ala

Thr

Tyr

Trp

330

Ser

Asp

Leu

235

Pro

Thr

Ala

Arg

Pro

315

Asn

Gly

Arg Leu

Gln

Ser

Cys

410

Pro

Thr

Gly

Leu

395

Ala

Thr

Arg

Arg Gln

189

Pro

220

Asp

Ala

Vval

Leu

His

300

val

Gln

Gly

Ala

Thr

380

Thr

Gly

Gly

Gly

Leu
460

Leu

Asp

Lys

Ile

Thr

285

Arg

Gln

Val

Asp

Leu

365

Gly

Cys

Pro

Ala

Thr

445

Glu

Asp

Thr

His

Ser

270

Ala

Gln

Arg

Asp

Leu

350

Thr

Asn

Pro

Ala

Glu

430

Gln

Glu

Gly

Trp

Asp

255

His

His

Pro

Leu

Gln

335

Gly

Leu

Asp

Val

Asp

415

Phe

Asn

Arg

Val

Glu

240

Leu

Arg

Gln

Arg

Vval

320

Val

Glu

Ala

Glu

Ala

400

Ser

Leu

Trp

Gly



Tyr

465

Ile

Trp

Ala

Leu

Thr

545

Leu

Glu

Arg

Gly

Ser

625

Asp

val

vVal

Arg

Gln

Leu

530

Gly

Ile

Glu

Thr

Gly

610

Ala

Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

Phe

Phe

Gly

Asp

515

Arg

Leu

Gly

Glu

Val

595

Asp

Leu

Lys

14

624
PRT

Val

Gly

Phe

500

Gln

Val

Thr

His

Gly

580

Val

Leu

Pro

Gly

Gly

485

Tyr

Glu

Tyr

Leu

Pro

565

Gly

Ile

Asp

Asp

Tyr

470

Val

Ile

Pro

Val

Ala

550

Leu

Arg

Pro

Pro

Tyr
630

His

Arg

Ala

Asp

Pro

535

Ala

Pro

Val

Ser

Ser

615

Ala

Gly

Ala

Gly

Ala

520

Arg

Pro

Leu

Thr

Ala

600

Ser

Ser

Thr

Arg

Asp

505

Arg

Trp

Glu

Arg

Ile

585

Ile

Ile

Gln

Sequéncia Artificial

fonte

Phe

Ser

490

Pro

Gly

Ser

Ala

Leu

570

Leu

Pro

Pro

Pro

Leu

475

Gln

Ala

Arg

Leu

Ala

555

Asp

Gly

Thr

Asp

Gly
635

190

Glu

Asp

Leu

Ile

Pro

540

Gly

Ala

Trp

Asp

Lys

620

Lys

Ala

Leu

Ala

Arg

525

Gly

Glu

Ile

Pro

Pro

605

Glu

Pro

Ala

Asp

Tyr

510

Asn

Phe

val

Thr

Leu

590

Arg

Gln

Pro

Gln

Ala

495

Gly

Gly

Tyr

Glu

Gly

575

Ala

Asn

Ala

Arg

Ser

480

Ile

Tyr

Ala

Arg

Arg

560

Pro

Glu

val

Ile

Glu
640



<223>

/nota="Descricdo

sintético"

<400> 14
Ala Glu Glu Ala Phe Asp

1

Leu

Leu

Ser

65

Pro

Trp

Ile

Met

Leu

145

Met

Ala

Asp

Ile

Glu

50

Ile

Asn

Ser

Lys

Ser

130

Ala

Gln

Gln

Leu

Ala

35

Gly

Thr

Lys

Leu

val

115

Pro

Arg

Pro

Ala

Lys

24

Agp

Gly

Ser

Pro

Asn

160

Phe

Ile

Agp

Thr

Glin
180

5

Asp

Thyr

Asn

Asp

vVal

85

Trp

Ile

Tyr

Ala

leu

165

Pro

Gly

Asn

Asp

Gly

70

Arg

Leu

His

Thr

Thr

150

Ala

Arg

Leu

val

Gly

Ala

55

Leu

Tyzr

Vval

Glu

Ile

135

Phe

Ile

Arg

de

Trp

Arg

Gln

40

Len

Thr

Ser

Pro

Leu

120

Glu

Phe

Sear

Glu

Sequéncia

Asn

Ser
25

Gly

Ile

Tyr

Ile

105

Asn

Met

Val

His

Lys
188

Glu
10

Ser

Val

Leu

Arg

Thr

30

Gly

Ala

Gly

Arg

Ala

170

Arg

191

Cys

Arg

Leu

Ala

Leu

75

Arg

His

Gly

Asp

Ala

135

Gly

Tep

Ala

Met

His

Ile

60

Glu

Gln

Glu

Asn

Glu

140

His

val

Ber

Artificial:

Lys

Ser

Tyr

45

Asp

Gly

Ala

Lys

Gln

125

Leun

Glu

Ser

Glu

Polipéptido

Ala Cys Val

15

val asp Pro

30

Serxr

Agn

Gly

Arg

Pro

110

Leu

Leu

Serxr

val

Trp
130

Met

Ala

Val

Gly

85

Ser

Ser

Ala

Asn

vVal

175

Ala

val

Leu

Glu

80

Ser

Asn

His

Lys

Glu

160

Met

Ser



Gly Lys Val Leu
195

Leu Ala Gln Gln
210

Tyr Arg Val Leu
225

Asp Asn Asn Asn

Pro Glu Gly Gly

260

Ieu Pro Leu Glu
275

Gln Leu Glu Gln
290

Leu Ala Ala Arg
305

Ala leu Ala Ser

Glu Gla Pro Glu
3449

Ser Glu Arg Phe
355

Ala Ser Ala Asp
374

Asn Arg Thr Llys
385

Leun Leu Glu Arg

Cys

Leu

Arg Cys

Ala Gly

Ser Thr

245

Ser Leu

Ala

Cys

Leu

Pro

325

Gln

val

Val

Gly

Asn
405

230

Phe

Gly

Ser

310

Gly

Ala

Arg

Val

Glu
380

Tyxr

Leu

Asn

215

Asn

Pro

Ala

Thr

Tyr

295

Trp

Ser

Arg

&ln

Ser
375

Asp Pro

200

Leu Asp

Pro Ala

Thr Val

Ala Leu

Arg

280

Pro

Asn

Gly

Leu

Gly

360

Leu

265

His

Val

Gln

Gly

Ala

345

Thx

Thr

Leu

Asp

Lys

Ile

250

Thr

Arg

Gln

Val

Asp

330

Gly

Cys

Asp Gly Val

205

Thr Trp Glu

His
235

Ser

Ala

Gln

Arg

Asp

315

Leu

Thr

Asn

Pro

220

Asp Leu

His

His

Pro

Leu

300

Gln

Gly

Leu

Asp

Val
34¢

Tyr Asn Tyr

Gly Lys Ile

Asp Ile Lys

240

Arg Leu His Phe

Gln

Arg

285

Val

Val

Gln

Ala

Glu

365

Ala

258

Ala Cys His

270

Gly

Ala

Ile

Ala

Ala

350

Ala

Lys

Trp Glu

Leu Tyr

Arg Asn

320

Ile Arg

335

Ala Glu

Gly Ala

Asp Gln

Cys Ala Gly Pro Ala Asp Ser Gly Asp Ala

395

400

Pro Thr Gly Ala Glu Phe Leu Gly Asp Gly

410

192

415



Gly

Vval

Gly

465

Phe

Gin

Val

Thr

His

545

Gly

Val

Leu

Pro

Asp

Leu

Gly

450

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Leu

530

Pro

Gly

Ile

Asp

Asp
610

Val

Leu

435

Tyxr

val

Ile

Pro

Val

515

Ala

Leu

Arg

Pro

Pro

595

Tyr

<210> 15
<211> 1148

<212> ADN

Ser

420

Gln

His

Arg

Ala

Asp
500

Pro

Ala

Pro

Val

Ser

580

Ser

Ala

Phe

Ala

Gly

Ala

Gly

485

Ala

Arg

Pro

Leu

Thr

565

Ala

Ser

Ser

Ser

His

Thr

Arg

470

Asp

Arg

Trp

Glu

Arg

550

Ile

Ile

Ile

Gln

Thr

Arg

Phe

455

Ser

Pro

Gly

Ser

Ala

535

Leu

Leu

Pro

Pro

Pro
615

Arg

Gln

440

Leu

Gin

Arg

Leu

520

Ala

Asp

Gly

Thr

Asp

600

Gly

Gly Thr Gin

425

Leu Glu Glu

Glu Ala Ala

Asp Leu Asp
475

Leu Ala Tyr

490

Ile Arg Asn

505
Pro Gly

Gly Glu

Ala Ile

Trp Pro

570

Asp Pro
585

Lys Glu

Lys Pro

193

Phe

vVal

Thr

555

Leu

Arg

Gln

Pro

Asn

Arg

Gln

460

Ala

Gly

Trp

Gly

445

Ser

Ile

Iyr

Gly Ala

Tyr

Glu

540

Gly

Ala

Asn

Ala

Arg
620

Thr
430

Ty

Ile

Trp

Ala

Leu
510

Val

Val

val

Arg

Gin

435

Leu

Glu

Phe

Phe

Gly

480

Asp

Arg

Arg Thr Gly Leu

525

Arg Leu

Pro Glu

Glu Arg

Val Gly

590

Ile Ser

605

Glu Asp

Ile

Glu

Thr

575

Gly

Ala

Leu

Glu

560

Val

Asp

Leu

Lys



<213>

<220>
<221>
<223>

fonte

Sintético"

<400> 15

taatgaaata
cgatggccat
taacaaccat
ttgtcagtga
tttttaaage
aatttaaagc
aaaatgcaag
aaaaagaata
ctagagcaca
ttgatggtac
ctgaactagt

cagataaact

atgcaaattt
ttatagatgce
cacttttacc
ttaaagtgcc
aaaatggaaa
ttattgacaa
aagttggtag

gagtcgac

cctgetgeeg
gcatatgagce
gagtgctaaa
ttatgatgtc
tggagataag
tagtgttgat
caaggatttt
cgactecttcet
gcttgcaaat
tataggagat
tagagttaca

aaatttagtc

aaatcttaat
taatagtgga
gggtgctttt
tcaaataggt
agtagaaaaa
aggattgcaa

cgaagttaaa

Sequéncia Artificial

/nota="Descricdo de

accgcetgetg
aaagaagaag
tctgaagatt
attataaaac
gtaaaaaaag
tcagcttacg
aatcgttcta
cttgectacat
gcaagaattg
gctttagtta
aatttaaatc

cgcaatactc

ggagaaaccg
acagtaaaag
gcaacaatta
gttaaacaag
tcttctgtac
aatggcgata

gaaattggag

Sequéncia Artificial:

ctggtctget
caccaaaaat
taccacttag
ctcaagttag
gacaaacatt
gacaagcttt
aagctctttt
ttaacaattc
atctagatca
atataggaga
ctatttacge

aaagtggaaa

ttcaaggcaa
ccaaagccgt
cttcagaagg
atcaaaatga
atataagcta
aaatcatttt

cacaactcga

194

gcteccteget
acaaatgccg
ttttacttac
cggcgtaata
atttattata
aatggctaag
tagcaaaagt
aaaagctagt
taccgagata
ttatgtaagt
agatttcttt

atgggattta
actttatttt

atttgataac
ttttatacaa
tgtttatgtt
ccaaaacaat
agataacttt

gcaccaccac

Polinucledtido
gcccageegg 60
cctcaacctg 120
cctgctaaac 180
gtaaataaac 240
gaacaagata 300
gcaactttcg 360
gcaatctctce 420
ctagcaagtg 480
aaagctcctt 540
gcttcaacaa 600
atttcagata 660
gacagcattc 720
attgattcgg 780
aataactcaa 840
aaaaatggct 900
cttcttgtta 960
gaatacgcca 1020
aaaaaaattc 1080
caccaccact 1140

1148



<210> 16

<211> 990
<212>

<213>

<220>
<221>
<223>

ADN

fonte

Sintético"

<400> 16

catatgaaga
gcggatageg
aaaaccggcg
agcttcatcg
attgcgggcece
ccgagecgegt
tattatcecge
aacggcaacg
ctgattggecg
accattctgg
gtgaaccaga
ctgtttatga
aaagcgagca
gatcgtaaag
gattatcagc
attgatcgta

agccatcatc

aaatctggct
atattaacat
atctggtgac
atgataaaaa
agtatcgtgt
ttaaagtgca
gtaacagcat
tgaccggecga
cgaacgtgag
aaagcccgac
actggggccce
aaacccgtaa
gcctgcectgag
cgagcaaaca
tgcattggac
gcagcgaacg

atcatcatca

Sequéncia Artificial

/nota="Descricdo de

ggcgetggeg
taaaaccgge
ctatgataaa
ccataacaaa
gtatagcgaa
gctgecagcetg
tgataccaaa
tgataccggce
cattggccat
cgataaaaaa
gtatgatcgt
cggcagcatg
cagcggcettt
gcagaccaac
cagcaccaac
ttataaaatt

ttaagtcgac

Sequéncia Artificial:

ggcctggtge
accaccgata
gaaaacggca
aaactgctgg
gaaggcgcga
ccggataacg
gaatatatga
aaagatcaaa
accctgaaat
gtgggctgga
gatagctgga
aaagcggcgg
agcccggatt
attgatgtga
tggaaaggca

gattgggaaa

195

tggcgtttag
ttggcagcaa
tgctgaaaaa
tgatcecgtac
acaaaagcgg
aagtggcgca
gcaccctgac
atagaactaa
atgtgcagcecc
aagtgatttt
acccggtgta
ataactttct
ttgcgacecgt
tttatgaacg
ccaacaccaa

aagaagaaat

Polinucledtido
cgctagcgeg 60
caccaccgtg 120
agtgttttat 180
caaaggcacc 240
cctggegtgg 300
gattagcgat 360
ctatggettt 420
aattggtgga 480
ggattttaaa 540
taacaacatg 600
tggcaaccag 660
ggatccgaac 720
gattaccatg 780
tgtgcgtgat 840
agataaatgg 900
gaccaacggc 960

990



<210> 17

<211> 19442

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledétido
Sintético"

<400> 17

gaatteecctg aggcaattct tctttgatga dggetgatgg tgaggttgac ctgghtgaage 60
tggtecaagga gotttgggtt aacaaggttc tgattcttcet gactactcett cttgcecattaa 120
togggtettt tacctatgeg tatctgagta agcocctgtata tgaatatagg gtigeagtag 1860
tgoctoctge tattgggtet ategaaggtt tcaatgttgg tagaagggag aatggeotag 249
atgcatatac tgttagaagt atctatgega teottttogeg caatcectgett toeggatgaga 300
ataaaaaaga gttettotat aagatatacce ttecocaggt gggtgaggga goggaaageyg 360
aagatgagea ggaggaghttt tataagaagt totcocaaaga ggtaasagatt gatcctgeta 426
acaagccaga tgcagaccgt tatacggtaa ttgbggaggg cacgaagcega gaggttettg 480
ctacatggge acaagoettte gtgogtttgg ctgeggateg ggeccgtgeat gaggttattg 540
atagtgoagy tagagattte caggtaagaa atgetgeasat goagagocge ataacoghtge 600
tgeagaatat ggegaaggge cgocgtgatyg atagaattge acgtttgaag gaggeattge 660
tgattgegga gtegetcaag atagatggoe cgocattaat agaaggggeg tocgagcoaac 120
aactctecte gatcatggat ggtgacttga tgtacatgeg aggagotaag goegetgegag 780
ctgaaatcaa caatcttgag tegegtagtg tagatgetoe attcattoct gagttgagaa 84¢
ctetocaaga gaaactatot tggaacteoca gtttgtetgt ggattetgat geggtggetg 500
totacaagga agacgaggga ctotettttt caaatcaacce cattaagecy aagaagatto 960
ttatagkttac tataggtact ttggcaggat tgataattgg aattctactce gecagtgetceg 1020
ctggttttat aaggaagett cgtagogatg getocteottog ctaagttttg atctaaacece 1080
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tgatgccact
atcgagtaga
ctatcettttyg
tggccaattg
atttattetg
tttettttet
ggocattttg
tettooggea
gtttggatgy
tttttttgte
tgtcataggt
ggttotegag
tctggetttt
agectoocgeg
tacttcacca
cocggeaghe
tagttgttta
gtocagaggt
tggtgttety
agcaattttit
ggatgagett
gttitteotyg
tagogattga
agattcateg
gatggtgtaa
attttaataa

taggaaaaca

tactggeatc
atgtcaataa
cotettgotg
gtgattgoco
geaggatcaa
gttgtacaga
gctgtatott
gtagttggaa
ttggegetta
acgaaggatt
ggaagtgote
aaagacagaa
cttagettgce
gecggagtge
atagctagoeg
ggcagtttaa
tttottttot
ctaactgttyg
tatggagggt
tttgcggaat
tttggagoegt
gocacggtta
aaagataatt
cttggegtat
aatcaggaat
tgtagaagta

toectacacac

agggcttact

ggcggggegt

cgattoeottt
aggcegtgge
gaaaggetge
gtgctagatt
ctattttace

attatcttea

coaattittt
ctgaccettgt
tctgktgtat
ttetegatat
acatgcaagt
tttctactge
ctotattteo
gaaggaaagc
tattttotga
taataagaat

tgactottgt

tgggceggggt
ggacgetggt
agttgagaga
ggtittgotga
attacaaact
tctecacattg
ggaagatatt

ttttttaget

tgttgtagtt

tttetactee
tetcacgaga
tgtcattcta

cattategat

cttattgteg
aatocccttg

ageagtatgg

gtctaaggta
gotggetteg
tttattttet
attgegtgac
getegtigeg
ggataaattce
gacttttage
gotaggtetg
atacatttea
gttttcgata
tecttotgog
attaacattt
cgttacagag
gaaaagggyga
aaaaccagtc
caaaatttga
gtgaatacag
gttaegatatc

catcacegat
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gttgaattgt
ggtatatcea
acattgtcaa
tgtcaactgyg
aacaaagttg
ctgctttcac
cttgtattgg
ttettteagg
ttttatttce
ttggggtttg
atgggaatac
ggtgctegat
geggttggtg
cttogeggga
aggatgtatg
atgttactaa
tatctoctat
gtgccagtgt
tatgatggtyg
atcatettgg
gteoctetttgy
ctitgatatt
ctctaaagaa
tggeaataac
ttatattgga
tteggatgta

tttttattct

attagggggt

tgggoageaa
gogaagegtt

tagactttgg

aactgtetag

ttttagtget

ttgoggetgo

gaagageget

tattggtcegt
gtttttacta
ggtggagoee
cttttottto
ttgttggtgy
togeggotge
cgagtgeoga
tagotattoo
tceccoggaaca
ttgottgtat
tatatttgog
cgcetttgggg
ggatgggaat
aagatgagga
tagaatgtta
tatatagata
tttggtagty
aaaattgggt

aataataata

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
1620

1680

17490

1800

1860

18290

13890

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2480

2520

25840

2640

2700



catttaacat
aaaatgatgt
gtgcagtcat
gtggggttcc
tggaaagcaa
taaataaaaa
acaatgagca
gacccaaggy
gttggaatga
cgtttgttag
agatttgeaa
aatgatttog
tatgatgege
aagtttgtag
gtaagtcatg
attacgaatg
gaaatogtat
toatecagett
gaagtgataa
gaagtaaaag
cctgtateta
ggtttaccag
tttggeattg
agagataatc
ttgaattgge
atctcagaag

tttgtacttt

aaagcaaaag
gtggattggt
agcagoogygc
tgeaasagty
gtggtgggag
ggatactagt
ggaggtgtac
tacttaaaca
ataattcaca
gtagcaaggt
caggtgttat
acgtattatt
atgaaatata
aaagtataga
cagcaaaaga
cacctatttt
atcaaggtea
ttaaacaaaa
aagaactgat
aattggttga
ttaattttga
taattttate
ttttaaagga
acgatttgtt
aaatagaaayg
aggatctgta

gtgcaattat

tttatagact
gcaaatgtaa
tecagttgtta
attaagaage
zaaacgectyg
tatecgtaty
aatgagaatt
aatagaaaca
agetactaat
agatocecaaa
cogagaaatt
aatggtctat
tgcgaaaaat
aaaacacata
atattatcaa
aaatgatage
aattgtaatg
tgectacttea
tagttataac
taagttagea
atatacagta
tactgteaaa
agttacgeeg
taatcattta
tgaacgatta
aggacocggg

cagcatgaac

ttaatgacca
ttattatgga
ctaaaaatgt
gatttgacaa
acaaactaazaa
atgtgeegga
ttaaatatty
attaaaggey
aggegattgy
aatattcttt
aaagotttta
ttaagcaatt
gectttatta
gtaaaacatc
totaaaggat
agagaattta
gacagaggat
ttcataattco
tcggaaaata
gaaagtaatyg
tetaataaaa
gageatattt
ttagaaattyg
cgtcaaaatyg
gtagaattat
gatcctctag

atatttatag
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accaagoogt
tggattaaca
aggagcatat
taaaacaatt
aggatttteg
ttatgogtaa
tatcgagtaa
ttacgaatga
aaaatttaga
ctaaattaat
aacctgacgt
ataaaaaagoe
ataaagttco
gtgttaatge
ataagaagga
aagaaatcga
atgaagagtt
gagggttigg
ttaggttgga
ttggtgttat
tttttgaatg
atctoaatga
aaaaggcoggt
caattaaggc
ataaatttga
caggaggaac

taatctctac

acaacaatta
ataaatactg
gaggttgttyg
gaaaaacttt
gttgaatatt
caggaggtgt
tattgttcaa
ttataaaatt
ttgtaattat
taagegtata
gattcatgea
taatattgtt
acttatttcea
cttegtaaca
agegaatgtt
aaactttaaa
tattattget
tecgeatgaa
taaaccagtt
cttgacgaaa
tatacatget
aaaatataaa
tagaaaatta
gtctaaaatt
acaaaaactc
tatgaaattt

atttactaaa

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
38440
3800
3360
4020
4080
4140
4200
4260

4320



gaagtattag
attactacgg
atattattaa
gaagagaaac
attagtggta
gtatttttca
gagataccta
geatttactyg
atatatgttc
ggtgctattt
ggaatagcta
ttgatttact
ggaacactta
tttattcaac
aatataccac
atcataatga

actatagatt

teaaattatt
cggegteate
atggttaaga
gotttaggat
tttggtteta
acgcttaaca
aaatttgtgt
tttctttact
ttaatgtgtt
attttgtata

ttaatccaaa

ggttocectat
tgtttgoctat
ttgetatatg
tagctaaaaa
tttatattaa
tattttetat
gotatatcaa
ceggattagg
tatttacaat
tattaattot
ttgcagtaaa
ttetttttac
atttagaagg
aaagteagtt
ataacatcat
tttguatttt
tactogttat
tagttgtaag
atggtgatta
aagtttttat
tacaattttt
ttttaacgat
atatacgatt
cgatactttt
ttittaattt
taaggattta
ttgetettat

actggattgt

agagccggtyg
ttataagata
tttgatttat
taatattcta
atatataaac
ttcatttatt
ttttggactt
catttattte
aattgatate
ttacggetta
aageattatg
aaaaggttcg
tacttetgga
attaggetat
tattgagttg
getactaght

gtttatageca

tgaattttgyg
taaagatgat
tatggatage
agettateca
ttatacaata
aattaatatg
aatttcaatt
gaacaccatc
toetgaatgta
tecaattttta

ttgttttatt

tattactcaa
attgteacge
ctagetttit
ttctttttaa
aaggctacgy
tttgtaattt
atgaactatc
attatgaaag
ccetattgtogt
tttgcattta
tatatttttg
aatactagaa
agaggacoga
gggeoeattta
attctatcat
tataaaatga
atctatccaa
tittgtgttgt
gatgataaat
gtaaagacaa
attattaate
ataacaatca
aatctataca
ctgattgaga
gatattatcoct
ttttttagga
ggtttgetga

accagtgaat
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ccatggttgy
aagaaattco
attattitte
catgggeagt
tagaaagatt
taataccaaa
aaaacgctte
gttecagtgaa
ttataccagg
tacttattac
cattaageoat
catttteata
tttatgaaaa
actattataa
ttggottatt
ttaggaacta

tcacattatt

tctattttat
aagtttaaac
taattggtac
aacgagtagyg
cgagtgttgt
aatocaatoa
gtatagettt
ttttaattct
tgactttaaa
taggactatt

tgtttgoaac

tatagcatta
gegagggtta
accagataag
tcocagoggea
ttttaaatta
acttacaggt
gtacctttca
acataagtgyg
agggegtgga
gtttaaaaga
atectagtgta
tctacaaggt
aggtatttac
actaatcgga
agggtttttt
tgatocaaac

aatgtttagt

tacaaaagga
aggaggeatc
gttgottata
taatgaageyg
attaggeoaat
ttactactgg
aattattgta
acttaatatt
atataatcag
totatattat

gatatataca

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340
5400

5460

5529

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000



ttggttaaat
aaagattatyg
agattaatct
tttattggga
atttctgtaa
atagctgeac
ttactgtata
gttttattca
acattacaag
atgacaattg
aagtatgtga
gatagttate
agttcctatt
tgacggaaga
cotgggecaa
accataatga
ctaaggaage
ggcatcgtaa
ccgttoaget
atcecggoott

caatgaaaga

atgagcaaac
ttotacacat
aagggtttat
ttgatttaaa

attatacgca

gtgatggett

tacggggatt
tgatgetact
tattaccaat
aaatgttage
atgaaagoga
tatgtttagt
acattgattc
atgeagtgag
cgaattatat
cgttiggtot
ttttaaatat
cgtatgatgt
ccgaagtteoc
tcacttogea
cttttggoga
aataagatea
taaaatggag
agaacatttt
ggatattacg
tattcacatt

cggtgagetg

tgaaacgttt
atattcgoaa
tgagaatatg
cgtggocaat
aggocgacaag

ceatgtogge

aactataggc
gagtacaaat
tataggtgga
tacatttetg
caatataaag
catgattata
aagktttatat
tattatgate
gacgcettcac
aaatggattce
tataggttta
geeggattat
tattctetag
gaataaataa
aaatgagacyg
ctacogggey
azaaaaatca
gaggeatttce
gcoctttttaa
cttgoeoegen

gtgatatggg

tcatcgetet
gatgtggegt
tttttegtct
atggacaact
gtgetgatge

agatgottaa

gagtatcaaa
agcecttaata
acagctgtaa
tatoggatta
aagcoaatatt
tgttatccaa
togaagttta
caaactttaa
acgattacat
ttttggacaa
aagtctaaat
gegtaagtge
aaagtatagg
atcetggtgt
tigatcggea
tattttttga
ctggatatac
agtcagttge
agaccgtaaa
tgatgaatgo

atagtgttca

ggagtgaata

gttacggtga

cagcocaatco
totteogoece
cgetggogat

tgaatacaac
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gtgaagataa
atttgastct
ctatateatt
ataatgtagt
tgaaaactaa
ttacattaat
ttattttagg
atagcaaaaca
ttatattcat
agetgtteag
tcattaataa
accatatgaa
aacttcggeg
cectgttgat
cgtaagaggt
gttgtegaga
cacogttgat
tcaatgtace
gaaaaataag
tcatecggaa

cacttgttac

ccacgacgat
aaacotggee
ctgggtgagt
cgtttteace

tcaggttceat

agtactgoga

taatgtggtc
ctacttagat
totttecaaca
actttcatat
tetattiget
tattgtcetoet
taatataggt
cgeatcaata
aactattita
caacattatt
aaaggacgte
tatcoctoott
cgectacctyg
accgggaage
tocaacttte
tttteaggag
atatccaaat
tataaccaga
cacaagtttt
ttacgtatgg

accgttttcoc

ttccggeagt
tattteceta
ttecaccagtt
atgggcaaat
catgoegttt

tgagtggoag

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

2540

6600

6660

6720

8780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

1500

7550

7620



ggoggggegt
aaagtatagg
aactetgtto
tttctggata
gatatgogta
tatcaaageca
aaacaggttc
acggaaaatyg
acggataagyg
gtcatggtog
tatggtaacg
toaggocage
gatgecgtag
cagasagoac
aagaatggtt
cttettagte
ccoagatttgo
catacagagg
ctgttgetga
gaataaacga
geteatottg
ggtaatttge
cgtecggaaa
gaggeggtaa
gaggtggata
ggtgaggata
togegtooga
ccgattcaaa

cgaacettca

aaggogogec
aacttegaag
tgttaattac
cagatattgg
agtgcetatge
ctctgaatge
cctettgtga
tectagaatae
cagtttaccee
ceaagtoteg
tcatggetto
ctetcacaat
accttgtget
cggctgeaac
atcctatcaa
gagaggaaat
gtgatctgaa
actataatte
agttggattt
tgaaagttct
cagagegggy
ctgagotaat
aaccagaaga

ggtccaatgg

atgagtacgg

atttaaatga
cagetacage
cggtggaact
tgaaatacgt
tcacceccaag
tactogeggt
gtteotacceg
tgetatecag
aatcoaatgege
aaacctggaa
aaggggceteg
cactgatcca
ttatgettte
cataegaggtg
tgtaataggt
ggceetgtget
ctatagtaag
tecataatace
cattegtget
tgtaactgge
tggtatcgag
togttoogte
gtttaagateo
acgagcecata

tttaageaag

agttecctatt
ctacacgtaa
ggtteontttg
gtattcagte
ttgagghtttt
gtggactaca
atggaggetg
aatggegtea
atgggtattt
cgcactccta
gtcattocte
aacatgacac
gageatggta
ctggotaeatg
acgegteatyg
gaagacatgg
tttgtggage
aaacgtetgg
attcagegtyg
gagaatggat
gtggtgocat
gattttattt
gggaattoeg

ccacttoettt

cgagocgeag

ccgaagttec
agaggtyggtyg
gaaatgoegt
gggatgagaa
atattggaga
ttttocatge
tgaagaccaa
aaaaagtegt
caaaggocat
cegtaatttg
totttatcga
gtttcatgat
ccaatggaga
cgettactea
gagagaagchk
gtgactatta
azaggcgagga
atategaagg
goegagagtge
ttgttggaag
tcaccaogoga
ttcatcttge
aactcacgta
atactteata

aagagcatct

tattctetag
tatggataag
tttgaagogt
gaagcaagat
tgtecgogac
ggctgeattyg
tgtcategga
ttgtetgagt
gatggaaaag
tggcaccogt
geaaatgoga
gacgettacy
tottttigta
attgettgge
ttatgaggeg
togtatecoo
aaaaattact
aatgaaaaag
cagtocagag
gaatatgtge
gagtagtgtt
cggggtcaat
tgetetgtgt
cattcagget

acaagtgcta

ttggttgtee tgtetacata tttogoctte ctaatgtatt cggtaaatgg
attataattc agcggttgeg actttttgte ataatattat togagatatt
ttaacaatte ctoggeagag atcactcottg tatacataga tgatgtggte

tgaaagteat ggatgggaag ctatccaatg cagtttcact acaggtogag
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7680

7740

7860

7860

7920

7980

B8040

8100

8160

8220

2280

8340

8400

B460

8520

8380

8640

8700

8760

8820

8880

8940

3000

8060

91290

9180

9240

9300

9360



coccagtate
cgaaagtcac
tatctaagtt
cgtggcacat
getecatccag
gttatecaaag
atttgcacta
attactaatg
cgggaaaate
taacaatgea
tgtctagggt
agaattatga
attattttet
cagtagatag
atagttgtat
caggcaatog
atacagotga
gactttoteo
atogtgacgy
totttgtegt
tggtttctat
acoctagaac
tgctgaaace
tttetgacag
ttegtgagge
tggattogga
agocgeatgtt

gcatagttcea

agatttetgt
tgactacage
tottgocaga
tegtogagat
gtgttaccag
ggatggeoacyg

atggtgaaaa

toggaactga
cggatacota
gaagctaaaa
catggogaag
ttacgaactt
aaacgecgoco
tgttetggge
ggoggtacty
ctgtttegat
tgtaaatttyg
agacatggtt
gategagtaoc
gagtgogeac
gctcaacgct
aazaaaagaga
cctoggottt
tgggaccate
teatgaacge
togagtacta
acgottggte

tagetatogg

tggtgagete
aagggttggc
agatagtttt
gotgaagaco
gggegggeat
tttcaagttt
ggcagaaatt
cgatatggta
cgettgttea
gtogttacgy
cttgatcagt
aatgaaatat
gggtettecg
gaaatagate
coetgoaaaac
atgogtgtge
acctatagta
atcaagactyg
taagatatte
cgagaggaaa
gtggcagaaa
attgaggcga
aaggattaca
agtgaggagt
ccagaaggea
caagcactcg
gctgactata

gactatgtca

goeagaacaat
togggattga
agttacgacy
geggactetg
taccatcact
agaaacatce
gtocgaaacag
gtecatgtitgt
gtaggcgaay
ttgttggaac
actgegatca
tttttcagga
gggctgaaac
cogatgoget
ggegtaagat
ctgaagagat
caattgageg
gtagcectat
ttgaaaggot
acatagatte
agtactcget
cggaggcaaa
ataaactgea
cttcaatact
tggaagagge
aggtgttgga
gcatgeccaa

tgegaactgt
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tgtatgagtt
cgogogeett
tgecaatgea
geeagttoto
cgaaaaccga
tgaccgggge
tacctggatg
gggctaacga
gtogcgtaagy
tegtactgag
tgtactigte
ecteggtata
gatagggaat
getegtgotg
acegaccttt
aaatoggege
tgattatete
gttogaagtt
cgggttgaaa
ggataagaat
geccogtcato
gttteacgag
aattacagee
gaattttcce
tgtggtgaty
gggacagagg
cgtttotgaa

ctggaaaaaa

togtaatagt
gtactogact
ttoggataeg
gttttttacg
aaagtttctg
attttacgaa
gactcatgac
agtatttgat
tatagtgagsa
attattceget
catactggac
agasageogy
gtaataateg
ggtgatacea
catatggaag
attgtegate
ttgoegtgaag
ctegageact
acagagoeggt
ttottgaagh
gtatcaactc
ggtattaaac
aaggcagtta
gotttgaata
atggteggac
cgogacgoaqg
aagattgttc

tattaacttg

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

99860

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10880

11040



aggcgtggag
ctccacggga
aaccgtaatt
gcaagaatgce
gcagattttt
tgtggtattg
tgcceteggt
ggcgggegtt
catttactca
agagaaggtg
ggttttccca
aagggttttce
tgctattcag
ggtcgacagt
aaggctgcca
cttagaagaa
agacaaaccg
gaccggaatc
tgagatttgt
aaattattct
tgagtcgaaa
ctttgcaggt
aatcccgtta
gctgegetge
aggcagcgtg
gctecggeagyg
aatggcgctt
gaatatgcga
tcaacagaac
ttectegegat

aaccgacgaa

ttgatggcaa
tactattggg
ttcecgetga
tttaagtttc
caggcegttte
agtggaacca
ttcaagtggg
ctgaagaaag
tcegetgatce
aatgacccge
gtaccgagag
caattttttg
ttggttaaaa
gtaaaaaaac
ttagccgaaa
ggaatgttcg
attctagcetg
ggttggaact
gaactcgact
gaatatattt
atatgatgaa
cgecttgetge
cgggggttga
ggggtgttga
attcactaga
cgatcgaage
taaccaaaga
tttcaaagtt
ttgttatcgt
tgttgaagcet

gttttgtttc

ggatatttgt
agaagataat
ccgcaggtga
cgaggagcaa
tgttctecagt
accctgetet
tgctgctggt
atagtattge
gtctagtcgt
gatctttggt
aggatgctcc
gtaatgtcgg
acgagaaggc
acgcgcetgga
agaattttgg
ggcttggggt
tcatggaaaa
gtccgecgaa
tgtctagttt
cattggaaaa
ggtgctggta
cgcececettt
gtatgttcga
atgtgtagtt
tatttttcgg
atctgtaaag
aaagcccttce
tgaggctgaa
caggcctcca
ggttgctteg

tctggataat

ggtttctgag
aggaaagatg
aaccccgcect
taagaatagg
aaaattgact
tctactgatg
gcatgatgtg
ctacecggett
aatagggcgc
ctttatttceg
ttttatcaat
tcgattacaa
ggcttttget
agatcagtgt
tttggetgece
tcccagcaag
aggggctgaa
tgatccggtt
aggcggagtc
attcgctgece
accggggcta
caggttgtceg
gcggagcetga
catctagetg
aaggtgaatc
cgttteattt
gatgagaact
gtagcgcette
ctegtttacg
ggacttccte

ttagttgact
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tatgtcggtg
cagcgggagt
gtggtttcac
ctcectttcta
tctegtgececa
acgtttccet
tttceccgaga
ctacgtegte
gatatggaag
aattgggcct
attcctgaat
ggtatagaaa
tttattggag
gctcggttga
tgtgacgttg
gcatatttct
atctcecegta
gctttggcaa
ccgcggagtg
tgtgttcgac
gecggttttgt
gacaagtacg
aagagagcac
gacgagccca
gcgatgctac
ttgttagtte
ccaagccggce
gggagctttt
actggaaagc
ttcecatttgg

ttctagcettg

ccaatcagaa
ttggtgggct
cttcegttga
gaggattgge
gacgaggaga
tgctaaggta
acttggtgcc
tettttettt
ctcttatgaa
gtgagaaaga
ggaaaggtaa
acatactttc
atggtgeett
ggtattttgg
ccttagttac
ccatggcagc
taatagatga
gattgatcga
tccttcagea
cgcttetgtce
cgggagtgeg
atccctgtac
taagcttgat
tatctttgga
tctggegett
tattggtgta
tcctcatgeca
caagcattcc
tcctggaaat
ttgcatagat

ctgtatgacg

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900



cacccttetg
caactggtga
aggtttattc
tgctcactag
agcacccttt
tctgcaggeg
tgaaggggtg
cgetgcecaget
gagcttactt
aggggtcgcc
tatctcatgg
attcatggat
ageccttggte
ttgggacctg
tctetataac
tgttggtggg
atcgctaget
catgggagat
catgtggatg
cgatgcgacce
tcgaagccat
tggcgtcacg
gtectetagag
gaggttcaag
agatcgttta
ggctacggat
cacagacgat
catecgecatt
taacgacgca
ggtggtgtac
ctggtggttg

gggcgactgg

ctgceggega
ctgcgettge
tgaggtttet
aggtcgactce
ccgegttgga
ctttgctact
agagtatttt
ggggtttegg
gacaccccta
attgtagtta
gcegtgtect
gatcacggtc
tcattgtact
gggtggttcg
ttcatggatg
gcattattat
tttgeccgttt
gcgggtagtg
aatacgaatt
tataccctga
gcctatcaat
gcattgaacg
cctttgatgg
gcgggtaage
agagtaaagt
atccttetgg
atgatcgacg
ccactattca
ttgatcgeca
tggtatcgtg
agcatgetge

tactctgetg

actgtttttg
tgcgggaatg
taaattagta
gtcgaaagge
agatgttggt
agcatggcegt
tggggataaa
gactgcttac
actctcgaag
ctttttgtct
gggctttact
atatcgeege
ttttgaatgg
gaggacttct
ggatcgatgg
actggctgaa
ttggattett
gtcttctggg
ttttctggge
ttegtegett
acgcaagccg
tcatctggct
gcatcgtcat
tagagtcgtc
tgttatccat
tatggctgtce
tgttcggega
ttegettegg
tecgecaagge
gcgegecgge
tgatcggcgg

tgcagtcggt

gtatccgatg
gggcgtecgece
ggaaagggtg
aggcettttge
agaatatatg
accacgcaga
tttataaatg
aggcctettg
ttececatgte
catgctgecet
tctegetgge
acgctggegt
cataccacca
ctttgectttce
acttgctage
tggccaactg
gttctggaat
gattgtttta
atggttggtce
gctgagaggg
atactatgga
cctccctata
agcctacgte
cgectcaggcece
gcctegtege
tectgtggete
gcatgcatgg
catgtatcge
ggtgaccatc
gccggtgeeg
cttgegtetg

accatttcte
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gtcaggagat
ccatcatgtg
ggttatacac
ttggttggga
tcaaacgtac
acaatcgaat
gaagaatggt
cgtcgttatg
gttcccacte
atttgggctg
ggcggggttg
ctgctgggac
tttcagattg
tatctegtgt
cttcaggeca
acgcaggcett
tttccaccece
ggaattcttt
ctgttaggceg
gacaaggtgt
aagcatgctc
gcecttgttgg
cctetegttt
taaaggagta
tggaaacgtt
gettttgtgg
cttttcatca
gcggtgatge
teggetcetgg
cgttcectgg
gccatgegece

aaccgccagg

ttctaccaag
gcectgttect
tcagttatge
accccgcaag
tgaatgatta
agaaccctgt
atttgttact
ccttagegag
cacgcggagg
tactgggaaa
ccattattgg
attttagtge
ttggtgtcag
ggttgctgaa
tttttgtetg
tgctcccectt
caaaaatttt
ccattcatgc
ttttcategt
atgaggctca
ctgttacgat
tcgggagtgg
ttetggecagt
ggggaatgct
tgcttcaagt
tcegtcectagg
ctgegeeggt
gctatctegyg
tgctgteget
tgttcaacta
agtatttcat

atggcctgee

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820



cagggtggtt
cggtcgggcg
cattgccggt
cgcgcaggag
cgagtcectg
cagcggccgg
cgacagcgtce
ggtgaccggg
gcctagegtyg
actggagcgt
ggtgcgcaat
ccatgeggeg
caacaacgtg
cttegtgetg
gcgcctggeg
cgaccggaag
cgteccteggt
cccggtgacg
gcagttggtc
ggggccgecyg
cgtgegttec
tggcgagaag
gatgatcatg
gcagttgctg
aaccgtcage
gcgagaaccce
ccgtacgatg
ggtgegttcec
cagccgecatt
catggcegtg

gccaggtgea

atctatgggg
atgcgtcegg
ctgcgggtcect
gttetectgg
gagccgttece
gtcaaggtgg
gcaccgcgcea
gcgggcgget
ctgatcctgt
cggatcaagce
cccgagcgcec
gcctacaagce
ataggcacct
atttccaccg
gaaatggtcc
gacgtgcatc
tegteceggtt
gtcacccacc
atccaggccg
gtgaagatcc
gagcgttege
ctctacgaag
cgggccaacg
gccgeegtgg
ggctatgege
tgagtcatcg
ttteceggtge
acggcgataa
gttgaattca
ggccgttatg

tggggacgta

cgggggcggce
tggcgttcat
ataccgccaa
cgatteette
cgctgecacgt
atgacctgca
aggagctgcet
ctatcggttce
tcgaacacag
gcgagtceget
tggtggacgt
atgtgccgat
tgecatgeggt
acaaggcggt
ttcaggeget
acgtcaacaa
cggtcattcce
cgagcatcac
gttcgatggg
tggagctcge
cccatggtga
agctgcetgat
aggaacacct
agaaggacga
ctgacggtga
ttctececggaa
cggaccagga
ggtggtttceg
tcgaaaaacc
tgctttetge

ttcagctgac

cggcaaccag
cgatgacgac
gcatatccgce
cgecactegg
gcgcagcatg
ggaggtggac
ggaacggtgce
ggaactctgt
cgaatacaac
ttecggtgaac
gatgcgtacc
cgtcgagcac
gcaggccgeg
gcggccgace
cagcaacgaa
gaccegttte
gctgttcege
ccgttactte
gcagggcgga
cgagaagatg
catcgccatce
cggtgacaac
gagctgggag
ctactcgecgg
aatcgtcgac
aaggccgcect
agcgactgcet
tggatgggca
ggatcagcca
cgatatttgg

tgatgeccatt
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ttggttgegg
aagcagatcg
cagatgatcg
gcccggegece
cceggettcea
atcgctgace
atccgeggte
cggcagatca
ctctatagca
ctgttgecga
tggaaggtca
aacatcgccg
gtgcaggteg
aatgtgatgg
tcggegeegg
accatggtcc
gagcagatca
atgaccattc
gatgtattcg
atccacctgt
gagttcagtg
gtgaatccca
gccttcaagg
gttcgccagt
tggatctatce
agcggecttt
ttgctggggce
acatgtcgeg
caaacgctgg
ccggaacttg

gccgaactgg

cgttgegtet
ccaaccgggt
acgagacggg
gagagattct
tggacctgge
tgctggggeg
aggtggtgat
tgagttgttc
tccatcagga
tecteggtte
ataccgtcta
agggcgttet
gegtgcagaa
gcagcaccaa
tgctgttegg
gctteggeaa
agcgceggcgyg
ccgaggcggc
tgctggacat
ccggectgag
gcectgegtec
ccgaccatcce
tegtgectgga
tgctgcggga
gccagaggceg
tttgttttcet
tgtcgatcca
aaggtaaagt
aatcagacat
aacgcactca

cgaaaaaaca

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680



gtectgttgac
tatgcaggcg
aggtattgag
taacaaataa
cegtttttte
ttttttataa
ttagaggctt
ggtagectgta
ttacatcatt
ttttaaagtt
taaaaaaccc
tttgcaggtt
agttaatgat
caggttttca
attggettta
ttttatcttce
taatgggctt
tgagtgggta
ttatggtaag
taggaattta
tttttttaat
ttttgtcttc
tactttttge
taggtagtgce
agcttaaatt
attttaatgt
gaagaattag
tgagaaaaca
taaaaggggyg
ttttattgag
tttgtattgt

ataaagecgcec

gccatgetga
tttgtgaagt
aaattgctta
cggtagtcaa
attctaaaaa
tgtttcttet
tgcggcagag
aagccagtgg
gtaggctatt
acttctcagg
ttatttagtt
ttattgggtt
catttcaaat
tcagcctaat
taaaatcaca
tttggtggtg
tgtagctget
ttatgatacg
aatgatttta
tectttggtgyg
ttatacactt
tcttactctt
tttattegee
aactttgata
ttatattttt
caatcaaacc
tggtagtgaa
taaaagtatg
gcttagattt
cgagtttaag
ttttgcaact

aacagttttt

tgactggtga
atggactacg
gcgagtaagt
cattcgacge
actcatcatt
tgtttctgge
aagcggagcet
cggtagcgtg
taagcgcectac
aatagtaaaa
ttgtttgega
tggtgggcaa
gatggctatg
gatttgagtt
cctttttett
attcctacta
cttttagcaa
gatatgctgg
aaaaaagact
tatccttceaa
atttttcata
tcaaatatag
ttagagcaaa
tttttgattt
agaagtgatg
atacaagaag
attgtttttt
attatggett
accatttatt
gctataatgg
attttgactt

tctcaaaatg

cagctacgac
caacctgaaa
ttaaaaaata
ggtgatgcag
tcattgagtt
atcaattggt
taacacgtct
tttaaataaa
atgataagcg
ggaggacagc
tgattatatt
gtgagtttaa
cttttgctga
attatggatc
ttgaaagtat
ttttgctage
gtatagcaaa
taattgtttt
ttttttecatt
gttatacttt
gaaaagaaaa
catggtttta
aacgcttaaa
taagtggtgg
aaagtgcgaa
ttgaaaatgt
tgttttettt
tacctatatt
ctgtacctgt
ttaaaaaata
tagctccagt

aagcatcatt
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tgtggtaaaa
gaaggagcga
gacgeccctta
atatgeccecgg
aactacaaaa
aagataatta
gtgagagtac
tacattagta
acagcgctag
tatgttgaaa
agcttatgtt
tgagtatttt
gggcgcaaga
ttctttatce
cattttatat
taacgaatac
cagttattat
gcctatgttt
gattgeecttg
aaatgtagct
gattttttat
tcaaagtgcc
ttttatgatt
ggttgatcct
tttaacgcag
agatcttage
gtttggtttt
ggtgettggg
aatggcctta
tagccaatta
atttatccat

attaaatcaa

aaatgggtta
agttccgcaa
tagggcgtaa
aatgctgata
tttagcactg
gtgtttgagt
gcagtgcact
atactacata
caatcaaatc
aaagagtatt
tttagtgtat
ttcaataatc
gatatgatag
gcgcettactt
atgagtactt
aaacgtcctt
aatcgcacta
attttatttt
cegttattta
ttaattggac
atagctgtga
attatagtaa
ataggaattt
atactttatc
ggctttatgt
gaatttatgce
gtatggettt
tttttagect
ggatttggtt
acttcaaatg
atttacaact

ttaaaaaata

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600



tagccaatag
atagcgatgt
cttettttge
aatatacaga
aagccatgat
aacctgattt
gaatgtettt
ttttggataa
tttatcttag
atgtggtttc
tcactccaat
cttacgcaca
tttttttagg
aggtttttaa

te

<210> 18
<211>

<213>

<220>
<221>

<223> /nota="Descricdo de

Sintético"

agaagattat
gaaaacttta
tttaagcaaa
aaaaagcttt
gaaagattat
taaaatcgat
gattttttet
accttttacce
caacggagtg
tgtaaatagt
tgatgataag
atttatttta
aaattatgat

acttaaaatt

19616
<212> ADN

fonte

gtggtaactt
gtagatggtg
gatgaacaag
tatgeteege
aatcaaagca
acgccaaaaa
acggtggeta
tttagcacag
gttttaagcecg
atcgtagaga
gctcagtttt
atggataaaa
aagaatttat

tacccatacg

ggtgggatta

gaaagcattt
ctgcagctaa
aaaatgatat
atgtggattt
ctegtgatat
gtttttettt
cttatccact
atgattttag
ttaattctat
atatttttta
ccatgtttaa
ttgacttggt

atgttccaga

Sequéncia Artificial
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tggttatccet
aggtaaggat
tatggcaaga
tttaaaaaca
gtttctaget
ttatctttat
tattaattta
tgatgttaaa
aagttttaaa
taaacaaggt
tttaaaggat
tagtgcecttat
gattaattct

ttacgcttaa

gtgecgttatt
aattttttee
cttagtgtag
gacattttge
tcattatcaa
atgecccgceta
gatacaggag
aatggagaaa
ataggtgata
gaatacaaaa
agtgctattc
gtgcaaatgt
agagatgcta

acatgtgaat

Sequéncia Artificial:

18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
15080
19140
13200
13260
19320
13380
19440

19442

Polinucledétido



<400> 18
gaattccctg

tggtcaagga
tecgggtettt
tgecctectge
atgcatatac
ataaaaaaga
aagatgagca
acaagccaga
ctacatgggc

atagtgcagg

aggcaattct
gctttgggtt
tacctatgceg
tettgggtcet
tgttagaagt
gttcttctat
ggaggagttt
tgcagaccgt
acaagctttce

tagagatttc

tctttgatga
aacaaggttc
tatctgagta
atcgaaggtt
atctatgcga
aagatatacc
tataagaagt
tatacggtaa
gtgegtttgg

caggtaagaa

tgcagaatat ggcgaagggoc cgocgtgatg

tgattgegga
aactctecte
ctgaaatcaa
ctoctocaaga
tetacaagga
ttatagttac
ctggttttat
tgatgocack
atogagtaga
ctatcetettg
tggecaattyg
atttattetg
tttettttet
ggccattttyg
totteoggea
gtttggatgg

ttttbttgte

gtegeteaayg
gateatggat
caatottgag
gaaactatct
agacgaggga
tataggtact
aaggaagoett
tactggcate
atgtcaataa
cctottgety
gtgattgoee

geaggatcaa

gttgtacaga

gctgtatett
gtagttggaa
ttggegetta

acgaaggatt

atagatggee

ggtgacttga
tegegtagty
tggaactcca
ctetetittt
ttggecaggat
cgtagogatg
agggettact
ggoeggggaegt
cgattactit
aggeogtgye
gaaaggctge

gtgctagatt

cggctgatgg
tgattcttet
agcctgtata
tcaatgttgg
tcttttegeg
ttcececcaggt
tctccaaaga
ttgtggaggg
ctgcggatceg
atgctgcaat
atagaattgec
cgocattaat
tgtacatgeyg
tagatgetoo
gtttgtotgt
caaatcaace
tgataattgg
getctettog
tgttgtagtt
tttctacteo
teteacgaga
tgtcattota
cattatogat

cttattgttyg

tgaggttgac
gactactctt
tgaatatagg
tagaagggag
caatctgcectt
gggtgaggga
ggtaaagatt
cacgaagcga
ggccgtgeat
gcagagccgce
acgtttgaag
agaagygyygey
aggagctaag
atteattect
ggattctgat
cattaagaag
aattetacte
ctaagttttg
gttgaattgt
ggtatatcces
acattgtcaa
tgtcaactay
aacaaagttg

ctgettteac

ctggtgaagce
cttgcattaa
gttgcagtag
aatggcctag
tcggatgaga
gcggaaagcg
gatcctgcta
gaggttcettg
gaggttattg
ataaccgtgce
gaggcattgeo
teegageaac
gegotgogey
gagttgagaa
geggtggetyg
aagaagatta
goagtgeteyg
atctaaacce
attagggggt
tgggcagoasa
gecgaagogtt
tagactttgg
aactgtctag

ttttagtget

ctattttace aatcccocottyg ctigtattgg ttgeggetge

attatetica ageagtatgg ttottteagg gaagageget

ccaatttttt gteotaaggta ttttatttoe tattggtogt

ctgaccttgt gotggetteg ttggggtttg gtitttocta
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60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
860

1020
10890
1140
12090
1260
1320
1380
14490
13500
1360
1620

1680



tgteataggt
ggttotogag
tetggotttt
agocotcegeg
tacttoacae
cocggoagte
tagttgttta
gtecagaggt
tggtgttotg
agoaatttit
ggatgagott
gtttttocotyg
ctaggaggac
tgctgageea
ccgataaata
tggatatcaa
cgtatgoegat
acaccggeca
acatecgtga
tggatgcgag
gegaaaaata
cogatggott
acgaaattaa
attttggeac
ttacctttag

ttctgaacaa

ggaagtgete
aaagacagas
cttagecttge
gccggagtge
atagetageg
ggcagtttaa
tttettttet
ctaactgttyg
tatggagggt
tttgeggaat
tttggagegt
goecacggtta
agcotatgogt
ttatctgaac
tgatattgaa
agaagattygg
gaaaattotg
totgttcaaa
ttacttttte
cogtgtgace
cegtateate
taaaaaacgt
ccagaaactg
cggeagegaa
cggoggettt

cctgtttgge

tetgttgtat
ttctegatat
acatgcaagt
tttetactge
ctetatttee
gaaggaaagce
tattttctga
taataagaat
tgactettgt
tgggeggggt
ggacgetggt
agttgagaga
attgegatte
catattgatc
gaacatattoc
accttoatca
aaagaaaacc
agettteotogg
gaaaacaaca
accctgagea
tacagctaca
tggecgatta
attaaagaac
aaactggaag
gatctgaaag

aaccagaaca

tttattttct
attgegtgac
getegttgeg
ggataaatte
gacttttage
gotaggtotyg
atacatttca
gttttcgata
tacttetggg
attaacattt
cgttacagag
gaaaagggga
tgggogagas
tgaacattaa
agggcatcaa
agaaagcegat
gttatgattt
aaaaacatta
aactgattaa
gegaaggett
acatgageat
acattggett
tggegaacga
tgtttgegeg
aaaccccogaa

ttgcegetgga
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atgggaatac
ggtgctogat
goggttggty
ottegoggga
aggatgtatg
atgttactaa
tatctectat
gtgceagtgt
tatgatggtg
atectettgg
gteotetttgy
ctttgatett
caacattaaa
cgaagtggat
caactactac
tgogtattat
tgtgattgty
caaaaacaaa
atategtatyg
toctgaaatte
catcogtgaa
tattggeaac
tageegtttt
tgaaaacttt
atatctgaac

taccgogetg

ggtggogecc
cttttettto
ttgttggtgyg
tegeggotge
egagtgcoga
tagetattec
teceoeggaaca
ttgettgtat
tatatttgeg
cgetttgggy
ggatgggaat
aaggogatag
catatgagee
attatttata
asaatacaaag
cgttittogte
tggggeaget
ttcatectga
aagaaaateg
ctgecgaaaa
agcaacgtga
gtgoegtttta
catatgeagt
attaacaaca
gaaattgata

agcattcgta

1749

1800

1860

1329

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240



tgtattatge
cocgaagegaa
gegatgaactk
aagcegtateg
tttttaacga
cagctatgaa
gcotgatget
aactgttcat
tgotgggott
ccattgataa
tggaatttat
ttgtgageog
tggtgatttg
ttattaaaac
ttgtgatget
acaaaaaata
ttcoctgaacat
cggtgotgace
tcatcagaegt
ttaactatag
tggataccect
tgaactatta
gctttaactt
tttatggeag
attttggeec
gcgaatacat

agatgogtct

gotgtttotg
caaatttgge
gatggattgg
taacgatgtg
agaacagaaa
caaaatttat
gagcegataaa
cagcttcago
totgoegtoty
cotgocgetg
tattggeage
taacagcttt
cggcattttt
cgatgogaty
gtttecagetyg
caaagaaaac
tagectgatt
cgttgtgage
gggcatette
cagctatage
geagagetat
taacggeage
tttectggat
caaacagetyg
getgtttitte
cateogtaaa

gattaccage

aacaaaccga
ctgggettta
tataacaace
attgaaaaca
ctgattageyg
aacgtgacoa
cegetgetgt
aacaacccga
gtgtttatte
ggocaggaogt
ctgtttatteo
accctgageg
gtggagtttc
ggecgtggea
gogetggege
coegagaatea
gtgggcgaac
atcctgttta
gtgetggege
gaagegcetga
ttttatggeo
tttaaacagt
aaaaaacage
accggacata
tacctgaacc
agcoatagoo

atttttagee

ttattaccac
gecattaacoco
tggatgtgat
acaaacagtt
aagaagatct
getatgtgat
ttetggegee
acttcaaatt
cggoegatgat
attttaacca
tgattcetgag
geagcagceat
cggaagtgeg
cogaagegac
tgetgtttet
totacgtggt
gtegtageta
gcaaacataa
tgatgaccot
acagcaccag
cgagcaacat
atctgtttga
tgattaccag
tgattageag
tgattgogaa
tggaagtgat

atccgacoec
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cgatgatace
ggaaaaccetg
ggatattaac
ttatcaggaa
gtaacgtita
tgegattotyg
gattagectat
cagcaaaatc
tgtgttttte
ggcggtgatt
caaactgtte
ttattatatt
taaaaacatt
cageggecty
gatcatcocgeog
gotgecgetg
tcagetgtat
acgtcgtate

gtataaagaa

cgtgagcaac
tgcggegage
taacacecogt
ccagetgttt
cgegggetat
catcttttte
ctteategge

gctgattace

tttacegega
aaaggeattyg
cataaacgtyg
attggeogta
aacaggagga
atgtttoegt
ggegtgggea
gtgtacgatg
caggatagea
tatatgageg
aagcatgaag
gtgtttggecc
agctttotga
aacgtgeotgt
tacgogageot
gegattggea
accatggtgyg
aacatecatca
ctgtatgtgt
ctgaaaattg

attgattatc

gceggtgtttg

aaccagctga

ggcattattt

goegtttetga

acctacatot

ctgattagea

3300

3360

3429

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

39690

4020

4080

41490

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

48560



tgattoetggt
aaaaagtggg
cagotatgat
tgotgotgtt
gotggetgtg
cgtttoeggoe
acgatattea
atattggooag
ttaaaaacct
ttggcatgaa
cgggceagegt
cgaaaattat
accaggtgea
attttaagcoa
ctatattcac
ataccaataa
gcetaatatac
ccaatatttyg
attattatgt
agaaagtata
caaatcattt
toctatateg
agagataaag
acaccatcaa
ttgtatacca
gtgacaatta
attgaacatyg
tetataattc

ggacatagct

ggtgtatgty
catcocgaagat
tgtgaaaace
ttataaaaaa
ggogtggaaa
ggatattacc
tatttttecag
tggagtgtat
gaaaagccat
cageghtgatt
ggtgaccaaa
taagaaaatce
cgaagaaaat
gbggcatogo
ctacagaatt
taaatgcaag
tttecacaaat
cgattagtge
tgttitttggt
aagtgttaag
tcoggactttt
caggceattac
aagaaactaa
tattattaaa
atacagaagt
tttcattagy
gtaacttecg

tttatgtgen

gggttgacge

attgegatca
tacaaagatg
tttatgaaaa
gaatatctga
geggtgcecat
gtgegtatge
agccagggea
attgegeaga
gogoocgggog
ctgocgggeg
agcttteogyg
agctatcogt
tatgagatta
tcaagtcata
tggtgagttt
atacgatttg
cagttttttg
atgtttatac
aagtttaaca
tttgattaat
agcattagga
actaggatat
agcattattt
tagtttgtet
gggtatttat
gttatcaaaa
aaatttatta
actttatttyg

aattacagtt

tocegggeat
atgatgataa
gcaaaatttt
coggcetatta
teaagetget
ataacccgaa
cctattttas
acgtgggeat
aagatgtgaa
tggaactggg
aaggcaacgt
atgatgtgoe
aataaattta
ttaatcatca
acaatttttt
ttgattgtga
atatcattgoe
ccaaacttta
aacattttta
gtgtttagag
agtttaggat
aaaacgttta
ttagaaaata
ttoteggatiyg
ggtatggoca
atatttatge
cttaaattta
ttoagtgaag
ataaaaattg
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catcatcaag
ataacgttta
tegtotgatg
ttttgaaaac
gggcattaac
caacattgtg
caactttage
tattaccgag
aattggcaac
cgaacataca
ggtgattgge
ggattatgeyg
ttggogattc
ctacoccaat
caaatatage
ataccaaaaa
ttattttatt
tattagattt
caaattatet
ctggatcaat
taattattgy
aaaagcactt
aaaatecagtt

ttgtgttett

taagagtact aggcatacca
aacaagccaa tgactattat
gttocatact ggttatagtt
aattagtcaa tatattatta

ttatcocatt atttgttata

aaattcacca
aacaggagga
aacacccege
aaagtggcegg
accagectge
tttgataaaa
geggtgattt
aaccataaca
tatagctgga
attgtgggeg
ggcaacccgy
taattaatta
gtttttaatg
tattacaaga
aatgatttta
tgaccgtagt
aatactgata
tattttecatt
aaataaggaa
ggotttactt
tttttcatta
taatattgtg
agtttattea

tataggtatt

4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5240
6000
8060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540

6600



aggctgattg
ttaatactac
cttaatttaa
atgatatttt
tatecegtatg
tattocgaag
aagatcactt
ccaacttttyg
atgaaataag
aagctaaaat
gtaaagaaca
agctggatat
cotttattea
aagacggtga
aaactgaaac
acatatattc
ttattgagaa
taaacgtgge
cgcaagygega
gcttecatgt
gegtaaggey
taggaactta
gttectgttas
gatacagata
cgtaagtget

agcactoetga

tatcaacggt
aagogttatt
cttttttaaa
tecatagoact
atgtgecgga
ttectattct
cgcagaataa
gegaaaatga
atcactaccg
ggagaaaaaa
ttttgaggea
tacggoettt
cattettgeo
getggtgata
gttttecatog
gcaagatgtyg
tatgttitte
caatatggac
caaggtgetyg
cggcagatge
cgecatttaa
gaageagoete
ttaccggtgg
ttggtgaaat
atgoteaceo

atgetacteg

atcactttet
tttaataggt
ctttgtatet
ctattattit
ttatgegtaa
ctagaaagta
ataaatcctyg
gacgttgate
ggegtatitt
atcactggat
tttcagtcag
ttaaagaceyg
cgectgatga
tgggatagtyg
ctctggagtyg
gogtgttacg
gtotocageca
aacttetteg
atgecgotgy
ttaatgaata
atgaagtteo
cagcctacac
aactggttce
acgtgtatte
caagttgagg

cggtgtggac

gtgattgtat
actactgeaa
attaatacaa
gotaaaaata
gtgeaccata
taggaacttc
gtgteoocotgt
ggcacgtaag
ttgagttgte
ataccacegt
ttgeteaatyg
taaagaaaaa
atgeteatcee
ttoacccottyg
aataccacga
gtgaaaacct
atcoctgggt
coccegttet
cgattecaggt
caacagtact
tattoegaag
gtaasagaggt
tttggasatg
agtegggaty
ttttatattg

tacatttteoo
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tacaaaaaca
catttgttat
ttgttttaat
aacagttcaa
tgaatatcet
ggogegecta
tgataccggy
aggttecaac
gagattttca
tgatatatce
tacctataac
taagoacaag
ggaattacgt
ttacaccgtt
cgatttoegg
ggoctattto
gagtttcace
caccatggge
tcatcatgee
gegatgagtg
ttoatattot
ggtgtatgga
cegtttitgaa
agaagaagca
gagatgheeg

atgeggetge

acagttagaa
atcaaaaatg
cgtategtac
aaattotagt
cettagtice
ccetgtgacgg
aagocctggyg
tttoaccata
ggagctaagg
caatggecate
cagacogttc
ttttatecgg
atggcaatga
ttcecatgage
cagtttctac
cctaaagggt
agttttgatt
aaatattata
gtttgtgatg
gcagggcggy
ctagaaagta
taagaactcot
gegttttetyg
agatgatatyg
cgactatcaa

attgaaacag

6660

€720

67890

6849

6900

§9640

7029

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7449

1500

7560

7620

7680

77449

7800

7860

7529

79280

80490

8100

81690



gtteecctett
aatgtcctceg
aaggcagttt
gtegceccaagt
aacgtcatgg
cagcctctca
gtagaccttg
gcaccggcetg
ggttatccta
agtcgagagg
ttgegtgatce
gaggactata
ctgaagttgg
acgatgaaag
cttgcagage
ttgectgage
gaaaaaccag
gtaaggtcca
gataatgagt
gatattggtt
ccgaattata
caaattaaca
ttcatgaaag
tatcagattt
tcactgacta
agtttettge
acattegteg
ccaggtgtta
aaagggatgg
actaatggtg
aatgtcggaa

aatccggata

gtgagttcta
aatctgctat
acccaatcaa
ctcgaaacct
cttcaagggg
caatcactga
tgetttatge
caaccatcga
tcaatgtaat
aaatggcctg
tgaactatag
attctcataa
atttcattcg
ttcttgtaac
ggggtggtat
taattegtte
aagagtttaa
atggacgagc
acggtttaag
gtcctgtcecta
attcagcggt
attcctcgge
tcatggatgg
ctgttggtga
ccgcaagggt
cagaagatag
agatgctgaa
ccaggggcgg
cacgtttcaa
aaaaggcaga
ctgacgatat

cctacgettg

cccgatggag
ccagaatggce
tgccatgggt
ggaacgcact
ctcggteatt
tccaaacatg
tttcgagecat
ggtgetgget
aggtacgcgt
tgctgaagac
taagtttgtg
taccaaacgt
tgctattcag
tggcgcgaat
cgaggtggtg
cgtcgatttt
gatcgggaat
cataccactt
caagcgagcece
catatttege
tgcgactttt
agagatcact
gaagctatcce
gctegcagaa
tggctcggga
ttttagttac
gaccgeggac
gcattaccat
gtttagaaac
aattgtcgaa
ggtagtcatg

ttcagtagge

gctgtgaaga
gtcaaaaaag
atttcaaagg
cctaccgtaa
cctctettta
acacgtttca
ggtaccaatg
catgecgetta
catggagaga
atgggtgact
gagcaaggcg
ctggatatcg
cgtggcgaga
ggatttgttg
ccattcaccce
atttttecate
tccgaactca
ctttatactt
gcagaagagc
cttectaatg
tgtcataata
cttgtataca
aatgcagttt
caattgtatg
ttgacgcgcg
gacgtgccaa
tetggecagt
cactcgaaaa
atcctgaccg
acagtacctg

ttgtgggcta

gaaggtgegt
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ccaatgtcat
tcgtttgtcet
ccatgatgga
tttgtggeac
tcgagcaaat
tgatgacgct
gagatctttt
ctcaattgcect
agctttatga
attatcgtat
aggaaaaaat
aaggaatgaa
gtgccagtcc
gaaggaatct
gcgagagtag
ttgceggggt
cgtatgectet
catccattca
atctccaagt
tattcggtaa
ttattcgaga
tagatgatgt
cactacaggt
agtttcgtaa
ccttgtactc
tgcattcgga
totegttttt
ccgaaaagtt
gggcatttta
gatggactca

acgaagtatt

aaggtatagt

cggaacggaa
gagtacggat
aaaggtcatg
cegttatggt
gcgatcaggce
tacggatgce
tgtacagaaa
tggcaagaat
ggcgcttctt
cceccccagat
tactcataca
aaagetgttg
agaggaataa
gtgcgctcat
tgttggtaat
caatecgtcecg
gtgtgaggcg
ggctgaggtg
gctaggtgag
atggtcgegt
tattccgatt
ggttcgcacc
cgagccccag
tagtcgaaag
gacttatcta
tecegegtgge
tacggctcat
tectggttate
cgaaatttge
tgacattact
tgatcgggaa

gagataacaa

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080



tgcagaagcet
gggtcatggce
atgattacga
ttctaaacgce
atcgtgttet
gtatggeggt
atcgectgttt
ctgatgtaaa
ctccagacat
acgggatcga
tcgtgagtgce
ctatgectcaa
gaacaaaaaa
aacccctegg
acagtgggac
aggctcatga
cggatcgagt
tgttacgcett
ttcatagcta
ggagttgatg
gggatactat
aattttcccg
atgectttaag
ttttecaggecg
attgagtgga
cggtttcaag
cgttctgaag
ctcatceget
ggtgaatgac
cccagtacceg

tttcoccaattt

aaaagtcegtt
gaagcttgat
acttaatgaa
cgececgggtet
gggcgaaata
actgcctgea
cgatatgegt
tttgacctat
ggttatcaag
gtcctecgat
gcaccgagag
cgetgtggea
gagaattgag
ctttaaggat
catcagtgag
acgcccagaa
actacaagca
ggtcgcectgac
tcgggactat
gcaaggatat
tgggagaaga
ctgaccgcag
tttececgagga
tttetgttet
accaaccctg
tgggtgctge
aaagatagta
gatcgtctag
ccgcgatcett
agagaggatg

tttggtaatg

acggttgttg
cagtactgceg
atattttttce
tceggggetg
gatccegatg
aaacggcgta
gtgcctgaag
agtacaattg
actggtagcece
attcttgaaa
gaaaacatag
gaaaagtact
gcgacggagg
tacaataaac
gagtcttcaa
ggcatggaag
ctcgaggtgt
tatagcatgc
gtcatgcgaa
ttgtggttte
taataggaaa
gtgaaaccce
gcaataagaa
cagtaaaatt
ctecttctact
tggtgcatga
ttgcctaceg
tcgtaatagg
tggtctttat
cteccttttat

tcggtegatt

gaactcecgtce
atcatgtact
aggacctcgg
aaacgatagg
cgetgetegt
agataccgac
agataaatcg
cgegtgatta
ctatgttega
ggctcgggtt
attcggataa
cgetgeecegt
caaagtttca
tgcaaattac
tactgaattt
aggctgtggt
tggagggaca
ccaacgtttc
ctgtctggaa
tgagtatgte
gatgcagcgg
gcctgtggtt
taggctecett
gacttctegt
gatgacgttt
tgtgtttccece
gcttctacgt
gcgegatatg
ttcgaattgg
caatattcct

acaaggtata
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tgagattatt
tgtccatact
tataagaaag
gaatgtaata
gctgggtgat
ctttcatatg
gcgecattgte
tctettgegt
agttctegag
gaaaacagag
gaatttcttg
catcgtatca
cgagggtatt
agccaaggca
tccegetttg
gatgatggte
gaggcgcgac
tgaaaagatt
aaaatattaa
ggtgccaatce
gagtttggtg
tcacctteceg
tctagaggat
gccagacgag
cccttgetaa
gagaacttgg
cgtectetttt
gaagctctta
gcctgtgaga
gaatggaaag

gaaaacatac

cgettgteta
ggacagaatt
ccggattatt
atcgcagtcg
accaatagtt
gaagcaggca
gatcatacag
gaaggacttt
cactategtg
cggttetttg
aagttggttt
actcacccta
aaactgctga
gttatttctg
aatattcgtg
ggactggatt
gcagagcgca
gttcgcatag
cttgaggcgt
agaactccac
ggctaaccgt
ttgagcaaga
tggcgecagat
gagatgtggt
ggtatgccct
tgccggeggg
ctttcattta
tgaaagagaa
aagaggtttt
gtaaaagggt

tttctgetat

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940



cctggggtgg

taacttcatg
tggggcatta
agcttttgee
agatgegggt
gatgaatacg
gacctatacc
ccatgectat
cacggcattg
agagcctttg
caaggcgggt
tttaagagta
ggatatcett
cgatatgatc
cattccacta
cgcattgate
gtactggtat
gttgagcatg
ctggtactct
ggttatectat
ggcgatgegt
cggtctgcgg
ggaggttctce
cctggagecg
ccgggtcaag
cgtecgeaccg
cggggcggge
cgtgectgate
gcgteggate
caatccecgag

ggcggcctac

ttecggaggac
gatgggatcg
ttatactggce
gtttttggat
agtggtette
aattttttet
ctgattegtc
caatacgcaa
aacgtcatcet
atgggcatcg
aagctagagt
aagttgttat
ctggtatgge
gacgtgttcg
ttcatteget
gccategececa
cgtggegege
ctgctgatcg
gctgtgcagt
9999cg999gy
ccggtggegt
gtctataccg
ctggegattce
tteecegetge
gtggatgacc
cgcaaggagc
ggctctateg
ctgttcgaac
aagcgcgagt
cgcctggtgyg

aagcatgtgce

ttectetttge
atggacttgce
tgaatggcca
tcttgttetg
tggggattgt
gggcatggtt
gcttgctgag
gccgatacta
ggctectece
tcatagccta
cgtccgctca
ccatgecteg
tgtectetgtg
gcgagcatgce
tcggcatgta
aggcggtgac
cggcgccggt
gcggettgeg
cggtaccatt
cggccggcaa
tcatcgatga
ccaagcatat
cttecegecac
acgtgecgeag
tgcaggaggt
tgctggaacyg
gttcggaact
acagcgaata
cgcttteggt
acgtgatgceg

cgatcgtega

tttectatcete
tagcctteag
actgacgcag
gaattttcca
tttaggaatt
ggtcctgtta
aggggacaag
tggaaagcat
tatagecettg
cgtecectete
ggcctaaagg
tcgetggaaa
gctegetttt
atggcttttc
tcgegeggtyg
catctegget
geccgegttee
tctggecatg
tctcaaccge
ccagttggtt
cgacaagcag
ccgceccagatg
tcgggeeegg
catgccegge
ggacatcgct
gtgcatccge
ctgtcggecag
caacctctat
gaacctgttg
tacctggaag

gcacaacatc
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gtgtggttge
gccatttttg
gctttgectcece
cccccaaaaa
ctttececatte
ggcgttttca
gtgtatgagg
gctcectgtta
ttggtcggga
gtttttctgg
agtaggggaa
cgtttgette
gtggtcegte
atcactgcgce
atgcgctatc
ctggtgetgt
ctggtgttca
cgccagtatt
caggatggcc
gcggegttge
atcgccaacce
atcgacgaga
cgccgagaga
ttcatggacce
gacctgetgg
ggtcaggtgg
atcatgagtt
agcatccatc
ccgatcctceg

gtcaataccg

gccgagggcg

tgaatctcta
tetgtgttgg
ccttatcget
ttttcatggg
atgeccatgtg
tegtegatge
ctcatcgaag
cgattggegt
gtgggtetet
cagtgaggtt
tgctagatcg
aagtggctac
taggcacaga
cggtcatcge
tcggtaacga
cgctggtggt
actactggtg
tcatgggcga
tgcccagggt
gtcteggtceg
gggtcattgce
cgggcgcgea
ttctegagte
tggccagegg
ggcgcgacag
tgatggtgac
gttcgectag
aggaactgga
gttcggtgeg
tctaccatge

ttetcaacaa

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720



ttecatcagece
tttataaaat
cttetttggt
gctttgtage
ggtattatga
taagaatgat
tttatctttg
taatttatac
cttctettac
ttgectttatt
gtgcaacttt
aattttatat
atgtcaatca
ttagtggtag
aacataaaag
gggggcttag
tgagcgagtt
ttgtttttge
cgccaacagt
atagagaaga
atgtgaaaac
ttgctttaag
cagaaaaaag
tgatgaaaga
attttaaaat
ctttgatttt
ataaaccttt
ttagcaacgg
tttctgtaaa
caattgatga

cacaatttat

taatgatttg
cacacctttt
ggtgattcct
tgctctttta
tacggatatg
tttaaaaaaa
gtggtatcct
acttattttt
tctttcaaat
cgccttagag
gatatttttg
ttttagaagt
aaccatacaa
tgaaattgtt
tatgattatg
atttaccatt
taaggctata
aactattttg
tttttctcaa
ttatgtggta
tttagtagat
caaagatgaa
cttttatget
ttataatcaa
cgatacgcca
ttctacggtg
tacctttagce
agtggtttta
tagtatcgta
taaggctcag

tttaatggat

agttattatg
tcttttgaaa
actattttgce
gcaagtatag
ctggtaattg
gacttttttt
tcaagttata
catagaaaag
atagcatggt
caaaaacgct
attttaagtg
gatgaaagtg
gaagttgaaa
tttttgtttt
gctttaccta
tattctgtac
atggttaaaa
actttagctc
aatgaagcat
acttggtggg
ggtggaaagc
caagctgcag
ccgcaaaatg
agcaatgtgg
aaaactcgtg
gctagttttt
acagcttatc
agcgatgatt
gagattaatt
ttttatattt

aaaaccatgt

gatcttettt
gtatcatttt
tagctaacga
caaacagtta
ttttgectat
cattgattgce
ctttaaatgt
aaaagatttt
tttatcaaag
taaattttat
gtggggttga
cgaatttaac
atgtagatct
ctttgtttgg
tattggtgcet
ctgtaatgge
aatatagcca
cagtatttat
cattattaaa
attatggtta
atttaggtaa
ctaatatggce
atattttaaa
atttgtttet
atatttatct
cttttattaa
cacttgatgt
ttagaagttt
ctattaaaca
tttatttaaa

ttaatagtge
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atccgegett
atatatgagt
atacaaacgt
ttataatcge
gtttatttta
cttgcegtta
agctttaatt
ttatataget
tgccattata
gattatagga
tcctatactt
gcagggcettt
tagcgaattt
ttttgtatgg
tgggttttta
cttaggattt
attaacttca
ccatatttac
tcaattaaaa
tcctgtgegt
ggataatttt
aagacttagt
aacagacatt
agcttcatta
ttatatgccce
tttagataca
taaaaatgga
taaaataggt
aggtgaatac
ggatagtgcet

ttatgtgcaa

acttattgge
acttttttat
cctttaatgg
actatgagtg
ttttttatgg
tttataggaa
ggactttttt
gtgattttgt
gtaatacttt
attttaggta
tatcagctta
atgtatttta
atgcgaagaa
cttttgagaa
gccttaaaag
ggttttttat
aatgtttgta
aactataaag
aatatagcca
tattatageg
ttcecettett
gtagaatata
ttgcaagcca
tcaaaacctg
gctagaatgt
ggagttttgg
gaaatttatc
gataatgtgg
aaaatcactc
attccttacg

atgttttttt

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

15020

19080

19140

15200

19260

19320

19380

19440

19500



taggaaatta tgataagaat ttatttgact tggtgattaa ttctagagat gectaaggttt

ttaaacttaa aatttaccca tacgatgttc cagattacge ttaaacatgt gaattc 19616

<210> 19

<211> 20597

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledétido
Sintético"

<400> 19

gaattcooetyg aggcaattet totttgatga cggetgatgg tgaggtigac ctggtgaage 60
tggtcaagga getttgggtt aacaaggotto tgattottot gactactcett cttgeattaa 120
tegggtettt tacctatgeg tatctgagta ageoctgtata tgaatatagg gttgoagtag 180
tgectoctgo tottgggtet atcgaaggtt tcaatgttgg tagaagggag aatggoctag 249
atgecatatac tgttagaagt atctatgega tottttogeg caatctgobt toggatgaga 300
ataaaaaaga gttcttctat aagatatace ttocccaggt gggtgaggga goggasaagey 360
aagatgagea ggaggaghttt tataagaagt totccaaaga ggtaaagatt gatcctgeta 424
acaagccaga tgcagacogt tatacggtaa ttgtggaggg cacgaagoga gaggttettg 480
ctacatggge acaagettte gtgegtttgg ctgeggatog ggoogtgocat gagghttattg 540
atagtgeagg tagagatite cagotaagaa atgoetgeaat geagagecge ataacegtge 600
tgoagaatat ggogaaggge cgoagtgatyg atagsattge acgtttgaag gaggeattge 660
tgattgcegga gtogetcaag atagatggoce cgocattaat agaaggggoyg tcoccgagcaac 720
aactotocte gatcatggat ggtgacttga tgtacatgeg aggagetaag goegotgogog 780
ctgaaatcaa caatcttgag togogtagtg tagatgeteoe attoattect gagttgagaa 840
cteteccaaga gaaactatcet tggaactcoca gttigtetgt ggattotgat geggtggetg 200
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19560



totacaagga
ttatagttac
ctggttttat
tgatgcoact
atcgagtaga
ctatettttyg
tggecaattyg
atttattctg
tttettttcet
ggocattttyg
tctteocggea
gtttggatgg
tttttttgte
tgteataggt
ggttctegayg
totggotitt
agectocgeg
tacttcacoo
coeggeagte
tagttgttta
gtocagaggt
tggtgttetyg
agcaattttt
ggatgagett
gtttttoctg
tagaaaataa

tactagtgea

agacgaggga
tataggtact
aaggaagott
tactggeatc
atgtcaataa
catettgetg
gtgattgeeco
geaggatcaa

gttgtacaga

ctotettttt
ttggcaggat
cgtagogatg
agggcttact
ggeggggogt
cgattoettt
aggcecegtgge

gaaaggctge

caaatcaace
tgataattgg
goetotetteg
tgttgtagtt
ttteotactec
tctoacgaga
tgtcattcta

cattatagat

cattaagoog
aattctactc
ctaagttttyg
gttgaattgt
ggtatateca
acattgtcaa
tgtcaactgg

aacaaagttg

gtgctagatt cttattgttg ctgoettteac

gotgtatett ctattttace aateccottg

gtagttggaa
ttggegetta
acgaaggatt
ggaagtgeta
aaagacagas
cttagettgo
geoggagtge
atagoetageg
ggcagtttaa
tttettttet
ctaactgttg
tatggagggt
titgaggaat
tttggagogt
gecacggtta

taatgttteot

gttgtggegt

attatottca
ccaatttttt
ctgacottgt
tetgttgtat
ttotogatat
acatgoaagt
tttctactge
ctetatttee
gaaggaaagce
tattttetga
taataagaat
tgactcttgt
tgggoggggt
ggacgctggt
agttgagaga
gggcaaaacce

ggcaagatga

agecagtatgg
gtctaaggta
gotggottog
tttattttoet
attgegtgac
getegttgeg
ggataaatte
gacttttage
getaggtotyg
atacatttca
gtrttoegata
tecttetggg
attaacattt
cgttacagag
gaalaagggga
atgaccogga

caatcatcat
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cttgtattgg
ttetttcagy
ttttatttec
ttggggttiyg
atgggaatac
ggtgetegat
goggttggtyg
cttegoggga
aggatgtatg
atgttactas
tatctectat
gtgccagtgt
tatgatggtg
atactettgg
gtetotttgg
ctttgatctt
acagattgat

ttecgteatt

aagaagattc
geagtgetog
atctaaacce
attagggggt
tgggcageaa
goegaagegtt
tagactttgg
aactgtotag
ttttagtget
ttgcggetge
gaagagcget
tattggtegt
gtttttocta
ggtggagece
cttttattte
ttgttggtgy
tegeggetge
cgagtgecga
tagetattaee
teccggaaca
ttgettgtat
tatattigeg
cgetttgggy
ggatgggaat
aagatgagag
ttgattgatt

gtggcetattyg

960

1620

io080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

19280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2490

2460

2520



coctagetat
cteagooega
aggotgcaco
tototgeatt
cttotgttaa
gogoacaaat
tagaaaagga
gaacgecagga
cgttgeagta
atatcacaca
atgaggegac
ttgatatcga
aaccgacgtt
tgetgotaggy
acaacgcgaa
ceaacattaa
acgaagtgga
acaactacta
ttgegtatta
ttgtgattgt
acaaaaacaa
aatatcgtat
ttotgaaatt
taeatcogtga
ttattggeaa
atageoogttt
gtgaaaactt

aatatctgaa

tggatattty
tgtggggeaa
gaaagtateg
agcagaaacy
gaaccagcaa
gaagttggoe
tctecaaggac
agtggttgeg
tgeogaatcag
agatacgttg
cegteegtty
aagcttaaag
acctattegt
tggeatggtt
gtaagogato
acatatgage
tattatttat
caaatacaaa
tegttttegt
gtggggoago
attcatectg
gaagaaaatc
cetgeogaaa
aagcaacgtyg
agtgegtttt
tcatatgoagy
tattaacaac

cgaaattgat

gcagtagoga
attgcetgget
gatttgcagg
ctggataate
ttaccattga
caatacattco
aacattgcte
caggageaga
gegeaggtga
ttectttigg
gtgtteteac
gttgatgatc
cgtgatageo
ggcgoegggyga
getaggagga
ctgotgageo
acegataaat
gtggatatca
cagtatgoga
tacaccggeo
aacatcegtyg
gtggatgega
agegaaaaat
accgatggot
aacgaaatta
tatttiggea
attaccttta

attctgaaca

aggagaaatyg
ataacaatge
agacgttaat
aggaagaacc
ctgtttetta
agcaagttga
tgggacggaa
aagatctgeg
caaaaccgea
ggagocgaage
caaactacta
ttgatatteca
cgaaaaagge
ttgtgotggg
cagctatgeg
attatctgaa
atgatattga
aagaagattyg
tgaaaattet
atectgtteoaa
attacttttt
gecgtgtgac
accgtateat
ttaaaaaacyg
aceagaaact
ceggragega
gcggeggett

acctgtttgg
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gqacgtcaaca
catgaatgtt
tggtagette
agaaaaactt
tgttgggeaa
cgataaagtg
aaacttgcag
tatcogteag
gattcaacag
gctggagteg
teagactegt
tgettacoge
aattaccttg
gegtaatgoet
tattgogatt
ccatattgat
agaacatatt
gacetteato
gaaagaaaac
aagctttetg
cgaaaacaac
caccotgage
ctacagetac
ttggoogatt
gattaaagaa
aaaactggaa
tgatctgaaa

caaccagaac

gcaattatca
atcetatggte
agttctgect
accatcgaac
actgcagagy
aatcaagagt
gactectttaa
attcaggaag
actggogaag
atgattaage
caaaacatge
tatgtaatga
attctggegy
ctaggeaatt
ctgggegega
ctgaacatta
cagggaatca
aagaaagoga
cgttatgatt
gaaaaacatt
aaactgatta
agcgaaggoet
aacatgagca
aacattgget
ctggegaacy
gtgtttgego
gaaacoocga

attgegetgg

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3429

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



ataccgeget
cogatgataa
cggaaaacct
tggatattaa
tttatcagga
tgtaacgttt
ttgegattet
cgattagcta
tcagcaaaat
ttgtgtttit
aggceggtgat
gcaaactgtt
tttattatat
gtaazaaacat
ceageggect
tgateoatcge
tgetgooget
atcagotgta
aacgtcgtat
tgtataaaga
goegtgageaa
ttgeggegay
ataacacccy
gacagotgtt
gogegggeta
acatottitt
toettcategy

cgctgattac

gagcattogt
ctttacageg
gaaaggeatt
ceataaacgt
aattggcogt
aaacaggaggy
gatgtttceg
tggcgtggge
cgtgtacgat
ceaggatage
ttatatgageo
caagcatgaa
tgtgtttggeo
tagctttatg
gaacgtgcetg
gtacgegage

ggcgattgge

tacoatggtg
caacateate
actgtatgtg
cctgaaaatt
cattgattat
tgoggtgttt
taaccagetyg
tggcattatt
egagtttetg
cacctacatc

cctgattago

atgtattaty
accgaagcga
ggcgatgaac
gaagegtata
atttttaacy
acagetatga
tgeetgatge
aaactgtteca
gtgctggget
accattgata
gtggaattta
gttgtgagec
ctggtgattt
attattaaaa
tttgtgatge
tacaaaaaat

attctgaaca

goggtgotga cogttghgag catcetgttt agecaaacata

ateatcageg tgggeatcett

tttaactata
gtggatacce
ctgaactatt
ggctttaact
atttatggea
tattttggeeo
agegaataca
tacatgegte

atgattctgg

cgotgtttet
acaaatttgg
tgatggattg
gtaacgatgt
aagaacagaa
acaaaattta
tgggregataa
teagctteag
ttoctgogtet
acctgecget
ttattggcag
gtaacagott
goggeatttt
cegatgogat
tgtttcaget
acaaagaaas

ttageocotgat

geagetatag
tgcagageta
ataacggoag
ttttcctgga
gcaaacagot
cgoetgtiEtt
teateogtaa

tgattacoag

tggtgtatgt
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gaacaaaccg
cctgggettt
gtataacaac
gattgaaaac
actgattage
taacgtgacg
accgetgotyg
caacaacccyg
ggtgtttatt
gggoeaggceg
cotgtttatt
taccoctgage
tgtggogttt
gggoogtgge
ggegetggey
ccagaaaate

tgtgggogaa

cgtgetggog ctgatgaccee
cgaagegetyg
tttttatgge
ctttaaacag
taaaaaacag
gacocggocat
ctacctgaac
aagecatage
catttttage

gattgogatco

attattacca
agcattaace
ctggatgtga
aacaaacagt
gaagaagatc
agctatgtga
tttotggege
aacttcaaat
ccggegatga
tattttaace
ctgattctga
ggcagcagoa
coggaagtgo
accgaagoga
ctgetgtite

atectacgtgyg

cgtogtaget

aacagcacca
cogageaaca
tatctgtttyg
ctgattacea
ctgattagca
ctgattgega
ctggaagtga
catoegacoc

atccogggea

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
49890
5040
5100
5160

5220

5280

53240

5400

5460

5520

5580

5640

5700

57860

5820

5880



teatcateaa
aataacgttt
ttcgtetgat
attttgaaaa
tgggcattaa
acaacattgt
agaactttag
ttattaccge
aaattggeaa
gogaacatace
tggtgattgy
cggattatge
attggogatt
actaccccaa
tocaaatateg
aataccaaaa
cttattttat
atattagatt
acaaattatce
goetggatcaa
ttaattattyg
aaaaagcact
aaaaatcagt
gttgtgttct
ataagagtac
caagaagoea

agttccatac

gaaattcace
aaacaggagyg
gaacacccoeg
caaagtggcyg
caccagaectyg
gtttgataaa
cgoggtgatt
gaaccataac
ctatagetgyg
cattgtggge
cggcaacceg
gtaattaatt
cgtttttaat
ttattacaag
caatgatttt
atgaccgtag
taatactgat
ttattttcoat
taaataagga
tggetttact
gtttttoatt
ttaatattgt
tagtttatte
ttataggtat
taggcatace
atgactatta

tggttatagt

aaaaaagtgg
acagctatga
ctgctgetgt
ggctggotgt
coghitaagy
aacgatattec
tatattggec
attaaaaacc
attggeatga
gcgggcagog
gagaaaatta
aaccaggtge
gattttaage
actatattca
aataccaata
tgctaatata
accaatattt
tattattatg
aagaaagtat
tcaaatcatt
atcectatato
gagagataaa
aacaccatca
tttgtatacc
agtgacaatt
tattgaacat

ttctataatt

geatcgaaga
ttgtgaaaac
tttataaaaa
gggegtggaa
cggataktag
atatttttea
gtggegtgta
tgaaaagcca
acagogtgat
tggtgaccaa
ttaagaaaat
acgaagaaaa
agtggcateg
cctacagaat
ataaatgeaa
ctttcacaaa
gegattagtyg
ttgtttttgy
aaagtgttaa
ttoggacttt
geaggceatta
gaagaaacta
atattattaa
aatacagaag
atttoattag
ggtaacttoc

ctttatgtge

221

ttacaaagat
ctttatgaaa
agaatatctg
agoggtgoca
cgtgegtatyg
gagecegggce
tattgogocy
tgcgeoggge
totgaeaggyge
aagctttcoog
cagetateeg
ttatgagatt
ctecaagteat
ttggtgagtt
gatacgattt
tcagtttttt
catgtttata
taagtttaac
gtttgattaa
tagcattagg
cactaggata

aagocattatt

atagtttgte

tgggtattta
ggttatcaaa
gaaatttatt

cactttattt

gatgatgata
agcaaaattt
accggetatt
tteaagetge
cataaceega
acctatttta
aacgtgggea
gaagatgtga
gtggaactgg
gaaggcaacg
tatgatgtge
aaataaattt
attaatcate
tacaattttt
gttgattgtyg
gatatcattg
cecaaacttt
aaacattttt
tgtgtttaga
aagtttagga
taaaacgttt
tttagaaaat
tttetaggtt
tggtatggcc
aatatttatg
acttaaattt

gtteagtgaa

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6360

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

£780

6840

6900

6960

7020

7480

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500



gaattagtca
gttatcceat
ttacaaasac
acatttgtta
attgttttaa
aaacagttca
atgaatatco
cggegegoct
ttgatacegy
gaggttccaa
cgagattttc
ttgatatate
gtaccatataa
ataagcacaa
cggaattacg
gttacacogt
acgatttocg
tggectattt
tgagttteac
tcaccatggyg
tteateocatgo
tgogatgagt
gttoctatte

tggtgtatgy

geogttttga

atatattatt
tatttgttat
aacagttaga
tatcaaaaat
togtatogta
aaaattctag
tcckttagtte
acctgtgacy
gaagaeetgg
ctttoaccat
aggagctaag
ccaatggeat
coagacagtt
gttttatecg
tatggeaatyg
ttteccatgag
gceagtttcta
coctaaaggy
cagttttgat
caaatattat
cgtttgtgat
ggcagggegy
tctagaaagt
ataagaacto

agegttttot

aggacatagoc
aaggctgatt
attaatacta
gcttaattta
catgatattt
ttatcegtat
ctattccgaa
gaagatcact
gocaackitt
aatgaaataa
gaagctaaaa
cgtaaagaac
cagehggata
gactitatte
aaagacggty
caaactgaaa
cacatatatt
tttattgaga
ttaaacgtgyg
acgcaaggceyg
ggcttecaty
ggcgtaagge
ataggaactt
tgttetgtta

ggatacagat

tgggttgacy
gtatcaacgyg
caagegttat
acttttttaa
ttcatagcac
gatgtgocgg
gttcctattc
tegeagaata
ggcgaaaaty
gatcactace
tggagaaaasa
atttigagge
ttacggeett
acattakttge
agetggtgat
cgttttoate
cgcaagatgt
atatgttttt
ccaatatgga
acaaggtgoet
teggecagatg
gegecattta
cgaageagcet
attaccggty

attggtgaaa
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caattacagt
tatcacttte
ttttaatagg
actttgtate
tetattattt
attatgcgta
tctagaaagt
aatazatcoct
agacgtitgat
gggcgtattt
aatcactgga
atttecagtca
tttaaagace
cegactgatyg
atgggatagt
getetggagt
ggegtgttac
cgtoteagee
caacttette
gatgoagetyg
cttaatgaat
aatgaagttc
ccagectaca

gaactggtto

tacgtgtatt

tataaazatt
tgtgattgta
tactactgea
tattaataca
tgetaaaaat
agtgcaccat
ataggaactt
ggtgteccty
cggcacgtaa
tttgagtigt
tataccaccg
gttgctcaat
gtaaagaaaa
aatgcteate
gtteoacoctt
gaataccacy
ggtgaaaacc
aatcocctgygg
geeecogktt
gegatteoagy
acaacagtac
ctatteoogaa
cgtaaagagg
ctttggaaat

cagtegggat

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
84900
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940

8000



gagaagaagc
ggagatgtcc
catgcggcetg
accaatgtca
gtegtttgte
gccatgatgg
atttgtggca
atcgagcaaa
atgatgacgc
ggagatcttt
actcaattgc
aagctttatg
tattatcgta
gaggaaaaaa
gaaggaatga
agtgccagtc
ggaaggaatc
cgcgagagta
cttgccgggg
acgtatgctc
tcatccatte
catctccaag
gtattcggta
attattcgag
atagatgatg
tcactacagg
gagtttcgta
gcettgtact
atgecattegg
ttetegtttt

accgaaaagt

aagatgatat
gcgactatca
cattgaaaca
tcggaacgga
tgagtacgga
aaaaggtcat
cccgttatgg
tgcgatcagg
ttacggatge
ttgtacagaa
ttggcaagaa
aggcgcettcet
tccececcaga
ttactcatac
aaaagctgtt
cagaggaata
tgtgcgetcea
gtgttggtaa
tcaatcgtcc
tgtgtgagge
aggctgaggt
tgctaggtga
aatggtcgeg
atattccgat
tggttcgcac
tcgagecccca
atagtcgaaa
cgacttatct
atcegegtgg
ttacggcetcea

ttctggttat

gcgtaagtge
aagcactctg
ggttcectct
aaatgtcctce
taaggcagtt
ggtcgccaag
taacgtcatg
ccagcectete
cgtagacctt
agcaccggcet
tggttatcct
tagtcgagag
tttgegtgat
agaggactat
gctgaagttg
aacgatgaaa
tcttgcagag
tttgectgag
ggaaaaacca
ggtaaggtcce
ggataatgag
ggatattggt
tccgaattat
tcaaattaac
cttcatgaaa
gtatcagatt
gtcactgact
aagtttettg
cacattegte
tccaggtgtt

caaagggatg

tatgctcacce
aatgctactc
tgtgagttct
gaatctgcta
tacccaatca
tctcgaaacc
gcttcaaggg
acaatcactg
gtgectttatg
gcaaccatcg
atcaatgtaa
gaaatggcct
ctgaactata
aattctcata
gatttcattc
gttcttgtaa
cggggtggta
ctaattegtt
gaagagttta
aatggacgag
tacggtttaa
tgtecctgtet
aattcagcgg
aattcctcgg
gtcatggatg
tctgttggtg
accgcaaggg
ccagaagata
gagatgctga
accaggggcyg

gcacgtttca
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ccaagttgag
gcggtgtgga
acccgatgga
tccagaatgg
atgccatggg
tggaacgcac
gctcggtceat
atccaaacat
ctttcgagea
aggtgctgge
taggtacgcg
gtgctgaaga
gtaagtttgt
ataccaaacg
gtgctattca
ctggcgcgaa
tcgaggtggt
ccgtegattt
agatcgggaa
ccataccact
gcaagcgagce
acatatttcg
ttgcgacttt
cagagatcac
ggaagctatc
agctcgcaga
ttggcteggg
gttttagtta
agaccgecgga
ggcattacca

agtttagaaa

gttttatatt
ctacattttc
ggctgtgaag
cgtcaaaaaa
tatttcaaag
tcctaccgta
tcctectettt
gacacgtttce
tggtaccaat
tcatgegett
tcatggagag
catgggtgac
ggagcaaggc
tctggatatc
gcgtggcgag
tggatttgtt
gccattcacce
tatttttcat
ttccgaactc
tctttatact
cgcagaagag
ccttectaat
ttgtcataat
tcttgtatac
caatgcagtt
acaattgtat
attgacgege
cgacgtgcca
ctetggecag
tcactcgaaa

catcctgacce

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860



ggggcatttt
ggatggactc
aacgaagtat
taaggtatag
ctgagattat
ttgtcecatac
gtataagaaa
ggaatgtaat
tgctgggtga
cctttecatat
ggcgeattgt
atctcttgeg
aagttctega
tgaaaacaga
agaatttett
tcategtatce
acgagggtat
cagccaaggc
ttcecegettt
tgatgatggt
agaggcgcga
ctgaaaagat
aaaaatatta
cggtgeccaat
ggagtttggt
ttcaccttce
ttectagagga
tgeccagacga
tcecttgeta
cgagaacttg
tegtetettt

ggaagctett

acgaaatttg
atgacattac
ttgatcggga
tgagataaca
tcgettgtet
tggacagaat
gccggattat
aatcgcagtce
taccaatagt
ggaagcaggc
cgatcataca
tgaaggactt
gcactatcgt
gcggttettt
gaagttggtt
aactcaccct
taaactgctg
agttatttct
gaatattecgt
cggactggat
cgcagagcgce
tgttcgcata
acttgaggecg
cagaactcca
gggctaaccg
gttgagcaag
ttggcgecaga
ggagatgtgg
aggtatgccc
gtgceggegg
tetttecattt

atgaaagaga

cactaatggt
taatgtcgga
aaatcecggat
atgcagaagce
agggtcatgg
tatgattacg
tttctaaacg
gategtgtte
tgtatggcgg
aatcgectgtt
gctgatgtaa
tctecagaca
gacgggatcg
gtcgtgagtg
tectatgetea
agaacaaaaa
aaaccccteg
gacagtggga
gaggctcatg
teggatcgag
atgttacgcet
gttcatagct
tggagttgat
cgggatacta
taatttteece
aatgctttaa
tttttecagge
tattgagtgg
teggtttcaa
gcgttcetgaa
actcateege

aggtgaatga

gaaaaggcag
actgacgata
acctacgett
taaaagtegt
cgaagcttga
aacttaatga
ccgecgggte
tgggcgaaat
tactgeccetge
tcgatatgeg
atttgaccta
tggttatcaa
agtcctecega
cgcaccgaga
acgetgtgge
agagaattga
gctttaagga
ccatcagtga
aacgcccaga
tactacaagce
tggtcgectga
atcgggacta
ggcaaggata
ttgggagaag
gctgaccgea
gttteccgagg
gtttetgtte
aaccaaccct
gtgggtgctg
gaaagatagt
tgatcgtcta

ccegegatcet
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aaattgtcga
tggtagtcat
gttcagtagg
tacggttgtt
tcagtactge
aatatttttt
ttcecgggget
agatccecgat
aaaacggcegt
tgtgcetgaa
tagtacaatt
gactggtage
tattcttgaa
ggaaaacata
agaaaagtac
ggcgacggag
ttacaataaa
ggagtcttca
aggcatggaa
actcgaggtg
ctatagcatg
tgtcatgcga
tttgtggttt
ataataggaa
ggtgaaaccc
agcaataaga
tcagtaaaat
getettetac
ctggtgcatg
attgccectacce
gtegtaatag

ttggtecttta

aacagtacct
gttgtggget
cgaaggtgecg
ggaactegtce
gatcatgtac
caggacctcg
gaaacgatag
gcgetgeteg
aagataccga
gagataaatc
gcgegtgatt
cctatgtteg
aggctcgggt
gattcggata
tegetgeceg
gcaaagtttce
ctgcaaatta
atactgaatt
gaggctgtgg
ttggagggac
cccaacgttt
actgtctgga
ctgagtatgt
agatgcagceg
cgcetgtggt
ataggectcect
tgactteteg
tgatgacgtt
atgtgtttec
ggcttctacg
ggcgegatat

tttegaattg

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780



ggcctgtgag
tgaatggaaa
agaaaacata
tggagatggt
gttgaggtat
cgttgcctta
tttctccatg
ccgtataata
ggcaagattg
gagtgtcctt
tcgaccgett
tttgtecggga
gtacgatcce
agcactaagc
gcccatatcet
gctactctgg
agttctattg
ccggetecte
cttttcaagc
aaagctcecctg
tttggttgeca
gcttgetgta
gagatttcta
atgtggcctg
tacactcagt
tgggaaccce
cgtactgaat
cgaatagaac
atggtatttg
ttatgecctta

cactccacge

aaagaggttt
ggtaaaaggg
ctttctgceta
gccttggteg
tttggaaggce
gttaccttag
gcagcagaca
gatgagaccg
atcgatgaga
cagcaaaatt
ctgtctgagt
gtgegetttg
tgtacaatce
ttgatgcetge
ttggaaggca
cgcttgcetceg
gtgtaaatgg
atgcagaata
attcctcaac
gaaatttctce
tagataaccg
tgacgcaccce
ccaagcaact
ttcctaggtt
tatgctgctc
gcaagagcac
gattatctgce
cctgttgaag
ttactegetg
gcgaggagcet

ggaggagggyg

tcccagtace
ttttccaatt
ttcagttggt
acagtgtaaa
tgccattage
aagaaggaat
aaccgattct
gaatcggttg
tttgtgaact
attctgaata
cgaaaatatg
caggtegett
cgttacgggg
gctgeggggt
gcgtgattca
gcaggcgatc
cgctttaacce
tgcgatttca
agaacttgtt
gcgattgttg
acgaagtttt
ttetgetgee
ggtgactgeg
tattctgagg
actagaggtc
ccttteecgeg
aggcgetttg
gggtgagagt
cagetggggt
tacttgacac

tcgecattgt

gagagaggat
ttttggtaat
taaaaacgag
aaaacacgcg
cgaaaagaat
gttcgggctt
agctgtcatg
gaactgtccg
cgacttgtct
tatttcecattg
atgaaggtgc
gctgeegecee
gttgagtatg
gttgaatgtg
ctagatattt
gaagcatctg
aaagaaaagc
aagtttgagg
atcgtcaggce
aagctggttg
gtttetetgg
ggcgaactgt
cttgectgegg
tttcttaaat
gactcgtcga
ttggaagatg
ctactagcat
atttttgggg
ttegggactg
ccctaactcet

agttactttt
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gctecetttta
gteggtegat
aaggcggcett
ctggaagatc
tttggtttgg
ggggttccca
gaaaaagggg
ccgaatgatce
agtttaggceg
gaaaaattcg
tggtaaccgg
cctttcaggt
ttcgagegga
tagttcatct
ttcggaaggt
taaagcgttt
ccttcgatga
ctgaagtage
ctccactcgt
cttegggact
ataatttagt
ttttggtatc
gaatggggcg
tagtaggaaa
aaggcaggct
ttggtagaat
ggcgtaccac
ataaatttat
cttacaggee
cgaagttccce

tgtctcatge

tcaatattcc
tacaaggtat
ttgcttttat
agtgtgctceg
ctgecctgtga
gcaaggcata
ctgaaatctc
cggttgettt
gagtccegeg
ctgeetgtgt
ggctageggt
tgtcggacaa
gctgaaagag
agctggacga
gaatcgcgat
catttttgtt
gaactccaag
gcttcgggag
ttacgactgg
tcctetteca
tgactttcta
cgatggtcag
tegeccccate
gggtgggtta
tttgecttggt
atatgtcaaa
gcagaacaat
aaatggaaga
tettgegteg
atgtegttcce

tgcctatttg

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640



ggctgtactg
ggttgccatt
gggacatttt
gattgttggt
cgtgtggttg
ggccattttt
ggctttgete
acccccaaaa
tcttteccatt
aggcgttttc
ggtgtatgag
tgctcctgtt
gttggtcggg
cgtttttctg
gagtagggga
acgtttgett
tgtggtcegt
catcactgcg
gatgcgctat
tectggtgcectg
cctggtgttce
gcgccagtat
ccaggatgge
tgcggegttg
gatcgccaac
gatcgacgag
gcgecgagag
cttcatggac
tgacctgctg
cggtcaggtyg
gatcatgagt

tagcatccat

ggaaatatct
attggattca
agtgcagcct
gtcagttggg
ctgaatctct
gtctgtgttg
cccttatege
attttcatgg
catgccatgt
atcgtcgatg
gctcatcgaa
acgattggcg
agtgggtctc
gcagtgaggt
atgctagatc
caagtggcta
ctaggcacag
ccggtcatcg
ctcggtaacg
tcgetggtgg
aactactggt
ttcatgggcg
ctgecccaggg
cgtcteggte
cgggtcattg
acgggcgcge
attctcgagt
ctggccageg
gggcgcgaca
gtgatggtga
tgttegecta

caggaactgg

catgggeegt
tggatgatca
tggtectcatt
acctggggtyg
ataacttcat
gtggggcatt
tagcttttge
gagatgcggg
ggatgaatac
cgacctatac
gccatgecta
tcacggcatt
tagagccttt
tcaaggcggg
gtttaagagt
cggatatect
acgatatgat
ccattccact
acgcattgat
tgtactggta
ggttgagcat
actggtactc
tggttatcta
gggcgatgeg
ccggtetgeg
aggaggttct
ccectggagec
gccgggtcaa
gcgtegecace
ccggggcggyg
gcegtgetgat

agcgteggat

gtectggget
cggtcatatc
gtactttttg
gttcggagga
ggatgggatc
attatactgg
cgtttttgga
tagtggtctt
gaattttttc
cctgattecgt
tcaatacgeca
gaacgtcatc
gatgggcatc
taagctagag
aaagttgtta
tctggtatgg
cgacgtgtte
attcattcge
cgccatcgee
tcgtggegeg
gctgctgatce
tgctgtgcag
tggggcgggg
tceggtggeg
ggtctatacc
cctggegatt
gttecegetg
ggtggatgac
gcgcaaggag
cggctctatce
cctgttegaa
caagcgcgag
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ttactteteg
gcegcacgcet
aatggcatac
cttctetttg
gatggacttg
ctgaatggcce
ttettgttet
ctggggattg
tgggcatggt
cgcttgetga
agccgatact
tggctecctece
gtcatagcct
tcgtcegete
tccatgecte
ctgtctetgt
ggcgagcatg
ttcggcatgt
aaggcggtga
ccggcgecygyg
ggcggcttge
tcggtaccat
gcggceggea
ttecatcgatg
gccaagcata
cctteegececa
cacgtgegea
ctgcaggagg
ctgctggaac
ggttcggaac
cacagcgaat

tegetttegg

ctggcggcgg
ggcgtetget
caccatttca
ctttectatcet
ctagccttca
aactgacgca
ggaattttce
ttttaggaat
tggtcectgtt
gaggggacaa
atggaaagca
ctatagecctt
acgtccctct
aggcctaaag
gtcgetggaa
ggctegettt
catggetttt
atcgcgceggt
ccatctcgge
tgecegegttce
gtctggcecat
ttctcaaccg
accagttggt
acgacaagca
tcecgecagat
ctegggeceg
gcatgcecgyg
tggacatcgce
ggtgcatccg
tctgtcggea
acaacctcta

tgaacctgtt

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560



gcecgatcecte
ggtcaatacc
cgccgagggce
ggtcggegtyg
gatgggcaga
gceggtgetg
ggtcegette
gatcaagcgce
cattececegag
attegtgetg
cctgteccgge
cagtggcctg
tcccaccgac
caaggtcegtg
ccagttgcetg
ctatcgccag
ccttttttgt
ggggctgteg
tcgcgaaggt
gctggaatca
acttgaacgce
actggcgaaa
taaaaaaatg
agcgaagttc
ccttataggg
cccggaatge
caaaatttag
aattagtgtt
agtacgcagt
tagtaatact

gctagcaatce

ggtteggtge
gtctaccatg
gttctcaaca
cagaacttcg
accaagcgcc
ttecggegace
ggcaacgtcc
ggcggcccgg
gcggegeagt
gacatggggc
ctgagcgtgc
cgtcctggeg
catcecgatga
ctggagcagt
cgggaaaccg
aggcggcgag
tttctceegta
atccaggtge
aaagtcagcc
gacatcatgg
actcagccag
aaacagtctg
ggttatatgce
cgcaaaggta
cgtaataaca
tgataccgtt
cactgttttt
tgagtttaga
gcactggtag
acatattaca

aaatctttta

gcaatcccga
cggcggecta
acgtgatagg
tgctgatttce
tggcggaaat
ggaaggacgt
tcggttegte
tgacggtcac
tggtcatcca
cgccggtgaa
gttccgagceg
agaagctcta
tcatgcggge
tgctggecge
tcagcggcta
aaccctgagt
cgatgtttce
gtteccacgge
gcattgttga
ccgtgggecg
gtgcatgggg
ttgacgeccat
aggcegtttgt
ttgagaaatt
aataacggta
ttttcattct
tataatgttt
ggctttgegyg
ctgtaaagcc
tcattgtagg

aagttacttc

gcgectggtg
caagcatgtg
caccttgcat
caccgacaag
ggtcctteag
gcatcacgtc
cggtteggte
ccacccgagce
ggceggtteg
gatcectggag
ttcgeccececat
cgaagagctg
caacgaggaa
cgtggagaag
tgcgectgac
catcgttctce
ggtgceggac
gataaggtgg
attcatcgaa
ttatgtgctt
acgtattcag
gctgatgact
gaagtatgga
gcttagegag
gtcaacattc
aaaaaactca
cttettgttt
cagagaagcg
agtggcggta
ctatttaagc

tcaggaatag
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gacgtgatgce
ccgategtceg
gcggtgcagyg
gcggtgegge
gcgcetcagea
aacaagaccc
attcegetgt
atcacccgtt
atggggcagg
ctegeegaga
ggtgacatcg
ctgatcggtg
cacctgaget
gacgactact
ggtgaaatcg
cggaaaaggc
caggaagcga
tttegtggat
aaaccggatc
tctgccgata
ctgactgatg
ggtgacagcet
ctacgcaacc
taagtttaaa
gacgcggtga
tcatttcatt
ctggcatcaa
gagcttaaca
gcgtgtttaa
gctacatgat

taaaaggagg

gtacctggaa
agcacaacat
ccgeggtgcea
cgaccaatgt
acgaatcgge
gtttcaccat
tccgegagea
acttcatgac
gcggagatgt
agatgatcca
ccatcgagtt
acaacgtgaa
gggaggcctt
cgcgggtteg
tcgactggat
cgcctagegg
ctgetttget
gggcaacatg
agccacaaac
tttggccgga
ccattgecga
acgactgtgg
tgaaagaagg
aaatagacgc
tgcagatatg
gagttaacta
ttggtaagat
cgtectgtgag
ataaatacat
aagcgacagce

acagctatgt

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420



tgaaaaaaga
atgtttttag
attttttcaa
caagagatat
tatccgeget
tatatatgag
aatacaaacg
attataatcg
tgtttatttt
ccttgeegtt
tagctttaat
tttatatagc
gtgccattat
tgattatagg
atcctatact
cgcagggctt
ttagcgaatt
gttttgtatg
ttgggttttt
ccttaggatt
aattaacttc
tccatattta
atcaattaaa
atcctgtgeg
aggataattt
caagacttag
aaacagacat
tagcttcatt
tttatatgcc
atttagatac
ttaaaaatgg

ttaaaatagg

gtatttaaaa
tgtattttgce
taatcagtta
gatagcaggt
tacttattgg
tactttttta
tcctttaatg
cactatgagt
attttttatg
atttatagga
tggacttttt
tgtgattttg
agtaatactt
aattttaggt
ttatcagett
tatgtatttt
tatgcgaaga
gcttttgaga
agccttaaaa
tggtttttta
aaatgtttgt
caactataaa
aaatatagcc
ttattatagce
tttcccttet
tgtagaatat
tttgcaagec
atcaaaacct
cgctagaatg
aggagttttg
agaaatttat

tgataatgtg

aacccttatt
aggttttatt
atgatcattt
tttcatcage
ctttataaaa
tcttetttgg
ggctttgtag
gggtattatg
gtaagaatga
atttatcttt
ttaatttata
tcttctetta
tttgctttat
agtgcaactt
aaattttata
aatgtcaatc
attagtggta
aaacataaaa
ggggggctta
ttgagcgagt
attgtttttg
gcgccaacag
aatagagaag
gatgtgaaaa
tttgctttaa
acagaaaaaa
atgatgaaag
gattttaaaa
tctttgattt
gataaacctt
cttagcaacg

gtttectgtaa

tagttttgtt
gggtttggtg
caaatgatgg
ctaatgattt
tcacaccttt
tggtgattcc
ctgcteotttt
atacggatat
ttttaaaaaa
ggtggtatcc
cacttatttt
ctctttcaaa
tcgeccttaga
tgatattttt
tttttagaag
aaaccataca
gtgaaattgt
gtatgattat
gatttaccat
ttaaggctat
caactatttt
ttttttctca
attatgtggt
ctttagtaga
gcaaagatga
gcttttatge
attataatca
tcgatacgece
tttctacggt
ttacctttag
gagtggtttt

atagtatcgt
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tgegatgatt
ggcaagtgag
ctatgetttt
gagttattat
ttettttgaa
tactattttg
agcaagtata
gctggtaatt
agactttttt
ttcaagttat
tcatagaaaa
tatagcatgg
gcaaaaacgc
gattttaagt
tgatgaaagt
agaagttgaa
ttttttgttt
ggctttacct
ttattetgta
aatggttaaa
gactttagct
aaatgaagca
aacttggtgg
tggtggaaag
acaagctgca
tccgcaaaat
aagcaatgtg
aaaaactcgt
ggctagtttt
cacagcttat
aagcgatgat

agagattaat

atattagett
tttaatgagt
gctgagggcg
ggatcttett
agtatcattt
ctagctaacg
gcaaacagtt
gttttgecta
tcattgattg
actttaaatg
gaaaagattt
ttttatcaaa
ttaaatttta
ggtggggttyg
gcgaatttaa
aatgtagatc
tetttgtttg
atattggtgce
cctgtaatgg
aaatatagcce
ccagtattta
tcattattaa
gattatggtt
catttaggta
gctaatatgg
gatattttaa
gatttgttte
gatatttatce
tcttttatta
ccacttgatg
tttagaagtt

tctattaaac

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340



aaggtgaata caaaatcact ccaattgatg ataaggctca gttttatatt ttttatttaa 20400
aggatagtgc tattccttac gcacaattta ttttaatgga taaaaccatg tttaatagtg 20460
cttatgtgca aatgtttttt ttaggaaatt atgataagaa tttatttgac ttggtgatta 20520
attctagaga tgctaaggtt tttaaactta aaatttaccc atacgatgtt ccagattacg 20580
cttaaacatg tgaattc 20597

<210> 20

<211> 8815

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<

220>

<221> fonte

<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucledétido
Sintético"

<400> 20

agtegaccety caggatgaga gtagaaaata ataatgbttte tgggcazaac catgacoogg 60
aacagattga tttgattgat ttactagtge agttgtggeg tggcaagatyg acaatcatca 120
tttecogteat tgtggetatt gooctageta ttggatattt ggecagtageg aaggagaaat 180
ggacgtcaac agecaattate actcageoog atgtggggea aattgetgge tataacaatg 240
ceatgaatgt tatetatggt caggatgeac cgaaagtate ggattitgoag gagacgttaa 300
ttggtogoett cagttetgoe ttotetgoat tageagaaace gotggataat caggaagaac 360
cagaaasaact taccategaa cottetgtta agsaccagea attaccsttg actgtttoett 420
atgttgggea aactgcagag ggcgcacaaa tgaagtigge ccaatacatt cageaagttg 480
acgataaagt gaatcaagag ttagaaaagg atctcaagga caacattget ctgggacgga 540
aaaacttgea ggactcttta agaacgoagg aagtggttge gcaggagcag aaagatotge 600
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gtatccgtea
agattcaaca
cgoetggagto
atcagacteg
atgcttaceg
caattacctt
ggaegtaatge
tggoeggatga
aaggeecatce
gcactttteg
atatgtatcec
cgttttggte
ttttogaagyg
cagtcaccaa
tcotetaaat
ggactcaaga
catacagtce
acaaacgogy
gecacgaggga
ccactgattt
cggetttgee
tecteoogeaco
teagtgageyg
gecetttttte
aagcoagtat
cooegteagta

aaaacaccat

gattcaggaa
gactggogaa
gatgattaag
tcasaacaetyg
ctatgtaatg
gattetggcyg
tetacgeaat
gagaagaaat
tgacggatgyg
gggaaatgtg
gecteatgeta
tgegogtaat
ttotetgage
aacttgtect
caattaccag
cgatagttac
agcettggage
ccataacage
goeegocagygy
gagcgtcaga
goggecctot
gttcgtaage
aggaagoegga
tcotgecaca
acactecget
gotgaacagy

catacactaa

gegttgeagt
gatatcacac
catgaggcga
ctrgatatcg
aaaccgacgt
gtgctgetgy
tacaacgega
togtogoooeyg
caottttigeg
cgoggaacoe
gaaatatttt
ctettgetot
taccaactot
ttcagtttag
tggetgotge
aggataagge
gaactgoeta
ggaatgacac
gaaacgeotyg
tttogtgatg
cacttecctyg
catttooget
atatatectg
tgaagcactt
agegetgatyg
agggacaget

atcagtaagt

atgogaatca
aagatacgtt
coecgtoegtt
asagettaaa
tacctatteg
gtggeatggt
agtaacetge
ccataaactyg
tttctacaaa
ctatttgttt
atctgattaa
gaaaacgaaa
ttgaaccgay
cottaacegg
cagtggtgcet
gcageggtag
ceceggaacty
cggtaaaccyg
gtatetttat
cttgtecaggyg
ttaagtatct
cgeegoagte
tatcacatat
cactgacacc
tecggeggtyg
gatagaaaca

tggeagoata

230

ggcgeaggtg
gttcettttyg
ggtgttctcoa
gattgatgat
tegtgatage
tggegogggyg
aggcatgcaa
ccaggcatca
ctettectgt
atttttctaa
taagatgatc
aaaccgectt
gtaactgget
cgeatgactt
tttgoatgte
gactgaacgg
agtgtcagge
aaaggcagga
agtectgtog
gggocggagec
tcctggeato
gaacgaccoga
tetgotgacy
ctcatecagtyg
ctttitgoegt
gaagceactyg

accogacgea

acaaaaccgc
gggagcgaag
ccaaactact
cttgatatte
ccgaaaaagyg
attgtgctgg
gettetgttt
aattaagoag
ctagcaggtg
atacattcaa
ttottgagat
geagggeggt
tggaggageg
ttteogggatt
ggggttoegtyg
gtggaatgay
acaggagagc
ggtttegeoa
tatggaaaaa
ttcecaggaaa
gogtagogag
cacaggtgea
ccaacatagt
tacgeacdoac
gagcaoctea

ctttgegeog

660
720
780
240
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1320
1980
2040
2100
2160

2220



aataaagtgt
ggaataggaza
aaaggaageg
teagetactyg
goagtgggot
aattgeooage
cetttettgea
gaggatcegtt
tggagagget
tgttocgget
cectgaatga
cttgogoage
aagtgaecggy
tggetgatge
aagcgaaaca
atgatctgga
cgageatgee
tcatggtgga
accgetataa
gggctgacey
tetategect
agogacgoee
gggcttegga
gatgygagtte
gaataggaac

attggtgeceo

aggctggage
cttcaagato
gaacacgtag
ggctatetgg
tacatggega
tggggogeec
goecaaggate
tegeatgatt
attceggetat
gtoagegoag
actgeaggac
tgtgctogac
geaggatcte
aatgeggegg
tegeatogag
cgaagageat
cgacggcgagy
aaatggeoge
ggacatagceg
cttectegtyg
tottgacgag
aacctgecat
ategtttteoo
ttegeecane
ttoggaatag

ttaaacgect

tgettogaag
caectocacget
aaagcecaghtoc
acaagggaaa
tagetagact
toctggtaagg
tgatgguegea
gaacaagatg
gactgggcac
gggegecegy
gaggeagege
gttgtcactg
ctgtcatete
ctgeatacge
cgagcacgta
caggggeteg
gatetagteg
ttttotggat
ttggotacee
ctttacggta
ttettotgag
cacgagattt
gggacgeogy
coagetteaa

gaactaagga

ggtgetacge

ttoctatact
gecgoaagea
cgcagasacg
acgoaagege
gggoggtttt
ttgggaagece
ggggatcaag
gattgeacge
aacagacaat
ttottttigt
ggctatogtyg
aagegggaagy
accttgetacn
ttgatcegge
cteggatgga
cgcocagccga
tgaceecatgy
tecatogactyg
gtgatattge
tagecgatee
cgggactetyg
cgattecace
ctggatgate
agagogetaty
ggatattcat

ctgaataagt
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ttotagagaa
ctcagggcge
gtgctgacce
aaagagaaaqg
atggacagca
ctgcaaagta
atetgateaa
aggttoteceg
cggotgetot
caagaccgac
gotggecacyg
ggactggety
tgecgagaaa
taccotgecea
agooggtott
actgttogec
cgatgaetge
tggeeggetyg
tgaagagoett
cgattegeag
gggttcgaaa
goageottet
ctocagogeyg
aagttcctat
atggtttttt

gataataage

taggaactte
aagggchgct
cggatgaatyg
caggtagett
agcgaacogy
aactggatgg
gagacaggat
geegottggg
gatgecgooyg
ctgtocggtyg
acgggagtte
ctattgggeog
gtatccatea
ttegaccace
gtcegatcagy
aggctcaagyg
ttgoegaata
ggtgtggogy
ggeggogaat
cgeategect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctecat
actttctaga
taaggoagtt

ggatgaatgg

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720

3780



cagaaatteg
gettatgtet
ttotcaaatg
atgatcattit
atgtaggtgt
tgecagggege
gegetgecgg
cgatagtcat
actcagaata
caccggttgg
tttocagact
acgtittgea
cagtaaggea
coogtggooa
acgcgatgga
gattggectoc
ggtegaggtyg
ggcggogoct
cgtgacgatc
aagctgtoce
ceecgatgoog
gaacgooage
gttgogetaa
cggacaacge
acagtgagac
agaggtocac

ggatataaca

aaagcaaatt
attgotggtt
cctgaggeca
attetgacte
tecacagggt
ttgtttogge
cagetgtoct
gococogagee
agaaatgagg
ttecactetco
ttacgaaaca
geageagteg
accoogecag
ggacooaacy
tatgtteotge
aattettgga
goeocggotee
acaatccatyg
agcocggtocag
tgatggtegt
ccggaagega
aagacgtage
ctgecogett
geggggaygag
gggoaacagae
getggtittge

tgagetgtet

cgaccoggto
taccegygttta
gtttgectcag
ccagagaaty
agacagoags
gtgggtatgg
acgagttgea
caccggaagg
cogoeteatgy
tgttgeggge
cggaaaccga
ctteacgtte
cotagoeeggg
ctgoaogaga
caagggttgg
gtggtgaatc
atgcaccgog
ccaaccogtt
tgatcgaagt
catctacoty
gaagaatocat
coagegegta
tecagtogyy
geggtttgeg
tgattgoecet
cocagoagge

teggtatogt

gtoeggttoayg
ttgactaceg
gctotooeeyg
ataaaaacgg
atcotgegat
tggeaggeoec
tgataaagaa
agotacogga
ogttgactct
aacttcagca
agaceattea
getegegtat
tecteaacga
tgegocgegt
tttgogeatt
cgttagoegag
acgcaacgey
caatgtgote
taggetggta
cctggacage
aatggggaag
ggccaatteg
aaacetgteg
tattgggogc
toacegacty
gaaaatectyg

agtateocac

232

ggcagggteg
gaagcagtgt
tggaggtaat
ttagegette
goagataagy
cgtggecgyy
gacagtcata
cagcggtgeg
cagtcatagt
gcacgtaggyg
tgttgttget
cggtgattea
caggageacy
geggetgotg
cacagttecte
gtgoegeogyg
gggaggcaga
gocgaggeqy
agagcogega
atggectgea
goeatocage
cgetaactta
tgecagetge
cagggtggtt
goecctgagag
tttgatggty

taccgagata

ttaaatagoce
gacagtgtge
aattgacgat
gttaatacag
aacataatgg
ggactgttgy
agtgoggega
gactgttgta
ategtggtat
gacttcogeg
caggtageay
ttetkgoetaac
atcatgcgea
gagatggegyg
cgcaagaatt
cttccattea
caaggtatag
cataaatage
gcgatccttg
acgcegggeat
ctoegoeghtege
cattaattge
attaatgaat
tttettttca
agttgeagea
gttgacggey

tcegraccaa

3840

3300

3960

4020

44980

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

43920

4980

50490

5100

51690

5229

52849

5340

5400



cgogeagoec
ccagecatoge
acatggcact
atttatgeea
gogegatttg
catgggagaa
gaacattagt
tgatcagoec
cgaaegetteg
taatcgooge
tcagcaacga
cogecatege
coacgeggga
ctggtttecac
gaaaggtttt
cgaattggoe
accagtgacyg
gatcategtce
cacaetgtast
gocoogages
ttatogactyg
tggctgtgea
ggataatgtt
tgacaattaa

aggaaacaga

cottttcage aagtgeaget
gtgtactgga totgaaagat

cagatacaaa tggccagggt

ggacteggta
agtgggaacg
ccagteogeat
gocagecaga
ctggtgacce
aataatactg
gcaggcaget
actgacgegt
ttetaceate
gacaatttgce
cktgtttgceoe
cegottccact
aacggtotga
atteacecacce
geaccattog
gocatgoogyg
aaggcttgag
goegoetocage
acgagtitgea
caceggaagg
cagggtgoac
ggtogtaaat
ttttgogeey
teatoggete

attcgagete

atggcogegea
atgcocteat
taocegttocy
ageagacqag
aatgogacca
ttgatgggty
tccacageaa
tgogogagaa
gacaccacca
gacggogegt
gocagtitgtt
ttttocegeg
taagagacac
ctgaattgace
atggtgtceaa
cgataatgge
cgagggegtyg
gaaageggte
tgataaagaa
agetgactgg
caatgettet
cactgeataa
acateataac
gtataatgtyg
atgaaaaaga
gaagaagoct
ggtgtgagat

gtactgcatt

ttgogecoag
tcagcatityg
ctatcggetg
ccgagacaga
gatgcteocac
tctggtcaga
tggcatectyg
gattgtgoac
cgotggcace
gcagggoecag
gtgocacgeg
ttttogoaga
cggcatacte
tetettecgg
agtaaatgea
ctgettoeteg
caagattoog
ctegecgaaa
gacagtceata
gttgaagget
ggegtoagge
ttegtgtege
gattetggea
tggaattgty
tttggetgge
ttgatetgtg
ccagcagaat

actctatggt
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cgecatetga
catggtttgt
aatttgatty
acttaatggg
geccagtoge
gacatcaaga
gtoatccage
cgacgettta
cagttgatag
actggaggty
gttgggaatg
aacgtggectg
tgogacateg
gogetatoat
tgaegettog
cogaaacgtt
aataccgcaa
atgacccaga
agtgeggega
ctcaagggea
agacatagga
tcaaggegea
aatattetga
agcggataac
cctggeagga
gaatgagtgt
gtcagtggat

tetggaaggt

tegttggeoaa
tgaaaaccgg
cgagtgagat
ccegotaaca
gtaccgtett
aataacgeog
ggatagttaa
caggaettoega
gogegagatt
gcaacgccaa
taattcaget
goeetggttca
tataacgtta
gocatacege
cettogogoeg
tggtggeggy
gogacaggec
gegetgoegy
cgatagteat
taggeggage
agctgtgagta
ctoeogttet
aatgagetgt
aatttcacac
ctggttetgg
goaaaageat
ccagecattyg

ggtaatgatyg

54860
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6460
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6360
7020

7080



coctgazact
tggagggagy
gttottggag
tttttattea
ttgaaatggyg
ceccatgaate
tcatggcaca
tgctgtgect
acctggatga
atgacatgga
atttcocaga
tggaaacttt
atccagttea
atcaggttat
ttagagaaca
gatttgtgag
cactgacttg
ctgattcagg
atggtggtya
tgecaggraca
teatggaage
atgctatttyg
aagatcagga
ttoectaggte
cageaggtga
cagggacaga
cagtagttat
catocteaat

caggtaaacc

ggeeattgat
ggtggaacee
cotgaactgg
tgaactgaat
ggatgaactyg
aaatgagatg
aactcagoee
gotggatcect
tacctgggaa
tatcaaggat
gggaggttca
caceagacac
gaggotggtt
tagaaatgoa
goctgageag
acaggggaca
teckgttget
agatgcactyg
tgtttotttt
tagacagctg
agaacagtoc
gagaggtttt
acctgatgee
tagoctgeca
ggtggagaga
agaagaaggt
tecttcagea

tecagataag

aatgcoactgt
aataagectyg
ctggtgocta
geaggcaatbo
ctggotaaac
cagectacoe
aggagagaga
ctggatggty
ggtaaaatct
aataacaata
ctggetgooe
aggcagocaa
goeactgtaca
ctggacagee
gocagactgy
ggcaatgatyg
aaagatcaga
ctggagagga
agcaccagag
gaagaaagag
attgtotttg
tatattgotyg
agaggcagaa
ggattttata
ctgattggtce
ggcagagtga
atccctacag

gaacaggeaa

ctatcaccag
teagatacaq
ttgggeatga
agctgtctea
tggecagaga
tggecattag
aaaggtggtc
tttataacta
atagagtget
gcacooetac
tgactgctea
gaggcetggga
tggcagcaag
cagggagtgg
cecctgactet
aagecaggtge
acaggaccaa
actatccaac
gcacacagaa
gotatgtatt
gaggggttag
gagatcocage
tcagaaatgy
gaacctctot
atcctotgeo
caattotggg
atccaaggaa

ttteageact

tgatggtctyg
ctatacaaga
aaaaccatet
tatgageocea
tgctacatte
ccatgetggt
tgagtggacc
totggeccaa
ggcaggtaat
tgtaatcage
tcaggectgt
acagcetggaa
actgagetgg
gggtgacctg
ggcagcaget
agctaatgea
aggtgaatgt
tggtgecagaa
ctggactgtyg
tgttggetac
ageoagaagae
cctggectat
tgeectgotyg
gacococtggoa
actgagactyg
ttggecoctg
tgtaggtggy

gactgattat

acaatcagac
caagocagaqg
aacattaaag
atttatacca
tttgtecagag
gtgagtgttyg
agtggeaaag
cagaggtgta
ccagcaaaad
catagactge
catctgecac
caatgtggcet
aatcaggtag
ggtgaggcaa
gaaagtgaaa
gatgttgttt
gotggacoag
ttoctgggag
gaaagactge
catggtactt
caggatotgg
ggatatgcac
agggtttatg
gococtgaayg
gatgocatta
geagagagga
gacetggate

gctagteage

acctagagaa gatctgaaac accaccacca ccaccactga tctag
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71490

72040

7260

7320

7380

‘7440

7500

75690

7620

76890

77440

7800

7860

7920

7980

8040

8100

81890

8220

8280

83440

8409

8450

8520

8580

86490

8700

8760
8815



<210> 21

<211> 99
<212> ADN

<213>

<220>
<221>
<223>

Sintético"

<400> 21
gaattcatga

gatttgattg
attgtggcta
acagcaatta
gttatctatg
ttcagttetg
cttaccatcg
caaactgcag
gtgaatcaag
caggactctt
cagattcagg
cagactggceg
tcgatgatta
cgtcaaaacc
cgctatgtaa
ttgattctgg

gctctacgca

fonte

/nota="Descricdo de

gagtagaaaa
atttactagt
ttgccctage
tcactcecagee
gtcaggctgce
ccttetetge
aaccttctgt
agggcgcaca
agttagaaaa
taagaacgca
aagcgttgcea
aagatatcac
agcatgaggce
tgcttgatat
tgaaaccgac
cggtgetget

attacaacgce

Sequéncia Artificial

taataatgtt
gcagttgtgg
tattggatat
cgatgtgggg
accgaaagta
attagcagaa
taagaaccag
aatgaagttg
ggatctcaag
ggaagtggtt
gtatgcgaat
acaagatacg
gacccgtceg
cgaaagctta
gttacctatt

gggtggcatg

gaagtaagtc

Sequéncia

tctgggcaaa
cgtggcaaga
ttggcagtag
caaattgcetg
tcggatttgce
acgctggata
caattaccat
gcccaataca
gacaacattg
gcgcaggagce
caggcgcagg
ttgttcettt
ttggtgttct
aaggttgatg
cgtcgtgata
gttggcgegg

gac
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Artificial: Polinucledtido
accatgaccc ggaacagatt 60
tgacaatcat catttccgtc 120
cgaaggagaa atggacgtca 180
gctataacaa tgccatgaat 240
aggagacgtt aattggtcgc 300
atcaggaaga accagaaaaa 360
tgactgtttc ttatgttggg 420
ttcagcaagt tgacgataaa 480
ctctgggacg gaaaaacttg 540
agaaagatct gcgtatccgt 600
tgacaaaacc gcagattcaa 660
tggggagcga agcgctggag 720
caccaaacta ctatcagact 780
atcttgatat tcatgcttac 840
gcccgaaaaa ggcaattacc 900
ggattgtgcet ggggcegtaat 960

993



<210> 22
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> fonte

<223> /nota="Descricao de Sequéncia Artificial:

sintético"

<400> 22

Asp Asn Asn Asn Ser Thr Pro Thr Val Ile Ser His Arg
1 5 10

<210> 23
<211> 4
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> fonte

<223> /nota="Descricao de Sequéncia Artificial:

sintético"

<400> 23

Asp Gln Asn Arg
1

236

Péptido

Péptido



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

<220>
<221>
<223>

24
5
PRT

Sequéncia Artificial

fonte

/nota="Descricdo de Sequéncia Artificial: Sequéncia

consenso sintética"

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>
"Glu"

n" Phe n"

<220>
<221>
<222>
<223>

em relacdo aqueles nas anotacgdes para as referidas posicdes

<220>
<221>
<222>

VARIANTE
(1) .. (1)

/substituir="Glu"

VARTIANTE

(2) .. (2)

/substituir="Arg"™ ou "Asn" ou "Asp" ou "Cys" ou "Gln" ou
ou "Gly" ou "His" ou "Ile" ou "Leu" ou "Lys" ou "Met" ou

ou "Ser"™ ou "Thr" ou "Trp" ou "Tyr" ou "Val"

MISC CARACTERISTICA
(1)..(2)

/nota=" 0Os residuos dados na sequéncia ndo tém preferéncia

MOD RES
(4) .. (4)

237



<223> /substituir="Arg"™ ou "Asn" ou "Asp" ou "Cys" ou "GIn" ou
"Glu" ou "Gly" ou "His" ou "Ile" ou "Leu" ou "Lys" ou "Met" ou

"Phe™ ou "Ser" ou "Thr" ou "Trp" ou "Tyr" ou "Val"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(bH)

<223> /substituir="Thr"

<220>

<221> MISC CARACTERISTICAE

<222> (4)..(5)

<223> /nota="0s residuos dados na sequéncia ndo tém preferéncia

em relacdo aqueles nas anotacgdes para as referidas posicgdes™

<220>

<221> MISC CARACTERISTICAE

<222> (1) .. (5)

<223> /nota="Ver descricdo como apresentada para a descricdo

detalhada de substituic®es e formas de realizacdo preferidas"

<400> 24

Asp Ala Asn Ala Ser
1 5

<210> 25
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

238



<220>
<221> fonte
<223> /nota="Descricdo de

sintético"

<400> 25

Asp Asn Asn Asn Ser
1 5

<210> 26
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> fonte
<223> /nota="Descricdo de

sintético"

<400> 26

Asp Gln Asn Arg Thr
1 5

<210> 27
<211> 2160
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<221> fonte

Sequéncia

Sequéncia

239

Artificial:

Artificial:

Péptido

Péptido



<223> /nota="Descricdo de Sequéncia Artificial:

Sintético"

<400> 27
gaattcatgt

atattagctt
tttaatgagt
gctgagggeg
ggatcttcett

agtatcattt

ctagetaacy
goaaacagtt
gttttgeeta
teattgattyg
actttaaatg
gaaaagattt
ttttatcaaa
ttaaatttta
ggtggggttyg
gegaatttaa
aatgtagate
tetttgtttyg
atattggtge
cotgtaatag
aaatatagee
ccagtattta

tcattattaa

tgaaaaaaga
atgtttttag
attttttcaa
caagagatat
tatccgeget

tatatatgag

aatacaaacg
attataatag
tgtttatttt
cottgoogtt
tagetttaat
tttatatagce
gtgccattat
tgattatagy
atcctatact
cgeagggett
ttagcgaatt
gttttgtatg
ttgggttttt
ccttaggatt
aattaactte
tocatattta

atcaattaaa

gtatttaaaa
tgtattttgce
taatcagtta
gatagcaggt
tacttattgg

tactttttta

tcetttaaty
cactatgagt
attttttatg
atttatagga
tggactttit
tgtgatttig
agtaatactt
aattttaggt
ttatcagett
tatgtatttt
tatgogaaga
gcttitgaga
agocttaaaa
tggtttttta
aaatgtttgt
caactataaa

aaatatagoc

aacccttatt
aggttttatt
atgatcattt
tttcatcage
ctttataaaa
tcttetttgg
ggoetttgtag
gggtattatyg
gtaagaatga
atttatottt
ttaatttata
tottctotta
ttbtgetttat
agtgoaactt
aaattttata
aatgtoaate
attagtggta
aaacataaaa
ggggggetta
ttgagegagt
attgtttttg
gagecaacaqg

aatagagaag
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tagttttgtt
gggtttggtg
caaatgatgg
ctaatgattt
tcacaccttt

tggtgattcc

ctgetettit
atacggatat
ttttaaaaaa
ggtggtatoc
cacttatttt
ctotttcaaa
teogeettaga
tgatattttt
tttttagaag
aaaccataca
gtgaaattgt
gtatgattat
gatttaccat
ttaaggctat
caactatttt
ttttttetoa

attatgtggt

Polinucledtido
tgcgatgatt 60
ggcaagtgag 120
ctatgetttt 180
gagttattat 240
ttcttttgaa 300
tactattttg 360
agcaagtata 420
gatggtaatt 480
agactttitt 54§
ttcaagttat 600
tcatagaaaa 660
tatagecatgg 720
goaaaaacge 788
gattttaagt 840
tgatgaaagt 904
agaagttgaa 960
ttttttgttt 1020
ggoetttacct 1080
ttattotgta 1148
aatggttaaa 1200
gactttaget 1260
aaatgaagea 1320
aacttgggcg 1380



gobbatgght
cakttaggtsa
gotaatatag
gatatittaa
gatbhgtiio
gatatttats
toktbhatta
aoeastigatg
tttagaaght
tetattaaar
thktatitas
thkaabagte

ttggtgatts

atmotghoog
sggataatih
snagantiag
asacagscat
tagottoatt
trtatatgos
atttagatas
ttasasatgg
thasnabagy
aagygtgaata
aggatagtgn
stiatgtgea

atiotagaga

tiattatago
tttoootiat
tqtagsatat
tibgosagng
atoasascch
wgotagasaty
aggagiibtyg
agaastitat
tgntaatagtyg
casaatoach
tathrottan
aatgbtbtitl

tgataaggtt

Lishoa, 30

gatglgaaas
tohgothias
acagaaaaaa
atgatgasayg
gatittaaas
Totttgabit
gataaagotl
cttagoaasy
gttiatgtas
soaaktgaty
goagashbita
ttaggaastt

Lriaasactha

I
2
food

abihtagbays
guaaagatygs
gottitatgn
attatastos
tagstacgee
ttiotacggt
tracokitag
gagtogtitt
atagtatagt
ataaggoles
Bttastggs

abtgatasgas

Zgatitacen

i L e S
de Jangire de 20

toutggasag
scaagetgos
tocgosaaat
sagoaatgly
asactogt
gogntaghttt
cagagetian
sagogatgat
agagatiaat
ghtttatatt
tasasccaby
tttatitgas

abtacgabgilh

18

1448
1550
1568
1528
16888
1740
1808
1888
1920
18880
2040
2180

2380



1.

REIVINDICAGCOES

Organismo procaridtico hospedeiro Gram-negativo, em gue o©
referido organismo procaridético hospedeiro é E. coli,

compreendendo:

(i) uma seguéncia nucleotidica gue codifica, pelo menos,
uma glicosiltransferase de uma bactéria Gram-positiva, em
que a referida bactéria Gram-positiva é Staphylococcus
aureus;

(ii) uma segquéncia nucleotidica que codifica, pelo menos,
uma glicosiltransferase de uma bactéria Gram-negativa, em
que a referida Dbactéria Gram-negativa ¢é Pseudomonas
aeruginosa;

(iii) uma sequéncia nucleotidica que codifica uma
proteina transportadora, em gque a vreferida proteina
transportadora compreende a sequéncia consenso de
aminoadcidos D/E-X-N-Z-S/T, em gque X e Z podem ser
qualquer aminoacido natural, exceto prolina; e

(iwv) uma sequéncia nucleotidica que codifica uma

oligossacariltransferase.

Organismo procaridético hospedeiro da reivindicacdo 1, em que
o) referido Staphylococcus aureus & uma estirpe de
polissacdrido capsular 5 ou uma estirpe de polissacéarido

capsular 8.

Organismo procaridtico hospedeiro da reivindicacd&o 1 ou 2,
em que o referido Staphylococus aureus ¢é uma estirpe

resistente a meticilina.



Organismo procaridtico hospedeiro de gualguer uma das
reivindicacdes 1-3, compreendendo, pelo menos, duas
glicosiltransferases de diferentes estirpes de Dbactérias

Gram-positivas.

Organismo procaridtico hospedeiro de gualguer uma das
reivindicacdes 1-4, em que a referida proteina
transportadora é a Exotoxina de Pseudomonas aeruginosa, a
hemolisina alfa de Staphylococcus aureus ou o fator de

aglutinacdo A de Staphylococcus aureus.

Organismo procaridtico hospedeiro de gualguer uma das
reivindicacdes 1-5, em que a referida

oligossacariltransferase é de Campylobacter jejuni.

Método de producéo de uma proteina N-glicosilada
recombinante utilizando o organismo procaridtico hospedeiro

de gualguer uma das reivindicacdes 1-6.

Vacina de Staphylococcus aureus compreendendo:

uma proteina compreendendo uma sequéncia consenso
D/E-X-N-Z-S/T inserida, em que X e Z podem ser gqualquer
aminodcido natural, exceto prolina;

pelo menos, um polissacadrido de Staphylococcus aureus
ligado a referida sequéncia consenso por ligacéo
N-glicosidica; e,

opcionalmente, um veiculo ou adjuvante farmaceuticamente

aceiltavel.

Vacina de Staphylococcus aureus da reivindicacédo 8,

compreendendo um adjuvante.



10.

11.

12.

13.

14.

Vacina de Staphylococcus aureus da reivindicacdo 9, em que o
adjuvante contém sais de aluminio, emulsdes, tais como dbleo
em agua (MF59, AS03), lipido e combinacdes de sais (AS04),
ISCOMS, lipossomas/virossomas, nano e microparticulas,
saponinas (QS21), MPL A, citocinas, derivados de ADN ou

toxinas bacterianas.

Vacina de Staphylococcus aureus de gualguer uma das
reivindicacdes 8-10, compreendendo duas ou mails das
referidas sequéncias consenso inseridas e dois ou mais dos

referidos polissacéaridos de Staphylococcus aureus.

Vacina de Staphylococcus aureus de gualguer uma das
reivindicacdes 8-11, em que o referido, pelo menos, um
polissacarido de Staphylococcus aureus compreende o)

polissacdrido 5 capsular ou o polissacarido 8 capsular.

Vacina de Staphylococcus aureus da reivindicacdo 12, em que
a referida proteina é a Exotoxina de Pseudomonas
aeruginosa, ou a hemolisina alfa de Staphylococcus aureus

ou o fator de aglutinacdo A de Staphylococcus aureus.

Vacina de Staphylococcus aureus da reivindicacdo 13, em que
o referido, pelo menos, um polissacarido de Staphylococcus

aureus compreende a estrutura:
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